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Vorwort

Seit 1999 - also seit mehr als 25 Jahren - fassen wir die
Entwicklung der mit gentechnischen Methoden herge-
stellten Proteinarzneimittel (Biopharmazeutika) in dem
Lehrbuch ,,Gentechnik - Biotechnik: Grundlagen und
Wirkstoffe® zusammen. Sie haben jetzt die 4. Auflage des
Werks in den Hénden. Sie werden vielleicht bemerkt
haben, dass dieses Buch etwas umfangreicher geworden
ist als die vorherige Auflage. Wir haben auch diesmal an
dem Anspruch festgehalten, Thnen alle zum Zeitpunkt
der Drucklegung in Europa zugelassenen Biopharma-
zeutika vorzustellen. Seit der 3. Auflage hat sich der Bio-
pharmazeutika-Markt schnell entwickelt. Waren Anfang
2018 ,erst” 242 Biopharmazeutika mit 190 Wirkstoffen
zugelassen, waren es mit Stand August 2025 bereits 451
gentechnisch hergestellte Arzneimittel mit 397 Wirkstof-
fen. In der Zwischenzeit sind also ca. 150 Neuentwick-
lungen und ca. 50 Biosimilars dazugekommen, die wir in
die 4. Auflage eingearbeitet haben. Wir haben auch
ungefahr 30 Wirkstoffe geloscht, vor allem, weil sie mitt-
lerweile in Europa nicht mehr zugelassen sind.

Was ist in der 4. Auflage neu? Besonders entwickelt
hat sich in den vergangenen 7 Jahren die Immunthera-
pie von Autoimmunerkrankungen und Tumorerkran-
kungen mit wichtigen Wirkstoffklassen wie den
Immun-Checkpoint-Inhibitoren, CAR-T-Zellen und
bispezifischen Antikorpern, die in der 4. Auflage
wesentlich mehr Aufmerksamkeit erhalten haben.
Natiirlich diirfen auch die in der Corona-Pandemie neu
entwickelten ,genetischen Impfstoffe in Kapitel 17
nicht fehlen, und als génzlich neue Indikation ist die
Migréaneprophylaxe (Kapitel 18) dazugekommen. Auch
hat sich die Gentherapie in den letzten Jahren stark ent-
wickelt und mafigeblich zur Bildung einer neuen
Gruppe von Wirkstoffen beigetragen, die als ,,Arznei-
mittel fiir neuartige Therapien® (Advanced Therapy
Medicinal Products, ATMP) zusammengefasst werden.
Diesen Wirkstoffen widmen wir nun ein ganzes Kapitel
(Kapitel 9). Weiter ausgebaut haben wir das Kapitel 5
tiber Antikorper, auch weil zwischenzeitlich viele neue
Antikérper-Designs entstanden sind und insbesondere
die bereits erwadhnten bispezifischen Antikorper eine
immer groflere Rolle spielen. Weiter aktualisiert haben
wir auch das Kapitel 8 iiber Biosimilars, die als preis-
glinstigere Wirkstoftkopien der jeweiligen Originalia
mittlerweile gut akzeptiert sind, deren Austausch gegen
Originalia oder andere Biosimilars in der Praxis aber
nicht ganz unproblematisch ist.

Wir haben uns entschieden, die bereits in den vor-
herigen Auflagen des Buches gewdhlte Zweiteilung in
einen Methodenteil und einen Wirkstoffteil beizube-
halten. Das war gar nicht einfach angesichts der vielen
neu zu besprechenden Wirkstoffe, die ein erhebliches
Maf an Platz in der neuen Auflage eingefordert haben.

Vorwort

Wir haben also, wie bereits auch in der 3. Auflage, in
den Kapiteln 1-10 die eine oder andere gentechnische
Methode entfernt, weil sie heute nicht mehr zeitgemaf3
ist. Natiirlich war und ist uns bewusst, dass wir in einem
Lehrbuch wie diesem nicht die ganze Breite der gen-
technischen bzw. molekularbiologischen Methoden
darstellen kénnen - das ist aber auch nie unser Ziel
gewesen. Dennoch halten wir es fiir wichtig, einige
»Meilenstein-Methoden der Molekularbiologie weiter-
hin zu besprechen, damit Sie als geneigte Leserinnen
und Leser sich auch weiterhin ein Bild davon machen
konnen, wie komplex die molekularbiologische For-
schung geworden ist und damit verbunden auch die
Wirkstoffentwicklung, und wie man sich die Herstel-
lung von ,Wirt-Vektor-Systemen® fiir die Produktion
von Proteinwirkstoffen vorstellen kann und warum
dafiir der Einsatz sowohl von Gentechnik als auch von
Biotechnik absolut unverzichtbar ist.

Der zweite Teil des Buches mit den Kapiteln 11-22 ist
und bleibt ein Nachschlagewerk, in dem wir IThnen mog-
lichst alle derzeit zugelassenen Biopharmazeutika kurz
zusammengefasst vorstellen. Wir legen dabei stets den
Schwerpunkt auf die Architektur der Molekiile und ihre
Wirkmechanismen. Jedem Indikationsgebiet stellen wir
wieder einen kurzen Abriss der therapierten Krankhei-
ten voran, ohne dabei den Anspruch zu erheben, die
meist komplexen pathophysiologischen Zusammen-
hénge erschopfend ausfithren zu konnen. Hier sei auf die
vielen hervorragenden Lehrbiicher der Pharmakologie
und Pathophysiologie verwiesen.

Natiirlich ist es auch geboten, die zugelassenen Indi-
kationen der einzelnen Arzneimittel aufzufithren. Da
dies formale Texte sind, haben wir uns entschieden, die
jeweiligen Formulierungen der Indikationsgebiete
wortlich aus den deutschen Produktinformationen der
Europdischen Arzneimittel-Agentur (EMA) zu iiber-
nehmen. Die EMA erlaubt ausdriicklich die wortliche
Verwendung ihrer auf der Webseite publizierten Texte,
sofern die EMA als Quelle genannt wird. Wir haben
daher die Nennung der Indikationen jeweils mit dem
Zusatz ,,Quelle: EMA; EPAR [Arzneimittelname]“ ver-
sehen. Dennoch kénnen wir keine Gewéhr auf die Voll-
standigkeit und Korrektheit der abgedruckten Indika-
tionen oder eventuell angegebenen Dosierungen geben.
Hier lohnt sich stets der Blick in die aktuellen Doku-
mente der EMA oder die Fachinformationen zu den
jeweiligen Produkten.

Wir bedanken uns herzlich bei apl. Prof. Dr. Hanns-
Christian Mahler fiir seinen Beitrag ,,Vom biotechnolo-
gischen Wirkstoff zum Arzneimittel“ (Kapitel 7), den
wir unverandert aus der 3. Auflage weitergefithrt haben.

Wir hoffen, dass wir Ihnen auch mit der erweiterten
4. Auflage des Buches ,Gentechnik - Biotechnik:



Vi

Vorwort

Grundlagen und Wirkstoffe“ wieder eine interessante
Lektiire bieten konnen, die Thnen dabei hilft, nicht nur
wahrend des Pharmazie- oder Medizinstudiums, son-

Frankfurt am Main und Jena im Herbst 2025

dern auch im taglichen Berufsalltag diese komplexen

Wirkstoffe besser zu verstehen.

Theodor Dingermann
Thomas Winckler
Ilse Ziindorf
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1.1

1.2 Gentechnik und Biotechnik

Wir befinden uns inmitten einer ,,biologischen Revolu-
tion’, oder besser gesagt, einer ,,molekulargenetischen
Revolution®. Seit gerade einmal etwas mehr als 70 Jahren
wissen wir um die prinzipielle Struktur der Erbinforma-
tion, der DNA. Bereits kurze Zeit spater haben wir ver-
standen, dass der genetische Code in allen auf der Erde
lebenden Organismen gleich ist und in allen Organis-
men auf dhnliche Weise in Proteine {ibersetzt wird. In
den frithen 1970er-Jahren wurden die ersten DNA-
Molekiile verschiedener Organismen iiber Artgrenzen
hinweg zu neuen funktionalen Einheiten zusammenge-
fugt. Diese neu entwickelte DNA-Rekombinationstech-
nologie, die auch unter der vielleicht geldufigeren
Bezeichnung Gentechnik bekannt ist, ist heute die
Grundlage fiir die Erforschung komplexer physiologi-
scher und pathophysiologischer Zusammenhinge auf
molekularer Ebene, der Entwicklung neuer biomedizi-
nischer Theorien und Therapieansitze, der Suche nach
neuen Zielen fiir Wirkstoffe und der grofitechnischen
Produktion von Proteinwirkstoffen. Biopharmazeutika,
die in gentechnisch verdnderten Organismen mit bio-
technologischen Verfahren hergestellte Proteine enthal-
ten, nehmen ein stetig wachsendes Segment im Arznei-
mittelschatz ein, sodass sich Arzneimittelfachleute
neben ihrem Fachwissen iiber die Gewinnung und
Anwendung chemisch-synthetischer oder natiirlicher
niedermolekularer Wirkstoffe zunehmend auch mit den
Konzepten zur Produktion von und dem Umgang mit
derartigen Makromolekiilen befassen miissen. Immer-
hin haben wir es heute mit 451 zugelassenen Biophar-
mazeutika und 397 Proteinwirkstoffen zu tun (Stand
August 2025), die ca. 35% des gesamten deutschen
Pharmamarktes ausmachen - Tendenz steigend.

Die Methoden und Konzepte zur gentechnischen
Herstellung von Proteinwirkstoffen nehmen in diesem
Buch einen breiten Raum ein. Allerdings hat die Gen-
technik eine weitaus grofSere Bedeutung in der biomedi-
zinischen und pharmazeutischen Anwendung als ,,nur®
ihre Nutzung zur Herstellung von Proteinwirkstoffen.
In diesem einfithrenden Kapitel wollen wir daher die

Von der klassischen Genetik zur Gentechnik

Die bio(techno)logische Revolution

»biologische Revolution“ zusammenfassen, die vor gut
150 Jahren mit Darwins Evolutionstheorie begann,
deren Fundament die Etablierung zunéchst der ,,klassi-
schen® und danach der ,,molekularen Genetik ist, die
zunichst in der Erfindung der Gentechnik gipfelte und
die moglicherweise erst mit dem gezielten Editieren des
menschlichen Genoms zu Enhancement-Zwecken
endet. Nicht alles heute oder morgen Machbare der
neuen molekularmedizinischen Entwicklungen (z.B.
reproduktionsmedizinische Mafinahmen) hat etwas mit
Gentechnik zu tun - allerdings wire die Erforschung
neuer molekularmedizinischer Therapiekonzepte ohne
die Gentechnik mit Sicherheit nicht moglich gewesen.
Heute wird es kein Medikament geben - iibrigens auch
keines mit einem chemisch-synthetischen Wirkstoff —
in dessen Entwicklung von der biologischen Grundla-
genforschung bis zur klinischen Entwicklung nicht zu
irgendeinem Zeitpunkt gentechnische Methoden zum
Einsatz kommen. Nachfolgend wollen wir kurz die Ent-
wicklung der Genetik und der Gentechnik rekapitulie-
ren, bevor wir den wichtigen Unterschied zwischen
»Gentechnik® und ,,Biotechnik® thematisieren, der fiir
das Verstindnis der Entwicklung und Herstellung von
Proteinwirkstoffen von Bedeutung ist.

Von der klassischen Genetik zur
Gentechnik

1.1

Molekularbiologie ist von seinen Urspriingen her ein
Zweig der Biologie, der darauf abzielt, durch das Stu-
dium (makro)molekularer Strukturen Erkenntnisse
tiber zelluldre Vorginge zu erlangen. Die Geschichte
der Molekularbiologie, der modernen biomedizini-
schen Forschung und der Entwicklung von Biopharma-
zeutika ist eng verbunden mit der Entdeckungsge-
schichte der DNA als dem Tréger der Erbinformation.
Alles begann im Jahr 1865, als Gregor Mendel
(1822 - 1884) seine Entdeckung veréffentlichte, dass
Merkmale von Organismen als vererbbare Einheiten in



1 Die bio(techno)logische Revolution

klaren mathematischen Zusammenhéngen tiber Gene-
rationen weitergegeben werden, auch wenn sich die
Anwesenheit dieser Merkmale nicht immer am Erschei-
nungsbild der Organismen ablesen lasst. Mendels ,,Ver-
suche iiber Pflanzenhybriden’, die im Jahr 1866 verof-
fentlicht wurden, zeigten, dass Merkmale in den Nach-
kommen entweder hervortreten und dominant sind
oder zuriicktreten und rezessiv sind. Mendel war seiner
Zeit weit voraus — und seine Entdeckungen fanden
zundchst kaum Beachtung. Sie sind jedoch heute ebenso
fundamental wie damals, gelten sie doch beispielsweise
auch fiir die Vererbung von Krankheiten des Menschen
und bilden die Grundlage fiir die Identifizierung von
»Krankheitsgenen“ durch Stammbaum-Analysen in
betroffenen Familien.

Ende des 19. Jahrhunderts wurde allmahlich klar,
dass die Zellkerne die Tréger der Erbinformation sind.
Im Zellkern fand Walter Flemming (1843 - 1901) eine
anfarbbare Substanz, die er Chromatin nannte. Weitere
Forschungen ergaben, dass sich das Chromatin wéh-
rend der Zellteilung verdichtet. Heinrich Wilhelm
Waldeyer (1836 - 1921) sprach erstmals von Chromo-
somen und beschrieb 1888, dass sich Chromosomen
wiahrend der Zellteilung aufspalten und die einzelnen
Chromosomen-Féiden auf die entstehenden Tochterzel-
len verteilt werden. In diesem Zeitraum wurde auch
Kklar, dass jedes Chromosom in einer Korperzelle zwei-
mal vorhanden ist — aufler in den Keimzellen, die
jeweils nur eine Kopie enthalten.

Obwohl bereits andere Wissenschaftler um die Wende
zum 20. Jahrhundert herum die Arbeiten von Mendel
wiederentdeckt hatten, war es vor allem William Bateson
(1861 - 1926), der im Jahr 1900 Mendels Publikation
gelesen und die Mendel'schen Regeln in Wissenschafts-
kreisen bekannt gemacht hatte. Bateson hat auch den
Begriff Genetik eingefiihrt (1906). Es wurde klar, dass die
Chromosomen die Trager der Mendel'schen Merkmale
sein miissen, und es war unter anderen Theodor Boveri
(1862 - 1915), der aus dem Wissen der damaligen Zeit
ableitete, dass die vererbbaren Merkmale im Mendel'-
schen Sinne auf den Chromosomen lokalisiert sein miiss-
ten. Walter S. Sutton (1877 - 1916) erkannte 1902, dass
wihrend der Bildung der Keimzellen und der Reduktion
des doppelten Chromosomensatzes (heute nennen wir
diesen Vorgang Meiose) die Chromosomenpaare in
zufilliger Verteilung in die Keimzellen gelangen und dass
dies die Grundlage fiir die von Mendel beschriebenen
statistischen Verteilungsmuster der beobachteten Merk-
male sein konnte. Diese Hypothese ist als Chromoso-
mentheorie der Vererbung bzw. Boveri-Sutton-Theorie
in die Geschichtsbiicher eingegangen.

Der Botaniker Wilhelm Johannsen (1857 — 1927)
benutzte in seinem Buch ,,Elemente der exakten Erb-
lichkeitslehre® im Jahre 1909 erstmals den Begriff Gen.
Das war damals etwas Abstraktes, ein Symbol, das dafiir

stand, dass die Merkmale von Organismen in den
Keimzellen festgelegt sind und als unabhingige Einhei-
ten an nachfolgende Generationen vererbt werden. Von
Johannsen stammt auch der abgeleitete Begriff Geno-
typ, also die Gesamtheit der Gene eines Organismus.
Am Phinotyp, dem Erscheinungsbild eines Organis-
mus, ist der Genotyp nicht unbedingt zu erkennen, was
Mendel bereits als dominante und rezessive Merkmale
beschrieben hatte.

Zur endgiiltigen Akzeptanz der Mendel'schen Regeln
trug insbesondere Thomas Hunt Morgan (1866 — 1945)
bei. Morgan arbeitete mit der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, einem iiberaus wertvollen Modellsystem
der biologischen Forschung. Morgan identifizierte viele
Drosophila-Mutanten mit bestimmten Merkmalen und
zeigte, dass diese teilweise gekoppelt vererbt werden. Da
Morgan genauso viele Kopplungsgruppen fand wie die
Fruchtfliege Chromosomen hat, lag der Schluss nahe,
dass Gene auf den Chromosomen liegen und daher in
der Regel gemeinsam vererbt werden, sofern sie sich auf
demselben Chromosom befinden. Morgan bemerkte
aber auch Ausnahmen von dieser Regel, also Kopp-
lungsbriiche, die offenbar dadurch zustande kamen,
dass homologe Chromosomen wiahrend der Meiose
Stiicke austauschen. Schliefllich war es Alfred H. Sturte-
vant (1891 - 1970), ein Mitarbeiter von Morgan, der
1913 erkannte, dass die Wahrscheinlichkeit, dass gekop-
pelt vererbte Merkmale wahrend der Keimzellbildung
voneinander getrennt werden, mit der Entfernung der
Gene zueinander auf den jeweiligen Chromosomen
zusammenhéngt. Morgan fasste die Ergebnisse seiner
Forschungen im Jahr 1928 in dem beriihmten Buch The
Theory of the Gene zusammen. Noch heute werden Ent-
fernungen zwischen Genen auf Chromosomen als Cen-
timorgan angegeben.

Auf dem Weg zur Beantwortung der Frage, was ein
Gen eigentlich ist, hatte zunédchst die Zytogenetikerin
Barbara McClintock (1902 - 1992) im Jahr 1931 erstmals
am Beispiel der Maispflanze gezeigt, dass die Entkopp-
lung genetischer Marker mit einem Austausch von gene-
tischem Material zwischen homologen Chromosomen
einhergeht. Etwa um die gleiche Zeit (1927) berichtete
Herman J. Muller (1890 - 1967), ein Schiiler von Morgan,
tiber seine Experimente zur mutationsauslésenden Wir-
kung von Rontgenstrahlung. Die Erbinformation konnte
also von auflen beeinflusst (verandert) werden. Max Del-
briick (1906 — 1981) und Salvador E. Luria (1912 - 1991)
zeigen 1943 in bahnbrechenden Experimenten mit Bak-
teriophagen, dass Mutationen zufillig auftreten.

Oswald T. Avery (1877 — 1955) hat 1944 gefunden,
dass Desoxyribonukleinsdure (DNA) Trager geneti-
scher Information ist. Avery préagte den Begriff Trans-
formation und meinte damit die Ubertragung neuer
Eigenschaften auf einen Organismus durch DNA. Alf-
red Kithn (1885 - 1968) sowie spater George W. Beadle



(1903 - 1989) und Edward Tatum (1909 - 1975) konn-
ten um 1950 durch biochemische Experimente zeigen,
dass Gene die Information zur Bildung von Enzymen
(Proteinen) tragen: Die Hypothese ,Ein Gen = ein
Enzym"“ war geboren. Im Jahr 1952 zeigte Alfred Hers-
hey (1908 - 1997), dass bei der Infektion von Bakterien
mit einem Bakteriophagen nur die virale DNA, nicht
aber seine Proteine, in die infizierte Zelle tibertragen
werden. Somit war klar, dass in der DNA die genetische
Information zur Bildung neuer Phagenpartikel enthal-
ten sein musste.

James D. Watson (1928 — 2025) und Francis Crick
(1916 — 2004) trafen sich erstmals im Jahr 1951 und
waren fortan von der Idee getrieben, die Struktur der
DNA als dem offensichtlichen Triger der genetischen
Information zu entschliisseln. Die experimentellen
Daten dazu kamen eigentlich von der DNA-Struktur-
forscherin Rosalind E. Franklin (1920 - 1958) und wur-
den Watson und Crick von Maurice H.E Wilkens
(1916 - 2004) ohne Wissen Franklins zur Verfiigung
gestellt. Die berithmte, von Franklin 1952 erstellte Ront-
genbeugungsaufnahme der DNA mit der Laborbezeich-
nung ,,Photograph 51 war letztlich die Grundlage fiir
die Losung der DNA-Struktur durch Watson und Crick,
die in einer unscheinbaren einseitigen Publikation in
Nature im Jahr 1953 erschien: Die DNA besteht aus zwei
DNA-Striangen, die sich helixartig umeinander winden
und antiparallel verlaufen; die Phosphatreste befinden
sich aufien und die DNA-Basen zeigen nach innen.

Fir die endgiiltige Losung der DNA-Struktur war
noch eine weitere Information unerlésslich, und zwar die
Lage der DNA-Basen beider Einzelstringe zueinander.
Erwin Chargaft (1905 - 2002) hatte mit eleganten bioche-
mischen Methoden etwa um das Jahr 1950 gezeigt, dass
die Verhiltnisse der DNA-Basen Thymin (T) und Adenin
(A) sowie Cytosin (C) und Guanin (G) in einer DNA
immer gleich sind. Daraus schlossen Watson und Crick
treffend, dass sich T und A bzw. C und G in der Doppel-
helix gegeniiberliegen und tiber spezifische Wasserstott-
briickenbindungen verbunden sind. Sie schlussfolgerten
auch, dass die spezifische Basenpaarung einen Replika-
tionsmechanismus der DNA beinhaltet, denn durch die
spezifische Basenpaarung sind die DNA-Strange komple-
mentdr. Wenn die Basensequenz des einen DNA-Strangs
bekannt ist, kann man aufgrund der Komplementaritits-
regeln auf die Basenfolge des gegeniiber liegenden
Strangs schlieflen. Heute sind die Chargaft’schen Regeln
bzw. die Komplementarititsregeln Grundlage der DNA-
Rekombinationstechnologie und damit der biologischen
Revolution, die nach der Entdeckung der DNA-Doppel-
helix erst so richtig in Gang kam.

Kurz nach der Entdeckung der DNA-Struktur fithr-
ten Matthew Meselson (geb. 1930) und Franklin W.
Stahl (1929 - 2025) im Jahr 1958 ein heute als klassisch
anerkanntes Experiment durch, mit dem sie zeigten,
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dass die DNA durch semikonservative Replikation ver-
mehrt wird. Damit ist gemeint, dass die beiden DNA-
Strange gedffnet werden und ein Strang jeweils als Ma-
trize zur Neubildung des Gegenstrangs verwendet wird.
Etwa um die gleiche Zeit (1956) isolierte Arthur Korn-
berg (1918 - 2007) erstmals eine DNA-abhingige DNA-
Polymerase, die diese Art der enzymatischen DNA-
Synthese durchfiithren kann. DNA-Polymerasen geho-
ren heute zu den unverzichtbaren Werkzeugen in der
Gentechnologie.

Da nun klar war, dass die genetische Information in
der DNA gespeichert ist und bei der Zellteilung von
Zelle zu Zelle weitergegeben werden kann, stand die
Frage im Raum, wie die in der Basenfolge der DNA
»codierte” Information in die Aminosiureabfolge der
Proteine tibersetzt wird. Wieder war es Francis Crick,
der den entscheidenden Hinweis gab. Basierend auf
Experimenten mit Bakteriophagen schlug Crick in einer
1961 erschienenen Nature-Publikation vor, dass die
genetische Information fiir Aminoséuren durch jeweils
drei DNA-Basen codiert wird und dass diese Informa-
tion ,,degeneriert® sei, also dass mehrere Basen-Tripletts
fiir eine bestimmte Aminosdure stehen konnten. Wel-
ches Triplett fir welche Aminosdure codiert, fanden
zuerst Marshall Nirenberg (1927 - 2010) und Heinrich
Matthaei (1929 - 2025) heraus, die im Jahr 1961 ein kurzes
Stlick RNA herstellten, das ausschlieSlich Uracil-Basen
enthielt. Als sie mit dieser RNA ein In-vitro-Transla-
tions-Experiment durchfiihrten, erhielten sie ein kurzes
Protein, das ausschliefSlich aus Phenylalanin bestand:
Das Triplett UUU codiert fiir die Aminoséure Phenyl-
alanin. Der gesamte genetische Code wurde in den fol-
genden Jahren entziffert, und es wurde festgeschrieben,
was heute eine weitere Grundlage der Anwendung der
DNA-Rekombinationstechnologie bildet: Der geneti-
sche Code ist auf der Erde universell giiltig.

Das zunehmende Interesse an der Erforschung von
Genfunktionen und ihrer Beteiligung am Auftreten von
Krankheiten wurde zundchst gedampft durch einen
Mangel an Werkzeugen, mit denen DNA aufSerhalb von
Zellen bearbeitet und Gene gezielt isoliert werden konn-
ten. Man brauchte Methoden, um die langen chromoso-
malen DNA-Abschnitte gezielt in kiirzere Fragmente zu
zerlegen, solche Fragmente zu trennen und die gesuchten
Gene zu charakterisieren. Das war die Geburtsstunde der
Gentechnik. Zunichst wurden von Werner Arber (geb.
1929), Daniel Nathans (1928 - 1999) und Hamilton O.
Smith (1931 - 2025) die sogenannten Restriktionsendo-
nukleasen als fundamentale Werkzeuge der Gentechno-
logie entdeckt und zum gezielten Fragmentieren von DNA
verwendet. Paul Berg (1926 — 2023) erzeugte 1972 erst-
mals rekombinante DNA, indem er Stiicke des SV40-
Virus mithilfe DNA-modifizierender Enzyme in bakte-
rielle Plasmide einbaute. Kurz darauf (1973) zeigten Her-
bert W. Boyer (geb. 1936) und Stanley N. Cohen (geb.
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1935), dass man in vitro rekombinierte Plasmide in Bak-
terienzellen einbringen und dort vermehren kann. Etwas
spéter (1974) zeigten sie, dass man auch DNA einer frem-
den Spezies in solche Plasmide einbauen und von Bakte-
rien replizieren und auch transkribieren lassen kann.
Bereits kurz nach ihrer Entwicklung wurde das kom-
merzielle Potenzial der DNA-Rekombinationstechnolo-
gie erkannt. Im Jahr 1976 griindete Herbert Boyer die
Firma Genentech (Genetic engineering technology), die
bereits ab 1978 mit Humaninsulin den weltweit ersten
rekombinanten Proteinwirkstoff herstellte (Zulassung
1982). Ebenfalls im Jahr 1978 wurde von Walter Gilbert
(geb. 1932), einem Pionier der DNA-Sequenzierung, die
Firma Biogen gegriindet, die mit Erfolg Proteine wie
Hepatitis-B-Antigen, Alpha-Interferon und Beta-Inter-
feron produzierte. Die 1980 gegriindete Firma Amgen
stellte unter anderem Erythropoetin her. Am 14. Oktober
1980 ging die damals 4 Jahre alte kalifornische Firma
Genentech an die New Yorker Borse — also noch 2 Jahre
vor der Zulassung des ersten von der Firma hergestellten
Produkts. Damit hatte man sozusagen die kommerzielle
Nagelprobe der Gentechnik bestanden. Unter Investoren
initiierten diese Erfolge unglaubliche Fantasien: Binnen
20 Minuten stieg der Preis der Genentech-Aktie von 35
auf 89 Dollar. Bei Borsenschluss lag der Wert der Aktie
bei 71,25 Dollar. Die Moglichkeiten der Biotechnik, einer
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o Abb.1.1 Umsatz mit Biopharmazeutika in Deutschland
nach Indikationsgebieten. Kreisdiagramm: Biopharma-
zeutika hatten 2024 einen Netto-Gesamtumsatz im Apo-
theken- und Krankenhaus-Markt (unter Beriicksichtigung
des Herstellerabschlags) von 21,4 Mrd. Euro und einen
Anteil am gesamten Arzenimittelmarkt von 35,0 %. Bal-
kendiagramm: Umsatze aufgeschliisselt nach Indikations-
gruppen. Quelle: Medizinische Biotechnologie in Deutsch-
land 2025.

sehr alten, aber keineswegs populdren Wissenschatt,
waren durch die Gentechnik deutlich erweitert worden,
und das erregte damals unglaubliche Aufmerksambkeit.

Ein bedeutendes Ziel aller biotechnologischen For-
schung ist die Entwicklung kommerzieller Produkte.
Aus diesem Grund wird im Gegensatz zu vielen anderen
wissenschaftlichen Disziplinen auch die gentechnische
bzw. biotechnische Forschung zu einem groflen Teil
durch eine okonomische Motivation getragen. Die
Erwartungen eines signifikanten finanziellen Gewinns
war auch der Grund fiir das grofle Interesse und die
Begeisterung wihrend der Anfangszeit der industriellen
Gentechnik. Bereits im Jahre 1985, also kaum 10 Jahre
nach der Entwicklung der DNA-Rekombinationstech-
nologie, existierten {iber 400 Biotech-Firmen in den
USA. Im Jahr 2022 waren es nach dem Biotechnology
Report 2023 von Ernst & Young insgesamt 949 Firmen.
Die weltweite Biotechnologie-Industrie konnte im Jahr
2022 ca. 215 Milliarden Dollar Umsatzerldse erzielen
und beschiftigte tiber 280000 Mitarbeiter.

Dieser QR-Code fiihrt zur Information des
Verbands Forschender Arzneimittelher-
steller zur Medizinischen Biotechnologie
in Deutschland.

Auch in Deutschland hat der Umsatz mit biotechnolo-
gisch erzeugten Proteinwirkstoffen stark an Bedeutung
gewonnen. In dem von der Boston Consulting Group
gemeinsam mit dem vfa (Verband forschender Arznei-
mittelhersteller)  herausgegebenen  Biotech-Report
»Medizinische Biotechnologie in Deutschland 2025
wird erwihnt, dass der Anteil an Biopharmazeutika am
Gesamtpharmamarkt (Apotheken und Kliniken) im Jahr
2024 bei 35,0% lag, das entsprach einem Netto-Umsatz
von ca. 21,4 Milliarden Euro (o Abb. 1.1) und einer Stei-
gerung von 14,1 % im Vergleich zum Vorjahr. Den grof3-
ten Anteil am Umsatz haben Therapeutika im Bereich
der Onkologika und Immuntherapeutika sowie Arznei-
mittel bei Stoffwechselerkrankungen (o Abb. 1.1). Im Jahr
2024 gab es in Deutschland 144 im biopharmazeutischen
Segment aktive Unternehmen mit zusammen etwa 52 000
Beschiftigten. Im August 2025 waren 451 Biopharma-
zeutika mit 397 Wirkstoffen auf dem europdischen Markt
zugelassen (Quelle: vfa). Biopharmazeutika stellen einen
erheblichen Anteil der jahrlichen Arzneimittel-Neuzu-
lassungen in Europa dar (64 % im Jahr 2024; o Abb.1.2).
Und die Pipeline der pharmazeutischen Industrie ist gut
getiillt: 2024 befanden sich 677 Biopharmazeutika in kli-
nischen Priifungen (Phasen I-IIT), davon 138 in Phase III
(o Abb.1.3). Mehr als die Halfte der Neuentwicklungen
fallen in den Bereich der monoklonalen Antikérper
(o Abb.1.3), dem Wachstumsmarkt in den vergangenen
Jahren und auch in absehbarer Zukuntft.
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Zusammenfassung

Die bio(techno)logische Revolution begann vor etwa
150 Jahren mit Charles Darwins Theorie iiber die Ent-
stehung der Arten. Die Vererbungslehre (Genetik)
griindet auf klassischen Arbeiten von Gregor Mendel
aus dem Jahr 1865.

In den folgenden etwa 100 Jahren wurden die
Grundlagen fiir neue naturwissenschaftliche Diszip-
linen geschaffen, die wir heute als Molekularbiologie
und Molekulare Genetik kennen.

Die Erfindung der DNA-Rekombinationstechnologie
(Gentechnik) durch Herbert Boyer und Stanley Cohen
Anfang der 1970er-Jahre hat unter anderem den Weg
fiir die systematische Erforschung von Genfunktionen
und ganzen Genomen geebnet.

® Gentechnische Methoden sind heute unerldsslich fiir
die biomedizinische Forschung liber pathophysiologi-
sche Mechanismen und die Identifizierung klinisch
relevanter Zielstrukturen fiir Wirkstoffe. Sie bilden
ebenso die Grundlage fiir die Herstellung von Protein-
wirkstoffen (Biopharmazeutika).

Eine ganze Industrie hat sich seit Ende der 1970er-
Jahre etabliert, die heute weltweit ca. 280000 Mit-
arbeitende beschaftigt und die mit biotechnologi-
schen Verfahren potente Arzneimittel gegen Krank-
heiten liefert, die bis vor Kurzem noch als wenig oder
gar nicht therapierbar galten.
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1.2 Gentechnik und Biotechnik

Haufig werden die Begriffe Molekularbiologie und
Gentechnologie synonym verwendet. Das ist jedoch
nicht korrekt. Der Begriff Molekulare Biologie wurde
zuerst von dem amerikanischen Wissenschaftler
Warren Weaver (1894 — 1978) benutzt — und zwar
bereits im Jahr 1938. Damals wollte die Rockefeller-Stif-
tung grundlegende biologische Fragestellungen im
Bereich der biologischen Forschung und insbesondere
die Frage nach der Natur des Gens finanziell unterstiit-
zen und dazu die zwei zu der Zeit vorherrschenden
Denkweisen und experimentellen Ansétze zusammen-
bringen: die klassische Genetik und die Strukturbiolo-
gie. Daraus hat sich eine ganz neue Disziplin der biolo-
gischen Forschung geformt, und zwar die Molekulare
Genetik, die sich mit den molekularen Grundlagen der
Vererbung von Genen befasst, wie etwa der Struktur
und Funktion von Nukleinsduren oder den Replika-
tions- und Genexpressionsmechanismen. Der Begriff
Molekulare Biologie hat sich erst im Lauf der Zeit ent-
wickelt und iiberlappt heute mit der Molekularen Gene-
tik; Molekularbiologie ist heute eine Disziplin inner-
halb der Biologie, die sich mit der Struktur und dem
Stoftwechsel von Nukleinsduren und deren Interaktio-
nen mit zelluliren Komponenten auf molekularer
Ebene beschiftigt. Die Uberlappungen mit anderen
biologischen Disziplinen wie der Zellbiologie, Genetik
oder Biochemie sind dabei flielend. Wenn sich heute
fast alle Forscher aus verschiedenen biologischen Diszi-
plinen {ibergreifend als Molekularbiologen bezeich-
nen, dann meinen sie damit vermutlich, dass sie Vor-
ginge innerhalb einer Zelle oder auch Interaktionen
zwischen Zellen auf molekularer Ebene untersuchen.
Dafiir ist die Anwendung gentechnischer Methoden
zwar unerlésslich, allerdings ist Molekularbiologie nicht
mit Gentechnik gleichzusetzen. Das erkennt man auch
daran, dass Molekularbiologie eine Wissenschaft ist,
wihrend Gentechnik eine Methodensammlung dar-
stellt, die es uns erlaubt, die DNA eines Organismus zu
isolieren, gezielt zu analysieren und gegebenenfalls
auch zu verandern und neu zu kombinieren.

Auch die Begriffe Gentechnik und Biotechnik
bedeuten nicht das Gleiche. Der Begriff Biotechnik
wurde im Jahr 1917 durch den ungarischen Ingenieur
Karl Ereky (1878 — 1952) gepragt. Er beschrieb damit
einen von ihm entwickelten Prozess, mit dem er die
Schweinemast verbesserte, indem er aus billigen Zucker-
rilben wertvolles Schweinefutter herstellte. Unter Bio-
technik verstand Ereky solche Prozesse, in denen ein
Rohmaterial mithilfe lebender Organismen zu einem
Produkt veredelt werden konnte. Fast 45 Jahre lang
blieb der Begriff Biotechnik recht vage definiert. Das
anderte sich im Jahr 1961, als der schwedische Mikro-
biologe Carl-Géran Hedén (1920 - 2009) fiir ein wis-

senschaftliches Journal, das sich der angewandten Mi-
krobiologie und industriellen Fermentation widmete,
den Titel Biotechnology and Bioengineering vorschlug.
Seit dieser Zeit verstehen wir die Biotechnologie (Bio-
technik) als industriellen Prozess, bei dem biologische
Organismen, biologische Systeme und biochemische
Reaktionen zur Herstellung von Produkten eine ent-
scheidende Rolle spielen. Biotechnik griindet sich also
unter anderem auf den Erfahrungen aus Mikrobiologie,
Biochemie und Verfahrenstechnik.

Ein typischer biotechnischer Prozess mit Zellen als
Produzenten eines Produkts besteht in Anlehnung an
Karl Erekys urspriingliche Beschreibung aus drei Pha-
sen:

# Im Upstream-Processing genannten Abschnitt der
biotechnischen Produktion wird die verwendete
Produktionskultur zunichst fiir das Wachstum und
die Produktion vorbereitet.

® Anschlieflend folgt die Fermentation, in der die Pro-
duktionskultur in groflem Mafistab vermehrt wird
und in der ein Produkt gebildet oder durch Biotrans-
formation biochemisch verdndert wird.

® Es schlieit sich das Downstream-Processing an,
also die Reinigung des Produkts entweder aus den
Produktionszellen oder dem Kulturmedium.

In der biotechnischen Forschung wird versucht, jeden
einzelnen dieser Schritte zu optimieren. In den 1960er-
und 1970er-Jahren konzentrierte sich die Forschung
auf das Upstream-Processing, auf Bioreaktor-Konzepte
und das Downstream-Processing. Diese Studien fiihr-
ten zu enormen Fortschritten, vor allem im Anlagenbau
und in der Uberwachung und Steuerung von Fermenta-
tionsprozessen. Als weitaus schwieriger erwies sich die
Suche nach neuen Organismen fiir die Optimierung
von Biotransformationsprozessen. Zwar bieten natiir-
lich vorkommende Stimme ein unglaubliches Spek-
trum biosynthetischer Moglichkeiten mit bemerkens-
werter Spezifitdt und Selektivitit. Allerdings sind diese
biochemischen Reaktionen fiir den biotechnischen Ein-
satz keineswegs optimiert.

Dies wurde teilweise mit Methoden der klassischen
Genetik korrigiert. Durch die Einfithrung von Mutatio-
nen in die Genome von Organismen gelang es, die Pro-
duktivitdt bestimmter Prozesse beachtlich zu steigern.
Allerdings wird in solchen klassischen Selektionsver-
fahren die DNA nicht aus dem ausgewihlten Organis-
mus isoliert, um sie gezielt zu verdndern (dies wiirde
gentechnische Methoden voraussetzen). Mutationen
werden vielmehr ungerichtet durch physikalische oder
chemische Mutagene erzeugt und die gewiinschte
Eigenschaft danach durch Selektion von Mutanten iso-
liert. Das sind langwierige Prozesse, die noch dazu dar-
auf limitiert sind, dass man lediglich die vorhandenen
Syntheseleistungen der ausgewéhlten Organismen opti-



mieren, aber keine neuen Syntheseleistungen hinzufii-
gen kann.

Die Produkte biotechnischer Verfahren sind aus dem
taglichen Leben nicht mehr wegzudenken. Sie reichen
von Bier, Wein und anderen Lebens- und Genussmitteln
tiber Metabolite wie Vitamine und Aminosduren zu
Produkten des Sekundirstoffwechsels wie Antibiotika
oder Alkaloiden. Durch Biotransformation koénnen
haufig leicht zugéngliche Ausgangsstoffe in hochwertige
Therapeutika umgewandelt oder komplexe sekundire
Pflanzenstoffe wie Taxane hergestellt werden, die aus
natiirlichen Quellen nicht in ausreichenden Mengen zur
Verfiigung stiinden. Als biologische Quellen fiir bio-
technische Verfahren wird heute eine breite Palette von
Organismen in Form sogenannter Hochleistungs-
stimme etabliert — Bakterien, Pilze, Algen sowie pflanz-
liche und tierische Zellen sind in solchen Prozessen weit
verbreitet.

Was verstehen wir unter Gentechnik? Gentechnik ist
eine Sammlung von Methoden, mit denen man DNA
aus einem Organismus isolieren, in vitro rekombinie-
ren und dann in einen anderen Organismus einschleu-
sen kann, beispielsweise um dort ein bestimmtes Pro-
dukt herzustellen (o Abb.1.4). Insofern koénnen die
Bereiche der Biotechnik und Gentechnik durchaus
tiberlappen. Das Ergebnis einer mit gentechnischen
Methoden optimierten biotechnischen Produktion
kann dem entsprechen, was man auch durch den Ein-
satz von klassischen Selektionsverfahren erreichen
kann. Beispielsweise kann ein Kontrollmechanismus
sowohl durch ungerichtete Mutagenese als auch durch
gezielte Modifikation an einer isolierten DNA aufer
Kraft gesetzt werden, um so eine Produktionssteige-
rung eines intrazelluliren Metaboliten zu bewirken.
Dariiber hinaus konnen durch gentechnische Metho-
den aber auch die natiirlicherweise vorhandenen Syn-
theseleistungen von Organismen erweitert werden. So
kann mit gentechnischen Methoden erreicht werden,
dass etablierte Produktionsstimme durch das Einfiih-
ren fremder genetischer Information gezielt in einer
Weise verdandert werden, dass sie praktisch jede belie-
bige fremde Syntheseleistung durchfithren konnen
(o Abb. 1.4). Woher die genetischen Korrelate fiir diese
Syntheseleistungen stammen, ist letztlich nicht mehr
von Bedeutung, da mit gentechnischen Methoden der
Austausch genetischer Informationen nicht nur {iber
Artgrenzen hinweg moglich ist, sondern selbst zwi-
schen sehr unterschiedlichen Organismen beispiels-
weise aus dem Tier- und Pflanzenreich oder zwischen
Pro- und Eukaryonten.

Die Vereinigung von Gentechnik und Biotechnik
zu einer Molekularen Biotechnologie ist besonders
markant in der Produktion von Proteinwirkstoffen
(Biopharmazeutika; o Abb. 1.4). Die Nutzung dieser
Wirkstofte, die sich in der Herstellung so fundamen-

1.2 Gentechnik und Biotechnik

Information des Menschen
als genomische DNA oder
Kopie der mRNAs einer Zelle

1 Isolierung der genetischen

Isolierung der genetischen
Information eines bestimmten
Gens

Rekombination von DNA
zum Verbinden des humanen
Gens mit genregulatorischen
Elementen der Wirtszelle

in einem Vektor (Plasmid)

Herstellen eines Wirt-Vektor-
Systems durch Einbringen der DNA
in einen neuen Organismus

@i
s

Genexpression zur Herstellung
eines rekombinanten Proteins

Wirt-Vektor-System:
Zelle mit neuen
Syntheseleistungen

Produkt:
Proteinwirkstoff

o Abb.1.4 Kombination von Gentechnik und Biotechnik
zur Herstellung von Biopharmazeutika. Zundchst muss die
genetische Information fiir das als Wirkstoff entwickelte
Protein isoliert werden, in der Regel aus dem menschli-
chen Genom. Die genetische Information dafiir steht ent-
weder in Form der genomischen DNA im Zellkern oder als
Pool aller mRNAs im Zytoplasma einer Zelle zur Verfiigung.
Die genetische Information fiir das gesuchte Gen wird aus
diesem Pool isoliert und in einem Vektor (Plasmid) mit
Kontrollelementen fiir die Expression in einer geeigneten
Wirtszelle rekombiniert. Diese rekombinierte DNA wird
dann in eine geeignete Produktionszelle eingeschleust. Es
entsteht ein Wirt-Vektor-System, das in einem geeigneten
biotechnischen Verfahren zur Produktion des rekombi-
nanten Proteins genutzt werden kann.

tal von chemisch-synthetischen ,,kleinen Molekiilen®
unterscheiden, wire ohne Anwendung gentechni-
scher Methoden nicht denkbar, denn fast immer geht
es um die Produktion menschlicher Proteine in
nichtmenschlichen Produktionszellen, seien es Bak-
terien, eukaryontische Mikroorganismen oder kulti-
vierte tierische oder pflanzliche Zellen, und damit
um die Hinzufiigung einer artfremden Syntheseleis-
tung in den Produzenten. In den folgenden Kapiteln
werden wir die Konzepte der Entwicklung und Her-
stellung von Biopharmazeutika mit gentechnischen
Methoden ausfiihrlich darstellen - vom Gen zum
Wirkstoff.
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1 Die bio(techno)logische Revolution

Zusammenfassung

Die Begriffe Molekularbiologie, Biotechnik und Gen-
technik sollten nicht verwechselt oder synonym ver-
wendet werden.

Der Begriff Molekularbiologie beschreibt in der engen
Auslegung eine Wissenschaft, die Nukleinsauren von
Zellen und die Mechanismen der DNA-Replikation
und Genexpression untersucht. Eine Erweiterung des
Begriffs schlieBt im Prinzip alle Konzepte und Metho-
den mit ein, die uns heute die Analyse zellularer Vor-
gange — die ja letztlich immer genetisch gesteuert
sind — auf molekularer Ebene ermoglichen.

Biotechnik (Biotechnologie) befasst sich mit der Eta-
blierung industrieller Prozesse zur Produktion von
Stoffen mit biologischen Organismen oder biochemi-
schen Reaktionen zur Herstellung von Produkten.
Biotechnik kommt im Prinzip ohne Gentechnik aus.

Allerdings kann die Kombination von Gentechnik
und Biotechnik die Selektion von Hochleistungs-Pro-
duktionsstdmmen erleichtern und die Produktion von
Stoffen ermoglichen, die eigentlich nicht der natiir-
lichen Syntheseleistung eines Organismus entsprechen.
Letzteres ist insbesondere im Bereich der Produktion
therapeutischer Proteine von Belang.

Die Produktion von Proteinwirkstoffen in gentech-
nisch veranderten Organismen ist nur durch eine
Symbiose von Biotechnik und Gentechnik mdoglich,
die heute mit Begriffen wie Pharmazeutische Bio-
technologie oder Molekulare Biotechnologie um-
schrieben wird.



2 DNA-Rekombinationstechnologie

2.1 DieDNA .............
2.2  Enzymatische DNA-Synthese
2.3 Prinzipien der Gentechnik .

2.1 Die DNA

In allen lebenden Organismen bildet die Desoxyribo-
nukleinsdure (desoxyribonucleic acid, DNA) den mole-
kularen Trager der Erbinformation. Der Begriff DNA
beschreibt nicht etwa ein bestimmtes Molekiil, sondern
lediglich eine Molekiilart. Es ist klar, dass die genetische
Information in jeder Spezies verschieden sein muss.
Doch ist es nicht die Molekiilart DNA an sich, die in
jeder Spezies variiert, sondern die in der DNA codierte
Information.

DNA-Molekiile sind das Zielobjekt der Gentechnik.
Dabei verstehen wir die Gentechnik als eine Technolo-
gie, die es uns erlaubt, DNA aus einem Organismus zu
isolieren, die in der DNA codierte Information zu ver-
stehen, DNA-Molekiile gegebenenfalls miteinander zu
rekombinieren und diese Information in einem ande-
ren Organismus zu realisieren. Insbesondere streben
wir zwei Ziele an, wenn wir das Instrumentarium der
Gentechnik einsetzen:

# Die DNA wird molekular charakterisiert. Das bedeu-
tet, dass wir die Abfolge der DNA-Basen ermitteln,
also den Informationsinhalt einer DNA verstehen
wollen und untersuchen, wann und wo im komple-
xen Leben eines Organismus diese Information
abgerufen wird.

m Teilbereiche von DNA-Molekiilen werden neu kom-
biniert. Ziel ist es entweder, den Informationsgehalt
der DNA zu variieren oder ein bestimmtes Gen mit
neuen Kontrollelementen auszustatten, um zum Bei-
spiel die in der DNA gespeicherte Information in
einem anderen Organismus abrufbar zu machen.

2121 Aufbau der DNA

Bei der DNA handelt es sich um sehr grofie, strukturell
sehr einheitlich gebaute Molekiile. Die monomeren
Bausteine der DNA sind die Desoxynukleotide
(o Abb.2.1). Jeder dieser Bausteine besteht aus drei
Komponenten:

® einer Purin- oder Pyrimidinbase,

® einer Desoxyribose, die N-glycosidisch mit der
Purin- bzw. Pyrimidinbase verkniipft ist,

® einem anorganischen Phosphatrest, der esterartig
mit der 5'-OH-Gruppe der Desoxyribose verkniipft
ist.

Durch die N-glycosidische Verkniipfung einer DNA-
Base mit einer Desoxyribose entsteht ein Nukleosid.
Wird an die 5-OH-Gruppe der Desoxyribose eines
Nukleosids mindestens eine Phosphatgruppe gebun-
den, spricht man von einem Nukleotid. In der DNA
kommen jeweils zwei Purinbasen (Adenin und Gua-
nin) und zwei Pyrimidinbasen (Thymin und Cytosin)
vor (o Abb. 2.2). Die Bezeichnungen der in einem DNA-
Molekiil vorkommenden Nukleotide lauten:

Desoxycytidin-5'-monophosphat (dCMP),

Desoxyguanosin-5'-monophosphat (dGMP),
Desoxythymidin-5'-monophosphat (dTMP),
Desoxyadenosin-5'-monophosphat (dAMP).

Im normalen Sprachgebrauch werden die DNA-Nuk-
leotide mit den Buchstaben C, G, T und A abgekiirzt.

NH,
SN Base
| /& (Cytosin)
0 N ¢} Nukleosid
1] —
0-P-01 o 7
(')_ Zucker
3 £ (Desoxyribose)
OH ] |

2'-Desoxynukleosid-5'-monophosphat
[ |
Nukleotid

o Abb.2.1 DNA-Bausteine. Als Beispiel fiir einen DNA-
Baustein ist das Desoxynukleotid dCMP dargestellt. Die
Base ist Cytosin, das Nukleosid ist die Base mit dem Zucker-
anteil (Desoxyribose), also 2'-Desoxycytidin. Das Nukleotid
umfasst die Base, den Zuckeranteil und die Phosphat-
gruppe, also 2'-Desoxycytidin-5'-monophosphat.
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Purinbasen
NH»
NN HN

\ N\
< N> G N>
N H HoN N H
Adenin Guanin

Pyrimidinbasen

NH: ) 0

N)j HNT sy |
OJ\ N o)\ N o)\ N
H H H

Cytosin Thymin Uracil

o Abb.2.2 Nukleinsdurebasen. Dargestellt sind die fiinf
Nukleinsdaurebasen Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin und
Uracil. Thymin und Uracil sind funktionell dquivalent. Aller-
dings kommt Thymin nur in DNA und Uracil nurin RNA vor.

5'-Ende

(0}
|

o- IID =0 Base
ow
o)
O

I
o- IID =0 Base

Base

o Abb.2.3 Verkniipfung von Nukleotiden. Die Verkniipfung
der Nukleotide erfolgt in der RNA wie in der DNA als Phos-
phorsdurediester tiber die 5'- und 3'-OH-Gruppen der
Ribosen bzw. Desoxyribosen. Damit erhalten Nukleinsdauren
eine eindeutige Polaritat, da sie durch diesen Verkniip-
fungsmechanismus ein 5'-Ende und ein 3'-Ende besitzen.

Ribonukleinsdure (RNA) unterscheidet sich von
DNA durch das Vorhandensein von Ribose anstelle der
Desoxyribose. Aulerdem ist in RNA Thymin durch die
dritte Pyrimidinbase, Uracil, ersetzt. Bis auf die Tatsa-
che, dass die DNA-Polymerasen 2'-Desoxythymidintri-
phosphat und die RNA-Polymerasen Uridintriphosphat
als Substrat erkennen, sind Thymin und Uracil biolo-
gisch dquivalent. Dies gilt insbesondere fiir die spezifi-
sche Basenpaarung mit Adenin.

Innerhalb der DNA sind die einzelnen Nukleotide
durch Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5'-C-
Atom der Desoxyribose des einen Bausteins und dem
3'-C-Atom der Desoxyribose des anderen Bausteins ver-
kniipft (0 Abb.2.3). Das bedeutet, dass jede DNA-Kette
eine eindeutige Richtung hat. Sie hat ein 5'-Ende und ein
3'-Ende, wobei das 5'-Ende der DNA als ,, DNA-Anfang®
und das 3'-Ende als ,DNA-Ende“ definiert wird. Dies ist
auch biologisch sinnvoll, da alle Nukleinsduren - DNA
ebenso wie RNA - vom 5'-Ende zum 3'-Ende syntheti-
siert werden. Daraus leitet sich eine allgemein giiltige
Konvention ab: Ein einzelner DNA-Strang oder auch
eine RNA-Sequenz wird von links nach rechts immer
vom 5'-Ende zum 3'-Ende geschrieben. Bei doppelstran-
gigen DNA-Fragmenten gilt diese Regel immer fiir den
»oberen® Strang. Wird von dieser Konvention abgewi-
chen, ist es wichtig, das 5'-Ende und das 3'-Ende entspre-
chend zu kennzeichnen.

Zwei einander komplementidre DNA-Molekiile bil-
den eine DNA-Doppelhelix, wobei die Zucker-Phos-
phatketten in entgegengesetzter, antiparalleler Richtung
verlaufen. Mit komplementir ist gemeint, dass jedem
dCMP ein dGMP und jedem dTMP ein dAMP gegen-
tibersteht. Fiir die gegenseitige Bindung bilden die kom-
plementiren Basen schwache Wechselwirkungen in
Form von Wasserstoffbriicken aus. Ein G/C-Basenpaar
bildet drei und ein A/T-Basenpaar zwei Wasserstoff-
briickenbindungen (o Abb.2.4).

Wegen der Komplementaritit von A/T und G/C ist
innerhalb eines DNA-Molekiils die Anzahl der G-Nuk-
leotide identisch mit der Anzahl der C-Nukleotide.
Ebenso ist die Anzahl der A-Nukleotide gleich der
Anzahl der T-Nukleotide. Andererseits ist aber in der
Regel die Anzahl der A/T-Basenpaare nicht gleich der
Anzahl der G/C-Basenpaare. Vielmehr unterscheidet
sich der sogenannte G/C-Gehalt, ausgedriickt in Pro-
zent, in Organismen verschiedener Arten. Generell
konnen wir festhalten, dass der G/C-Gehalt des geneti-
schen Materials eines Organismus nichts {iber dessen
Komplexitit aussagt. Denn letztlich ist es die Abfolge
der DNA-Basen in den einzelnen, fiir Informationen
codierenden Einheiten (den Genen), die die Individua-
litat eines Organismus bestimmen.

Durch Verdrillung der beiden komplementiren
DNA-Strange wird die typische DNA-Doppelhelix
gebildet (o Abb.2.5). Sie erinnert an eine sich nach
rechts windende Wendeltreppe. Die Basenpaare bilden
in diesem Bild die Stufen der Treppe. Das Riickgrat aus
Phosphat- und Zuckermolekiilen bildet gewissermafien
das Geldnder. Jede helikale Windung der DNA-Doppel-
helix besteht aus ca. 10,5 Basenpaaren, sodass jedes
Basenpaar gegeniiber seinem benachbarten Basenpaar
um einen Winkel von ca. 36° verdreht ist. Die Basen-
paare bilden einen Winkel von 90° zur Helixldngsachse.
Durch diese typische Verdrillung entstehen eine kleine
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und eine grofle Furche (o Abb.2.5). Die beiden Doppel-
strange werden ausschliefllich iiber die bereits ange-
sprochenen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
G/C- und A/T-Basenpaaren zusammengehalten. Wegen
der Vielzahl dieser Wasserstoffbriickenbindungen ent-
lang einer DNA-Doppelhelix ist der Energiegehalt so
grof3, dass eine DNA-Doppelhelix hiufig als ein einziges
Molekiil angesehen wird, obwohl es sich formal um
zwei, nichtkovalent miteinander verbundene Molekiile
handelt.

2.1.2 Denaturierung von DNA

Die in der DNA-Doppelhelix angeordneten Einzel-
stringe lassen sich wie beim Offnen eines Reif3ver-
schlusses voneinander trennen. Dieser Prozess wird bei
der Replikation und Transkription durch spezielle
Enzyme, die DNA-Helikasen, vermittelt. Doch auch
durch Erhitzen und durch Zugabe bestimmter Chemi-
kalien ist eine Aufspaltung von DNA-Doppelstrangen
experimentell moglich. Diesen Vorgang nennt man in
der Gentechnik Denaturieren von DNA.

Die Stabilitit der DNA hingt vom prozentualen
Anteil an G/C-Nukleotidpaaren ab, da diese drei Was-
serstoftbriicken ausbilden, wahrend A/T-Paare nur
tiber zwei Wasserstoftbriicken miteinander wechselwir-
ken (o Abb.2.4). Die Temperatur, bei der 50 % einer
doppelstrangigen DNA denaturiert vorliegen, ist die
Schmelztemperatur T;,,. Je grofler der G/C-Gehalt einer
DNA ist, desto hoher liegt ihr T,,-Wert.

Die Gesamtheit der im Zellkern eukaryontischer
Zellen vorhandenen DNA ist das Genom. Man kann

2.1 Die DNA

o Abb. 2.4 Komplementa-
ritdt von Nukleinsauren:
Nukleotide sind paarweise
zueinander komplementar.
Die komplementdren Nu-
kleotidpaare AIT (in DNA)
bzw. A/U (in RNA) werden
durch zwei Wasserstoff-
briicken zwischen den
Basen stabilisiert. Dagegen
1 bildet das komplementdre
Nukleotidpaar G/C drei

0 Wasserstoffbriicken zwi-
schen den Basen aus.
Komplementdre Nuklein-

1 saurestrange sind immer

| antiparallel zueinander
angeordnet, d. h. am Ende
eines Nukleinsdauredoppel-
strangs befindet sich das

0]
1 [ i
0=p-0 5'-Ende des einen und das
| 3'-Ende des komplemen-
9 taren anderen Nukleinsau-
5-Ende

restrangs.

GroBe
Furche

Kleine
Furche

o Abb.2.5 DNA-Doppelhelix: Schematische Darstellung
(links) und raumfiillende Darstellung aller Atome (rechts)
einer DNA-Doppelhelix. Es wechseln sich immer eine grolRe
Furche und eine kleine Furche ab. Eine helikale Windung
enthadlt ca. 10,5 Basenpaare und jedes Basenpaar ist um ca.
36° zueinander verdreht. Die Basenpaare sind im 90°-Winkel
zur Helixachse angeordnet. Die Doppelhelix wird durch die
parallele Anordnung der flachen Basenpaare signifikant tiber
sogenannte Stacking-Krafte zwischen den Basen stabilisiert.
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den G/C-Gehalt ganzer Genome experimentell bestim-
men (o Abb. 2.6). Hierfiir wird das als Hyperchromizi-
tat bezeichnete Phdnomen ausgenutzt, dass einzelstran-
gige DNA eine héhere Absorption bei 260 nm zeigt als
doppelstringig vorliegende DNA. Setzt man die geno-
mische DNA eines Organismus steigenden Temperatu-
ren aus, wird die DNA zunehmend denaturiert und
man misst eine ansteigende Absorption. Aus der sich
ergebenden Kurve ldsst sich dann der T,,-Wert ablesen.
Vergleicht man diesen gemessenen T -Wert mit dem
anderer Organismen, deren G/C-Gehalte vorher schon
einmal bestimmt wurden, kann man den G/C-Gehalt
des untersuchten Genoms an einer Standardgeraden
ablesen (o Abb.2.6). Heute wird der G/C-Gehalt vieler
Organismen im Rahmen von Genomprojekten — also
der Aufklirung der DNA-Sequenzen von Gesamt-
Genomen - quasi nebenbei bestimmt.

Ebenso wie DNA-Doppelstringe denaturiert werden
konnen, lassen sich komplementare Einzelstrange auch
wieder zu einer Doppelhelix zusammenfiigen. Dieser
Vorgang wird Renaturierung genannt. Die Kinetik, mit
der komplementire DNA-Strédnge renaturieren, erlaubt
Riickschliisse auf den G/C-Gehalt und auf die Komple-
xitdt der DNA-Molekiile. Erstaunlicherweise erfolgt die
Renaturierung auch in den komplexesten Gemischen
verschiedener DNA-Spezies hochspezifisch und effi-
zient. Dabei bildet sich immer dann - und nur dann -
ein DNA-Doppelstrang aus, wenn zwei komplementire
Partner in einem DNA-Gemisch vorhanden sind. Die-
ses Prinzip wird uns in vielen Bereichen der Gentech-

nik und der Gendiagnostik wieder begegnen, wie zum
Beispiel bei der Initiation enzymatischer DNA-Syn-
these durch sogenannte Primer oder dem spezifischen
Nachweis von DNA-Sequenzen in der Gendiagnostik.

2.1.3 GroBe und Topologie der DNA

Die Grofle der DNA-Molekiile stellt beim gentechnischen
Arbeiten mit isolierter DNA eine besondere Herausfor-
derung dar (0 Abb.2.7). Ein Genom wie das des Darm-
bakteriums Escherichia coli besteht aus einem einzigen
Molekiil in der Gréflenordnung von ca. 4,6 Millionen
Basenpaaren. Dieses Molekiil ergibt gespreizt eine Kan-
tenldnge von ca. 1,5 mm. Die abgekiirzte Schreibweise fiir
die Lange einer DNA in Basenpaaren ist ,,bp* (base pairs).
Das Genom von E. coli ist demnach ca. 4600000 bp oder
4600 kbp oder 4,6 Mbp grof3. Das menschliche Genom ist
ungefahr 600-mal grof3er als das von E. coli. Es besteht aus
23 einzelnen Molekiilen (Chromosomen), die zusammen
etwa 3270000000 bp (3270 Mbp) enthalten und gespreizt
ca. 99 cm lang sind. Da die Zellen diploider Organismen
jeweils zwei Chromosomensitze enthalten, befindet sich
in jeder einzelnen menschlichen Zelle die genetische
Information auf DNA-Molekiilen, die aneinandergereiht
ca. 2 m lang sind.

DNA-Molekiile gibt es in verschiedenen Formen. Sie
kénnen fadenformig linear sein, wie beispielsweise die
DNA einiger Viren, die Bakterien befallen (z. B. die Bak-
teriophagen T7 und T4). Die DNA der Bakteriophagen
M13 und f1, die als Vektorsysteme eine Rolle in der Gen-
technik spielen, ist ein ringférmiger DNA-Einzelstrang,

. relative Absorption GC-Gehalt
Absorption bei 260 nm [%]
1,48 100
einzelstrangig Pneumococcus-DNA
1,40 4
80+
132 Micrococcus-
DNA
1,24 4 60 —Serratia-DNA
~——E.-coli-DNA
1,16
L —Kalbsthymus-DNA
g Lachs-DNA Y
doppelstréngig o 40+ —— Pneumococcus-
i Serratia-DNA ANA
T 1 I 1 ‘00 1 1 1 I 1 20 1 1 1 I
220 260 300 74 78 82 86 90 94 98 70 80 90 100 110
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o Abb. 2.6 Bestimmung des G/C-Gehalts eines Genoms: Links: Absorptionsspektren einzelstrangiger und doppelstran-
giger DNA. Man erkennt den sogenannten Hyperchromizitat-Effekt, also die Zunahme der Absorption bei 260 nm, beim
Ubergang von doppelstringiger zu einzelstringiger DNA. Mitte: Den Hyperchromizitdt-Effekt kann man ausnutzen, um
den G/C-Gehalt eines Genoms experimentell zu bestimmen. Dazu setzt man eine genomische DNA ansteigenden Tempe-
raturen aus und misst die Absorption bei 260 nm. Andert sich die Absorption bei steigender Temperatur nicht mehr, ist
die DNA maximal denaturiert. Aus der Kurve kann man die halbmaximale Denaturierungstemperatur T,, ableiten.
Rechts: Der G/(-Gehalt eines Genoms steht in linearer Beziehung zu T,,. Tragt man den Messwert T, gegen die bereits
zuvor bestimmten G/C-Gehalte anderer Organismen auf, kann man den G/C-Gehalt eines untersuchten Organismus auf

der Geraden ablesen.
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o Abb. 2.7 Vergleich der GenomgroRen verschiedener
Organismen

der nach der Infektion von den Enzymen der Wirtszelle
zu einem DNA-Doppelstrang komplettiert wird.
Dagegen liegt die DNA des Bakteriophagen Lambda in
einem linearen, doppelstringigen DNA-Molekiil vor, das
erst nach der Infektion ringférmig geschlossen wird.
Bakterielle Genome sind in der Regel ringférmig
geschlossene, doppelstrangige DNA-Molekiile, wahrend
sich die genomische DNA im Zellkern der Eukaryonten
auf mehrere lineare Molekiile, die Chromosomen, ver-
teilt. Allerdings kommen in Eukaryonten zusitzlich auch
noch ringférmige DNA-Molekiile in Form der DNA der
Mitochondrien und der Chloroplasten vor.

Ringformige DNA-Molekiile wie beispielsweise die
Genome von Bakterien, Mitochondrien oder Chloro-
plasten haben eine wichtige topologische Besonderheit:
Die beiden DNA-Strange der Doppelhelix konnen nicht
vollstindig voneinander getrennt werden. Auch lineare
DNA-Molekiile sind ab einer gewissen Lange nicht mehr
vollstindig in zwei Einzelstrdnge trennbar. Ringférmig
geschlossene DNA liegt zudem meist verdrillt vor
(o Abb.2.8). Diese Verdrillungen tiberlagern die eigent-
liche DNA-Doppelhelix und sind als Superhelices sicht-
bar. Die Zahl der Verdrillungen (supercoils) ist dyna-
misch und kann durch zelluldre Enzyme beeinflusst wer-
den. DNA-Molekiile, die bei identischer DNA-Sequenz
in verschiedenen Konformationen vorliegen, nennt man
DNA-Topoisomere. Dementsprechend nennt man
Enzyme, die die Konformation einer DNA verdndern
konnen, DNA-Topoisomerasen.

Supercoils sind nicht nur in zirkuliren DNA-Mole-
kiilen vorhanden, sondern auch innerhalb von Teilbe-
reichen sehr grofler, linearer Molekiile, beispielsweise

2.1 Die DNA

a8

Superhelix entspannter
Ring

o Abb.2.8 DNA-Topoisomere: Ringformig geschlossene,
doppelstrangige DNA-Molekiile liegen haufig verdrillt als
Superhelix vor. Die Verdrillungen verhindern, dass die
beiden Strange einer DNA-Helix liber eine langere Distanz
hinweg zu Einzelstrangen gedffnet werden kdnnen, wie es
beispielsweise fiir die Replikation oder Transkription not-
wendig ist. Um Verdrillungen aus der DNA zu entfernen,
offnen Typ-1-Topoisomerasen einen der beiden DNA-
Strange, drehen diesen Strang einmal um die helikale
Achse und verkniipfen die freien DNA-Enden wieder kova-
lent. Dadurch werden sukzessive Windungen aus der DNA
entfernt. Typ-2-Topoisomerasen spalten beide DNA-
Strange gleichzeitig und fadeln den intakten DNA-Doppel-
strang durch den entstandenen DNA-Doppelstrangbruch,
sodass ebenfalls Verdrillungen entfernt werden.

der Chromosomen von Saugetierzellen. Die Verdrillun-
gen entstehen im Prinzip durch eine Drehung der DNA-
Doppelhelix um ihre Lingsachse. Dies fithrt zu Dre-
hungsspannungen, die sich in der Bildung einer Super-
helix duflern. Anders ausgedriickt entstehen Supercoils,
wenn man das eine Ende der DNA um ihre Langsachse
dreht, wahrend das andere Ende festgehalten wird. Eine
Konsequenz der Supercoils ist, dass ein DNA-Doppel-
strang nicht tiber lingere Strecken in Einzelstringe
getrennt werden kann, da die Drehungsspannung
innerhalb der Superhelix dem Prozess entgegenwirkt.
In der Zelle kann die Uberdrillung einer DNA nicht
dadurch verringert werden, dass die DNA-Doppelhelix
um ihre Langsachse rotiert. Dazu ist das DNA-Molekiil
in der Regel schlicht zu lang. Damit es zur Einfithrung
oder Entfernung einer Uberdrillung und zur Ausbil-
dung superhelikaler Formen kommen kann, muss an
bestimmten Stellen der DNA mindestens einer der bei-
den DNA-Strénge hydrolytisch gedffnet werden. Dieser
geoffnete Strang kann sich nun lokal frei um den intak-
ten Strang drehen und damit den Verdrillungsgrad
andern. Dieser Vorgang wird durch DNA-Topoisome-
rasen katalysiert, die somit eine grofle Rolle bei der
Transkription, Rekombination und Replikation spielen
und fiir jede Zelle iberlebenswichtig sind. Aus diesem
Grund sind sie auch wichtige therapeutische Ziele fiir
Antibiotika, wie beispielsweise die Gyrase-Inhibitoren.
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Inaktiviert man die bakterielle Topoisomerase durch
einen Gyrase-Hemmer, werden die DNA-Replikation
und andere wichtige Stoffwechselprozesse pathogener
Prokaryonten rasch blockiert.

Es gibt im Wesentlichen zwei Typen von DNA-Topo-
isomerasen:

# Typ-1-DNA-Topoisomerasen binden an die DNA
und 6ffnen einen der beiden DNA-Stringe der Dop-
pelhelix. Es lassen sich zwei Subtypen von Typ-
1-DNA-Topoisomerasen unterscheiden:

Die bakteriellen Typ-1A-Topoisomerasen spal-
ten einen DNA-Strang, indem sie eine Phospho-
diesterbindung 6ffnen und eine Phosphatbriicke
zwischen dem 5'-Ende der DNA und einem Tyro-
sinrest im aktiven Zentrum des Enzyms bilden.
Durch diese kovalente Bindung an das Enzym
wird die Energie der Phosphodiesterbindung
konserviert und der gedffnete DNA-Strang wird
am Enzym fixiert. Das Enzym veranlasst eine
vollstaindige Drehung der DNA an der Stelle der
Strang6ffnung um seine eigene zentrale Achse
und entfernt somit eine superhelikale Windung.
Durch Transesterifizierung wird dann unter Frei-
setzung des Enzyms die 5'-Phosphatgruppe wie-
der auf die freie 3'-OH-Gruppe des gespaltenen
DNA-Strangs iibertragen und dadurch der zuvor
geoffnete DNA-Strang wieder geschlossen. Dieser
Vorgang benétigt keine chemische Energie in
Form von ATP, da bei der Ubertragung des DNA-
Strangs auf den Tyrosinrest des Enzyms keine
Energie verloren geht.

Typ-1B-Topoisomerasen kommen in Eukaryon-
ten vor. Sie spalten ebenfalls einen der beiden
Strange einer DNA, allerdings tibertragen sie
dabei eine 3'-Phosphatgruppe auf einen Tyrosin-
rest im aktiven Zentrum des Enzyms. Nach der
Rotation um die Lingsachse der DNA wird die
3'-Phosphatgruppe wieder auf die verbliebene
5'-OH-Gruppe des gespaltenen DNA-Strangs
zuriickiibertragen und der DNA-Strang dadurch
geschlossen.

# Eine Typ-2-DNA-Topoisomerase bindet an die
DNA und 6ffnet beide DNA-Stringe gleichzeitig.
Die bakterielle Typ-2-DNA-Topoisomerase, die
auch als Gyrase bekannt ist, besteht aus einem Tetra-
mer aus jeweils zwei GyrA- und GyrB-Untereinhei-
ten. Die Gyrase wirkt iiber folgende Teilschritte
(0 Abb.2.9): Zunichst bindet das Enzym an die
DNA, wobei sich eine Schleife der DNA von ca.
140 Basenpaaren um das Enzym schlingt. Dann
spaltet das Enzym den DNA-Doppelstrang und die
GyrA-Untereinheit des Enzyms wird kovalent an das
5-Ende des gespaltenen DNA-Strangs gebunden.
Als néchster Schritt wird ein benachbart gelegenes

DNA-Segment durch die Offnung gezogen. Schlief3-
lich wird das kovalent gebundene Protein abgelost
und die gespaltenen Doppelstringe werden wieder
verkniipft. Bei dieser Reaktionsfolge wird unter Ver-
brauch eines Molekiils Adenosintriphosphat (ATP)
eine superhelikale Windung in die DNA eingefiihrt,
wie in 0Abb.2.9 dargestellt. In Abwesenheit von
ATP kann das Enzym auch die umgekehrte Reaktion
katalysieren und somit zur Relaxation superhelikaler
DNA fiithren.

2.1.4  DNA-Analytik

Beim gentechnischen Arbeiten wird stindig mit DNA
umgegangen. Dabei werden verschiedene Standardme-
thoden der DNA-Analytik angewendet, die wir hier
kurz besprechen wollen. Als geladene Makromolekiile
kénnen DNA oder RNA durch Gelelektrophorese
getrennt werden. In der Regel werden dazu Matrices
aus gelierter Agarose oder aus einem Polyacrylamid-
Netzwerk verwendet. Der Logarithmus der relativen
Mobilitdt des Makromolekiils ist linear abhangig von
der Gelkonzentration und kann durch einen sogenann-
ten Ferguson-Plot dargestellt werden (o Abb.2.10).
Dabei trennt man gleiche Proben in Gelen unterschied-
licher Porengrofle auf. Trigt man dann die Logarith-
men der relativen Laufstrecken gegen die eingesetzten
Gelkonzentrationen auf, erhélt man eine Gerade. Die
Steigung der Geraden im Ferguson-Plot ist damit ein
MaS fiir die Molekiilgrofe.

Polyelektrolyte wie Nukleinsduren tragen an jeder
Monomer-Einheit eine Ladungseinheit. Daraus folgt,
dass das Verhaltnis der Molekiilmasse der Nukleinsaure
zur Gesamtladung stets konstant ist. Fiir die relative
Mobilitét in Gelmatrices ist somit der Siebeffekt — und
damit die Molekiillinge - bestimmend (o Abb.2.10).
Uber einen relativ weiten GroBenbereich gibt es eine
lineare, experimentell bestimmbare Abhéngigkeit zwi-
schen dem Logarithmus (log;,) der Linge (in Basen-
paaren) von DNA-Molekiilen und ihrer relativen Wan-
derungsdistanz (in cm).

In der Praxis verwendet man 0,5- bis ca. 2 %ige Aga-
rosegele. In 0,5 %igen Gelen lassen sich DNA-Frag-
mente im Bereich von 1000 bis 15000 bp gut auftren-
nen. Gele mit einer héheren Agarosekonzentration sind
geeignet, um DNA-Fragmente zwischen 100 und
2000bp zu trennen. Trennt man ringférmig geschlos-
sene Plasmide, so wirkt sich die Konformation der
DNA-Molekiile starker auf die relative Mobilitat aus als
bei der Trennung linearer Nukleinsdurefragmente.
Ringférmige, superhelikale DNA wandert ndmlich
schneller als ringformig offene (relaxierte) oder lineare
DNA. Das kommt daher, dass sich die dichter gepackte
superhelikale DNA schneller durch die Poren des Aga-
rosegels bewegen kann (o Abb.2.11).
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o Abb. 2.9 Reaktionsmechanismus der Gyrase: Gyrase ist
eine Typ-2-Topoisomerase, die nacheinander zwei dop-
pelstrangige DNA-Bereiche (G- und T-Segment) bindet. Im
Verlauf weiterer Konformationsanderungen des Enzyms, fiir
die zwei Molekiile ATP bendtigt werden, wird das G-Seg-
ment durch die GyrA-Untereinheit des Enzyms gespalten.
Das T-Segment wird dann durch die Liicke im G-Segment
gefddelt, sodass — wie in diesem Beispiel gezeigt — eine
Verdrillung eingefiihrt wird. Das Enzym kann auf gleiche
Weise auch Verdrillungen aus der DNA entfernen.
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o Abb.2.10 Ferguson-Plot fiir verschiedene Polyelektro-
lyte: (A) Polyelektrolyte wie Nukleinsduren tragen an jeder
Monomer-Einheit eine Ladungseinheit. Demnach tragen
verschieden groRe Nukleinsduren eine Ladung, die zu der
jeweiligen Molekiillange proportional ist. Fiir die relative
Mobilitat in Gelmatrices ist somit der Siebeffekt — und
damit die Molekiillinge — bestimmend. (B) Bei einer kon-
stanten Gelkonzentration ist in einem bestimmten Bereich
der Logarithmus der Molekiilmasse (Log M) proportional
zur Mobilitdt der Molekiile in der Gelmatrix.
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Nachweisen lassen sich die DNA-Fragmente in Gel-
matrices beispielsweise durch Anfirbung mit Ethidium-
bromid (o Abb.2.11). Einzelne Ethidiumbromid-Mole-
kiile interkalieren zwischen die DNA-Basen, wobei die
aromatischen Ringe des Farbstoffs mit den heteroaro-
matischen Ringen der Nukleinsdurebasen wechselwir-
ken. Der Farbstoff zeigt nach Anregung mit UV-Licht
(254 — 366 nm) eine Fluoreszenz bei 590 nm. Da die Flu-
oreszenz des Farbstoffs nach der Bindung an DNA stark
zunimmt, ist die Orange-Fluoreszenz nur an den Stellen
eines Agarosegels deutlich sichtbar, an denen sich DNA
befindet, selbst wenn der Farbstoff zuvor gleichmaflig in
das Agarosegel eingegossen wurde.

Neben der Grolenbestimmung ist ein weiterer wich-
tiger Parameter im Umgang mit DNA deren Konzentra-
tion in einer DNA-Losung. Nukleinsduren absorbieren
im UV-Bereich mit einem Maximum bei 260 nm (ange-
geben als A,). Demzufolge erfolgt die Bestimmung
der DNA-Konzentration in der Regel durch UV-Spek-
troskopie. Aufgrund des Phanomens der Hyperchromi-
zitat (Einzelstrang-DNA absorbiert stirker als Doppel-
strang-DNA) ergeben sich aus der UV-spektroskopi-
schen Messung verschiedener Nukleinsdure-Typen
unterschiedliche Konzentrationen. Danach entspricht
1 Aggo:

# 50 pug/ml Doppelstrang-DNA,
# 40 pug/ml Einzelstrang-DNA,
® oder 33 pug/ml (Einzelstrang)-RNA.

Beziiglich der Reinheit einer gegebenen DNA sind Ver-
unreinigungen mit anderen DNAs oder mit Proteinen
von Interesse. Verunreinigungen einer DNA mit ande-
ren DNAs konnen in Grenzen durch Agarosegel-Elekt-
rophorese nachgewiesen werden. Die Nachweisbar-
keitsgrenze fiir eine einzelne Bande in Ethidiumbro-
mid-Gelen liegt bei ca. 10 ng Doppelstrang-DNA.
Verunreinigungen mit Proteinen kdnnen iiber den
Quotienten Ajs/A,g, abgeschitzt werden. Proteine
absorbieren tiiber ihre aromatischen Aminosauren bei
einem Maximum von 280 nm. Eine ,saubere“ DNA
sollte einen A,4)/ A,go-Quotienten nahe 1,8 aufweisen.
Die Nachweisbarkeitsgrenze der UV-spektroskopi-
schen Vermessung von DNA liegt bei ca. 250 ng/ml. In
vielen Féllen hat man es mit wesentlich weniger DNA
zu tun, sodass empfindlichere Methoden zur Bestim-
mung einer DNA-Konzentration erforderlich sind. Eine
solche Methode basiert auf der DNA-Hybridisierung.
DNA-Doppelstringe kénnen durch Zufuhr von Ener-
gie (Temperaturerhdhung) in Einzelstrdnge tiberfithrt
werden (»Kap.2.1.2). Dieser Vorgang wird Denaturie-
rung genannt. Wird die Temperatur wieder abgesenkt,
koénnen die Einzelstrdnge renaturieren. Wenn nun wih-
rend der Renaturierung ein kurzes DNA-Molekiil im
Uberschuss zugesetzt wird, das zu einem bestimmten
Teil der denaturierten DNA komplementir ist, kann

Gel-Taschen

Ethidiumbromid

o Abb.2.11 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-
Topoisomeren: Die DNA-Fragmente werden in ,Taschen"
am oberen Gelrand aufgetragen. Dann wird an das Gel
eine Gleichspannung angelegt, wobei die Anode unten
und die Kathode oben angeschlossen wird. Als Polyanio-
nen wandern die DNA-Fragmente nach unten auf die
Anode zu, wobei kleinere Fragmente schneller wandern
als groRere. Zum Nachweis der DNA enthalt das Agarosegel
gleichmdRig verteilt Ethidiumbromid. Wahrend der Elek-
trophorese ,sammelt" die DNA Ethidiumbromid-Molekiile
auf, da diese bei Kontakt mit DNA zwischen die Basen-
paare interkalieren. Durch die Interkalation wird die Fluo-
reszenz des Ethidiumbromids stark erhdht, sodass im UV-
Licht nur dort eine intensiv orange Fluoreszenz sichtbar
ist, wo sich im Gel DNA befindet. In der rechten Spur ist
ein DNA-GroRenstandard aufgetragen worden. In der lin-
ken Spur lief eine Praparation von Plasmid-DNA. Die ring-
formigen Plasmide liegen entweder als entspannte Ringe
(open circle, oc) oder als superspiralisierte Form (supercoi-
led, sc) vor. Da die Supercoiled-DNA wesentlich kompakter
ist als entspannte DNA-Ringe, lauft sie im Agarosegel
schneller. In der mittleren Spur haben wir die Plasmid-
DNA vorher mit einer Restriktionsendonuklease geschnit-
ten, sodass ein linearer DNA-Strang (lin) resultiert. Die
Mobilitat dieser DNA liegt zwischen der Konformation
open circle und supercoiled.

das kurze Oligonukleotid mit einem der lingeren DNA-
Einzelstrange bei der Bildung von Doppelstrangen kon-
kurrieren. Bindet auf diese Weise gezielt ein kurzes
DNA-Molekiil an einen lingeren DNA-Einzelstrang,
spricht man bei diesem Vorgang von Hybridisieren. Die
Hybridisierung von Nukleinsduren ist eine fundamen-
tale Methode der Gentechnologie. Sie wird beispiels-
weise zum qualitativen Nachweis von DNA und fiir die
Konzentrationsbestimmung von DNA verwendet und
auch, um die enzymatische In-vitro-DNA-Synthese mit
sogenannten Primern zu starten.



Wie konnen wir die Hybridisierung einsetzen, um
die Konzentration einer DNA-Ldsung zu bestimmen?
Stellen wir uns vor, dass wir von der DNA-Lgsung,
deren Konzentration bestimmt werden soll, eine Serien-
verdiinnung herstellen und jeweils ein Aliquot davon
auf eine Nitrocellulosemembran tropfen (dot blot).
Auflerdem tropfen wir auf den Filter eine Konzentra-
tionsreihe einer DNA, deren Konzentration uns
bekannt ist (Standard-Reihe). Stellen wir uns weiter vor,
dass wir ein kurzes DNA-Oligonukleotid zur Verfii-
gung haben, das an einem Ende mit einem Fluoreszenz-
farbstoff gekoppelt ist (o Abb.2.12). Wir inkubieren die
Nitrocellulosemembran mit einer Losung des markier-
ten Oligonukleotids. Mehrere Waschschritte in Puffern
mit definiertem Salzgehalt und bei definierten Tempe-
raturen ermoglichen die Unterscheidung zwischen spe-
zifisch und unspezifisch gebundener DNA-Sonde: Eine
Sonde, die nicht ,,passt (in o Abb. 2.12 rechts), wird bei
geringeren Temperaturen ,,abgewaschen® als die Sonde,
die iiber die gesamte Lange spezifische Basenpaarungen
eingehen kann. Nach den Waschschritten wird die Flu-
oreszenz des spezifisch an der Proben-DNA gebunde-
nen Oligonukleotids gemessen und mit der Standard-
reihe in Beziehung gesetzt, um die Konzentration der
Ausgangslosung zu errechnen.

Zusammenfassung

m Das Zielmolekiil aller gentechnischen Methoden ist
die DNA. Der Begriff DNA beschreibt allgemein eine
Molekiilart, wahrend die Einzigartigkeit eines DNA-
Molekiils durch die Sequenz der vier DNA-Basen
bestimmt wird.

= DNA besteht aus drei Grundbausteinen: einer Purin-
oder Pyrimidinbase, einer N-glycosidisch daran
gebundenen Desoxyribose und einem Phosphatrest,
der esterartig mit dem Zucker verbunden ist. Der
Zucker und das Phosphat bilden das Riickgrat der DNA.

m Die DNA-Basen konnen mit einem anderen DNA-
Strang komplementdrer Basensequenz einen DNA-
Doppelstrang ausbilden, wobei die beiden DNA-
Strange durch die Bildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen komplementdren Basen stabil
miteinander verbunden werden. Die Einzelstrange in
einer DNA-Doppelhelix verlaufen antiparallel und

2.1.5 Chemische DNA-Synthese

Fir viele gentechnische Arbeitsgédnge, wie beispiels-
weise die enzymatische In-vitro-Synthese von DNA,
sind kurze, einzelstringige Oligonukleotide, sog. Pri-
mer, notig. Derartige Molekiile werden chemisch-syn-

2.1 Die DNA
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o Abb.2.12 Prinzip der Hybridisierung: Die vier DNA-Basen
sind durch die unterschiedlichen Formen und Farben der
Symbole dargestellt. Durch Erhitzen wird der DNA-Doppel-
strang in die beiden Einzelstrange denaturiert. Wir geben
ein kurzes Oligonukleotid hinzu, das fiir einen kleinen
Bereich eines der beiden DNA-Doppelstrange exakt kom-
plementdrist und am 5'-Ende mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff gekoppelt ist. Die markierte Sonde kann iiber Basen-
paarungen an den denaturierten DNA-Strang binden.
Durch Waschen mit geeigneten Puffern und bei steigenden
Temperaturen entfernt man die unspezifisch gebundenen
Sonden (die Fehlpaarungen aufweisen) friiher als die spe-
zifisch gebundenen Proben (weil jede Base paaren kann).
Der groRe Uberschuss der zugegebenen Sonde sorgt in der
Konkurrenz mit der Reassoziation der beiden DNA-Strange
flir eine zuverlassige Bindung der Sonde.

haben definierte Enden, die als 5'-Ende bzw. als
3'-Ende bezeichnet werden.

® Wegen der Komplementaritdt enthalten DNA-Mole-
kiile immer ebenso viele A- wie T-Nukleotide und
ebenso viele G- wie (-Nukleotide. Allerdings kann
die Anzahl der A/T- und der G/C-Paare je nach Orga-
nismus deutlich variieren.

® Da die beiden komplementaren DNA-Strange nur
durch schwache Wechselwirkungen zusammenge-
halten werden, lassen sie sich durch Energiezufuhr
trennen (,,denaturieren”).

® Die Reorganisation zweier komplementdrer Einzel-
strange zu einem DNA-Doppelstrang wird als ,rena-
turieren” bezeichnet. Denaturierung und Renaturie-
rung bilden die Basis fiir die wichtige gentechnische
Technik des Hybridisierens.

thetisch hergestellt. Heutzutage haben sich Firmen dar-
auf spezialisiert, fiir wenig Geld derartige Primer inner-
halb von wenigen Stunden nach der Bestellung der
gewiinschten Sequenz zu liefern. Die Chemie, die
dahintersteckt, ist ausgekliigelt und recht aufwendig.
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Das Phosphoramidit-Verfahren zur chemischen DNA-
Synthese sei hier dargestellt:

Ausgangspunkt fiir eine chemische Synthese eines
DNA-Oligonukleotids ist ein ausreichend geschiitztes
Nukleosid, das mit seiner 3'-OH-Gruppe {iber einen
Spacer und eine Dicarbonséure kovalent an eine feste
Matrix gebunden ist. Die Matrix besteht in der Regel
aus Silica-Gel oder aus besonderen Glas-Kiigelchen
(CPG, controlled pore glass material). Die Synthese
erfolgt in Zyklen, wobei jeder Zyklus aus einer Reihe
von Syntheseschritten besteht, die erforderlich sind, um
das matrixgebundene Nukleotid bzw. Oligonukleotid
um einen  Nukleotidbaustein zu  verlingern
(o Abb.2.13). Anders als die biologische DNA-Synthese
wird bei der chemischen DNA-Synthese die Nukleotid-
kette vom 3'- zum 5'-Ende hin verldngert.

Der Vorteil der matrixgebundenen Oligonukleotid-
synthese besteht darin, dass nach jeder chemischen
Reaktion die iiberschiissigen Reagenzien durch intensi-
ves Waschen der Sdule von dem immobilisierten Pro-
dukt getrennt werden kénnen. Folgende Einzelschritte
werden im Lauf eines Synthesezyklus bei der heute
tiberwiegend verwendeten Desoxynukleotid-Phos-
phoramidit-Synthese durchlaufen (o Abb.2.13):

# Im ersten Schritt wird die Dimethoxytrityl-Schutz-
gruppe (DMT) am 5'-Ende der mit der Matrix ver-
bundenen Oligonukleotidkette durch Saurebehand-
lung entfernt.

® Das freigewordene 5'-Ende des Oligonukleotids wird
an das 3'-Phosphoramidit-Derivat eines Desoxyri-
bonukleosids gekoppelt, das die nichste Position in
der Kette einnehmen soll. Das Kopplungsreagenz in
dieser Reaktion ist Tetrazol.

# Alle 5-Enden, die nicht reagiert haben, werden
durch Acetylierung (capping) inaktiviert, um sie von
den folgenden Kopplungsreaktionen auszuschlie-
3en. Dadurch wird die Verldngerung ,falscher® Oli-
gonukleotide unterbunden.

# Der bei der Kopplungsreaktion entstandene Phos-
phit-Triester wird zum Phosphat-Triester oxidiert.
Dabei entsteht die um ein Nukleotid verldngerte
Kette.

® Dieser Reaktionszyklus kann heute in modernen
Syntheseautomaten routineméflig bis zu 100-mal
wiederholt werden.

® Zum Abschluss einer Oligonukleotidsynthese wird
das Oligonukleotid von der Festphase abgelost und
die diversen Schutzgruppen werden entfernt.
Danach sollte das Oligonukleotid durch eine HPLC-
Trennung gereinigt werden, um zu kurze Oligonuk-
leotide abzutrennen und damit die nachfolgenden
enzymatischen Reaktionen nicht durch verunreini-
gende Chemikalien in ihrer Effizienz herabgesetzt
werden.

Trotz der vielen Einzelschritte sind die Ausbeuten
erstaunlich gut, da die Effizienzen der Einzelreaktionen
fiir chemische Reaktionen so extrem hoch sind. Trotz-
dem koénnen chemisch hergestellte Oligonukleotide
nicht beliebig lang sein, da die kumulativen Ausbeuten
der einzelnen Synthesezyklen fiir das Endprodukt maf3-
gebend sind. Dies wird an folgenden Beispielrechnun-
gen deutlich:

® Wird ein 20 Nukleotide langes Oligonukleotid her-
gestellt, haben selbst bei 99 % Kopplungseffizienz
der Einzelzyklen nur 82 % (0,99%° x 100) die korrekte
Linge von 20 Nukleotiden. Wire die Kopplungsefti-
zienz jedoch in jedem Schritt nur 90 %, hitten nur
noch 12 % der Produkte die korrekte Lange.

# Die Ausbeute fiir ein 60-mer-Oligonukleotid liegt
selbst bei 99 % Kopplungseffizienz nur bei 55 %
(0,99% x 100), bei einem 100-mer sind es nur noch
36 %.

Da die Kopplungseffizienz selbst in gut eingestellten
Syntheseautomaten nicht in jedem Schritt nahe 100 %
liegen wird, ist die Gesamtausbeute bei Oligonukleoti-
den mit tiber 100 Nukleotiden Linge sehr begrenzt. Es
sind also in jedem Fall aufwendige Reinigungsverfah-
ren notwendig, um korrekt lange Oligonukleotide von
weniger langen Produkten zu trennen. In der Praxis ist
die chemische DNA-Synthese heute auf ca. 200 Basen
lange Oligonukleotide beschrankt.

2.2 Enzymatische DNA-Synthese

2.2.1  DNA-Polymerasen

Die DNA synthetisierenden Enzyme nennt man DNA-
Polymerasen. Eine ihrer Funktionen ist die semikon-
servative Replikation der DNA vor der Zellteilung. Fiir
die Details wollen wir an dieser Stelle auf Lehrbiicher
der molekularen Genetik verweisen. Eine wichtige
Eigenschaft der DNA-Polymerasen ist, dass die Enzyme
einen einzelstrangigen DNA-Matrizenstrang entspre-
chend den Komplementaritatsregeln kopieren und
dadurch zum DNA-Doppelstrang komplettieren. Daher
nennt man diese Enzyme korrekt DNA-abhingige
DNA-Polymerasen. Die Enzyme bendtigen ein kurzes
Stiick doppelstriangiger DNA mit einem freien 3'-Hydro-
xylende als Startpunkt fiir die DNA-Synthese. Dieses
kurze Stiick eines doppelstringigen DNA-Molekiils
wird dadurch generiert, dass ein einzelstringiges Oligo-
nukleotid (Primer) an die 5'-Seite des zu synthetisieren-
den DNA-Abschnitts hybridisiert wird (o Abb.2.14).
Die DNA-Synthese durch eine DNA-Polymerase erfolgt
dann durch Verlingerung des Primers an dessen
3'-Ende, d. h. die enzymatische DNA-Synthese verlauft
immer in 5' > 3'-Richtung, bezogen auf den neu synthe-
tisierten DNA-Strang.
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Die DNA-Polymerase I aus E. coli besitzt neben einer
5' > 3'-DNA-Polymeraseaktivitidt auch zwei Exonuk-
lease-Aktivititen. Diese bauen die DNA entweder in
5'> 3'-Richtung oder in 3' > 5'-Richtung von den Enden
her ab. Die 3' > 5'-Exonuklease- Aktivitdt wird auch Pro-
ofreading-Aktivitat genannt, da durch diese enzymati-
sche Aktivitit vom Enzym quasi tiberpriift werden kann,
ob der erfolgte Polymerisationsschritt korrekt war. Das
sogenannte Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I
aus E. coli ist eine modifizierte Variante der DNA-Poly-
merase I. Es handelt sich um das grofiere von zwei enzy-
matisch aktiven Peptidfragmenten, das bei der partiellen
Proteolyse der DNA-Polymerase I durch eine bestimmte
Protease entsteht. Das Klenow-Fragment besitzt nur
noch die 5 - 3'-DNA-Polymeraseaktivitit und die
3'> 5'-Exonukleaseaktivitit. Die 5' > 3'-Exonukleaseak-
tivitdt ist hingegen verlorengegangen.

Welche Bestandteile miissen sich in einem Reak-
tionsansatz befinden, damit eine In-vitro-DNA-Syn-
these effizient ablduft? Obwohl jede DNA-Polymerase
ihre individuellen Anforderungen an ein Puffersystem
stellt, gibt es doch einige allgemeine Regeln:

# Zum einen wird natiirlich die DNA-Polymerase selbst
gebraucht. Heute stammen kommerziell erhiltliche

2.2 Enzymatische DNA-Synthese

o Abb.2.13
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DNA-Polymerasen {ibrigens aus gentechnischer Pro-
duktion.

# Dann muss eine einzelstringige DNA vorhanden
sein, die als Matrize (im Englischen template) zum
Kopieren durch die DNA-Polymerase dienen kann.

® Ein kurzes Oligonukleotid ist als Primer der DNA-
Polymerisation nétig. Diese Primer stammen heute
aus der kommerziell von spezialisierten Firmen
durchgefiihrten chemischen DNA-Synthese.

8 Auflerdem miissen alle vier DNA-Bausteine im
Reaktionsansatz vorliegen. Eine Mischung aller vier
DNA-Nukleotide wird im molekularbiologischen
Sprachgebrauch als Desoxynukleosidtriphosphate
oder kurz als ANTPs bezeichnet.

# Alle enzymatischen Reaktionen bendtigen ein geeig-
netes Puffersystem, das in diesem Fall auch Mg?*
Ionen enthalten muss, da die eigentlichen Substrate
der DNA-Polymerase die Mg**-Komplexe der dNTPs
sind.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Eine der wichtigsten Methoden in der modernen Mole-
kularbiologie ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
Daher wollen wir diese Methode ausfiihrlich besprechen.
Die PCR wurde Mitte der 1980er-Jahre von dem Ameri-
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o Abb.2.14 DNA-Polymerasen aus E. coli: (A) Das Holoenzym DNA-Polymerase | aus E. coli besitzt drei unterschiedliche
Aktivitaten. Die Polymerase-Aktivitdt synthetisiert matrizenabhdngig DNA vom 5'- zum 3'-Ende. Dementsprechend wird
die Matrize vom 3'-Ende zum 5'-Ende hin abgelesen (oben links). Die 5' - 3'-Exonukleaseaktivitdt hydrolysiert DNA
vom 5'-Ende in Richtung des 3'-Endes, Nukleotid fiir Nukleotid (oben Mitte). Demgegeniiber greift die 3' & 5'-Exonuk-
leaseaktivitdt die DNA an den 3'-Enden an und hydrolysiert die entsprechenden DNA-Strange in Richtung des 5'-Endes
(oben rechts). Die 5'-Enden selbst bleiben intakt. (B) Durch partielle Proteolyse wird eine Enzymvariante generiert, die
als das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | bezeichnet wird. Diesem Fragment fehlt, dhnlich wie der DNA-Polyme-
rase aus dem Bakteriophagen T4, die 5' 2 3'-Exonukleaseaktivitdt des Holoenzyms. Hingegen besitzen die Klenow-
Polymerase und die T4-DNA-Polymerase sowohl die 5' - 3'-Polymeraseaktivitdt als auch die 3' > 5'-Exonukleaseaktivi-

tat (unten links und rechts).

kaner Kary Mullis (1944 - 2019) erfunden, der dafiir
1993 zusammen mit Michael Smith mit dem Nobelpreis
fir Chemie geehrt wurde. Die Abkiirzung PCR leitet sich
von der englischen Bezeichnung polymerase chain reac-
tion ab. Das wirklich Bemerkenswerte an der PCR besteht
darin, dass Mullis ein Prinzip aufzeigte, mit dem DNA in
vitro nicht einfach nur synthetisiert, sondern zugleich
auch vervielfiltigt (amplifiziert) werden kann.

Wie wir bereits gehort haben, waren DNA-Polyme-
rasen lange bekannt und die enzymatische In-vitro-
Synthese von DNA gehorte damals bereits zum Stan-
dard-Repertoire der Molekularbiologen. Das Neue war
die exponentielle Amplifikation der DNA auf der Basis
eines verbliiffend einfachen Prinzips. Ausgehend von
ganz wenigen Einzelmolekiilen lie§ sich DNA nun in
einen Grofienordnungsbereich vervielfiltigen, der aus-
reichte, um die DNA nachzuweisen, zu charakterisieren
oder fiir DNA-Rekombinationen einzusetzen.

Die PCR ist heute aus den gentechnischen For-
schungslaboratorien nicht mehr wegzudenken - sie hat
die molekularbiologische Forschung revolutioniert. Sie
wird nicht nur eingesetzt, um DNA-Fragmente fiir
DNA-Rekombinationen zu gewinnen, sondern ist dar-

iiber hinaus im Lauf der Zeit eine der wichtigsten mole-
kularbiologischen Nachweismethoden geworden, die in
praktisch jedem Zweig der Biowissenschaften einge-
setzt werden kann. Unter anderem hat diese Technik
auch die humangenetische Diagnostik und die forensi-
sche Analytik bereichert.

Die Basis der DNA-Amplifikation durch die PCR ist
die enzymatische DNA-Synthese. Es werden daher fiir
den Reaktionsansatz alle Komponenten gebraucht, die
bei jeder DNA-Synthese nétig sind:

# Wie bei jeder durch DNA-Polymerasen katalysierten
Reaktion ist auch bei der PCR eine Matrize nétig,
also ein Abschnitt einer DNA, der kopiert werden
soll. Diese als Matrize (engl. template) bezeichnete
DNA muss in diesem Fall nicht einzelstrangig vor-
liegen, da wahrend der PCR zyklische Temperatur-
erhéhungen eine Denaturierung der Matrizen-DNA
in Einzelstrange bewirken.

# Bekanntermaflen braucht eine DNA-Polymerase
einen Startpunkt fiir die DNA-Synthese. Nachdem
die in die Reaktion eingesetzte doppelstringige DNA
denaturiert wurde, muss also ein Primer an die ein-



zelstrdngige Matrize hybridisiert werden, um einen
kurzen doppelstriangigen Bereich als Startpunkt fir
die DNA-Polymerisation zu bilden.

# Die vier Desoxynukleosidtriphosphate dATP, dCTP,
dGTP und dTTP miissen als Substrate fiir die DNA-
Polymerase vorhanden sein. Im molekularbiologi-
schen Sprachgebrauch wird eine Mischung der vier
Desoxynukleosidtriphosphaten als dNTPs (,N“ fiir
eine beliebige Base) bezeichnet.

® Geeignete Puffer- und Salzbedingungen ermogli-
chen die Arbeit des Enzyms. So dienen Mg?**-Ionen
als Cofaktoren fiir die DNA-Polymerase, deren
eigentliche Nukleotid-Substrate die Mg?*/dNTP-
Komplexe sind.

®» Eine geeignete DNA-abhingige DNA-Polymerase
katalysiert dann die DNA-Synthese.

Die Genialitit der von Mullis gemachten Erfindung
bestand darin, dass bei der In-vitro-DNA-Synthese gleich-
zeitig zwei Primer eingesetzt werden und die DNA-Poly-
merisation mehrmals hintereinander durchgefiihrt wird.
Eigentlich griff Mullis eine Idee des indisch-amerikani-
schen Biochemikers und Nobelpreistrdgers Har Gobind
Khorana (1922 - 2011) auf, der das Prinzip einer wieder-
holten DNA-Polymerisation bereits 1971 publiziert hatte.
Allerdings variierte Mullis diese Idee dadurch, dass er
zwei Startpunkte fiir die DNA-Synthese definierte. Diese
beiden Startpunkte liegen in einem gewissen Abstand
voneinander entfernt und begrenzen dadurch den DNA-
Bereich, der amplifiziert werden soll. AufSerdem werden
die Primer so gewdhlt, dass die beiden von ihnen ausge-
henden DNA-Synthesereaktionen aufeinander zulaufen.

Prinzip der PCR

Eine schematische Ubersicht iiber das Prinzip der PCR
ist in 0 Abb.2.15 gezeigt. Wir kénnen nur DNA-Berei-
che zwischen bekannten Nukleotidsequenzen amplifi-
zieren. Fur diese bekannten Nukleotidsequenzen wer-
den Primer synthetisiert, die sich optimal an die
bekannten Sequenzen anlagern konnen. Die Sequenz
des amplifizierten DNA-Bereichs zwischen den beiden
Primern muss hingegen nicht bekannt sein.

Wir benotigen immer zwei PCR-Primer. Der eine
Primer bindet an den ,oberen® Strang der Ziel-DNA,
wohingegen der andere Primer in einigem Abstand
vom ersten Primer an den ,unteren® Strang bindet.
Dadurch haben wir zwei Startpunkte fiir DNA-Polyme-
rase-Reaktionen definiert, wobei die Richtungen dieser
beiden Polymerisationsreaktionen aufeinander zu und
schliefflich iiberlappend verlaufen.

Die Primer und die zu amplifizierende DNA mischen
wir in einer Pufferlosung zusammen mit den vier Des-
oxynukleosidtriphosphaten, Mg?* und einer thermosta-
bilen DNA-Polymerase. Solche thermostabilen DNA-
Polymerasen hat man urspriinglich aus verschiedenen

2.2 Enzymatische DNA-Synthese

thermophilen Bakterien isoliert, beispielsweise die Taq-
Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Ther-
mus aquaticus. Heute werden diese Polymerasen gen-
technisch erzeugt und sind kommerziell erhéltlich.
Sobald dem Reaktionsansatz alle erforderlichen Kompo-
nenten zugesetzt wurden, stellt man das Gefif$ in einen
sogenannten Thermocycler. Mithilfe eines solchen Ger-
tes wird ein komplexes Inkubationsprogramm kontrol-
liert und wiederholt durchlaufen. Typisch fiir dieses
Inkubationsprogramm sind periodisch wechselnde
Inkubationstemperaturen (o Abb.2.15):

® Zunichst wird die Temperatur fiir ca. 5 Minuten auf
95 °C eingestellt. Unter den vorgegebenen Pufferbe-
dingungen werden wéhrend dieser Zeit alle doppel-
strangigen DNA-Bereiche zu Einzelstrangen denatu-
riert.

# Danach wird die Temperatur auf einen Bereich von
50 - 60 °C gesenkt, wodurch die Primer mit den
komplementiren Bereichen auf der Ziel-DNA dop-
pelstrangige Hybride ausbilden kénnen. Die beiden
Primer liegen im groflen Uberschuss zur DNA-Ma-
trize vor. Deshalb bilden sich bevorzugt Doppel-
strangbereiche zwischen den Primern und dem
jeweiligen DNA-Einzelstrang der Ziel-DNA. Die
Renaturierung der beiden denaturierten Einzel-
strange der Ziel-DNA ist hingegen unter diesen
Bedingungen nicht favorisiert. Die Hybridisierung
der Primer (annealing) ist in der Regel bereits nach
15 - 30 Sekunden abgeschlossen.

® Im nichsten Schritt wird die Inkubationstemperatur
auf ca. 72 °C angehoben. Bei dieser Temperatur
arbeiten die thermostabilen DNA-Polymerasen opti-
mal. Je nach Linge des zu amplifizierenden DNA-
Bereichs wird die Temperatur zwischen 30 Sekun-
den und mehreren Minuten bei 72 °C gehalten.

#® Nun wird durch Anheben der Temperatur fiir
15 - 30 Sekunden auf > 90 °C wieder die gesamte im
Reaktionsansatz vorhandene doppelstringige DNA
denaturiert.

# Der Wechsel zwischen den drei verschiedenen Tem-
peraturen (50 - 60 °C > 72 °C > 95 °C bzw. 95 °C >
50 - 60 °C > 72 °C) wird als Zyklus bezeichnet. Je
nach gewiinschtem Grad der Amplifikation der Aus-
gangs-DNA werden in der Praxis meist zwischen 25
und 35 solcher Zyklen nacheinander durchlaufen.

Die Produkte des ersten Amplifikationszyklus sind nur
an einem Ende durch den eingesetzten Primer klar
begrenzt. Sie besitzen jedoch keine genau definierte
Lange; sie werden deshalb als ,,lange Produkte bezeich-
net (o Abb.2.15). Ab der zweiten Amplifikationsrunde
fungieren neben der Originalmatrize auch die ,langen
Produkte® als Matrizen. Deshalb werden zusitzlich zu
zwel weiteren ,langen Produkten® auch DNA-Frag-
mente definierter Linge gebildet. Diese neu entstehen-
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0 Abb.2.15 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR): In der ersten Abbildung ist der Temperaturverlauf der PCR darge-
stellt. Wir bezeichnen die Menge an Matrizen-Molekiilen mit Ny und die Zahl der Zyklen mit z. (1) Die dunklen Balken zeigen
einen Ausschnitt aus einer DNA, die als Matrize dient. Der Bereich, der amplifiziert werden soll, ist mit gelben Pfeilen mar-
kiert. Dieser Bereich wird von zwei Primern (orangefarbene Balken) eingerahmt, die jeweils entweder am oberen oder am
unteren Strang der Matrizen-DNA binden. (2) Denaturieren der DNA durch Erhitzen auf > 95 °C. (3) Abkiihlen auf 50 — 60 °C,
um das Anlagern der Primer (annealing) zu erméglichen. (&) Einstellen der Temperatur auf 72 °C, um die DNA-Synthese
durch die Tag-Polymerase zu starten. Einen Umlauf von Denaturieren/Annealing/DNA-Synthese (95 °C - 60 °C = 72 °()
bezeichnet man als PCR-Zyklus. Beachte, dass die DNA-Synthese weiterlduft als bis zur gegeniiberliegenden Primer-Binde-
stelle. Solche ,,langen Produkte” vermehren sich linear (Ny x z). (5) Erhitzen auf 95 °C. (6) Erneutes Annealing der Primer. (7)
Erneute DNA-Synthese. Beachte, dass die ersten DNA-Molekiile entstehen, die genau so lang sind wie das gewiinschte End-
produkt. Diese Molekiile amplifizieren sich jetzt exponentiell (N x 27). (8) Denaturieren. (9) Annealing. (10) DNA-Synthese.
Das Endprodukt ist genau so lang wie der Abstand zwischen den PCR-Primern (inklusive der Primer selbst).

den Transkripte sind an der einen Seite durch den ein- ® die Stringe der Originalmatrize,

gesetzten Primer und an der anderen Seite durch das ® einseitig durch jeweils einen Primer begrenzte
Ende der Matrize begrenzt. Somit liegen am Ende der »lange Produkte” und

PCR-basierten DNA-Amplifikation drei verschiedene ® beidseitig durch die Primer begrenzte Transkripte,
Molekiilarten vor (o Abb. 2.16): die eigentlichen PCR-Amplimere.



Alle diese Molekiile dienen auch in den jeweils folgen-
den Amplifikationszyklen als Matrizen fiir die DNA-
Polymerisation.

Effizienz und Limitation der PCR

Nachdem zuvor das Prinzip der PCR diskutiert wurde,
ist natiirlich die Frage interessant, wie stark eine DNA
mit dieser Methode amplifiziert werden kann. Ausge-
hend von N Molekiilen DNA, die fiir eine PCR-Amplifi-
kation einsetzt wurden, sieht die theoretische Bilanz wie
folgt aus: Die Zahl der Ausgangsmatrizen ist konstant
geblieben, wihrend die Zahl der ,langen Produkte®
(o Abb.2.16) auf N, x z gestiegen ist (z = Anzahl der Zyk-
len). Die Zahl der PCR-Amplimere definierter Lange
nach z Zyklen (N,) errechnet sich als N, = N x 2% Ein
Beispiel soll den Amplifikationsgrad verdeutlichen:
Nehmen wir an, dass wir 1000 Molekiile einer DNA als
Ausgangsmaterial (Matrize, Ny) haben. Nehmen wir
weiterhin an, dass wir ein Stiick aus dieser DNA mit
30 PCR-Zyklen amplifizieren. Wir bekommen nach der
oben genannten Formel 1000 x 2%, also ca. 10!> PCR-
Amplimere. Das entspricht einem Amplifikationsgrad
von 10°. Interessant fiir die Praxis ist, dass wir 1000 Mole-
kiile auch mit modernsten Methoden der DNA-Analytik
kaum werden nachweisen konnen, wihrend nach der
Amplifikation durch die PCR aus diesen 1000 Molekii-
len ca. 2 x 1072 mol oder 1,3 x 107 g (1,3 pug) DNA
geworden sind (bei einer angenommenen Amplimer-
Léange von 1000 bp). Diese DNA-Menge kann tiber kon-
ventionelle Agarosegel-Elektrophorese leicht nachge-
wiesen oder in ihrer DNA-Sequenz bestimmt werden.
Ebenso bekommen wir mit dieser Methode genug DNA
»in die Hand®, um sie mit gentechnologischen Methoden
bearbeiten zu kénnen.

Verschiedenste Parameter konnen die Effizienz der
PCR beeinflussen. Einer der limitierenden Faktoren ist
die Lange der DNA, die durch die Primer eingeschlossen
wird. Generell nimmt die Effizienz der PCR mit steigen-
der Lange des zu amplifizierenden DNA-Bereichs konti-
nuierlich ab. Dies kann teilweise durch die Inkubations-
dauer wihrend des Polymerisationsschrittes ausgegli-
chen werden. Optimal lassen sich Bereiche in der PCR
vervielfaltigen, die kleiner als 2000 bp sind. Allerdings
kénnen bei entsprechender Auswahl der DNA-Polyme-
rasen und der Inkubationsbedingungen auch bis zu
40000 bp amplifiziert werden.

In der Regel werden die theoretischen Ausbeuten an
PCR-Produkt nicht erreicht, weil nach ca. 20 Zyklen die
Effizienz der Reaktion kontinuierlich abnimmt. Das
kann folgende Griinde haben:

® Substrate und Primer werden langsam, aber stetig
verbraucht.

® Das Enzym lasst durch die starken Temperatur-
schwankungen in seiner Aktivitat langsam nach.

2.2 Enzymatische DNA-Synthese
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o Abb.2.16 Gegeniiberstellung derin einer PCR gebilde-
ten Produkte. Die blauen Balken zeigen einen Ausschnitt
aus einer DNA, die als Matrize dient. Der zu amplifizie-
rende Bereich ist mit gelben Pfeilen begrenzt. Die Primer
sind orange dargestellt. Die Zahl der eingesetzten Matri-
zen-Molekiile ist (Ny) und bleibt wahrend der PCR kon-
stant. Beachte, dass die eingesetzten Primer Teil des PCR-
Amplimers sind. Die sogenannten ,,langen Produkte" bil-
den sich durch Abschreiben der Matrizen-Molekiile in
jedem Zyklus (z). Da sich die Matrizen-Menge nicht
andert, vermehren sich die langen Produkte linear

(Ng x z). Die langen Produkte wie auch die eigentlichen
PCR-Amplimere vermehren sich in jedem Zyklus und die-
nen wieder selbst als Matrize. Daher vermehren sich die
PCR-Amplimere exponentiell (Ng x 27).

® Es lagern sich vermehrt komplementire Strdnge zu
Doppelstrangen aneinander und verhindern damit,
dass sich neue Initiationsstellen fiir die DNA-Poly-
merisation bilden.

Eine der groflen Stirken der Polymerase-Kettenreak-
tion — ndmlich ihre enorme Sensitivitat — kann auch zu
einem groflen Problem werden. Das muss besonders
dann bedacht werden, wenn die PCR im Rahmen dia-
gnostischer Verfahren eingesetzt wird. Unter Sensitivitat
versteht man die Moglichkeit der PCR, aus sehr gerin-
gen Matrizen-Mengen analysierbare Mengen an Ampli-
meren zu generieren. Man kann sich leicht vorstellen,
dass hierbei Kontaminationen der Analysenprobe mit
fremdem biologischem Material unter allen Umstin-
den vermieden werden miissen. Ansonsten besteht die
grof8e Gefahr der Isolierung einer falschen Amplimer-
DNA und daraus folgend eines falsch positiven Ergeb-
nisses in der genetischen Diagnostik. Dies ist gerade fiir
solche Krankheiten eine inakzeptable Komplikation,
bei denen heute bevorzugt die PCR-Analytik als Dia-
gnostikmethode eingesetzt wird, wie beispielsweise bei
Krebserkrankungen oder viralen Infektionen. Ahnli-
ches gilt natiirlich auch fiir die Erstellung sogenannter
genetischer Fingerabdriicke, die im Rahmen forensi-
scher Untersuchungen zur Identifizierung bestimmter
Personen eingesetzt werden. Die hohe Sensitivitit der
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Methode bedingt, dass eine Kontamination mit DNA-
Spuren, die zum Beispiel vom forensischen Personal
eingetragen werden, eine Analyse sofort unbrauchbar
machen wiirde.

2.2.3 Variationen der PCR

Mittlerweile gibt es so viele Anwendungsvarianten der
PCR-Technik, dass eine vollstindige Aufzdhlung und
Erklarung dieser Varianten den Rahmen dieses Buches
sprengen wiirde. Deshalb sollen nur einige Beispiele
erwahnt werden, die bei der Isolierung von Genen zur
Gewinnung rekombinanter Proteinwirkstoffe oder in der
molekularen Diagnostik besondere Bedeutung haben.

Reverse-Transkription-PCR

Die Reverse Transkriptase der Retroviren (meist als RT
abgekiirzt) ist insofern eine ungewohnliche DNA-Poly-
merase, als sie vor allem RNA als Matrize erkennt und
diese in DNA kopiert. Die RT ist also eine RNA-abhin-
gige DNA-Polymerase. Im Labor ist die RT das maf3-
gebliche Enzym zur Herstellung von mRNA-Kopien,
den cDNAs. Der Begrift cDNA steht fiir complementary
DNA und deutet an, dass das erste Produkt der reversen
Transkription ein DNA-Einzelstrang ist, der zur kopier-
ten mRNA komplementir ist. Im Sprachgebrauch der
Molekularbiologen wird der Begriff cDNA oft auch als
copy DNA ftibersetzt, was als Synonym fiir ,kopierte
mRNA® gesehen werden kann.

Obwohl das Prinzip der PCR darauf beruht, DNA in
vitro zu amplifizieren, schlie8t dies nicht aus, dass wir
auch RNA aus Ausgangssubstanz fiir die Amplifikation
nutzen konnen. Wir konnen RNA allerdings nicht
direkt als Matrize in der PCR einsetzen, da sie aufgrund
ihrer chemischen Instabilitit beim Erhitzen auf 95 °C in
den ersten PCR-Zyklen zerstort werden wiirde. Wir
miissen also vor der PCR die RNA durch reverse Tran-
skription in DNA umschreiben, und diese DNA-Kopie
ist dann das Ausgangsmaterial fiir die Amplifikation
per PCR. Dieses Verfahren einer gekoppelten reversen
Transkription mit der PCR nennt man Reverse-Tran-
skription-PCR, kurz RT-PCR. In der molekularbiologi-
schen Forschung hat diese Methode grofie Bedeutung:

® Mit relativ geringem Aufwand lasst sich fiir ein belie-
biges Gen die Expressionsrate, also die Gleichge-
wichtsmenge von mRNA in einer Zelle, messen.

# Nur die mRNA enthilt die genetische Information
fir ein Protein ohne Unterbrechung des Triplett-
Leserahmens durch Introns. Das ist von enormer
praktischer Bedeutung, wenn man therapeutische
Proteine aus dem menschlichen Genom beispiels-
weise in Bakterien exprimieren mochte, da Bakte-
rien keine Introns kennen und eine durch Introns
unterbrochene genetische Information nicht in ein
Protein umsetzen konnen.

Konkret gehen wir folgendermaflen vor, um mRNA in
cDNA zu kopieren (o Abb.2.17): Zunichst lagern wir
an das 3'-Ende einer isolierten mRNA einen DNA-Pri-
mer an. Eine Méglichkeit, die Reverse Transkription zu
starten, ist die Nutzung eines spezifischen Primers, der
nur zu einer bestimmten Gensequenz passt. Der Vorteil
dieser Methode ist, dass aus der Auswahl von bis zu
50000 verschiedenen mRNAs einer Zelle theoretisch
nur eine einzige cDNA-Spezies hergestellt wird, nim-
lich die des untersuchten Gens. Eine andere, wesentlich
haufiger verwendete Methode ist, die gleichzeitige
Reverse Transkription aller in der RNA-Priparation
enthaltenen mRNAs durch die Nutzung unspezifisch
bindender Primer zu starten. Es gibt zwei verschiedene
Arten solcher unspezifischen Primer:

® Zum einen kann man ausnutzen, dass alle eukaryonti-
schen mRNAs an ihren 3'-Enden polyadenyliert wer-
den. Wir kénnen also einen Oligo(dT)-Primer einset-
zen, der an die Oligo(A)-Enden aller mRNAs hybridi-
siert. Damit wird die Reverse Transkription jeder
zellularen mRNA von deren 3'-Ende aus gestartet und
man erhalt eine komplexe Mischung von cDNAs.

® Alternativ konnen sogenannte Zufalls-Hexamere
eingesetzt werden. Das sind Oligonukleotide von
sechs Nukleotiden Léange, die in jeder Position jedes
der vier moglichen DNA-Basen enthalten kénnen.
Sie sind also theoretisch zu jeder denkbaren Gense-
quenz komplementdr. Die Reverse Transkription
wird dann an irgendeiner Position einer mRNA
gestartet und man erhdlt ebenfalls eine komplexe
cDNA-Mischung. Mit dieser Methode kénnen auch
RNAs revers transkribiert werden, die keine Oli-
go(A)-Enden enthalten.

Nach der Hybridisierung von Oligo(dT)- oder Hexa-
mer-Primern an die mRNA inkubieren wir den Ansatz
mit einer Reversen Trankriptase. Am Ende dieser Reak-
tion liegen alle mRNAs einer Zelle als RNA-DNA-Hy-
bride vor. Soll aus dieser Mischung die cDNA eines spe-
ziellen Gens isoliert werden, fithren wir anschliefSend
eine PCR mit zwei genspezifischen Primern durch.
Dabei wird im ersten Zyklus der PCR durch Erhitzen
auf 95 °C der RNA-Anteil der vorhandenen RNA-DNA-
Hybride zersetzt. Die einzelstringige cDNA dient nun
als Matrize fiir die PCR.

Quantitative PCR

Wir haben bereits in einem der vorausgehenden
Abschnitte einige Grenzen der PCR diskutiert. Im
Bereich der Anwendung der PCR in der Diagnostik
sind folgende Limitationen der konventionellen PCR
von praktischer Bedeutung:

# PCRs sind relativ zeitaufwendig, da einerseits die
Reaktion selbst einige Zeit beansprucht, andererseits
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o Abb.2.17 Gekoppelte Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR): In einer RT-PCR wird eine RNA (hellblaue Linien) durch das
Enzym Reverse Transkriptase (RT) in eine DNA kopiert. Es entsteht eine einzelstrangige cDNA (rote Linien), die zundchst
einmal als RNA-DNA-Hybrid vorliegt. In den hier gezeigten Beispielen geht die RT-PCR von polyadenylierter RNA, also

mRNA, aus. Primer sind in Orange dargestellt.

(A) Starten der RT-PCR mit einem genspezifischen Primer: In diesem Beispiel wird aus einem Pool isolierter mRNAs ent-
sprechend der Spezifitdat des Primers nur eine ganz bestimmte RNA amplifiziert. Nach der Erststrang-cDNA-Synthese wird
die RNA in dem RNA-DNA-Hybrid durch die RNAse-H-Aktivitat der RT abgebaut. Mit einem zweiten Primer, der am
3'-Ende der Erststrang-cDNA bindet, wird durch PCR ein DNA-Doppelstrang erzeugt.

(B) Starten der RT-PCR mit Zufalls-Hexameren. Diese Primer bestehen aus einer Mischung von Hexamer-0ligonukleoti-
den, die in jeder Position jedes der vier moglichen DNA-Basen enthalten kdnnen. Zufalls—-Hexamere sind demnach theo-
retisch zu jeder denkbaren Gensequenz komplementar. Allerdings kann dadurch die Reverse Transkription an irgendeiner
Position des zu analysierenden Gens gestartet werden, ohne dass man dies beeinflussen kann. Man bekommt also eine
Schar von Erststrang-cDNAs, die sich in ihren Langen unterscheiden. Allerdings lasst sich aus dieser Schar die cDNA mit
der korrekten Lange amplifizieren, indem die entsprechenden genspezifischen Primer eingesetzt werden.

(C) Starten der RT-PCR mit einem Oligo(dT)-Primer. Hier nutzt man aus, dass alle mRNAs polyadenyliert sind. Der mRNA-
Pool wird mit einem 0ligo(dT)-Primer hybridisiert und so die Reverse Transkription aller mRNAs gestartet. Danach folgt

eine PCR mit genspezifischen Primern.

jedoch die Analyse der Amplimere durch eine nach-
geschaltete Agarosegel-Elektrophorese erfolgen muss.

® Obwohl die PCR an sich fiir einen grofien Proben-
durchsatz beispielsweise in der klinischen Diagnos-
tik automatisierbar wére, muss die anschliefSende
Auswertung durch Agarosegel-Elektrophorese hin-
disch durchgefiihrt werden. Es wire wiinschenswert,
eine Auswertungsmethode zu haben, die wie die
PCR selbst automatisierbar wire.

® Die konventionelle PCR ist keine quantitative
Methode. Sie ist normalerweise so angelegt, dass die
Reaktion moglichst vollstandig ablauft. Daraus folgt,
dass bei starker Amplifikation einer Matrizen-DNA
die Ressourcen in der Reaktion schneller limitierend
werden, als wenn nur eine geringe Amplifikation

stattfindet. Mit grofier Wahrscheinlichkeit wird die
Reaktion am Ende der PCR in der Sittigung gewesen
sein. Daraus folgt, dass eine quantitative Abschit-
zung der zu Beginn der PCR vorliegenden Matrizen-
Menge durch Vergleich mit der am Ende einer PCR
vorliegenden Amplimer-Mengen in verschiedenen
Proben kaum mdglich ist, denn man wird nicht
beobachten konnen, in welchem Zyklus der PCR die
Reaktion in einer Probe bereits in die Sittigung
gegangen war, wihrend sie in parallelen Proben
noch exponentiell ablief.

Hieraus ergibt sich die Uberlegung, ob es nicht mdglich
wire, die Akkumulation der Produkte in einer PCR in
Echtzeit zu verfolgen, sodass die Menge gebildeter
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Amplimere wihrend der exponentiellen Phase der PCR
festgestellt werden kann. Diese Abwandlung der kon-
ventionellen PCR wird als quantitative PCR oder auch
Realtime-PCR bezeichnet (o Abb.2.18). Die Grundlage
fiur die quantitative PCR (qPCR) ist, dass dem PCR-
Ansatz ein fiir doppelstrangige DNA spezifischer, inter-
kalierender Farbstoff zugesetzt wird, dessen Fluores-
zenz nach Bindung an die gebildeten Amplimere
zunimmt. Das gemessene Fluoreszenzsignal in jedem
Zyklus ist dann proportional zur gebildeten Menge an
Amplimer und kann nach jedem PCR-Zyklus abgefragt
werden. Der Farbstoff der Wahl ist hier CYBR-Green®.

Fluoreszenz-
Intensitat

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Anzahl Zyklen

o Abb. 2.18 Quantitative PCR: Diese Methode erlaubt es,
die Bildung von PCR-Amplimeren in Echtzeit zu verfolgen.
Dazu wird dem PCR-Ansatz ein Fluoreszenzfarbstoff zuge-
geben, der Doppelstrang-DNA spezifisch anfarbt (CYBR-
Green®). In der Abbildung ist der theoretische Reaktions-
verlauf paralleler PCRs gezeigt, in die in der Reihenfolge
braune - griine - blaue Kurve steigende Menge Matrizen-
DNA eingesetzt wurden. Am Ende der Reaktionen wird in
allen Reaktionen eine dhnliche Fluoreszenz erreicht, d. h.
die Reaktionen waren in der Sattigung. Wiirde man die
gebildete DNA-Menge am Ende der Reaktionen auf einem
Agarosegel analysieren, wiirde man also etwa gleich
starke Banden (Insert) erhalten und falschlicherweise
schlussfolgern, dass alle PCRs gleiche Matrizen-Mengen
enthalten haben und daher die Reaktionen vergleichbar
abgelaufen sind. Tatsdachlich sind die Reaktionen aber
unterschiedlich schnell verlaufen, was auf unterschiedli-
che Mengen an vorhandenem Ausgangsmaterial (Matrize)
zurlickzufiihren ist. Den Unterschied an eingesetzter
Matrize kann man bestimmen, indem man die Anzahl von
PCR-Zyklen vergleicht, die bis zum Erreichen eines zuvor
festgelegten Schwellenwerts (C;) bendtigt werden, wobei
der Unterschied in Zyklen (z) im Wesentlichen einer Diffe-
renz der Matrizen-Menge von 2Z entspricht.

Wie Ethidiumbromid interkaliert CYBR-Green® in
doppelstringige DNA und bildet einen sehr stabilen
Komplex, wobei nach Anregung mit Licht einer Wel-
lenlédnge von 497 nm ein Fluoreszenzlicht von 521 nm
emittiert wird. Die Bestimmung von DNA-Mengen mit
CYBR-Green® ist wesentlich empfindlicher als die
DNA-Farbung mit Ethidiumbromid.

Fithren wir eine PCR in Gegenwart von CYBR-
Green® durch, erhalten wir einen in o Abb.2.18 darge-
stellten Verlauf der Reaktion in Abhangigkeit von der
eingesetzten Matrizen-Menge. Je mehr Matrize in der
PCR eingesetzt wird, desto frither erreicht die Fluores-
zenz-Intensitit einen Schwellenwert, den wir frith in
der exponentiellen Phase der Reaktion festlegen
(o Abb.2.18). Wir kénnen nun die Matrizen-Menge in
unbekannten Proben abschitzen, indem wir bestim-
men, bei welchem Zyklus der Schwellenwert erreicht
wird. Der Unterschied an Zyklen bis zum Erreichen des
Schwellenwerts steht tiber die bereits diskutierte Formel

N, =N x 2

mit N,: Zahl der PCR-Amplimere nach z Zyklen,
No: Ausgangsmenge Matrize und z: Zahl der PCR-Zyklen
in Beziehung zu der in der Probe befindlichen Matrizen-
Menge, die sich als N, = N, geteilt durch 2* bzw.
Ny =27%x N, berechnet. In der Praxis konnen wir Ny am
besten dadurch bestimmen, dass wir fiir eine Vergleichs-
DNA eine Standardkurve wie in o Abb.2.18 herstellen
und die Zykluszahl am Schwellenwert in den unbekann-
ten Proben mit dieser Standardkurve vergleichen.

Die Verwendung von CYBR-Green® hat jedoch auch
einen Nachteil: Wir detektieren jede in der PCR syntheti-
sierte doppelstrangige DNA, also auch nicht gewiinschte
Amplimere, die durch unspezifisches Hybridisieren der
Primer an falsche Matrizen entstehen konnen. Um dies
zu vermeiden, wurde eine Modifikation der quantitativen
PCR eingefiihrt, die als TagMan®-PCR oder 5'-Nuklease-
test bekannt geworden ist. TagMan®-Primer tragen fluo-
reszierende Farbstoffe, sodass die Messung des Reak-
tionsverlaufs nicht auf dem Zusatz von CYBR-Green®
basiert. Ein TagMan®-Primer wird zusitzlich zu zwei
konventionellen Primern eingesetzt, die fiir die Bildung
des Amplimers sorgen. Der TagMan®-Primer bindet spe-
zifisch an eine DNA-Sequenz zwischen diesen beiden
konventionellen Primern (o Abb.2.19).

Das Besondere an TagMan®-Primern ist die Nut-
zung des Prinzips des Forster-Resonanzenergietrans-
fers (FRET). Die Fluoreszenz eines Chromophors am
5'-Ende des TagMan®-Primers (Donor) wird von einem
am 3'-Ende des Primers verankerten Quencher unter-
driickt. Die Energie-Ubertragung vom Donor zum
Quencher erfolgt durch FRET. Durch Lichteinstrahlung
in einen Chromophor (hier der Donor) wird ein Elek-
tron in einen elektronisch angeregten Zustand versetzt.
Die Energie des angeregten Elektrons kann auf einen



Donor Quencher

5-GCAATTGGCATTGGGTACCTGA-3

z.B. Fluorescein z.B. Dabcyl

o0 Abb.2.19 Aufbau eines TagMan®-Primers: Ein Taq-
Man®-Primer tragt an beiden Enden chromophore Grup-
pen. An das 5'-Ende des Primers ist ein Fluoreszenz-Donor
gekoppelt, der bei entsprechender Anregung die einge-
strahlte Energie durch Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) an einen an das 3'-Ende des Primers gekoppelten
Chromophor weitergibt. Wenn letzterer nicht selbst fluo-
resziert, sondern die Fluoreszenz des Donors praktisch
ausloscht, spricht man von einem Quencher. Eine Fluores-
zenz beobachten wir immer dann, wenn der Donor vom
Quencher getrennt wird (siehe 5'-Nukleasetest).

Akzeptor-Chromophor iibertragen werden, der weni-
ger als 10 nm entfernt ist. Der Energietransfer ist strah-
lungslos, die Geschwindigkeit und Intensitit von FRET
hingen unter anderem von der Gréf3e der Uberlappung
des Emissionsspektrums des Donors und des Absorp-
tionsspektrums des Akzeptors ab. In unserem Fall nut-
zen wir FRET, um die Fluoreszenz des Donors durch
Absorption im Akzeptor, der selber nicht fluoresziert,
zu unterdriicken. Wenn wir also wéihrend der PCR die
Zunahme eines Fluoreszenzsignals als Maf} fiir die
Menge entstehender Amplimere messen wollen, muss
der FRET innerhalb des TagMan®-Primers irgendwie
aufgehoben werden.

Was geschieht nun wihrend der TagMan®-PCR?
Nach der Denaturierung der Matrizen-DNA binden die
zwei konventionellen PCR-Primer und der TagMan®-
Primer an die Matrizen-DNA (o Abb.2.20). Zu diesem
Zeitpunkt ist FRET zwischen Donor- und Quencher-
Chromophor mdglich, wir bekommen kein Fluores-
zenz-Signal. Trifft nun die DNA-Polymerase wéahrend
der folgenden DNA-Synthese auf den TagMan®-Pri-
mer, wird dieser durch die 5' > 3'-Exonuklease- Aktivi-
tdit der DNA-Polymerase abgebaut. Die dadurch
bedingte Trennung der Chromophore hebt FRET auf
und der Donor-Chromophor fluoresziert messbar
(daher der Name 5'-Nukleasetest). In der TagMan®-
PCR ist also das Fluoreszenz-Signal proportional zur
aktuell gebildeten Menge eines Amplimers. Wir messen
aufgrund der Spezifitit des TagMan®-Primers nur die
Zunahme des gewiinschten Amplimers und nicht die
Menge unspezifischer Nebenprodukte.

2.2 DNA-Sequenzierung
DNA-Sequenzierung nach Sanger

Die vom britischen Biochemiker Frederick Sanger (1918 -
2013) Mitte der 1970er-Jahre eingefiihrte Sequenzierung
von DNA erfolgt mit einer Modifikation der normalen
enzymatischen DNA-Synthese. Sangers Konzept besteht
darin, DNA in Gegenwart geringer Konzentrationen

2.2 Enzymatische DNA-Synthese

-3'
OO UUUTTTTTUUUUUUUTTTTTT o

Primer-Hybridisierung

5'-m.3'
Taq-Man®-Primer ‘

FRET

l Denaturierung

3'-b-5

l DNA-Synthese

FRET
5's W-s‘
3! -5'
kein FRET l
hev L] [}

gv LCLCUCUUUUUUUCUUUUUULLLUU LT T 5 =
3 ||||| AR ig.

o Abb.2.20 Prinzip der TagMan®-P(R (5'-Nukleasetest):
Der 5'-Nukleasetest ist eine PCR mit drei Primern. Zwei
Primer (orange) sind konventionelle PCR-Primer, der dritte
ist ein TagMan®-Primer. Der TagMan®-Primer bindet zwi-
schen den beiden normalen PCR-Primern. Die Matrizen-
DNA (blaue Linien) wird denaturiert und alle drei Primer
hybridisieren an die DNA. Erreicht die DNA-Polymerase
den TagMan®-Primer, baut sie ihn iiber ihre 5' = 3'-Exo-
nuklease-Aktivitat ab. Dadurch werden Fluoreszenz-
Donor und -Quencher voneinander getrennt und es ent-
steht ein Fluoreszenz-Signal.

sogenannter Ketten-Terminatoren zu synthetisieren. Ket-
ten-Terminatoren sind 2',3'-Didesoxynukleosidtriphos-
phate (ddNTPs), die sich von den normalen 2'-Desoxy-
nukleosidtriphosphaten (dNTPs) darin unterscheiden,
dass ihnen neben der 2'-OH-Gruppe auch die 3'-OH-
Gruppe der Ribose fehlt (o Abb.2.21). Wird ein ddNTP
von der DNA-Polymerase als Substrat verwendet, kann
die DNA-Kette nach dieser Position wegen des Fehlens
einer 3'-OH-Gruppe nicht weiter verldngert werden.

2',3-Didesoxynukleosid-5’-monophosphat

o Abb. 2.21 Didesoxynukleotide fiir die DNA-Sequenzie-
rung: Didesoxynukleotide unterscheiden sich von
gewdhnlichen Desoxynukleotiden durch das Fehlen der
3'-0H-Gruppe.
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Fir die Sanger-Sequenzierung vorbereitete DNAs
liegen normalerweise in Plasmiden kloniert vor. Ein
Reaktionsansatz zur DNA-Sequenzierung enthilt alle
Komponenten, die auch fiir die normale DNA-Synthese
benotigt werden. Der zu sequenzierende Bereich einer
DNA kann als doppelstrangige Plasmid-DNA einge-
setzt werden, da diese DNA im Sinne eines cycle sequen-
cing in Einzelstrange @iberfithrt wird. Cycle-Sequencing
bedeutet, dass DNA-Sequenzierungen dhnlich wie eine
PCR durchgefiihrt werden, jedoch enthilt die Sequen-
zierreaktion nur einen Primer. Im ersten Schritt des
jeweiligen Cycle-Sequencing-Zyklus wird also die dop-
pelstrangige DNA denaturiert, im zweiten Schritt der
Primer an die DNA hybridisiert und im dritten Schritt
wird die DNA-Synthese gestartet. Wie in einer norma-
len PCR wird dieser Vorgang 25- bis 35-mal wiederholt.

Die Sequenzierreaktion enthélt ANTPs und ddNTPs
in einem definierten Verhaltnis. Als Folge davon kann
die DNA-Polymerase statistisch gesehen an jeder Posi-
tion der Matrizen-DNA mit einer gewissen Wahr-
scheinlichkeit ein dANTP statt eines dNTPs einbauen,
sodass eine weitere Verlangerung der DNA nicht mehr
moglich ist. Als Resultat der Reaktion entsteht eine
Schar von DNA-Fragmenten, die alle denselben Anfang
haben (den Primer) und mit einem ddNTP enden. Da
der Kettenabbruch an jeder Position der synthetisierten
DNA erfolgen kann, unterscheiden sich die erhaltenen
DNA-Fragmente in der Linge um jeweils eine Base
(0 Abb.2.22).

Wie ldsst sich jetzt herausfinden, mit welchem
Didesoxynukleotid der Kettenabbruch erfolgt ist? Der
Trick besteht darin, dass jedes der vier in der Reaktion
eingesetzten ddNTPs mit einem anderen Fluoreszenz-
farbstoff markiert wird. Die Trennung einer Schar von
fluoreszenzmarkierten DNA-Molekiilen erfolgt durch
Kapillarelektrophorese. Die Trennschérfe ist dabei so
grofi, dass einzelne DNA-Fragmente getrennt werden
koénnen, die sich in der Lange um eine einzige Base
unterscheiden. Am Ende der Trennstrecke regt ein
Laser die vier Fluoreszenzfarbstoffe an (o Abb.2.23).
Die jeweilige Emissionswellenldnge korrespondiert mit
der Didesoxybase, die das entsprechende DNA-Frag-
ment am Ende durch Kettenabbruch markiert hat. Ein
Computer erstellt aus den Daten ein Elektrophero-
gramm (o Abb. 2.23) sowie ein Textdokument iiber die
Reihenfolge der Basen, also der DNA-Sequenz.

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger ist die Stan-
dard-Methode, wenn es beispielsweise darum geht, mit
gentechnologischen Methoden bearbeitete DNA-Frag-
mente als eine Art ,, Identitétspriifung® zu charakterisie-
ren. Mit einer einzigen Sequenzierreaktion erreicht
man mit der Sanger-Methode in der Praxis ,,Lesewei-
ten” von bis zu 1000 Nukleotiden.

Die Sanger-Sequenzierung spielt aber auch eine
grofie Rolle fiir die Identifizierung neuer DNA-Sequen-

Primer

Template
5L -3' e
kB TCCGGTATACCCCTAGAATCACTTAAGGATGCCAT &}

dNTP, ddNTP W DNA-Synthese

5-.AGGCCA

5-.AGGCCATATGG

5-..AGGCCATATGGG

5-..AGGCCATA

5-.AGGCCATATGGGG

5-.AGGCCATATG

5-..AGGCCATA

5-..AGGCCATATGGGGATCT

5-.AGGCCATATGGGGAT

5-..AGGCCATATGGGGATC

5-.AGGCCATATGGGGA

3-..TCCGGTATACCCCTAGAATCACTTAAGGATGCCAT-5'
l elektrophoretische

GroéBentrennung

5-.AGGCCA
5-.AGGCCAT
5-.AGGCCATA
5-..AGGCCATAT
5-.AGGCCATATG
5-.AGGCCATATGG
5-.AGGCCATATGGG
5-.AGGCCATATGGGG
5-.AGGCCATATGGGGA
5-. . AGGCCATATGGGGAT
5-.AGGCCATATGGGGATC
5-.AGGCCATATGGGGATC!

3-..TCCGGTATACCCCTAGAATCACTTAAGGATGCCAT-5'
gelesene DNA-Sequenz: ..ATATGGGGATCT ..

o Abb.2.22 Prinzip der DNA-Sequenzierung nach Sanger:
Eine Sequenzierreaktion enthdlt neben einem Primer und
einer Matrizen-DNA eine definierte Mischung aus norma-
len Desoxynukleotiden (dNTPs) und 2',3'-Didesoxynu-
kleotiden (ddNTPs). Jedes der vier ddNTPs ist mit einem
anderen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Die DNA-Syn-
these wird mit einem aus der PCR bekannten zyklischen
Protokoll aus Denaturierung, Hybridisierung des Primers
und DNA-Synthese durchgefiihrt. Wahrend der vom Primer
ausgehenden DNA-Synthese wird die DNA-Polymerase zu
irgendeinem Zeitpunkt statt eines normalen dNTP ein
ddNTP in die wachsende Nukleinsaurekette einbauen. An
dieser Stelle bricht die DNA-Synthese ab. Da der Zeitpunkt
des Kettenabbruchs Zufall ist, bekommt man eine Schar von
DNA-Fragmenten, die statistisch alle Ldangen der Matrize
abdecken und sich jeweils um genau eine Base unter-
scheiden. Diese Schar von DNA-Fragmenten kann man mit
geeigneten Methoden auftrennen. An jedem Ende eines
solchen Fragments befindet sich ein fluoreszenzmarkiertes
ddNTP. Man kann also durch Auslesen der Fluoreszenzsig-
nale vom Primer ausgehend eine DNA-Sequenz ableiten.

zen in der Genfunktionsanalyse. Die weitgehende
Automatisierung dieser Technologie hat auch die Ent-
schliisselung ganzer Genome von Organismen ermég-
licht, auch wenn zwischenzeitlich wesentlich effizien-
tere Sequenzierungen der nichsten Generation (next
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o Abb.2.23 Methoden zur Trennung von DNA-Fragmenten bei der DNA-Sequenzierung: (A) In modernen Sequenzier-
automaten wird die Kapillarelektrophorese zur Trennung der fluoreszenzmarkierten Sequenzierprodukte eingesetzt. Am
Ende der Trennstrecke werden die Fluoreszenzfarbstoffe der ddNTPs angeregt und ausgelesen. (B) Die Reihenfolge der
eluierten DNA-Fragmente wird vom Computer ausgewertet und als Elektropherogramm dargestellt. Die unterschiedliche
Farbgebung der einzelnen ddNTPs erleichtert die Interpretation der Peaks.

generation sequencing, NGS) fiir die Entschliisselung
kompletter Genome entwickelt wurden.

Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung
Seit der Publikation der Terminator-Technologie zur
DNA-Sequenzierung durch Frederick Sanger wurde die
Methode schrittweise immer weiterentwickelt (o Abb.
2.24). Diese Entwicklung wurde mafigeblich angetrieben
durch die Mitte der 1990er-Jahre getroffene Vereinba-
rung, in einem groflen internationalen Konsortium die
komplette Sequenz des menschlichen Genoms zu erarbei-
ten. Die Auftrennung fluoreszenzmarkierter DNA-Frag-
mente durch Kapillarelektrophorese wurde zundchst
dadurch effizienter, dass man in Sequenzierautomaten
nicht eine Kapillare einsetzte und jede Sequenzierreaktion
nacheinander analysierte, sondern Automaten mit bei-
spielsweise 96 parallel zu betreibenden Kapillaren entwi-
ckelte. Dadurch konnte eine ungleich gréflere Daten-
menge generiert werden. Die Sequenzierautomaten wur-
den dann auf immer hoheren Probendurchsatz optimiert.
Ein Vergleich verdeutlicht, welche Fortschritte in den
letzten ca. 30 Jahren auf diesem Gebiet gemacht wur-
den: Das etwa 3 Milliarden Basenpaare umfassende
menschliche Genom wurde praktisch komplett nach
der Sanger-Methode sequenziert. In dem mit offentli-
chen Geldern geforderten Humanen Genomprojekt
wurden ungefdhr 23 Milliarden Basen sequenziert. Das
hat ca. 15 Jahre gedauert und Kosten in der Groéf3enord-
nung von Milliarden Dollar verursacht. Heute wiirde
ein Sequenzierautomat, der nach dem Sanger-Prinzip

arbeitet, fiir ca. 1 Million Basenpaare Sequenzinforma-
tion am Tag produzieren - ein einzelner solcher Auto-
mat hitte also immer noch 23000 Tage oder 63 Jahre
gebraucht, um die Rohinformation fiir das menschliche
Genom zu erstellen. Bedenken muss man natiirlich,
dass viele Sequenzierautomaten weltweit mit dem Pro-
jekt beschiftigt gewesen wiren, sodass beispielsweise
63 Automaten diese grof3e Herausforderung im Prinzip
in einem Jahr hitten erledigen kénnen. Wire das
humane Genom jedoch mit einem der modernen Hoch-
durchsatz-Sequenzierautomaten mit Methoden der
Sequenzierung der nichsten Generation (next genera-
tion sequencing, NGS) erstellt worden, wéren die 23 Mil-
liarden Basenpaare in der Theorie auf einem einzigen
Gerit innerhalb weniger Tage analysierbar gewesen.

An diesem Beispiel wird klar, dass man die neuen
NGS-Methoden zu Recht als Hochdurchsatz-Sequen-
zierung bezeichnen kann. Diese Methoden erdffnen
heute vollig neue Ansitze in der Genomforschung und
dadurch auch in der Arzneistoffforschung. Obwohl es
mehrere NGS-Methoden gibt, wollen wir an dieser
Stelle nur die derzeit wichtigsten kurz vorstellen: die
Ilumina-Sequenzierung, die PacBio-Sequenzierung
und die Nanoporen-Sequenzierung.

Ende der 1990er-Jahre experimentierten Shankar
Balasubramanian und David Klenerman mit einem
neuen Sequenzierverfahren, das auf dem Einbau von
fluoreszenzmarkierten Terminator-Nukleotiden basiert.
Das kommt uns bekannt vor, denn so funktioniert dem
Prinzip nach auch die Sanger-Sequenzierung. Das neue
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o Abb. 2.24 Entwicklung der durch verschiedene Sequen-
ziermethoden generierten Datenmengen: Von den Zeiten
Anfang der 1980er-Jahre, als Polyacrylamid-Gele fiir die
Trennung der DNA-Fragmente aus Sequenzierreaktionen
noch individuell von Hand gefertigt wurden, bis zur Ent-
wicklung von automatisierten Hochdurchsatz-Sequenzie-
rungen, wurde der Output an Sequenzinformationen
durch sehr viele Wissenschaftler um mehr als das Millio-
nenfache gesteigert. CE: Kapillarelektrophorese. Quelle:
Stratton et al.: Nature 458 (2009), 719 — 724.

Sequenzierverfahren wurde Anfang der 2000er-Jahre
von der Firma Solexa zur Marktreife weiterentwickelt,
sodass 2006 der erste Sequenzierautomat zur Verfi-
gung stand. Das Sequenzierverfahren war demzufolge
zundchst als Solexa-Methode bekannt, bevor die Firma
2007 von Illumina tibernommen wurde. Seither wird
meist von Illumina-Sequenzierung gesprochen, wenn
diese Sequenziertechnologie angewendet wird. Ein sol-
cher Sequenzierautomat produziert heute in einem ein-
zigen Lauf, der etwa sechs Tage dauert, bis zu 8 Milliar-
den Einzelsequenzen von beispielsweise 125 bp Linge,
d. h. bis zu 1000 Milliarden Basenpaare Sequenzinfor-
mation pro Woche.

Bei der Illumina-Methode wird eine PCR-Vervielfil-
tigung der zu sequenzierenden DNA auf einem soliden
Trager durchgefiihrt, was als Bridge-PCR bezeichnet
wird (o0 Abb.2.25). Zunichst werden an die zu sequen-
zierenden DNA-Molekiile Adapter ligiert. Die DNAs
werden dann denaturiert und mit beiden Enden kova-
lent an die Oberfliache der Flief3zelle gebunden. Nach
einer PCR-Runde werden die Amplifikate denaturiert
und am Ort ihrer Entstehung tiber ihre Enden wiede-
rum an die Oberfliche der Flief3zelle fixiert. Somit ent-
stehen in der Flief3zelle dichte Cluster von doppelstran-
gigen DNA-Molekiilen, die anschlieflend separat von
anderen Clustern parallel sequenziert werden. Die
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o Abb.2.25 Prinzip der Bridge-P(R bei der Illumina-Sequenzierung: (1) An die zu sequenzierende doppelstrangige DNA
(blau) werden zundchst zwei unterschiedliche Adapter-Primer ligiert (orange und rot). (2) Die DNA wird dann in eine
Reaktionskammer (flow cell) gegeben, in der die beiden Adapter-Primer als Einzelstringe kovalent an die Oberfldache
gebunden sind. Die zu sequenzierende DNA wird denaturiert und liber Hybridisierung mit dem fixierten Adapter-Primer
(orange) in der Reaktionskammer gebunden. (3) Der DNA-Strang wird nun von einer DNA-Polymerase kopiert. (&)
Danach wird der entstandene DNA-Doppelstrang denaturiert, sodass der entstehende Einzelstrang liber den ersten
Adapter-Primer (orange) an die Oberfliche gebunden ist und am anderen Ende den zweiten Adapter-Primer tragt (rot).
(5) Uber diesen kann die DNA jetzt auch mit dem zweiten Ende an die Oberfldche binden (Bridge-Bildung), indem die
roten Adapter-Primer hybridisieren. (6) Nun wird die DNA vom roten Primer ausgehend kopiert. Wird diese DNA wieder
denaturiert, hangen die Einzelstrange mit einem Ende jeweils an der Oberflache und kénnen nach erneuter Bridge-Bil-
dung wieder kopiert und die DNA im Sinne einer konventionellen PCR exponentiell vermehrt werden. Es entstehen
dichte Cluster von Amplimeren, die dann durch Terminator-Technologie sequenziert werden.



eigentliche DNA-Sequenzierung basiert auf der Sequen-
cing-by-Synthesis-Methode mit fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden. Dabei wird mit modifizierten Basen
gearbeitet, deren 3'-Hydroxylgruppen durch eine
Schutzgruppe blockiert sind, sodass bei der DNA-Syn-
these jeweils nur ein einziges neues Nukleotid einge-
baut werden kann. Die vier Terminator-Nukleotide
werden mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert, wobei der Farbstoff entweder direkt an die
3'-Hydroxylgruppe gehdngt wird und gleichzeitig als
Schutzgruppe funktioniert oder der Farbstoff mit der
Base des Nukleotids verbunden wird und die 3'-Hydro-
xylgruppe mit einer separaten Schutzgruppe versehen
wird. Man gibt in einer Sequenzreaktion alle vier Ter-
minator-Nukleotide zu und erlaubt den Einbau der
jeweils komplementiren Base durch eine DNA-Poly-
merase. Die eingebaute Base wird anhand der Fluores-
zenz des Terminator-Nukleotids bestimmt und dann
werden die Schutzgruppe am 3'-OH-Ende und der Flu-
oreszenzfarbstoff abgespalten und ausgewaschen, bevor
der néchste Zyklus beginnt.

Aufgrund der im Vergleich mit der Sanger-Sequen-
zierung grofen produzierbaren Datenmengen und der
immer wirtschaftlicher werdenden Illumina-Sequen-
zierung eréffnen sich viele Moglichkeiten der Anwen-
dung dieser Technologie in der Genomforschung. Hier
nur einige Anwendungsbeispiele:

® Komplexe Lebensgemeinschaften in interessanten
okologischen Systemen, z. B. in Biofilmen, kénnen
allein durch Sequenzierung der darin enthaltenen
Genom-DNA charakterisiert werden, d. h. ohne die
in den Proben vorhandenen Lebewesen durch Kulti-
vierung anreichern zu miissen. Dieser neue Zweig der
Genomik wird auch als Metagenomik bezeichnet.

® Genome von Organismen lassen sich komplett auf-
klaren, deren wirtschaftliche Sequenzierung allein
aufgrund ihrer Genomgrofle bisher nicht denkbar
war. Dies gilt insbesondere auch fiir tierische
Genome, deren Analyse unser Wissen tiber Funktio-
nen menschlicher Gene bereichern wird (Modell-
organismen), was wiederum zum Verstindnis
pathophysiologischer Prozesse und damit zur Arz-
neimittelentwicklung beitragen kann.

® Fir die Suche nach krankheitsrelevanten DNA-
Sequenz-Polymorphismen des Menschen kénnen
Genome von Individuen ganz oder teilweise rese-
quenziert werden.

# Die Expression aller zu einem bestimmten Zeitpunkt
in einer Zelle exprimierten mRNAs kann in einem
einzigen Experiment bestimmt werden. Diese als
mRNA-Sequenzierung oder RNA-seq bekannte
Methode hat grofie Bedeutung, beispielsweise fiir die
Charakterisierung von Tumoren, da man heute weif3,
dass jeder Tumor ein individuelles (vom gesunden

2.2 Enzymatische DNA-Synthese

Gewebe verschiedenes) Genexpressionsmuster auf-
weist. Das tumorspezifische Genexpressionsmuster
konnte dann als Biomarker fiir die Entscheidung
tiber ein geeignetes Therapieregime herangezogen
werden. Ubrigens wird bei der RNA-seq nicht die
mRNA selbst sequenziert. Vielmehr werden alle
mRNAs einer Zelle durch die Reverse Transkriptase
in doppelstringige cDNA umgewandelt, die dann
sequenziert wird.

® Auch zur Validierung der Herstellungsverfahren von
Biopharmazeutika wird die Hochdurchsatz-DNA-
Sequenzierung wertvolle Beitrége leisten, z. B. durch
die vollstindige Resequenzierung der Genome von
Produktionszelllinien vor und nach einem Produk-
tionsprozess.

Hochdurchsatz-Sequenzierung wird stdndig weiterent-
wickelt, meist mit dem Ziel, noch mehr Sequenzinfor-
mation in kiirzerer Zeit und mit wirtschaftlicheren
Methoden zu generieren. Die Illumina-Sequenzierung
wird mittlerweile als ,,2. Generation® der Sequenzier-
methoden angesehen (die Sanger-Sequenzierung ist die
1. Generation), um sie von weiteren Neuentwicklungen
wie beispielsweise der PacBio-Sequenzierung abzu-
grenzen, die als Drittgenerationen-Sequenziermethode
bezeichnet wird.

Bei der PacBio-Sequenzierung steht nicht primér
die Menge an produzierter Sequenzinformation im
Vordergrund, sondern es wird darauf optimiert, mog-
lichst lange, fortlaufende DNA-Sequenzen zu erzeugen.
Das grundsitzliche Problem mit der Illumina-Sequen-
zierung ist ndmlich, dass sie zwar grofle Menge an Ein-
zelsequenzen liefert, diese aber mit ca. 100 - 300 bp
recht kurz sind. Wenn man beispielsweise in Genom-
projekten versucht, unbekannte genomische Sequenzen
anhand von tberlappenden Einzelsequenzen virtuell
zusammenzusetzen (zu ,assemblieren®), funktioniert
das gut, solange die erzeugten Illumina-Sequenzen ein-
zigartig sind und nicht mehrmals an verschiedenen
Stellen des untersuchten Genoms vorkommen. Sind die
Mlumina-Sequenzen aber so kurz, dass sie nur repetitive
und keine einzigartige Sequenzinformation enthalten,
kann man sie keiner bestimmten Position im Genom
zuordnen. PacBio-Sequenzen schaffen hier einen Aus-
weg, da sie mehrere 10000 bp lange, ununterbrochene
Sequenzen erzeugen und damit auch repetitive
Abschnitte eines Genoms iiberspannen kénnen.

Die PacBio-Sequenzierung wurde von der Firma
Pacific BioSciences entwickelt, wodurch sich der Name
dieser Drittgenerationen-Sequenziermethode erklart.
Bei dieser Technik werden DNA-Einzelmolekiile
sequenziert und die Sequenzen werden in Echtzeit (real
time) aufgezeichnet, weshalb die Methode auch als
single-molecule real-time sequencing oder SMRT-Sequen-
zierung bezeichnet wird. Zur Vorbereitung der Sequen-
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o Abb.2.26 PacBio-Sequenzierung: (A) SMRTbell-Matrizen bestehen aus einem zu sequenzierenden DNA-Doppelstrang
(blau), an den Hairpin-Linker (griin) ligiert werden. Diffundieren diese Molekiile in eine ZMW, werden sie von der kova-
lent an die Oberflache der ZMW fixierte ®29-Polymerase gebunden. Die Polymerase kann im einzelstrangigen Bereich
der Hairpins mit der DNA-Polymerisation beginnen. Da die SMRTbell-Matrizen iiber die Hairpins geschlossen sind, kann
die Polymerase mehrere Umldaufe der DNA-Synthese absolvieren, sodass konkatenierte Sequenzen der Matrizen-DNA
entstehen. Die Syntheserichtung ist durch den roten Pfeil angedeutet. (B) Beispiel fiir ein in der PacBio-Sequenzierung
genutztes, liber das Triphosphat-Ende fluoreszenzmarkiertes Desoxynukleotid. Beim Einbau eines solchen Nukleotids
wadhrend der DNA-Synthese wird der Pyrophosphatrest mitsamt dem Fluoreszenzfarbstoff abgespalten.

zierung werden an einzelne DNA-Molekiile Hairpin-
Adapter ligiert (o Abb.2.26). Die dadurch erhaltenen
SMRTbell-Matrizen werden in eine sogenannte SMRT-
Zelle gegeben, die aus bis zu 150000 einzelnen Vertie-
fungen besteht und als zero-mode waveguides (ZMW)
bezeichnet werden. Am Boden jedes ZMW ist ein einzi-
ges Molekiil einer DNA-Polymerase gebunden. Bevor-
zugt wird hier die DNA-Polymerase des Bakteriophagen
@29, die aus einer einzelnen Proteinkette besteht und
eine hohe Prozessivitit besitzt, also sehr lange DNA-
Polymere herstellten kann. Der Sequenzierreaktion wer-
den die vier erforderlichen Desoxynukleosidtriphos-
phate (ANTPs) zugesetzt, wobei jedes Nukleotid iiber
das Triphosphat-Ende mit einem anderen Fluoreszenz-
farbstoff verbunden ist (Beispiel in o Abb.2.26). Die
®29-Polymerase bindet im einzelstrangigen Hairpin-
Bereich der SMRTbell-Matrizen und beginnt die DNA-
Synthese. Die ZMW sind so gestaltet, dass das Fluores-
zenzlicht der ANTPs nur in dem extrem kleinen Volu-
men um die DNA-Polymerase herum erfasst wird.
Wiahrend die DNA-Polymerase die SMRTbell-Matrizen
kopiert, wird das jeweils erforderliche ANTP kurzzeitig
an das Enzym gebunden und damit das Fluoreszenzsig-
nal des jeweiligen dNTPs gemessen. Sobald das Enzym
das gebundene Nukleotid in den bereits polymerisierten
DNA-Strang einbaut, wird das Pyrophosphat mitsamt
dem Fluoreszenzfarbstoff abgespalten und diffundiert
aus dem Detektionsvolumen, sodass das Fluoreszenzsig-
nal erlischt. Aus dem zyklischen Binden und Hydrolysie-

ren eines dNTPs entsprechend der Komplementaritat
des kopierten Matrizen-Strangs ldsst sich somit die
Sequenzinformation ableiten. Da die SMRTbell-Matri-
zen nicht jedes ZMW besetzen bzw. auch mehrere DNA-
Molekiile in dasselbe ZMW diffundieren kénnen, sind in
einem Lauf pro SMRT-Zelle meist nur zwischen 35000
und 75000 ZMWs mit Einzelmolekiilen besetzt und lie-
fern auswertbare Sequenzinformationen. Dennoch wer-
den mit der Methode innerhalb weniger Stunden bis zu
1000 Milliarden Basen an Sequenzinformation gewon-
nen, wobei jede Einzelsequenz mehrere 10000 bp lang
sein kann.

Ein Nachteil der PacBio-Sequenzierung ist derzeit
noch die hohe Fehlerrate der Sequenzierung, die bei
10 - 15 % liegt. Das ist viel zu hoch, um valide Informa-
tion zu liefern, wenn man bedenkt, dass beispielsweise
maximal 0,01 % Fehlerrate in Genomprojekten als
akzeptabel angesehen wird. Die hohe Fehlerrate der Pac-
Bio-Sequenzierung wird dadurch relativiert, dass die
®29-Polymerase je nach Lange der kopierten SMRTbell-
Matrizen in der Lage ist, mehrere ,Runden zu drehen’,
indem sie am Ende des DNA-Molekiils den Hairpin
kopiert und auf dem Gegenstrang weiter synthetisiert.
Die resultierenden konkatenierten DNA-Sequenzen
werden im Computer iibereinandergelegt und ein ,,Kon-
sensus” erstellt, der dann der am héufigsten ermittelten
und deshalb fehlerlosen Sequenz entspricht.

Die Nanoporen-Sequenzierung (nanopore sequen-
cing) unterscheidet sich von anderen Sequenziermetho-



den darin, dass die DNA direkt, d. h. ohne die Beteili-
gung von PCR-basierten Amplifikationsschritten,
sequenziert werden kann. Ein zweiter Vorteil der Nano-
poren-Sequenzierung ist, dass sie dhnlich wie die Pac-
Bio-Sequenzierung zum Teil sehr lange Einzelsequenzen
von 10 - 100 kbp generieren kann. Grundlage der Nano-
poren-Sequenzierung sind biologische Poren, die in eine
fur Ionen undurchlassige Membran eingebettet sind. Als
biologische Poren kénnen Proteine wie das Staphylococ-
cus aureus a-Hédmolysin oder das Mycobacterium smeg-
matis porin A (MspA) verwendet werden. Uber die
Nanoporen wird eine elektrische Spannung angelegt,
sodass sich Tonen durch die Poren bewegen. Die zu
sequenzierende DNA wird zunichst durch eine DNA-
Helikase entwunden. Die Grofie der Nanoporen ist so
gewihlt, dass ein DNA-Einzelstrang gerade so hindurch-
passt. Da jede der vier DNA-Basen unterschiedlich grof3
ist, wird der Ionenstrom durch die Poren unterschiedlich
stark verdndert, wenn eine der vier Basen die Pore pas-
siert. Aus den Anderungen der Ionenstréme kann direkt
eine DNA-Sequenz abgeleitet werden (o Abb.2.27).

Die grofiten Vorteile der Nanoporen-Sequenzierung
sind die Moglichkeit der direkten DNA-Sequenzierung
ohne die Notwendigkeit einer vorherigen Amplifika-
tion der DNA durch PCR und die vergleichsweise lan-
gen, kontinuierlichen Leseweiten. Die Nanoporen-
Sequenzierung ist deshalb immer dann gut einzusetzen,
wenn beispielsweise Abschnitte genomischer DNA aus
komplexen und repetitiven Sequenzen bestehen. Solche
Sequenzabschnitte sind aus kurzen Einzel-Reads, wie
sie beispielsweise die Illumina-Sequenzierung liefert,
nur unvollstindig zusammensetzbar (assemblierbar)

Zusammenfassung

m Fiir die Synthese groRerer DNA-Abschnitte in vitro sind
DNA-Polymerasen das Mittel der Wahl. Diese Enzyme
konnen einzelstrangige DNA-Abschnitte kopieren,
indem sie den fehlenden DNA-Strang entsprechend der
Komplementaritatsregeln mit Nukleotiden auffiillen.

m DNA-Polymerasen benotigen dabei einen Startpunkt
aus doppelstrangiger DNA. Dieser Startpunkt kann
kiinstlich festgelegt werden, indem gezielt kurze 0Oli-
gonukleotide (Primer) entworfen werden, die an die
zu kopierenden Einzelstrang-DNAs hybridisieren.

®m Eine der wichtigsten Methoden der molekularbiolo-
gischen Forschung und der Gendiagnostik ist die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

m Die PCR kann eine DNA-Sequenz in einem beliebig
komplexen genetischen Hintergrund sehr empfind-
lich nachweisen und den untersuchten DNA-
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o Abb.2.27 Prinzip der Nanoporen-Sequenzierung

und fehlen daher oft in den Genomsequenzen von
Organismen. Eine Resequenzierung von Genomen mit
der Nanoporen-Technologie kann also helfen, Liicken
in Genomsequenzen zu schlieflen.

Ein Nachteil der Nanoporen-Sequenzierung ist die
immer noch recht hohe Fehlerquote, insbesondere weil
wiahrend der Sequenzierung Basen ,,iibersehen werden
konnen, was zu vermeintlichen Deletionen fiihrt, oder
auch mehrere Nukleotide gleichzeitig ein Spannungssi-
gnal erzeugen und daher eine Nukleotidposition nicht
eindeutig bestimmbar ist. Dieser technische Nachteil
wird jedoch durch die hohe erreichbare Datenmenge
ausgeglichen, sodass die DNA mit einer hohen Cover-

Abschnitt zu Mengen vervielfdltigen, die eine Analyse
der DNA-Sequenz und damit eine Verifizierung der
Identitat der DNA ermoglicht.

m Die Analyse der Basensequenz einer DNA beruht auf
einer Modifikation der enzymatischen DNA-Synthese,
bei der eine definierte Mischung von normalen Des-
oxynukleotiden und artifiziellen Didesoxynukleotiden
wahrend des Kopierens eines DNA-Abschnitts vorlie-
gen. Dabei werden DNA-Fragmente erzeugt, die sich
in ihrer Lange um jeweils eine Base unterscheiden.

m Sensitive Nachweismethoden erlauben heute eine
automatisierte Hochdurchsatz-Sequenzierung, die
die Grundlage fiir die Durchfiihrung komplexer
Genomprojekte bildet. Die Sequenziertechniken
werden standig weiterentwickelt mit dem Ziel, mog-
lichst viel DNA-Information mit geringerem Aufwand
und Kosten zu produzieren.
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age sequenziert werden kann. Das bedeutet, dass die
gleichen Nukleotidpositionen sehr oft wiederholt
gemessen werden und aus den Ergebnissen mit bioin-
formatischen Methoden die korrekte Konsensusse-
quenz errechnet wird.

Die mit der Nanoporen-Sequenzierung erzeugten
Anderungen der Ionenstrome kénnen in Echtzeit aus-
gelesen und an einen Computer gestreamt werden, der
die entsprechende Sequenz ausgibt. Daraus ergibt sich
der Vorteil, dass das Ergebnis schnell vorliegt. Die
Gerite sind auflerdem mittlerweile stark miniaturisiert
worden, sodass eine Sequenzierung von DNA sogar
auflerhalb spezialisierter Labore ,,im Feld“ durchgefiihrt
werden kann. So wurden Mini-Nanoporen-Sequen-
zierer beispielsweise bereits dazu genutzt, Ausbriiche
von Ebola direkt vor Ort ,,in Echtzeit“ zu verfolgen.

2.3 Prinzipien der Gentechnik

DNA-Rekombinationstechnologie (Gentechnologie) ist
fur die Herstellung von Proteinwirkstoffen von besonde-
rer Bedeutung. Die Herstellung von Proteinwirkstoffen
erfordert die Expression von Genen, die in den meisten
Fallen aus dem menschlichen Genom stammen, in einem
artfremden, biotechnologisch zuginglichen Zellsystem.
Die Genexpression lduft in allen Lebewesen gleich ab,
d. h. die in einem Gen codierte Information wird in allen
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o Abb. 2.28 Wirt-Vektor-System: Eine Einheit zur Herstel-
lung von Biopharmazeutika besteht aus der genetischen
Information (therapeutisches Gen), die als Protein expri-
miert und als Wirkstoff etabliert werden soll (therapeuti-
sches Protein). Zur Herstellung der Expressionseinheit
muss das therapeutische Gen mit einem in der Wirtszelle
aktiven Promotor durch DNA-Rekombination verbunden
werden. Diese funktionelle Expressionseinheit wird dann
durch Transformation in eine geeignete Wirtszelle einge-
bracht, die das therapeutische Protein produziert.

Organismen prinzipiell gleich umgesetzt (»Kap.3).
Allerdings braucht jedes Gen ein Steuerelement (Promo-
tor), damit die Transkription gestartet werden kann. Eben
diese Promotoren sind aber spezifisch fiir Organismen
und innerhalb mehrzelliger Organismen sogar zelltyp-
spezifisch. Eine Expression eines menschlichen Gens in
einem nichtmenschlichen Zellsystem kann also nur
gelingen, wenn wir Methoden haben, um die jeweiligen
zellspezifischen Promotoren mit der gewiinschten Gen-
sequenz zu verbinden — also DNA-Molekiile zu rekombi-
nieren. Nicht zuletzt deshalb ist im Europdischen Arznei-
buch in der Monographie ,DNA-rekombinationstech-
nisch hergestellte Produkte® von ,,Wirt-Vektor-Systemen"
die Rede, wobei der ,Vektor” jeweils die rekombinante
Transkriptionseinheit beschreibt (o Abb. 2.28).

Obwohl die generelle Struktur der DNA seit den
klassischen Arbeiten von James Watson und Francis
Crick seit Mitte der 1950er-Jahre bekannt war und es
auch klar wurde, dass die genetische Information in der
Sequenz der Basen innerhalb einer DNA festgelegt ist,
war es lange undenkbar, die riesigen DNA-Molekiile
detailliert zu charakterisieren, die Basenfolgen zu
ermitteln oder gar unterschiedliche DNA-Molekiile
miteinander zu verbinden. Es fehlte schlicht die erfor-
derliche Technologie. Méglich wurde dies erst, als
Anfang der 1970er-Jahre zwei Voraussetzungen
geschaffen waren:

® Enzyme wurden entdeckt und charakterisiert, die
DNA als Substrat erkennen und modifizieren.

® Methoden wurden entwickelt, mit denen es moglich
war, verschiedene DNA-Molekiile zu rekombinieren.

Um die Werkzeuge der Gentechnologen kennenzuler-
nen, wollen wir uns zunichst mit den Enzymen befas-
sen, die DNA als Substrat erkennen. Danach werden wir
sehen, dass das Bakterium Escherichia coli mit Abstand
der wichtigste Organismus innerhalb der molekularbio-
logischen Forschung mit gentechnischen Methoden ist.
Fast jede gentechnische Modifikation wird zunéchst in
E. coli realisiert, auch wenn geplant ist, die modifizierte
genetische Information spéter in einem anderen Orga-
nismus zu exprimieren.

Warum miissen wir neu kombinierte DNA in E. coli
amplifizieren? Rekombinationen von DNA-Fragmen-
ten miissen auf der Ebene einzelner Molekiile durchge-
fithrt werden, was ein duflerst ineffizienter Vorgang ist.
Man steht daher regelmaflig vor dem Problem, dass
man untersuchen muss, ob ein gewiinschtes Rekombi-
nationsereignis iiberhaupt stattgefunden hat und man
bendtigt ein Werkzeug, um diese rekombinierte DNA
von negativen Rekombinationsereignissen zu trennen.
Es wire durchaus eine Herausforderung, auf der Ebene
einzelner Molekiile zu analysieren, ob das Zusammen-
fiigen eines DNA-Molekiils mit einem anderen DNA-
Molekiil wirklich stattgefunden hat. Geschweige denn,



dass man diese rekombinierte DNA in ausreichender
Menge zur weiteren Verwendung in die Hand bekdme.
Aus diesem Dilemma gibt es aber einen Ausweg: die
Durchfithrung der DNA-Rekombination in Plasmiden
und eine Amplifikation dieser Plasmide in E. coli-Zel-
len. Wird ein Plasmid in eine Bakterienzelle einge-
bracht, wird nicht nur das Plasmid in der einzelnen
Bakterienzelle amplifiziert, sondern auch die Bakterien
selbst. Diese vermehren sich als Kolonie von einer ein-
zelnen Zelle zu mehreren Millionen Zellen. Da es sich
innerhalb einer Bakterienkolonie um genetisch identi-
sche Zellen, also Klone, handelt, wird der gesamte Vor-
gang der Amplifikation von DNA-Molekiilen in E. coli
im Rahmen der DNA-Rekombination (des gentechni-
schen Arbeitens) im Labor auch Klonieren genannt.
An folgender Beispielrechnung wird deutlich, dass
eine einfache Kultivierung von Bakterienzellen aus
einem Molekiil rekombinierter DNA, die in ein geeig-
netes Vektorsystem integriert und in eine Bakterien-
zelle eingeschleust wurde, quasi iiber Nacht zu einer
DNA-Menge amplifiziert werden kann, die wir mit den
gingigen DNA-modifizierenden Enzymen und DNA-
analytischen Verfahren leicht erfassen konnen:

® Wir gehen davon aus, dass bei jeder Transformation
eines Bakteriums lediglich ein einziges neu rekombi-
niertes Plasmid-Molekiil in die Zelle gelangt.

® Die Plasmide werden innerhalb einer Bakterienzelle
stark amplifiziert (100 — 700 Plasmidkopien pro Zelle).

® Wird die transformierte Bakterienzelle in Fliissig-
kultur vermehrt, lasst sich die Dichte der Bakterien-
kultur durch die Absorption (A) bei 600 nm messen:
1 ml einer Bakterienkultur der Dichte Agy, = 1 ent-
spricht ca. 8 x 10% Bakterien.

# Enthilt jede Bakterienzelle einer solchen Kultur nur
ca. 100 Kopien des Plasmids, entspricht das einem
Amplifikationsfaktor von 8 x 10'% das entspricht
1,3 x 107'* mol Plasmid einer Grofle von 3000 bp
oder 0,3 ug Plasmid. Diese Menge an Plasmid-DNA
entspricht einer gut sichtbaren ,,Bande® im Agarose-
gel, wenn wir die DNA mit Ethidiumbromid anfar-

DNA
5'-...CTTAGTGAATTCCTACGGTAAA...-3'
3'-...GAATCACTTAAGGATGCCATTT...-5'

i Ultraschallbehandlung
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ben, d. h. wir konnen durch herkdmmliche DNA-
Analytik untersuchen, ob das isolierte Plasmid
rekombinant ist oder nicht.

Gentechnisches Arbeiten bedeutet die Isolierung,
Modifizierung und Verkniipfung bestimmter DNA-
Molekiile zu neuen Funktionseinheiten. Damit die neu-
kombinierte DNA schliefflich in E. coli stabil erhalten
bleibt, sind geeignete Vektorsysteme wie z. B. Plasmide
notig sowie geeignete Methoden, mit deren Hilfe sich
die neu kombinierte DNA effizient in die E. coli-Zellen
einschleusen lasst. Bevor wir uns diesen Methoden
widmen, wollen wir uns zunéchst anschauen, wie wir
DNA-Molekiile in einer bestimmten, vorhersagbaren
Weise miteinander verbinden koénnen. Der Schliissel
hierfiir sind die Restriktionsendonukleasen.

2.3.1  Gezieltes Schneiden von DNA:
Restriktionsendonukleasen

Wie konnen wir DNA-Fragmente gezielt neu kombinie-
ren? DNA kann beispielsweise durch mechanisches
Scheren durch Behandlung mit Ultraschall zerbrochen
werden (o0 Abb.2.29). An welchen Stellen die DNA
bricht, ist jedoch zufillig, sodass wir mit dieser Methode
Gene nicht gezielt isolieren und klonieren koénnen. Fiir
die DNA-Rekombination brauchen wir eine Methode,
mit der DNA spezifisch, d. h. vorhersagbar, fragmen-
tiert werden kann. Dies erreichen wir durch Hydrolyse
doppelstrangiger DNA mit Restriktionsendonukleasen
(im Labor-Jargon auch kurz als Restriktionsenzyme
bezeichnet). Der Einsatz dieser Enzyme hat gegeniiber
dem unspezifischen Scheren der DNA den Vorteil, dass
Restriktionsendonukleasen ausschliellich an spezifi-
schen DNA-Sequenzen schneiden und dabei charakte-
ristische Enden erzeugt werden, die durch die Spezifitat
der verwendeten Restriktionsenzyme bestimmt werden
und daher vorhersagbar sind.

Wir unterscheiden vier grofSe Gruppen von Restrik-
tionsendonukleasen. Allen diesen Enzymen ist gemein-
sam, dass sie ausnahmslos doppelstringige DNA als
Substrate verwenden und dass sie bestimmte DNA-

o Abb. 2.29 Unspezifisches Fragmentieren
von DNA: Langere DNA-Abschnitte kdnnen
unspezifisch gebrochen werden, z. B.
indem man die DNA mit Ultraschall behan-
delt. Ware unser Ziel, die rot eingefarbte
DNA-Sequenz gezielt zu brechen, wdre dies

5-...CTTAGTG AATTCCTACGGTAAA...-3' - . -
3. GAATCAC TTAAGGATGCCATTT. . -5 mit dlgser Methode nicht m.ogllch, daes
Zufall ist, an welchem Ort ein Doppel-
5-.. . CTTAGTGAATTCCT ACGGTAAA...-3' strangbruch jeweils auftritt. Auch die
oder 3'-...GAATCACTTAAGGATG CCATTT...-5" durch die Briiche resultierenden DNA-

5-...CTTA GTGAATTCCTACGGTAAA...-3'
3'-...GAA TCACTTAAGGATGCCATTT...-5'

DNA-Fragmente

Enden sind verschieden. Dies erschwert
das gezielte Rekombinieren verschiedener
DNA-Abschnitte.

35



36

2 DNA-Rekombinationstechnologie

A
5 A 3'

Hydrolyse der DNAl/ ATP, SAM, Mg**
T >> 100 Bp |

5 GCCGATCGGC 3

B

00 DR
I

3- CTTAAG 5!

Hydrolyse der DNAl{' Mg

000000 Bt v
CTTAA-5' 3-G

C
& Mﬁ.........ﬁ?HWs'
3 TTCTATAGAA 5

Hydrolyse der DNAl( Mg®*

—— <25Bp—

. A o gl 8

Sequenzmotive erkennen und binden, bevor sie die
DNA schneiden (o Abb. 2.30).

8 Typ-I-Restriktionsendonukleasen sind komplexe

Enzyme, die sowohl Nuklease- als auch Methyltrans-
ferase-Aktivitdt besitzen. Diese Enzyme benétigen
als Cofaktoren ATP, S-Adenosylmethionin und Mag-
nesium-Ionen. Die eigentliche Hydrolyse der DNA
geschieht nicht an der Erkennungsstelle des Enzyms
auf der DNA, sondern in einer Entfernung von eini-
gen hundert Basenpaaren. Aus diesem Grund wer-
den Typ-I-Restriktionsendonukleasen praktisch nie
tiir gezielte Klonierungsstrategien verwendet.

Typ-II-Restriktionsendonukleasen benstigen meist
nur Magnesium als Cofaktor und spalten die DNA
innerhalb der Erkennungssequenz. Die grofie Mehr-
zahl der in der Molekularbiologie verwendeten
Enzyme sind Typ-II-Restriktionsendonukleasen.
Das hingt damit zusammen, dass beliebige DNA-
Molekiile, egal aus welcher Spezies sie stammen,
nach Hydrolyse mit demselben Restriktionsenzym
die gleichen DNA-Enden aufweisen. Wir konnen
also DNA-Abschnitte, die wir mit derselben Restrik-
tionsendonuklease geschnitten haben, iiber ihre
kompatiblen Enden miteinander verbinden (rekom-
binieren). Die Typ-II-Restriktionsendonukleasen
sind nicht mit Methyltransferasen assoziiert. Aller-
dings konnen die Erkennungsstellen fiir Typ-II-Res-
triktionsendonukleasen von separaten Methyltrans-
ferasen modifiziert werden. Dies kann dazu fiithren,

o Abb.2.30 Die drei Hauptgruppen der Restrik-
tionsendonukleasen: (A) Typ-I-Restriktionsendo-
nukleasen bendtigen als Co-Substrate ATP, SAM
(S-Adenosylmethionin) und Mg2*. Die Hydrolyse
erfolgt weit entfernt von der Erkennungsse-
quenz. Diese Restriktionsendonukleasen spielen
in der Gentechnologie praktisch keine Rolle.

(B) Typ-ll-Restriktionsendonukleasen hydroly-
sieren die DNA innerhalb der jeweils spezifischen
Erkennungssequenz. Spalten sie diese Sequenz
nicht versetzt, entstehen DNA-Fragmente mit
.8latten Enden". Spalten die Enzyme die Erken-
nungssequenz versetzt, entstehen DNA-Frag-
mente, bei denen entweder das 5'-Ende iiber
das 3'-Ende oder aber das 3'-Ende iiber das
5'-Ende hinausragt. In der Gentechnologie
gehoren die Typ-II-Restriktionsendonukleasen
zu den wichtigsten Enzymen. (C) Typ-1l1-Restrik-
tionsendonukleasen hydrolysieren die DNA —
dhnlich wie die Typ-I-Restriktionsendonuklea-
sen — aullerhalb der Erkennungssequenz. Aller-
dings liegen die Spaltstellen deutlich ndaher an
der Erkennungssequenz, sodass diese Restrik-
tionsendonukleasen teilweise auch in der Gen-
technologie verwendet werden.

dass die Restriktionsendonuklease ihre Zielsequenz
nicht mehr hydrolysieren kann. Umgekehrt gibt es
aber auch Restriktionsendonukleasen, die eine Spalt-
stelle nur dann erkennen, wenn in dieser Sequenz
eine Base methyliert ist. Die unterschiedlichen
Eigenschaften und Anforderungen der Typ-II-Rest-
riktionsendonukleasen hat zu ihrer weiteren Auftei-
lung in elf Untergruppen (A, B, C,E,F, G, H, M, P, S
und T) gefiihrt. Die fiir die Klonierung von DNA
relevanten Restriktionsendonukleasen sind {iber-
wiegend in der Untergruppe Typ IIP zu finden, in die
Enzyme eingeteilt werden, die symmetrische Erken-
nungssequenzen auch symmetrisch schneiden.

Die Typ-III-Restriktionsendonukleasen sind kom-
plexe Enzyme, die eine DNA ATP-abhingig in einem
spezifischen Abstand - in der Regel bis zu 25 bp - von
der Erkennungssequenz entfernt hydrolysieren. Aus
diesem Grund sind die iiberlappenden Sequenzen,
die von Typ-III-Restriktionsendonukleasen erzeugt
werden, nicht miteinander kompatibel. Diese Restrik-
tionsenzyme werden daher eher selten fiir Klonierun-
gen verwendet.

Typ-IV-Restriktionsendonukleasen schneiden nur
modifizierte, also methylierte, hydroxymethylierte
oder glucosylhydroxyethylierte DNA. Bisher ist nur
wenig tiber diese Enzyme bekannt, ihre Erkennungs-
sequenzen scheinen recht unspezifisch zu sein. Des-
halb sind diese Enzyme fiir den molekularbiologi-
schen Laboralltag irrelevant.



Fir das Rekombinieren von DNA haben die Typ-IIP-
Restriktionsendonukleasen die grofite Bedeutung. An
dieser Stelle sollten wir uns fragen, worin denn eigentlich
eine Erkennungsstelle fiir eine Restriktionsendonuklease
besteht. In der Regel ist die Erkennungssequenz eine
palindromartige Sequenz. Palindrome sind bekanntlich
Woérter oder Sitze, die von vorne und von hinten gelesen
den gleichen Sinn ergeben. Beispiele sind ,Otto“ oder
»Anna“ So ist es auch mit den Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen (o Abb.2.31). Allerdings gilt
die Spiegelbildlichkeit nicht nur fiir die Sequenz auf
einem einzelnen DNA-Strang, sondern fiir die Sequenz
des DNA-Doppelstrangs. Eine typische Erkennungsse-
quenz wire z. B. die Basenabfolge 5'-GAATTC-3'auf dem
»oberen“ DNA-Strang. Da die beiden komplementéren
DNA-Stringe antiparallel verlaufen, lautet die Sequenz
des ,unteren’, komplementiren Strangs ebenfalls
5-GAATTC-3' (0 Abb.2.31). Restriktionsendonukleasen
funktionieren in der Regel als Homodimere, wobei ein
Monomer jeweils die Zielsequenz auf einem DNA-Strang
erkennt und schneidet. Schneiden beispielsweise die
Dimer-Untereinheiten des Enzyms EcoRI gleichzeitig die
Sequenz 5-GAATTC-3' zwischen dem G und dem A,
entstehen wie in 0 Abb.2.31 gezeigt kurze einzelstrangige
,Uberhinge" an der Schnittstelle.
Typ-IIP-Restriktionsenzyme hydrolysieren doppel-
strangige DNA auf bestimmte Art und Weise, sodass
drei unterschiedliche Arten von Enden erzeugt werden:

® Die meisten Enzyme schneiden die Zielsequenz ver-
setzt, aber symmetrisch zur Mitte. Dabei entstehen
als Resultat DNA-Fragmente, bei denen ein Ende als
einzelstrangige DNA tber das andere Ende hinaus-
ragt. In o Abb. 2.32 ist dies nochmals am Beispiel der
Restriktionsendonuklease EcoRI gezeigt, die die
DNA-Sequenz 5-GAATTC-3' schneidet. Durch die
versetzte, aber symmetrische Spaltung des DNA-
Doppelstrangs entstehen DNA-Enden, bei denen das
5'-Ende iibersteht. Die iiberstehenden Enden von
zwei DNA-Fragmenten, die mit demselben Restrik-
tionsenzym geschnitten wurden, kénnen sich durch
Hybridisierung der komplementiren Basen anein-
anderlagern. Man bezeichnet diese Art Endstiick als
»Kklebrige“ DNA-Enden (sticky ends).

® Umgekehrt kann eine Restriktionsendonuklease den
DNA-Doppelstrang symmetrisch in der Weise
schneiden, dass das 3'-Ende iiber das 5'-Ende hin-
ausragt. Als Beispiel ist in o Abb.2.32 das Enzym
Kpnl genannt.

m Als dritte Moglichkeit kénnen Enzyme die Erken-
nungssequenz nicht versetzt hydrolysieren, d. h. die
DNA-Stringe sind an den beiden Enden gleich lang.
Hierzu zahlt das in o Abb.2.32 aufgefithrte Enzym
Pvull. Solche DNA-Enden werden als ,stumpf®
(blunt ends) bezeichnet.

2.3 Prinzipien der Gentechnik

—_—

5-...CTTAGTGAATTCCTACGGTAAA...-3'

3-...GAATCACTTAAGGATGCCATTT...-5'
PrR—

l

5-AATTCCTACGGTAAA...-3'
3-GGATGCCATTT...-5'

5-...CTTAGTG-3'
3-...GAATCACTTAA-5'

o Abb.2.31 Spezifisches Fragmentieren von DNA mit Typ-II-
Restriktionsendonukleasen: Typ-ll-Restriktionsendonuklea-
sen erkennen eine spezifische DNA-Sequenz, hier rot mar-
kiert. Wir bemerken, dass diese Sequenz ein Palindrom bil-
det, d. h. sie lautet auf beiden DNA-Strangen — in
antiparalleler Richtung gelesen — jeweils gleich. Die Restrik-
tionsendonukleasen schneiden die DNA an der Erkennungs-
stelle in einer bestimmten Weise, sodass definierte Enden
entstehen. Dies erleichtert das Zusammenfiigen beliebiger
DNA-Ende zu rekombinierten DNAs, sofern wir diese DNAs mit
der gleichen Restriktionsendonuklease ,,geschnitten" haben.

Restriktionsendonukleasen sind wichtige Werkzeuge in
der Gentechnologie, die fiir viele Aufgaben eingesetzt
werden koénnen. Einige dieser Aufgaben werden wir
noch kennenlernen:

# Schneiden wir DNA-Abschnitte unterschiedlicher
Herkunft mit der gleichen Restriktionsendonuk-
lease, konnen wir iiber die kompatiblen Enden z. B.
ein menschliches Gen mit den Kontrollregionen
eines nicht humanen Wirtsorganismus verbinden,
um ein Wirt-Vektor-System fiir die Herstellung eines
Proteinwirkstoffs firr die Therapie einer Krankheit
zu etablieren.

® Mithilfe verschiedener Restriktionsendonukleasen
kénnen wir das gesamte Genom eines Organismus
in einzelne DNA-Fragmente zerlegen, um z. B.
krankheitsrelevante Gene zu kartieren und zu isolie-
ren oder Genome in ihrer Ganzheit zu sequenzieren.

® In der Gendiagnostik konnen wir das Vorhanden-
sein oder das Fehlen von Erkennungsstellen fiir Res-
triktionsendonukleasen dazu nutzen, um Mutatio-
nen in Genen zu diagnostizieren. Man spricht von
Restriktionsfragmentldngen-Polymorphismen.

2.3.2 Rekombinieren von DNA-Frag-
menten: DNA-Ligasen

Die weitaus verbreitetste Methode, um freie DNA-
Enden miteinander zu verbinden, die zuvor durch Res-
triktionsendonukleasen geschnitten wurden, ist die
Nutzung einer DNA-Ligase. Die hdufig benutzte DNA-
Ligase des Bakteriophagen T4 schliefft mithilfe der
Cofaktoren Mg?* und ATP eine Phosphodiesterbin-
dung zwischen einer 3'-Hydroxylgruppe und einer
benachbarten 5'-Phosphatgruppe in einem DNA-
Strang; der Vorgang wird Ligation genannt. Dabei muss
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Lsticky*, 5-Uberhang

5-..CTTAGTG3'  5-AATTCCTACGGTAAA...3' __ o
3-...GAATCACTTAA5'  3-GGATGCCATTT....5' —°
Lsticky*, 3-Uberhang

5-..CTTAGTGGTAC3  5-CCTACGGTAAA...3' |
3-...GAATCAC-5'  3-CATGGGATGCCATTT...-s' "Ph
Lblunt®

5-...CTTAGTCAG-3' 5-CTGCTACGGTAAA...-3' Pvu il
3-...GAATCAGTC-5'  3-GACGATGCCATTT...5' ' VU

o Abb. 2.32 Produkte von Typ-Il-Restriktionsendonuklea-
sen: Restriktionsendonukleasen schneiden DNA meistens
versetzt, sodass entweder 5'- oder 3'-iliberhdangende ein-
zelstrangige Enden entstehen. Ein Zusammenfiigen solcher
Enden wird durch Hybridisierung der vier liberstehenden
Basen erleichtert, weshalb man solche Enden als , klebrig"
oder sticky bezeichnet. Einige Restriktionsendonukleasen
schneiden die DNA gerade durch, sodass ,,stumpfe” Enden
(blunt) entstehen. Da das Zusammenfiigen stumpfer Enden
nicht von der Hybridisierung iiberstehender Basen erleich-
tert wird, konnen wir beliebige stumpfe Enden zusam-
menfiigen, um DNAs miteinander zu rekombinieren.

die DNA-Ligase zunichst aktiviert werden, indem ein
Molekiill AMP nach Hydrolyse von ATP auf einen
Lysinrest im aktiven Zentrum des Enzyms iibertragen
wird. In diesem aktivierten Zustand kann das Enzym
eine DNA nach freien 5'-Phosphatenden absuchen.
Wird eine solche Stelle identifiziert, wird der AMP-Rest
auf das 5'-Phosphatende der DNA in Form einer
5' > 5'-Pyrophosphatstruktur iibertragen. Ist ein freies
3'-OH-Ende in der DNA verfiigbar, erfolgt anschlie-
Bend eine Transesterifizierung unter Freisetzung von
AMP und Verkniipfung der DNA-Enden (o Abb.2.33).

2.3.3  Amplifizieren rekombinierter DNA:
Transformation von Bakterien
Transformationsmethoden
Einer der wichtigsten Schritte bei der Etablierung eines
rekombinanten Organismus ist das Einbringen der
zuvor in vitro rekombinierten DNA in eine Bakterien-
zelle. Dieser Prozess wird als Transformation bezeich-
net, wenn die DNA auf chemischem oder physikali-
schem Weg in die Zelle eingebracht wird. Im Gegensatz
dazu spricht man von Infektion, wenn die DNA mit-
hilfe eines Bakteriophagen, also auf biologischem Weg,
in eine E. coli-Zelle eingeschleust wird (o Abb.2.34).
Transformieren lassen sich sogenannte kompetente
E. coli-Zellen (o Abb. 2.35). Deren Zellwiande und Mem-
branen wurden durch Behandlung beispielsweise mit
CaCl, temporir fiir Fremd-DNA durchléssig gemacht.
Fiir die eigentliche Transformation werden die kompe-

ATP
PP,
AMP

'

PO,
5'-CTTAGTG-OH ~ AATTCCTACGGTAAA-3'
3'-GAATCACTTAA~_ HO-GGATGCCATTT-5'
POy

f

AMP—PO4
5'-CTTAGTG-OH - ~~ AATTCCTACGGTAAA-3'
3-GAATCACTTAA~_ HO-GGATGCCATTT-5'
POy

i\‘AMP

5-CTTAGTG/NAATTCCTACGGTAAA-3
3'-GAATCACTTAA GGATGCCATTT-5'

f

5'-CTTAGTGAATTCCTACGGTAAA-3!
3'-GAATCACTTAAGGATGCCATTT-5'

o Abb.2.33 Verkniipfung von DNA-Enden durch T4-DNA-
Ligase: Die T4-DNA-Ligase schlieRt mithilfe der Cofaktoren
Mg?* und ATP eine Phosphodiesterbindung zwischen einer
3'-Hydroxylgruppe und einer benachbarten 5'-Phosphat-
gruppe in einem DNA-Strang. Das Enzym wird aktiviert,
indem nach Hydrolyse von ATP ein Molekiil AMP an einen
Lysinrest im aktiven Zentrum der Ligase bindet. Der AMP-
Rest wird auf 5'-Phosphatenden von DNA mit Einzelstrang-
briichen ilibertragen, wobei eine 5' - 5'-Pyrophosphat-
struktur ausgebildet wird. Danach erfolgt eine Transesterifi-
zierung mit einem benachbarten freien 3'-OH-Ende unter
Abspaltung von AMP und Verkniipfung der DNA-Enden.
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o Abb. 2.34 Transformation versus Infektion: Wird DNA
passiv liber eine vorgeschddigte Zellhiille in eine bakte-
rielle Zelle aufgenommen, bezeichnet man das als Trans-
formation. Die aktive Aufnahme von Fremd-DNA mithilfe
von Phagen ist dagegen eine Infektion.



tenten Zellen zusammen mit der zu transformierenden
DNA in einer CaCl,-Lésung zunichst bei 0 °C inku-
biert. Durch die Ca?*-Ionen in der Zellsuspension wird
die DNA als Polyanion mikrokristallin auf der Oberfla-
che der kompetenten Zellen prézipitiert. Danach folgt
eine Inkubation fiir einige Sekunden bei 42 °C und
schlieflich werden die Zellen fiir einige Minuten bei
25 °C belassen. Durch diese Temperaturwechsel wird
die DNA iiber Mechanismen, die nicht genau bekannt
sind, passiv in die Zelle aufgenommen. Zur Regenera-
tion der Bakterienzellen wird der Transformationsan-

Calciumchlorid- Elektroporation
Methode

D & D F
| o e
D
cﬁ’: 3

Elektroporation ;}

1 90 sec 42 °C Feldstarke: S

10-14 kV/ecm ‘)5»
l 2min0°C g’)
l 60 min 37 °C 60 min 37 °C l

3 3

Ausbringen auf Selektions-Agar
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o Abb.2.35 Die bakterielle Transformation: Um Bakterien
zu transformieren, miissen ihre Zellwdande durch eine
Behandlung mit CaCl, vorgeschadigt sein. Wir bezeichnen
derartige Bakterien als ,,kompetent”. Links: Calciumchlorid-
Methode. Die Zellen werden in der CaCl,-Losung zundchst
30Minuten bei 0 °Cinkubiert. Dann erh6hen wir die Inku-
bationstemperatur schnell auf 42 °C (,,Hitzeschock") und
inkubieren anschlieRend bei 25 °C. Zur Regeneration der
Zellhiille verdiinnen wir danach die CaCl,-Losung mit
Medium und inkubieren bei der optimalen Wachstumstem-
peratur fiir E. colivon 37 °C. SchlieBlich werden die Zellen
auf eine Schale mit einem geeigneten Selektionsagar aus-
plattiert. Rechts: Elektroporation; dafiir verwenden wir Zel-
len, die vor der Transformation salzfrei gewaschen werden.
Diese ,elektrokompetenten” Zellen werden zusammen mit
der DNA in eine Kiivette gegeben, die an zwei gegeniiberlie-
genden Seiten mit diinnen Plattenelektroden ausgekleidet
sind. Nach Anlegen hoher Feldstarken wird die DNA bei der
Entladung in die Bakterienzellen aufgenommen. Zur Rege-
neration werden die Zellen fiir 60 Minuten bei 37 °Cinku-
biert und danach auf Selektionsagar ausplattiert.

2.3 Prinzipien der Gentechnik

satz mit Medium verdiinnt, 60 Minuten bei 37 °C inku-
biert und schliefSlich auf eine Agarplatte transferiert
(o Abb.2.35). Die Transformationseffizienzen liegen bei
diesem Verfahren bei 10° - 107 transformierten Zellen
pro ug DNA. Dies hingt von der Giite der kompetenten
Zellen und vom Transformationsprotokoll ab.

Deutlich hohere Transformationsraten erhélt man
durch ein Verfahren, das als Elektroporation bezeichnet
wird (o Abb. 2.35). Hierzu werden die Zellen, die zuvor
salzfrei gewaschen wurden, zusammen mit der zu
transformierenden DNA in einem Feld hoher elektri-
scher Konduktivitat inkubiert. Bei der Entladung (z. B.
2500V, 200 Q, 25 uF) gelangt die DNA dann in die Zel-
len. Derartige Systeme erreichen Transformationsetfti-
zienzen von bis zu 10'° Transformanten pro ug DNA.

Plasmide

Plasmide sind natiirlich vorkommende, zirkulire DNA-
Molekiile, die in Bakterienzellen unabhéngig vom bakte-
riellen Chromosom repliziert werden. In den vergange-
nen Jahren wurde fiir die gentechnische Anwendung eine
Vielzahl von Plasmiden entwickelt, die sich prinzipiell
von natiirlichen Plasmid-Vorbildern wie den R-Plasmi-
den ableiten. R-Plasmide tragen eines oder mehrere
Resistenz-Gene fiir Antibiotika (,,R steht fir Resistenz).
Auflerdem codieren R-Plasmide fiir die sogenannten tra-
Gene (tra = transfer), die erforderlich sind, damit Bakte-
rien die R-Plasmide durch einen als Konjugation bezeich-
neten Prozess untereinander austauschen kénnen. Bakte-
rien kénnen durch Aufnahme eines einzigen R-Plasmids
Multiresistenzen gegen Antibiotika erwerben.

Fiir die gentechnische Nutzung hat man sich von den
R-Plasmiden abgeschaut, was man tun muss, damit
Plasmide in der Bakterienzelle episomal, also unabhén-
gig vom Bakterienchromosom, repliziert werden kon-
nen. Auflerdem hat man von R-Plasmiden gelernt, wie
man die Expression der auf Plasmiden codierten Anti-
biotika-Resistenzgene nutzen kann, um das Einbringen
artifizieller Plasmide in Bakterienzellen durch Trans-
formation zu kontrollieren. Die natiirlichen R-Plasmide
selbst sind allerdings aus verschiedenen Griinden fiir
die gentechnische Anwendung ungeeignet:

® R-Plasmide kommen nur in 1 - 2 Kopien pro Bakte-
rienzelle vor.

® R-Plasmide sind mit ca. 100000 bp zu grofl und zu
instabil fiir eine effiziente Neukombination mit fremden
DNA-Fragmenten durch gentechnische Methoden.

# R-Plasmide konnen durch Konjugation zwischen
Bakterien einer Kultur ausgetauscht werden, solange
sie die tra-Gene tragen; dieser Vorgang ist der
gewiinschten klonalen Vereinzelung von gentech-
nisch herbeigefiithrten Rekombinationsereignissen
natiirlich abtréaglich und muss durch das Entfernen
der tra-Gene unterbunden werden.
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Allen in der Gentechnik eingesetzten Plasmiden ist
daher gemeinsam, dass sie von R-Plasmiden nur noch
die Sequenzen enthalten, die fiir das gentechnische
Arbeiten absolut notwendig sind. Der Vorteil liegt dann
darin, dass diese Vektoren wesentlich kleiner sind
(3000 — 10000 bp) als R-Plasmide, was sie deutlich bes-
ser handhabbar macht:

® Alle Vektoren besitzen eine Sequenz, die als Replika-
tionsursprung (origin of replication, kurz ori) bezeich-
net wird (o Abb.2.36). Diese Sequenz wird von der
DNA-Polymerase aus E. coli als Initiationspunkt fiir
die Replikation erkannt und stellt sicher, dass das
Plasmid unabhéngig von der genomischen DNA des
Bakteriums repliziert werden kann und zusitzlich
zur genomischen DNA in der Zelle persistiert.

# Ferner enthalten alle Vektoren einen oder mehrere
selektierbare Marker in Form von Resistenzgenen fiir
Antibiotika. Der verbreitetste Marker ist das Gen fiir
die p-Lactamase (o Abb.2.36). Dieses Enzym verleiht
Bakterienzellen die Fahigkeit, in Gegenwart des
Antibiotikums Ampicillin zu wachsen. Somit sind
Zellen, die ein Plasmid mit einem P-Lactamase-Gen
aufnehmen, gegen Ampicillin resistent. Auch andere
Antibiotikum-Resistenzen - z. B. gegen Tetracyclin,
Chloramphenicol, Kanamycin oder Neomycin -
konnen als Marker auf Plasmiden verwendet werden.

# Die dritte wichtige Komponente aller Klonierungs-
vektoren ist ein speziell ausgewiesener Bereich, der
die zu klonierenden fremden DNA-Fragmente auf-
nehmen soll. Dieser Bereich, die sogenannte mul-
tiple Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS),
enthalt auf kleinem Raum eine Vielzahl von Erken-
nungssequenzen fiir unterschiedliche Restriktions-
endonukleasen, die jeweils nur einmal in dem Plas-
mid schneiden (o Abb. 2.36).

Wir kénnen uns nun vorstellen, dass wir ein beliebiges
DNA-Fragment in ein Plasmid einbauen koénnen,
indem wir das DNA-Fragment und den Vektor jeweils
mit einem Restriktionsenzym schneiden, dessen Erken-
nungssequenz Teil der MCS des Plasmids ist. Wie kon-
nen wir in einem DNA-Rekombinationsexperiment
unterscheiden, ob ein Plasmid eine uns interessierende
DNA aufgenommen hat? Um dies zu untersuchen, wird
hiufig das B-Galactosidase-Gen (lacZ) aus E. coli als
Indikator-Gen auf dem Klonierplasmid verwendet
(o Abb.2.37). Die B-Galactosidase ist ein 116 kDa-Pro-
tein, das in seiner aktiven Form ein Homotetramer bil-
det. Jedes Monomer kann funktionell in zwei Teile
unterteilt werden: die N-terminale a-Doméne und die
C-terminale w-Domine. Interessanterweise kann man
a und o gentechnisch voneinander trennen und als
zwei getrennte Proteine exprimieren, wobei beide Frag-
mente fiir sich jeweils inaktiv sind. Werden aber a und
w in derselben Zelle exprimiert, kénnen sie spontan

lacZo:

colE1-ori

lac-Promotor/Operator

BamHI
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o Abb. 2.36 Ein typischer Klonierungsvektor: Das Plasmid
pUC19 enthdlt den codierenden Bereich fiir das a-Kom-
plement der B-Galactosidase als Reportergen (lacZa,
blau). Die Transkription dieses Gens wird durch den regu-
lierbaren lac-Promotor/Operator kontrolliert (0 Abb. 4.9 in
» Kap.L4.2). Im vorderen Bereich des p-Galactosidase-
Gens befindet sich eine multiple Klonierungsstelle (MCS,
orange), die sich dadurch auszeichnet, dass sie eine Viel-
zahl von Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonu-
kleasen enthdlt, die das Plasmid jeweils nur einmal
schneiden. Wird in die MCS ein DNA-Fragment eingefiigt,
wird das p-Galactosidase-Gen zerstort. Dies ist die Basis
fiir das spezifische Reportersystem (,,Blau-weiBR-Selek-
tion"), das in 0 Abb. 2.37 erkldrt ist. Das Plasmid enthélt
weiterhin ein Resistenzgen fiir ein Antibiotikum (B-Lacta-
mase bzw. ampR) und einen bakteriellen Replikationsur-
sprung fiir Plasmide (colE1-ori).

assoziieren und so eine funktionelle p-Galactosidase
rekonstituieren. Deshalb bezeichnet man a auch als das
a-Komplement oder den a-Donor, wihrend w héufig
als a-Akzeptor bezeichnet wird.

Fast alle modernen Klonierungsvektoren enthalten die
codierende Region des a-Komplements der p-Galacto-
sidase. Bemerkenswerterweise liegt die MCS eines Klo-
nierungsvektors in der Regel innerhalb des a-Kom-
plements. Dabei wird die MCS so in das Gen fiir das
a-Komplement inseriert, dass sie den Leserahmen fiir die
B-Galactosidase-mRNA nicht zerstort. Deshalb bleibt das
a-Komplement trotz der inserierten MCS aktiv und kann
mit dem w-Fragment eine aktive 3-Galactosidase bilden.
Bauen wir Fremd-DNA in die MCS ein, wird der Lese-
rahmen fiir das a-Komplement durch die neu einge-
brachte DNA unterbrochen und die enzymatische Aktivi-
tat der B-Galactosidase geht verloren. Diese Inaktivierung
lasst sich durch einen Farbtest nachweisen. Die transfor-
mierten Zellen werden hierzu in Kulturschalen kultiviert,
deren Agar mit dem Indikator X-Gal (5-Bromo-4-chloro-



3-indolyl-B-p-galactopyranosid) impragniert wurde.
Wird die {-galactosidische Bindung dieses Indikators
durch die B-Galactosidase hydrolysiert, entsteht nach
Luftoxidation der blaue Farbstoft 5,5'-Dibromo-4,4'-
dichloroindigo und die Bakterienkolonien firben sich
blau. Wurde allerdings durch Insertion einer Fremd-
DNA in die MCS das Gen fiir die B-Galactosidase inakti-
viert, bleiben die Kolonien weif3. So lassen sich diese Zel-
len als Trager eines rekombinanten Plasmids als weif3e
Kolonien identifizieren (o Abb.2.37).
Klonierungsvektoren liegen in einer Anzahl von
mehr als 50 Kopien, in der Regel jedoch zu mehreren
Hundert Kopien pro Zelle vor. Solche Plasmide werden
als High-Copy-Vektoren bezeichnet. Hohe Kopienzah-

2.3 Prinzipien der Gentechnik

len sind meist vorteilhaft und erwiinscht, da man die
Plasmid-DNA aus relativ wenigen Bakterienzellen in
guter Ausbeute isolieren kann. Manchmal ist es jedoch
sinnvoll oder sogar erforderlich, mit speziellen Plasmi-
den zu arbeiten, die in geringerer Kopienzahl in E. coli
persistieren. Dies ist beispielsweise dann der Fall, wenn
die klonierte DNA besonders grof3 ist, sodass die vielen
Plasmidkopien normaler Vektoren die Zelle zu stark
mit DNA iiberfrachten wiirden. Bedeutsam ist der Ein-
satz von Low-Copy-Vektoren (Kopienzahlen < 20) aber
auch, wenn das Produkt der klonierten DNA fiir die
E. coli-Zelle unvertriglich ist. Dies fithrt dazu, dass die
Zellen schlecht oder gar nicht wachsen. Wiirden hier
High-Copy-Vektoren verwendet, wire zu viel geneti-

Transformation in E. coli
lacZo. und Selektion auf X-Gal-
haltigen Agarplatten
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o Abb.2.37 Blau-weilR-Selektion mit dem p-Galactosidase-Reportergen: Zellen, die eine chromosomale Deletion im

sogenannten a-Komplement der B-Galactosidase (/acZa) aufweisen, konnen kein aktives Enzym bilden. Das Gen fiir das
fehlende a-Komplement kann durch Plasmide wie pUC19 (0Abb. 2.36) in Zellen eingefiihrt werden (blauer Bereich auf
dem pUC19-Plasmid). Zellen mit derartigen Plasmiden kdnnen also wieder p-Galactosidase synthetisieren, und wir
konnen die Aktivitdt des Enzyms durch Zugabe des Substrats 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-bp-galactopyranosid
(X-Gal) nachweisen. X-Gal wird von der B-Galactosidase gespalten und dann zu einem blauen Indigofarbstoff oxidiert.
Die Kulturen farben sich also blau. In Plasmiden wie pUC19 ist eine multiple Klonierungsstelle (MCS) in das Gen fiir das
a-Komplement eingebaut. Die MCS unterbricht den Leserahmen fiir das a-Komplement nicht, sodass mit pUC19 trans-
formierte Bakterienzellen in Gegenwart von X-Gal blaue Kolonien bilden. Die Klonierung eines DNA-Fragments in die
MCS zerstort allerdings in der Regel den Leserahmen fiir das a-Komplement, sodass Bakterienzellen, die ein derartiges
rekombinantes Plasmid aufgenommen haben, keine funktionsfahige p-Galactosidase synthetisieren konnen. Die Kolo-
nien bleiben daher auch in Gegenwart des Indikators X-Gal farblos.
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sches Material in der Zelle, das fiir ein ,,unvertrigliches
Protein“ codieren wiirde.

M13-Phagen und Phagemid-Vektoren

M13 gehort zu der Gruppe der filamentdsen Phagen.
Diese enthalten ein einzelstringiges, ringformiges
DNA-Molekiil als Genom. Der Umgang mit M13-Pha-
gen war zu Beginn der Gentechnologie essenziell, da die
von Frederick Sanger etablierte Methode der DNA-
Sequenzierung zunichst ausschliefflich mit Einzel-
strang-DNA als Matrize durchgefiihrt werden konnte.
Dies hat sich mit Einfithrung der Cycle-Sequencing-
Variante der Sanger-Sequenzierung gedndert, sodass
der Umgang mit M13 stark zuriickging. Diese Phagen
sollen hier dennoch kurz erwédhnt werden, weil sie in
der Entwicklung von vollstindig humanen therapeuti-
schen Antikoérpern die Grundlage der sogenannten
Phage-Display-Methode bilden (» Kap. 5).

Die Infektion der Bakterienzelle durch M13 erfolgt
iiber den sog. F-Pilus (o Abb.2.38). Uber diese Struktur
konnen Bakterien untereinander genetisches Material
austauschen. Nur ,,méinnliche Bakterien tragen einen
F-Pilus, da nur sie ein sog. Fertilitits-Plasmid (F-Plas-
mid) enthalten. Nach dem Eindringen in die Wirtszelle
wird die einzelstraingige DNA des Phagen durch bakte-
rielle Enzyme in einen DNA-Doppelstrang umgewan-
delt. Diese doppelstrangige DNA bezeichnet man als die
replikative Form oder auch als RF-DNA (o Abb.2.38).
Nur in der replikativen Form kann M13-DNA mit gen-
technischen Methoden bearbeitet werden, da nur dop-
pelstrangige DNA von Restriktionsenzymen geschnit-
ten werden kann und damit fiir DNA-Rekombinationen
zuganglich ist.

Ahnlich wie andere Vektoren, die fiir gentechnische
Zwecke eingesetzt werden, enthalten M13-Vektoren die
genetische Information fiir das a-Komplement der
B-Galactosidase und eine multiple Klonierungsstelle
(MCS). So konnen auch in diesem Vektorsystem
rekombinante Klone von nichtrekombinanten Klonen
tiber die Aktivitit der P-Galactosidase (Blau-weif3-
Selektion; vgl. o Abb.2.37) unterschieden werden. Infi-
zierte Zellen erkennt man daran, dass diese langsamer
wachsen als nicht infizierte Zellen. Auf einem konflu-
enten E. coli-Rasen erscheinen daher punktférmige,
lichtere Bereiche infizierter Zellen als sog. Plaques, weil
diese Bereiche eine geringere Zelldichte aufweisen.
Diese Plaques sind triib, da M13-Phagen die Bakterien-
zellen nicht lysieren. Sie verlassen vielmehr die infizier-
ten Zellen iiber den Pilus, also auf dem gleichen Weg,
wie sie in die Zelle eingedrungen sind.

Phagemid ist ein Kunstwort aus Phage und Plasmid.
Phagemid-Plasmide konnen entweder als normales
Plasmid oder als in Phagenpartikel verpackte Einzel-
strang-DNA existieren. Solche Plasmide sind der RF-
Form filamentdser Phagen dhnlich, tragen jedoch keine
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Einzelstrang-DNA
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o Abb.2.38 M13-Phagen: M13 gehort zu den filamentdsen
Phagen. Dies sind E. coli-spezifische Phagen, die jedoch nur
solche E. coli-Zellen infizieren, die ein Fertilitatsplasmid
(F-Plasmid) besitzen und daher F-Pili ausbilden. Sie binden
an diese F-Pili und entlassen iiber die Pili ihre DNA in das
Zellinnere. Die DNA der filamentdsen Phagen ist einzelstran-
gig und wird in der E. coli-Zelle zu einer doppelstrangigen,
replikativen Form (RF-DNA) ergdnzt. Nur diese Variante ist
fiir die Klonierung brauchbar, da Restriktionsendonukleasen
nur doppelstrangige DNA hydrolysieren. Parallel zur Replika-
tion des Phagengenoms werden auch die Strukturproteine
der Phagen synthetisiert. Filamentdse Phagen lysieren die
infizierten Zellen nicht. Vielmehr verlassen sie die Zellen
wieder liber den Pilus. Die Phagen — und damit die einzel-
strangigen DNA-Formen — konnen aus dem Kulturiiberstand
prapariert werden. Die klonierbare, doppelstrangige Pha-
gen-DNA wird dagegen konventionell wie andere Plasmid-
DNA aus den infizierten Bakterienzellen isoliert.

phagencodierten Gene und sind deshalb nicht infek-
tiés. Phagemid-Plasmide tragen zwei Replikationsur-
spriinge (ori). Der erste ist ein typischer Plasmid-ori
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o Abb. 2.39 Phagemid-Vektoren: Plasmide, die neben
dem bakteriellen Replikationsursprung fiir Plasmide
(ColE1-ori) auch einen Replikationsursprung eines fila-
mentdsen Bakteriophagen (hellblau) tragen, wie beispiel-
weise die Plasmide der pGEM-Reihe, werden als Phage-
mide bezeichnet. Von Phagemid-Vektoren kann man auf
elegante Art einzelstrangige DNA isolieren. Hierzu muss
die Zelle, die ein derartiges Plasmid tragt, mit einem sog.
Helferphagen infiziert werden. Dieser Phage liefert die
Proteine, die zur Herstellung einzelstrangiger DNA und der
phagenspezifischen Strukturproteine erforderlich sind.
Man erhdlt dann eine Mischung von Phagen, die das
Genom des Helferphagen oder des Phagemids in einzels-
trangiger Form tragen. Wenn Helferphagen wie M13K07
benutzt werden, die weitgehend replikationsdefekt sind,
isoliert man praktisch reine Phagemid-Einzelstrang-DNA.

und sorgt dafiir, dass die Bakterienzelle die DNA wie
ein normales Plasmid in Doppelstrang-Form repliziert.

2.3 Prinzipien der Gentechnik

Dieses Plasmid kann mit den tiblichen DNA-modifizie-
renden Enzymen bearbeitet werden. Zusitzlich tragt
ein Phagemid-Plasmid aber noch einen Replikationsur-
sprung fiir den MI3-4dhnlichen Phagen f1 (fl-ori;
o0 Abb. 2.39). Infiziert man eine Bakterienzelle, die einen
Phagemid-Vektor enthilt, mit einem f1-Helferphagen,
ldsst sich die Plasmid-DNA auch als DNA-Einzelstrang
isolieren, da ein DNA-Strang des Plasmids durch den
Helferphagen verpackt wird.

Zusammenfassung

m Die DNA-Rekombinationstechnologie erlaubt die
Verkniipfung zweier DNA-Fragmente zu neuen
funktionellen Einheiten. Obwohl die eigentliche
Verkniipfung von DNA-Fragmenten von Enzymen
katalysiert wird, ist diese auf der Ebene einzelner
Molekiile stattfindende Reaktion sehr ineffizient
und bendtigt ein Repertoire an Methoden, mit
denen unterschieden werden kann, ob ein Plas-
mid rekombinant ist oder nicht.

m Um DNA-Rekombinationsereignisse analysieren
zu konnen, muss die DNA zundchst von einem
Einzelmolekiil zu einer DNA-Menge amplifiziert
werden, die mit herkbmmlichen Methoden der
DNA-Analytik erfassbar ist.

m Dabei bilden bakterielle Plasmide die Basis der
DNA-Rekombinationstechnologie. Will man iiber-
priifen, ob die Kombination von zwei DNA-Mole-
kiilen erfolgreich war, werden die Ligationsreak-
tionen zwischen Plasmiden und DNA-Fragmenten
in Bakterien transformiert und die transformier-
ten Bakterien klonal vereinzelt.

m Daher wird das Rekombinieren von DNA in der
Laborsprache auch als Klonieren bezeichnet. Die
am haufigsten verwendeten Vektoren sind bakte-
rielle Plasmide, obwohl auch von Bakteriophagen
abgeleitete Vektorsysteme existieren. Ein Plasmid
ist dadurch gekennzeichnet, dass es einen eige-
nen Replikationsursprung besitzt und unabhan-
gig vom bakteriellen Chromosom repliziert wird.
In der Gentechnik verwendet man auf den Plas-
miden natiirlich vorkommende Resistenzgene
gegen Antibiotika, um zu gewdhrleisten, dass die
Plasmide in den Bakterienzellen verbleiben und
dort repliziert werden.

m Die Rekombination von DNA-Fragmenten wird
durch eine DNA-Ligation erreicht. DNA-Ligasen
schlieRen Phophodiesterbindungen zwischen zwei
DNA-Molekiilen, die danach zu einem DNA-Strang
verbunden sind.
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3.1 Umsetzung genetischer Information
in Proteine

Proteine sind Makromolekiile, die aus einer linearen
Abfolge von Aminosduren bestehen. Die Abfolge der
Aminoséduren in einem Protein, also die Aminosaure-
sequenz, wird als die Primirstruktur bezeichnet. Letzt-
lich ist es jedoch die rdumliche Struktur eines Proteins,
die Sekundér- und Tertidrstruktur, die die Funktionali-
téat eines Proteins ausmacht. Die Natur benutzt 20 ver-
schiedene Aminosauren zur Herstellung von Proteinen.
Die physikochemischen Eigenschaften der Seitenketten
der Aminoséuren in einem Protein bestimmen, in wel-
che dreidimensionale Struktur (Konformation) sich ein
Protein faltet. Dadurch wiederum wird bestimmt, wel-
che Oberfliachen Proteine nutzen kénnen, um z. B. mit
anderen Proteinen zu interagieren oder biochemische
Reaktionen zu katalysieren.

Die Information, welche Aminosiure in einem Protein
an welcher Stelle der Primarsequenz steht, ist in den Genen
festgelegt. In der klassischen Genetik wurde der Begriff
,Gen“ urspriinglich als die kleinste vererbbare Einheit defi-
niert. In der molekularen Genetik ist es eher gebrauchlich,
ein Gen als eine Informationseinheit aufzufassen, die fiir
ein Protein codiert. Allerdings ist diese Definition unvoll-
standig, denn manche Gene enthalten Informationen fiir
RNAs, die nicht in Proteine iibersetzt werden, sondern als
RNAs Funktionen in der Zelle ausiiben. Auch neigen wir
in Zeiten der molekularbiologischen Erforschung von
Zellfunktionen dazu, die Kontrolleinheiten (Promotoren,
Terminatoren), die fiir die Umsetzung der genetischen
Information erforderlich sind, zu den Genen hinzuzurech-
nen. Heute kann der Begrift ,Gen* auch als eine ,Tran-
skriptionseinheit“ verstanden werden.

Der Fluss der genetischen Information verlduft in
allen Organismen von der DNA (den Genen, die die
Information speichern) tiber RNAs (die die Informa-
tion zum Ort der Translation transportieren) zu den
Proteinen, die die Information ausfithren. Da Nuklein-
sduren und Proteine biochemisch sehr unterschiedliche

Molekiile sind, muss es einen biochemischen Prozess
geben, der die ,Nukleinsdure-Sprache® in die ,,Amino-
saure-Sprache® iibersetzt. Diesen Vorgang nennt man
Genexpression, und man unterscheidet die Transkrip-
tion - also das Abschreiben eines Gens in eine RNA -
von der nachfolgenden Translation - also das Uberset-
zen des Nukleinsdure-Codes in eine Abfolge von Ami-
nosauren. Nur in wenigen Féllen kann die Richtung des
Informationsflusses von RNA zu DNA quasi umgedreht
sein. Dieser Vorgang, der ein besonderes Merkmal der
Retroviren ist, ist die sog. reverse Transkription.

Zu den Hauptzielen der Gentechnik im Bereich
pharmazeutisch/medizinischer Anwendungen gehort
die Expression genetischer Information aus dem Men-
schen in Mikroorganismen bzw. pflanzlichen oder tieri-
schen Zellen, mit anderen Worten: die Herstellung von
Biopharmazeutika. Generell sprechen wir von hetero-
loger Genexpression, wenn ein beliebiger Organismus
eine fiir ihn fremde genetische Information (ein Trans-
gen) exprimiert.

Um erfolgreich menschliche Proteinwirkstoffe durch
heterologe Expression herstellen zu konnen, miissen wir
uns die zum Teil erheblichen mechanistischen Unter-
schiede in der Genexpression in den jeweiligen fiir die
heterologe Expression infrage kommenden Wirtszellen
vor Augen fithren. Deshalb wollen wir in den folgenden
Abschnitten dieses Kapitels kurz auf die Unterschiede in
der Genexpression zwischen Prokaryonten (Bakterien)
und Eukaryonten eingehen. Diese Unterschiede sind
letztlich der Grund, warum eine heterologe Expression
ohne DNA-Rekombinationstechnologie nicht realisierbar
ist, denn die speziesspezifischen Kontrollelemente der
Genregulation in den Produzenten miissen in der Regel
mit den zu exprimierenden Genen verbunden werden.

Eine der wichtigsten Erkenntnisse aus der moleku-
larbiologischen Forschung der letzten Jahrzehnte ist
diese: Der genetische Code gilt in der belebten Natur
auf der Erde universell. Daraus folgt, dass sich die
Bedeutung, also die in der DNA niedergelegte Informa-
tion fiir ein Protein, nicht verandert - egal, in welchem



Organismus sich diese Information befindet. Nur des-
halb kénnen wir iiberhaupt daran denken, ein mensch-
liches Protein als Wirkstoff z. B. in Bakterien herzustel-
len. Ein menschliches Gen wird in allen fremden (nicht
menschlichen) Zellen in ein Protein mit identischer
Primiérsequenz translatiert — allerdings nur dann, wenn
wir dafiir sorgen, dass der jeweilige Organismus das
heterologe Gen als Transkriptionseinheit verstehen und
umsetzen kann.

Die in Proteinen verwendeten Aminosauren werden
in den Genen als Basentripletts codiert (o Abb.3.1). Im
molekulargenetischen Sprachgebrauch heiflen diese
Tripletts auch Codons. Die Natur verwendet deshalb
Basentripletts, weil dadurch mithilfe der vier DNA-
Basen alle 20 Aminoséduren codiert werden kénnen.
Wire der genetische Code durch Basendupletts repra-
sentiert, konnte die Zelle nur 16 (4?) der 20 benotigten
Aminosduren codieren. Mit Tripletts sind es 64 (4%)
Codierungsmoglichkeiten. Wie wir in o Abb. 3.1 erken-
nen konnen, bleiben die 44 iiberschiissigen Codie-
rungsmoglichkeiten nicht ungenutzt: Die Natur ver-
wendet diese Codons, um die meisten der 20 benétigten
Aminoséduren durch mehrere Tripletts zu definieren. So
wird z. B. die Aminoséure Prolin durch vier Codons
reprasentiert, Serin sogar durch sechs Codons
(0 Abb.3.1). Das hat den Vorteil einer Pufferung von
Mutationen: Unsere DNA ist stindigen Verdnderungen
(Mutationen) aufgrund der chemischen Instabilitét der
Basen und der Exposition der Zellen mit mutagenen
Einfliissen (Chemikalien, Strahlung) ausgesetzt. Die
Anderung eines Codons in einem Gen durch Mutage-
nese fithrt nicht zwangsldufig zu einer Anderung des
codierten Proteins, wenn eine Aminoséure durch meh-
rere, einander dhnliche Tripletts codiert ist.

Im genetischen Code ist auch festgelegt, wo ein trans-
latierter Bereich eines Gens anfingt und wo er endet.
Wir werden den Prozess der Translation in » Kap.3.2.2
besprechen. Wir wollen aber bereits jetzt zur Kenntnis
nehmen, dass jede translatierte Region eines Gens mit

Zusammenfassung

® Proteine sind Makromolekiile, die aus einer linearen
Abfolge von Aminosduren bestehen. Die Abfolge der
Aminosduren in einem Protein ist in den Gense-
quenzen festgelegt.

® Die Natur benutzt 20 Aminosduren, um daraus Pro-
teine herzustellen. Der genetische Code besteht aus
Dreierkombinationen von DNA-Basen, die bestim-
men, welche Aminosdure an welcher Stelle in einem
Protein eingebaut wird.

3.1 Umsetzung genetischer Information in Proteine

o Abb.3.1 Deruniverselle genetische Code: Dargestellt
sind die 64 Codons und die jeweils codierte Aminosdure
im Drei-Buchstaben-Code in Form einer ,,Code-Sonne".
Die Codons sind von innen (5') und auRen (3') zu lesen;
sie geben die Basensequenz der mRNA-Codons wieder, die
fiir die auBerhalb des Kreises stehende Aminosdure codie-
ren. Schwarze Punkte bezeichnen die drei Translations-
Stoppcodons. Das Codon AUG (schwarzes Quadrat) steht als
Translationsstart sowie innerhalb von Gensequenzen fiir
die Aminosdure Methionin.

dem Codon AUG beginnt. Da AUG fiir die Aminoséure
Methionin steht, bedeutet das, dass jedes neu transla-
tierte Protein mit der Aminosaure Methionin beginnt.
Es gibt auflerdem drei Codons, die bestimmen, wann
die Translation eines Proteins beendet ist: die sog.
Stoppcodons UAG, UGA und UAA (o Abb. 3.1).

Ein Gen - wenn wir es als Transkriptionseinheit ver-
stehen - besitzt Kontrollelemente, die bestimmen, in
welchen Zellen eines Organismus ein Gen wann und in
welcher Stiarke transkribiert werden soll. Diese Kon-
trollelemente sind die Promotoren. Sie befinden sich in
der Regel direkt vor dem jeweils von ihnen kontrollier-
ten Gen und legen fest, welcher DNA-Strang von der

m Der genetische Code gilt auf der Erde universell, d. h.
die genetische Information fiir ein bestimmtes Pro-
tein ist immer gleich, egal, in welchem Organismus
sie unabhangig von ihrer eigentlichen Herkunft rea-
lisiert wird.

m Daraus folgt, dass fiir einen Organismus eigentlich
fremde genetische Informationen zur Wirkung
gebracht werden kdnnen, vorausgesetzt, dass die fiir
verschiedene Organismen sehr spezifischen Kontroll-
elemente fiir die Transkription mit der fremden
genetischen Information kombiniert werden.
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RNA-Polymerase abgelesen werden soll. Am Ende eines
Gens befindet sich ein Transkriptionsterminator, der
dafiir sorgt, dass die Transkription am Ende des prote-
incodierenden Teils authort.

Der Strang der DNA, der als Matrize fiir den Tran-
skriptionsvorgang dient, ist der codogene Strang. Als
Produkt der Transkription entsteht eine Boten-RNA
(messenger RNA oder kurz mRNA), die komplementér
zum codogenen Strang ist. In der Praxis ist es gebrauch-
lich, als Basensequenz eines Gens die Sequenz der
mRNA zu schreiben, also den ,oberen (eigentlich
nichtcodogenen) Strang der DNA in 5' > 3'-Richtung.
Dies ist insofern logisch, weil die Basensequenz der
mRNA letztlich bestimmt, welche Aminosduren wih-
rend der Translation an welcher Stelle in ein wachsen-
des Protein eingebaut werden.

3.2 Genexpression in Prokaryonten

3.2.1  Transkription

Das Kopieren der in der DNA gespeicherten geneti-
schen Information in eine Transportform ist notwen-
dige Voraussetzung fiir die spitere Umsetzung der
Information in die Synthese von Proteinen. Der Vor-
gang der Transkription bezeichnet das ,, Abschreiben®
der DNA-Information in eine RNA-Form. Transkrip-
tion ist also die Synthese von RNA, das Produkt der
Transkription ist komplementdr zum abgeschriebenen
codogenen DNA-Strang. Die Enzyme, die die Tran-

P -10 +1
' ; ! Konsensus-
55 TCTTCGACAL s yTATATT......CAT...-3' sequenz
P i TATA-Box / |
n ; Pribnow-Box
GT, iA E AT A Mutationen mit
I E Deletiloln eines E ECGCAE geringer Wirkung
i Nukleotids G ; auf Transkription
IGCAGT: ECGAT Ci Mutationgn mit
A TCE AT i starker Wirkung

i auf Transkription

o Abb.3.2 Konsensuselemente fiir Promotoren in E. coli: Ein
E. coli-Promotor befindet sich immer vor dem transkribier-
ten Sequenzbereich. Das erste transkribierte Nukleotid wird
mit +1 bezeichnet. Das Nukleotid vor der +1-Position ist
Nukleotid -1. Eine signifikante Ubereinstimmung (Konsen-
sus) in allen Promotoren aus E. coli finden wir um die Posi-
tionen —10 und -35 (rot-markierte Nukleotide, Konsensus-
sequenz). Den Sequenzblock um die Position =10 bezeichnet
man als TATA-Box oder Pribnow-Box. Verandert man die
Nukleotide innerhalb der Promotorregion, beobachtet man
entweder geringe (Mutationen im gelb-unterlegten Bereich)
oder aber starke Auswirkungen auf die Transkription (rosa
unterlegter Bereich). Wir erkennen daran, dass die Konsen-
sussequenz zwar Variationen zuldsst, dass aber die Varia-
tionsmoglichkeiten sehr stark eingeschrankt sind.

skription durchfiithren, sind DNA-abhingige RNA-
Polymerasen. In Bakterien ist die fiir die Transkription
verantwortliche RNA-Polymerase ein aus fiinf Unter-
einheiten aufgebauter Multiproteinkomplex. Das Mini-
malenzym besteht aus vier Untereinheiten: zwei a-,
einer - und einer B'- Untereinheit. Die 3- Untereinhei-
ten sind vor allem fiir die Bindung an die Matrizen-
DNA zustindig, wahrend die a-Untereinheiten den
Gesamtkomplex stabilisieren. Um jedoch bakterielle
Promotoren zu erkennen und effizient zu transkribie-
ren, benotigt das Enzym die fiinfte Untereinheit Sigma
(0). Bakterienzellen haben mehrere o-Untereinheiten,
die fiir jeweils verschiedene Sets von Genen benutzt
werden.

Wie erkennt die RNA-Polymerase iiberhaupt einen
Promotor und wie kann sie ,,entscheiden®, welcher der
beiden DNA-Stringe transkribiert werden soll? Um
diese Frage zu beantworten, miissen wir uns einen typi-
schen bakteriellen Promotor anschauen (o Abb. 3.2).

Das erste Nukleotid eines Gens, das in RNA iiberschrie-
ben wird, befindet sich unterhalb (,,stromabwarts“ oder
downstream) des Promotors. Es wird als Initiationsnukleo-
tid +1 bezeichnet. Das oberhalb (,,stromaufwirts“ oder
upstream) von diesem Initiationsnukleotid gelegene Nuk-
leotid wird als Nukleotid -1 bezeichnet. Wichtig sind zwei
DNA-Segmente, die gewohnlich etwa 35 Basen bezie-
hungsweise etwa 10 Basen vor der eigentlichen Startstelle
der Transkription liegen. Diese beiden DNA-Segmente
werden —35-Region bzw. als —~10-Region genannt. Schrei-
ben wir alle bekannten -35- und -10-Regionen unterein-
ander, fillt auf, dass diese Regionen eine deutliche Sequenz-
dhnlichkeit aufweisen. Aus dieser Sequenzihnlichkeit lasst
sich eine Konsensussequenz formulieren. Die Konsensus-
sequenz fiir die -35-Region lautet 5'-TTGACA-3', die Kon-
sensussequenz fiir die —~10-Region lautet 5'-TATATT-3'". Oft
wird die -10-Region wegen ihrer A/T-reichen Sequenz
auch TATA-Box oder nach ihrem Entdecker Pribnow-Box
genannt.

Bindet die RNA-Polymerase an einen Promotor, ent-
windet sie die DNA in einem Bereich von 12 Basenpaa-
ren um den Transkriptionsstartpunkt herum und
beginnt mit der Synthese von RNA. Sobald die Tran-
skription von dieser Initiationsphase in die Elonga-
tionsphase tibergeht, fillt die o-Untereinheit von der
RNA-Polymerase ab und das Minimalenzym setzt die
RNA-Synthese fort.

Verianderungen der Konsensussequenzen innerhalb
der -35- und der -10-Region beeintrachtigen die Pro-
motor-Stirke. Dabei wirken sich unterschiedliche
Basensubstitutionen unterschiedlich stark auf die
Funktion des Promotors aus (o Abb.3.2). Letztlich
héngt die Stérke eines Promotors, die als Menge an syn-
thetisierter RNA pro Zeiteinheit definiert werden kann,
davon ab, wie fest die RNA-Polymerase an den Promo-
tor binden kann und wie schnell sie den Transkriptions-
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lschnelle Faltung der RNA

o Abb. 3.3 Die Transkriptionster-
mination wird in E. coli liber ein

5% TCCCAGAGCCGCCAGTTCCCGCTGGCGGCATTTTM...-3' RNA-Signal reguliert. Bakterielle
3-... AGGGTCTCGGCGGTCAAGGGCGACCGCCGTAAAA ..-5' Gene besitzen an ihrem Ende eine
i TisEaHEEh Sequenz, die nach Transkription —
also auf der Ebene der RNA - eine

Stamm-/Loop-Struktur ausbilden
kann, da die zu der Loop-Region
links und rechts benachbarten
Nukleotide palindromartig aufge-
baut sind. Unmittelbar auf diese
Stamm-/Loop-Struktur folgen eine
Reihe von Uridin-Nukleotiden.
Wird eine solche Struktur von einer
bakteriellen RNA-Polymerase syn-
thetisiert, erkennt das Enzym dies
als Ende des Gens und fdllt von der
DNA ab. Wir erkennen, dass das
Terminationssignal nicht wie ein
Promotor von einer Konsensusse-
quenz, sondern von einer Konsen-

start wieder freigibt, damit neue RNA-Polymerase-
Molekiile binden und die néchste Transkriptionsrunde
einleiten kénnen. Typischerweise sind immer mehrere
RNA-Polymerasekomplexe gleichzeitig an demselben
Promotor aktiv.

Die Transkription verlduft immer von Nukleotid +1
bis zu einer Stelle, die von der RNA-Polymerase als
Transkriptionsterminator erkannt wird. An dieser Stelle
fllt die RNA-Polymerase von der Matrizen-DNA ab
und steht dann fiir eine neue Transkriptions-Runde zur
Verfiigung. Als Transkriptionsterminator wird in E. coli
eine Sequenz erkannt, die aus einer Palindromsequenz
aus G/C-Basen, gefolgt von mehreren U-Nukleotiden,
besteht (o Abb. 3.3). Wir erkennen an den U-Nukleoti-
den, dass dieses Signal eigentlich auf der synthetisierten
RNA liegt und nicht etwa auf der DNA. Der doppel-
strangige RNA-Bereich bewirkt an der RNA-Polyme-
rase eine Konformationsinderung, die zum Zerfallen
des Komplexes aus der RNA-Polymerase, der Matrizen-
DNA und der gebildeten RNA fiihrt.

Ein Promotor ist ein typisches Beispiel fiir ein cis-
wirksames Kontrollelement (o Abb. 3.4). Das bedeutet,
dass dieses Element eine ganz bestimmte Position rela-
tiv zu dem Bereich einnehmen muss, den es kontrol-
liert. Promotoren miissen sich ndmlich immer auf dem
gleichen DNA-Molekiil befinden wie das Gen, dessen
Transkription sie kontrollieren.

Es gibt aber auch Elemente, die die Expression eines
Gens als in trans wirksame Kontrollelemente - sozusa-
gen von auflen her - beeinflussen (o Abb. 3.4). Ein sol-
ches Element ist beispielsweise ein Repressor, der auf
einem ganz anderen DNA-Molekiil codiert sein kann.
Ein typischer Repressor entfaltet seine Wirkung als Pro-

susstruktur gebildet wird.

tein, das an die Transkriptionseinheit bindet und mit
ihr so wechselwirkt, dass das entsprechende Gen nicht
mehr exprimiert werden kann.

cis-wirksame Kontrollelemente

. N )\ Y
> O O
NA

D Promotor Gen 1 Terminator

l Expression

trans-wirksames
Kontrollelement
Repressor

cis-wirksame Kontrollelemente

‘ /N ¥ O\ .
>

DNA Promotor Gen 2 Terminator

* Expression

o Abb. 3.4 Kontrollelemente fiir die Transkription: In cis
wirksame Kontrollelemente befinden sich immer auf dem
gleichen Molekiil und in relativ enger Nachbarschaft zu
dem Element, das sie kontrollieren. Promotoren und Tran-
skriptionsterminatoren sind typische Kontrollelemente,
die in cis auf ein Gen wirken. Dagegen sind in trans wirk-
same Kontrollelemente eigenstandige Molekiile, die durch
Bindung an eine Zielsequenz eine kontrollierende Funk-
tion ausiiben. Beispielsweise ist ein Repressor-Protein ein
typisches in trans aktives Kontrollelement. Dieses Repres-
sorprotein wird irgendwo im Genom - bei Eukaryonten
eventuell auf einem anderen Chromosom - codiert. Der
Repressor bindet dann an eine Zielsequenz in der Nahe
des Promotors eines bestimmten Gens und verhindert so
die Expression dieses Gens.
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Den Bereich, der einen Promotor, die codierende
Region und einen Transkriptionsterminator beinhaltet,
bezeichnet man als Operon (o Abb. 3.5). Dieser Bereich
stellt gewissermaflen eine genetische Arbeitseinheit dar,
die sicherstellt, dass informative DNA in RNA {ibersetzt
werden kann. In Prokaryonten werden héufig mehrere
proteincodierende Bereiche von nur einem Promotor
und einem Transkriptionsterminator kontrolliert. Ein
derartiges Operon wird polycistronisches Operon und
die entsprechend grofSe mRNA polycistronische mRNA
genannt. Der Hintergrund fiir diese Bezeichnung ist,
dass die funktionelle Informationseinheit des Gens
auch mit dem in der klassischen Genetik gebrauchli-
chen Begriff Cistron bezeichnet werden kann. Zu
beachten ist, dass in Bakterien von einer polycistroni-
schen mRNA mehrere unterschiedliche Proteine trans-
latiert werden. In Eukaryonten kommen polycistroni-
sche Gene selten vor - in diesen Zellen codiert in aller
Regel eine mRNA fiir ein Protein.

A
Promotor codierender Bereich / Gen / Cistron  Terminator
5.4 w3
3. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 5
DNAL Operon _
l Transkription
RNA
lTransIation
ﬁ Protein
B
Promotor Gen 1 Gen 2 Gen3 Terminator 3
5"-... .3
3t LT EC PP T O O L T T T |Illlllm 5

DNAL— — polycistronisches Operon —

l Transkription

lTransIation i
- 68

Protein 2 Protein 3

RNA

Protein 1
o Abb. 3.5 Aufbau eines Operons: Ein Operon ist der tran-
skribierte Bereich, der von einem Promotor und einem
Transkriptionsterminator kontrolliert wird.
(A) Befindet sich in diesem Bereich ein einzelnes Gen
(= Cistron), so handelt es sich um ein monocistronisches
Operon. (B) Befinden sich zwischen den Transkriptions-
kontrollelementen mehrere Gene (verschiedene Rottone),
bezeichnen wir dies als ein polycistronisches Operon. Die
durch Transkription von diesem Operon gebildete polycis-
tronische mRNA besitzt fiir jedes Gen einen eigenen Trans-
lationsstart. Daher wird von dieser mRNA nicht etwa ein
groRes Vorlauferprotein gebildet, das dann in Einzelpro-
teine zerschnitten wird, sondern es werden von der poly-
cistronischen mRNA simultan alle codierten Proteine ein-
zeln gebildet.

3.2.2 Translation
Bei der Transkription eines Gens entsteht eine mRNA,
die dem Proteinsynthese-Apparat wihrend des Vor-
gangs der Translation als Information fiir die zu bilden-
den Proteine zur Verfiigung steht. Wahrend der Prote-
insynthese werden die Reihenfolge und die Identitét der
jeweils zu verkniipfenden Aminosduren durch Adap-
termolekiile festgelegt, die als Transfer-RNAs, oder
kurz tRNAs, bezeichnet werden. tRNAs haben zwet fiir
diese Aufgabe notige Eigenschaften (o Abb.3.6): Jede
tRNA besitzt eine exponierte Sequenz aus drei Nukleo-
tiden, die komplementér zu einem Codon der mRNA
ist. Diese auf tRNAs vorkommende Sequenz wird als
Anticodon bezeichnet. Die Basenpaarung eines Antico-
dons der tRNA mit einem Codon der mRNA am Prote-
insynthese- Apparat bestimmt also, welche Aminoséure
in eine wachsende Polypeptidkette eingebaut wird.
Durch genaues Studium der Strukturen verschiede-
ner tRNAs wurden gemeinsame Eigenschaften ent-
deckt. So sind alle tRNAs aus 74 — 94 Basen aufgebaut.
Typischerweise sind tRNAs keine reinen einzelstrangi-
gen Molekiile. Vielmehr werden innerhalb eines
tRNA-Molekiils bestimmte Basenpaarungen ausgebil-
det, die dem tRNA-Molekiil in der zweidimensionalen
Darstellung die Form eines Kleeblattes geben
(o Abb.3.6). tRNAs haben noch andere gemeinsame
Eigenschaften:

# Das 5'- und das 3'-Ende bilden {iber eine Linge von
sieben Basen einen doppelstrangigen Bereich aus,
der Akzeptor-Arm genannt wird. Die 3'-Enden von
tRNAs bestehen charakteristischerweise aus der
Basensequenz CCA und ragen tiber das 5'-Ende der
tRNA hinaus. Auf das Adenosin des CCA-Endes der
tRNA wird eine Aminoséure iibertragen, indem die
Carboxylgruppe der Aminosdure mit der freien
3'-Hydroxylgruppe des Adenosins verestert wird.

® Das Anticodon liegt im Zentrum einer sieben Basen
langen Schleife auf der dem Akzeptor-Arm ent-
gegengesetzten Seite der Kleeblattstruktur, die als
Anticodon-Arm bezeichnet wird.

® Etwa 10 % der Nukleotide in tRNAs sind posttran-
skriptionell modifiziert und entsprechen dadurch
nicht exakt den vier in RNAs normalerweise vor-
kommenden Standardnukleotiden. Es sind mehr als
30 solche Modifikationen in tRNAs gefunden wor-
den, aber die Funktionen dieser Modifikationen sind
weitgehend unklar.

# Der in der Kleeblattstruktur links gelegene Teil der
tRNA wird als D-Arm bezeichnet, weil er haufig die
Base Dihydrouracil enthalt.

® Der rechts gelegene Arm enthilt das ungewohnliche
Nukleosid Pseudouridin (¥) in der Basenfolge Thy-
midin-Pseudouridin-Cytidin (TWC) und wird des-
halb als TYC-Arm bezeichnet.
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o Abb.3.6 Allgemeine

gH#’Eim_jestglle far Struktur einer tRNA: tRNAs
minosaure kénnen unterschiedlich
lang sein, lassen sich aber
in einer allgemeinen Klee-
blattstruktur darstellen. Die
5 ﬁ* Nummerierung der Basen
(IS—-(l) beginnt am 5'-Ende der
G/IC=71 tRNAs. Der D-Arm kann
:'3_7'0 unterschiedlich lang sein,
AI1—6IQ Akzeptor-Arm sodass das auf Nukleotid
ElE 20 folgende Nukleotid mit
B8 20.A und ggf. 20.B beziffert
6—67 wird. Das gilt auch fiir die
Diham 'II—GIG - variable (V-)Schleife, in der
17-16-15 jis \65—64—63—Y—C/Y_‘ \A\ die nach Nukleotid 47 fol-
1,7_1 ;3—12—Y—G’R S R T¥C-Am genden Nukleotide ?Is
G ik 4|9—50—51—R—G\ C’ L7.A, 47.B, etc. gezdhlt
& R-23-R-Y, Yo " Ty~ werden. Neben dem Vor-
\20 A R\ 4ar. }70 kommen der normalen
~20.A-20.B” a7 =43 i Nukleotide A, C, G und U
218—4?46 TATM unterscheiden sich tRNAs in
AGHGRCART 2|9—4|1 45\ A7L zahlreichen modifizierten
30—40 46\ IT.K Basen, die an dieser Stelle
G//é—CI/Q DK ET.J nicht im Detail diskutiert
32 38 ) 1 werden kénnen. Die Funk-
U & 47‘% "77'| tion dieser Modifikationen
34 36/ 47. 4/7-H ist weitgehend unbekannt
=35~ 47.0_ 47.G (R = Purin, Y = Pyrimidin).
Anticodon 47E—47F V-Schleife

® Zwischen dem Anticodon-Arm und dem TYC-Arm
liegt eine weitere Schleife, deren Linge variabel ist
und deshalb als V-Schleife bezeichnet wird.

Die Beladung der tRNAs mit Aminosduren wird durch
spezifische Enzyme Xkatalysiert, die als Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen bezeichnet werden. In jeder Zelle
gibt es mindestens 20 verschiedene Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen - eine fiir jede in Proteinen vorkommende
Aminosdure. Die Beladung einer tRNA mit einer Ami-
nosaure verlauft in zwei Schritten (o Abb. 3.7): Zunachst
wird die Carboxylgruppe der Aminosaure biochemisch
aktiviert, indem sie auf den AMP-Teil des Co-Substrats
ATP iibertragen wird. Danach wird das entstandene
Aminoacyladenylat unter Abspaltung von AMP auf die
3'-Hydroxylgruppe der tRNA {ibertragen. Obwohl alle
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen die gleiche Reaktion
katalysieren, unterscheiden sie sich stark in ihren Gro-
Ben und Strukturen. Wichtig ist jedoch, dass jede Ami-
noacyl-tRNA-Synthetase sehr spezifisch die jeweils
zusammengehorenden tRNAs und Aminoséduren bin-
det. Auf diese Weise sorgt also eine Aminoacyl-tRNA-
Synthetase dafiir, dass das jeweils richtige Anticodon
einer tRNA mit der dazu gehérenden Aminosdure ver-
bunden wird.

Wie wir gesehen haben, besteht die Adapterfunktion
der tRNAs in der Heranfiihrung der jeweils wahrend
der Proteinsynthese benétigten Aminosidure an den
Proteinsynthese-Apparat. Danach ist die Proteinsyn-
these, also die Translation des Nukleinsidure-Codes in
eine Abfolge von Aminosduren im resultierenden Pro-
tein, durch zwei Schritte gepragt:

m die spezifische Basenpaarung von Codons auf der
mRNA und dazu komplementiren Anticodons auf
den tRNAs und

® die Ausbildung von Peptidbindungen zwischen den
Aminosiauren, die durch die Bindung von Aminoa-
cyl-tRNAs in direkte Nachbarschaft zueinander
gebracht wurden.

Den Proteinsynthese-Apparat einer Zelle bilden die
Ribosomen, die ihrerseits aus ribosomalen RNAs
(rRNAs) und Proteinen aufgebaut sind. Im funktionel-
len Zustand bestehen sie aus einer grofien und einer
kleinen Untereinheit, deren Grofle - wie auch die Grofie
der kompletten Ribosomen — mit dem sog. Svedberg-
Koeffizienten (S) angegeben wird. Der Svedberg-Koet-
fizient ist eine experimentell ermittelte Grofle und
beschreibt die Sedimentationsgeschwindigkeit sphéri-
scher Partikel unter geometrisch vorgegebenen Bedin-
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o Abb.3.7 Beladungvon
tRNAs mit Aminosauren:

Aminosduren werden von
hochspezifischen Amino-
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acyl-tRNA-Synthetasen auf
tRNAs {ibertragen. Dazu
wird die Carboxylfunktion
der Aminosdure durch
Ubertragung eines AMP-
Restes aus ATP unter
Abspaltung von Pyrophos-
NH, phat (PP;) biochemisch
aktiviert. Danach erfolgt
/) 9urch eine Umesterung die
Ubertragung der Amino-
sdure auf das freie 3'-OH-
Ende des Adeninnukleotids
der tRNA. tRNAs enden am
3'-Ende immer mit der
Basenfolge CCA-OH.
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o Abb.3.8 Shine-Dalgarno-Sequenz: Die
Shine-Dalgarno-Sequenz ist ein in cis wirk-
sames Translations-Kontrollelement, das
sich nicht nur durch eine relativ konser-
vierte Konsensussequenz auszeichnet, son-
dern das auch sehr exakt vor der Transla-
tions-Initiationsstelle positioniert sein
muss. Die hohen Sequenz- und Positionsan-
forderungen ergeben sich aus der Komple-
mentaritat der Shine-Dalgarno-

Sequenz mit dem 3'-Ende der ribosomalen
16-S-rRNA, iiber die die mRNA fiir die
Translations-Initiation korrekt am Ribosom
positioniert wird.



gungen in einem Zentrifugalfeld. Wir kénnen den
Svedberg-Koeffizienten als Maf3 fiir die Grofle eines
Partikels interpretieren und verstehen aufgrund des
experimentellen Charakters dieses Koeffizienten,
warum die Grofle des Gesamtribosoms von Bakterien
mit 70 S angegeben wird und nicht der mathematischen
Summe der groflen (50 S) und der kleinen (30 S) Unter-
einheit entspricht. Jede Ribosomen-Untereinheit ist
komplex aufgebaut. Bei Bakterien besteht die kleine
Untereinheit aus der 16-S-rRNA und 21 verschiedenen
Proteinen. Die grofie Untereinheit enthélt die 5-S- und
23-S-rRNAs sowie 36 verschiedene Proteine.

Eine mRNA ist typischerweise linger als die in ihrer
Codierung des zugehorigen Proteins benotigte Codon-

5o AGGAGGUAAUAUUU AUG ma— 3

mRNA

IF3 S IF1
o/ 5k

30S-Untereinheit

I Cf
i 2

Anticodon
N-Formyl-

methionyl-tRNA

5' o AGGAGGU Ao

50S-Untereinheit

E P A

Exit- Peptidyl- Aminoacyl-

Stelle  Stelle Stelle

5'm AGGAGGUAY
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folge. Wir sprechen in diesem Zusammenhang von
einer 5- bzw. 3'-nichttranslatierten Region einer
mRNA. Woher ,weif3 aber dann ein Ribosom, an wel-
cher Stelle der mRNA die Translation beginnen soll? In
Bakterien ist fiir eine effiziente Initiation der Transla-
tion ein Kontrollelement notwendig, das 1974 von den
australischen Wissenschaftlern John Shine und Lynn
Dalgarno entdeckt wurde. Die nach ihnen benannte
Shine-Dalgarno-Sequenz kann man als Bindungsstelle
tiur das Ribosom an die mRNA auffassen. Wichtig ist
nicht nur, dass die Sequenz moglichst exakt mit der
Konsensussequenz 5-AGGAGG-3' {iibereinstimmt,
sondern dass sich dieses Element auch in einer optima-
len Position zum Translationsstart befinden muss

Prainitiations-Komplex

Freisetzung der IF 1 =
Initiationsfaktoren : IF3
IF 1 und IF3 !
fMet]

..-3'

Assoziation des

70S-Rib!
ibosoms 2

GDP + P

o Abb.3.9 Die Translationsinitiation: An der Ausbildung eines Prdinitiationskomplexes fiir eine Translation beteiligen
sich zundchst (i) die mRNA mit ihrer Shine-Dalgarno-Sequenz (rot), (ii) die fMet-tRNA, die iiber dem ersten AUG-Codon
der mRNA positioniert wird, und (iii) die ribosomale 30 S-Untereinheit, an der die drei Initiationsfaktoren IF1, IF2 und
IF3 sowie ein Molekiil GTP binden. Bevor sich die groRBe ribosomale 50 S-Untereinheit anlagern kann, miissen die Initia-

tionsfaktoren aus dem Komplex dissoziieren.
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3 Grundsdtze der Proteinexpression

(0o Abb.3.8). Das hat den Grund, dass die Shine-Dal-
garno-Sequenz komplementir zu einem bestimmten
Sequenzbereich in der 16-S-rRNA ist. Uber diese Kom-
plementaritit kann also die kleine ribosomale Unter-
einheit mit der mRNA hybridisieren und das Ribosom
wird gewissermafien auf die mRNA aufgefadelt.

Von seltenen Ausnahmen abgesehen bildet das erste
Methionin-Codon (AUG) nach der Shine-Dalgarno-
Sequenz das Startcodon fiir die Translation (o Abb. 3.8).
AUG kann als universelles Startcodon angesehen wer-

Aminoacyl-
tRNA

5 A ACG CCC
mRNA H
G
u
C
Cc
3
EF-G
GDP + P,

(0]
Q
O
2]

w-m OOCOH>C

den, obwohl in Bakterien auch einige Proteine von
alternativen Startcodons ausgehend (GUG oder UUG)
gebildet werden. Da das Codon AUG fiir die Amino-
saure Methionin codiert, kénnen wir uns als Faustregel
merken, dass alle Proteine mit einem Methionin begin-
nen. In Bakterien gibt es einen Unterschied zwischen
dem als Start-Aminoséure verwendeten Methionin und
anderen Methioninen, die intern vorkommen: Bakte-
rien haben zwei verschiedene methioninspezifische
tRNAs, die als tRNAM¢t und tRNA M bezeichnet wer-

A ACG CCC
u

w - OOCO>

CCC

w-a OOCO>C

o Abb.3.10 Translationselongation: Das Ribosom bietet Platz fiir zwei tRNAs. Die linke Hdlfte des Ribosoms bezeichnen
wir als P-Stelle, da an dieser Position nur sog. Peptidyl-tRNAs binden kénnen, d. h. tRNAs, die mit einer Peptidkette
beladen sind. Auch die fMet-tRNA kann an die P-Stelle binden, da ihre a-Aminogruppe nicht frei vorliegt, sondern for-
myliert ist. Die zweite tRNA-Bindestelle am Ribosom wird als A-Stelle bezeichnet, da hier die Aminoacyl-tRNAs binden.
Hierzu bildet sich zundchst ein terndrer Komplex aus der mit einer Aminosaure beladenen Aminoacyl-tRNA, GTP und
dem Elongationsfaktor EF-Tu. Bei der Positionierung der Aminoacyl-tRNA in die A-Stelle wird GTP zu GDP hydrolysiert
und EF-Tu sowie GDP dissoziieren als bindrer Komplex ab. Es folgt die Verlangerung der Peptidkette. Hierzu wird die
Peptidkette von der Peptidyl-tRNA in der P-Stelle getrennt und komplett an die freie a-Aminogruppe der Aminosaure in
der A-Stelle geheftet. Die tRNA in der P-Stelle erfiillt nun nicht mehr die Anforderungen, die an eine tRNA in dieser
Position gestellt werden (siehe oben) und dissoziiert deshalb {iber die Exit-(E)-Stelle ab. Mithilfe eines weiteren Elon-
gationsfaktors (EF-G) und unter GTP-Hydrolyse wird nun die mit der Peptidkette beladene tRNA aus der A-Stelle in die
P-Stelle transloziert. Damit ist die A-Stelle fiir eine neue Aminoacyl-tRNA frei und der Zyklus kann erneut beginnen.



den. Beide tRNAs werden durch dieselbe Methionyl-
tRNA-Synthetase mit Methionin beladen, jedoch wird
die Aminogruppe des Methionins in der tRNAM¢
nachtréiglich mit einem Formylrest modifiziert. Diese
auch als fMet-tRNA bezeichnete tRNA dient als Starter-
molekiil fiir die Proteinsynthese. Der Formylrest bildet
dabei quasi eine Schutzgruppe fiir die Aminogruppe
der ersten Aminosiure Methionin, sodass die Richtung
der anschliefenden Peptidsynthese durch die freie
Carboxylgruppe des Methionins vorgegeben ist.

Am Startcodon der mRNA formiert sich der Trans-
lations-Préinitiationskomplex (o Abb.3.9). Dazu wird
der Initiationsfaktor 2 (IF2) durch Bindung von GTP
aktiviert und bindet gemeinsam mit der fMet-tRNA an
die 30-S-Untereinheit des Ribosoms, die zuvor bereits
mit IF1 und IF3 besetzt wurde. IF1 hat unter anderem
die Aufgabe, eine vorzeitige Anlagerung der grofien
ribosomalen Untereinheit zu unterdriicken. IF3 fordert
die spezifische Anlagerung der fMet-tRNA an der ribo-
somalen P-Stelle und bleibt so lange gebunden, bis die
fMet-tRNA durch Basenpaarung mit dem AUG-Start-
codon stabil genug am Ribosom fixiert wurde. Anschlie-

CAGAGCCGC

@

GDP +P,

5‘_—UUF\ ACG

cCC UAGU
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end verlassen IF1 und IF3 den Préinitiationskomplex
(0 Abb.3.9). In der P-Stelle befindet sich spater jeweils
die an eine tRNA gebundene, wachsende Polypeptid-
kette, also zu Beginn der Translation nur die erste Ami-
nosédure des gebildeten Proteins (fMet). Die korrekte
Positionierung der fMet-tRNA in der P-Stelle wird von
IF2 unterstiitzt und benétigt dazu die Energie aus der
Hydrolyse von GTP. Sobald die fMet-tRNA korrekt
positioniert wurde, verldsst IF2 (GDP) den Komplex
und gleichzeitig wird die 50-S-Untereinheit des Ribo-
soms angelagert (oAbb.3.9). Der fertig gestellte
70-S-Initiationskomplex kann nun in die Translations-
Elongations-Phase eintreten.

Bei der Elongation, also der Bildung einer Polypep-
tidkette aus Aminosduren, bindet die jeweils zum
niachsten Codon passende, beladene tRNA (allgemein
auch als Aminoacyl-tRNA bezeichnet) mithilfe des
Elongationsfaktors EF-Tu unter GTP-Hydrolyse an die
ribosomale A-Stelle (Aminoacyl-tRNA-Bindestelle;
0 Abb.3.10). Durch Transacylierung wird die Amino-
saure Methionin von der fMet-tRNA abgespalten und
mit der a-Aminogruppe der benachbarten Aminoséure

LCAGAGCCGC

5' - &
mRBNA

3

CCCAGAGCCGC w3

o Abb.3.11 Translationstermination: Folgt wahrend der Translationselongation (0 Abb. 3.10) als nadchstes Codon auf
der mRNA ein Translations-Stoppcodon, wird der Terminationsprozess in Gang gesetzt. Mithilfe von Terminationsfakto-
ren (RF = release factors) und GTP dissoziieren alle Komponenten des Translationskomplexes und die Peptidkette wird
von der letzten Peptidyl-tRNA abgespalten. Das Produkt der Translation ist ein freies Polypeptid (Protein).
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3 Grundsdtze der Proteinexpression

verbunden. Dieser Vorgang wird als Peptidyltransfe-
rase-Reaktion bezeichnet. Nun bewegt sich das Ribo-
som um ein Codon auf der mRNA weiter. Fiir diese als
Translokation bezeichnete Reaktion muss das GTP im
EF-G (GTP) in GDP und Phosphat gespalten werden.
Die deacylierte fMet-tRNA gelangt von der P-Stelle in
die E-Stelle (Exit-Stelle) und verlasst das Ribosom,
wiahrend sich das tRNA-gebundene Dipeptid in der
P-Stelle befindet. Die A-Stelle wird dadurch fiir die Bin-
dung der nachsten Aminoacyl-tRNA frei.

Dieser Prozess wiederholt sich, bis auf der mRNA
eines der drei Basentripletts UGA, UAG oder UAA an

Zusammenfassung

m Der Fluss der genetischen Information geht von dem
Speicher der Information (DNA) {iber eine RNA-Trans-
portform (mRNA) zu den Proteinen.

®m Zur Umsetzung der genetischen Information wird die
DNA zundchst in eine Transportform umgeschrieben
(transkribiert), die aus RNA besteht. Zustandig hierfiir
sind DNA-abhdngige RNA-Polymerasen.

®m Die Transkription wird an besonderen DNA-Elemen-
ten (Promotoren) reguliert, die als Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren oder die RNA-Polymerase
selbst dienen und vor den Genen positioniert sind.
Eine Transkriptionseinheit besteht aus einem Promo-
tor, dem exprimierten Gen und einem Transkrip-
tionsterminator.

3.3 Genexpression in Eukaryonten

Wenn wir als Definition fiir den Begriff Gen die Infor-
mationseinheit zur Bildung eines Proteins nehmen,
dann trifft diese Aussage fiir Bakterien im Wesentlichen
zu, ist jedoch fiir Eukaryonten nicht vollstdndig. In Bak-
terien ist der proteincodierende Teil in einer einzigen,
ununterbrochenen Folge von Codons festgelegt, die mit
dem Startcodon beginnt und mit einem Stoppcodon
endet. In Eukaryonten ist die Folge der Codons zum
Teil durch nichtcodierende Bereiche von DNA unter-
brochen (o Abb.3.12). Die proteincodierenden Berei-
che sind die Exons (expressed regions), wahrend die ein-
gelagerten, nichtcodierenden Bereiche als Introns
(intragenic regions) bezeichnet werden. Eukaryontische
Gene sind also in der Regel aus Exons und Introns
zusammengesetzte Gene und werden daher hiufig auch
als Mosaikgene bezeichnet.

Das primare RNA-Transkript (Pra-mRNA), das von
einem Mosaikgen hergestellt wurde, enthélt sowohl die
Exons als auch die Introns. Da nur die Exons die Infor-
mationen des in dem jeweiligen Gen festgelegten Prote-

die ribosomale A-Stelle riickt. Fur diese drei Codons
existieren in gewodhnlichen Zellen keine spezifischen
tRNAs. Daher fungieren diese drei Basentripletts als
Translationsterminations-Signale, d. h. an diesen
Codons bricht die Translation ab und die Ribosomen
dissoziieren von der mRNA. Katalysiert wird die Ter-
mination durch die Terminationsfaktoren RF1 und
RF2, die spezifisch die Codons UAA und UAG bzw.
UAA und UGA erkennen. Unter dem Einfluss eines
dritten Faktors, RF3 (GTP), wird unter Spaltung von
GTP der gesamte Translationskomplex in seine einzel-
nen Bestandteile zerlegt (o Abb. 3.11).

® DieTranslation ist die Ubersetzung des Nukleinsdure-
Codes in eine Sequenz aus Aminosauren, den Protei-
nen. Bei der Translation nehmen tRNAs die Funktion
eines Adapters zwischen der ,Nukleinsdauresprache"
und der ,,Proteinsprache" ein.

m tRNAs werden iiber hochspezifische Enzyme an ihren
3'-Enden mit einer bestimmten Aminosdure bela-
den. Die beladenen tRNAs binden iiber eine Sequenz
von drei Basen, dem Anticodon, an eine komple-
mentdre Sequenz an der mRNA (dem Codon).

m Auf diese Weise bringen sie die Aminosduren zum Ort
der Proteinsynthese, den Ribosomen, und die Codon-
Anticodon-Basenpaarung definiert, welche Aminosdure
in eine wachsende Polypeptidkette eingebaut wird.

ins beinhalten, miissen die Introns wihrend des Prozes-
ses der Genexpression entfernt und die Exons basenge-
nau zu einer Einheit (einen offenen Leserahmen)
zusammengefiigt werden. Demnach ist die nach der
Transkription eines Mosaikgens gebildete RNA nicht
sofort fiir die Translation bereit. Das Entfernen der
Introns ist Teil einer mehrstufigen Prozessierung des
priméaren Transkripts. Diese Prozessierung lauft in allen
eukaryontischen Zellen prinzipiell gleich ab und hingt
nicht davon ab, ob ein Gen Introns enthalt oder nicht.
Zu Beginn der Prozessierung eukaryontischer Pra-
mRNAs wird ein 7-Methylguanin-Nukleotid (m’G) als
Kappe an das 5'-Ende der RNA gehingt (o Abb.3.13).
Die m’G-Kappe wird wihrend der laufenden Tran-
skription an das 5‘-Ende der noch wachsenden mRNA
geheftet. Im Zellkern bindet ein Proteinkomplex (cap-
binding complex) an die m’G-Kappe und organisiert das
nachfolgende Spleifien, die 3°-Prozessierung sowie den
Export der Pra-mRNA ins Zytoplasma durch Rekrutie-
rung entsprechender anderer Proteine wie beispiels-
weise des Spleiflosoms. Die Transkription stoppt in der
Nachbarschaft der Konsensussequenz 5'-AAUAAA-3,
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o Abb.3.12 Genstruktur bei Eukaryonten: Eukaryontische Transkriptionseinheiten bestehen aus einem Promotor, dem
Gen und einem Transkriptionsterminator. Gene sind typischerweise in proteincodierende Exons (rot) und nichtcodie-
rende Introns (blau) unterteilt. Nach der Transkription sind die Introns (hellblau) in der Pra-mRNA weiterhin vorhanden,
d. h. diese RNA muss zundchst prozessiert werden, bevor die Translation stattfinden kann.

die als Erkennungsstelle fiir die sog. Polyadenylierung
der mRNA dient. Polyadenylierung bedeutet, dass euka-
ryontische mRNAs an ihren 3'-Enden matrizenunab-
héngig mit einem Poly(A)-Schwanz aus 150 - 200 Ade-
nosin-Nukleotiden verlangert werden (o Abb. 3.14). Das
Poly(A)-Ende ist fiir den Export der im Zellkern herge-
stellten und prozessierten mRNA sowie fiir ihre Stabili-
tat von Bedeutung. Schliefilich werden in einem letzten
Prozessierungsschritt, dem Spleiflen (splicing), die
Introns aus der primaren mRNA entfernt (o Abb. 3.14).
Dabei werden die Introns entfernt und die Exons basen-
genau miteinander verbunden, sodass ein durchgehen-
der Leserahmen entsteht, der die gesamte Aminoséure-
sequenz eines Proteins umfasst. Typischerweise konnen
aus eukaryontischen Mosaikgenen durch alternatives
Spleiflen aus einer Pra-mRNA mehrere verschiedene
mRNAs und somit verschiedene Proteine hergestellt
werden (oAbb.3.15). Im Zytoplasma rekrutiert der
Cap-binding Complex den Translations-Initiationsfak-
tor e[F4G und die Helikase eIF4A zum 5°-Ende der
mRNA. eIF4G rekrutiert das Poly(A)-bindende Protein
(poly(A)-binding protein, PABP1), sodass ein Protein-
komplex mit einer pseudozirkuldr gebundenen mRNA
entsteht. Das stellt sicher, dass nur vollstdndig prozes-
sierte mRNA translatiert wird. Zusammen mit anderen
Faktoren bindet die mRNA schliellich an das Ribosom
zur Initiation der Translation.

Promotoren in Eukaryonten unterscheiden sich
grundlegend von Promotoren in Prokaryonten. Das liegt
in erster Linie daran, dass eukaryontische RNA-Polyme-
rasen nicht wie prokaryontische RNA-Polymerasen
selbst den Promotor erkennen. Die Erkennung wird viel-
mehr durch einen sog. Priinitiationskomplex vermittelt.
Das ist ein als TFIID bezeichneter Multiproteinkomplex,
der aus verschiedenen Transkriptionsfaktoren besteht
und der an dem Promotor sequenziell aufgebaut wird.
Oft ist die Erkennungssequenz, an der der Priinitiations-
komplex positioniert wird — dhnlich wie das -10-Ele-
ment prokaryontischer Promotoren -, eine TATA-Box.

Der zentrale Transkriptionsfaktor, der TATA-Boxen
sequenzspezifisch bindet, ist TBP (TATA-binding pro-
tein). TATA-Boxen liegen im Bereich von 26 - 34 bp
oberhalb der Initiationsstelle fiir die Transkription. Sie
konnen auch als Core-Promotoren bezeichnet werden.
Die Bindung von TFIID an die DNA wird durch weitere
Transkriptionsfaktoren stabilisiert, und schliefllich wird
durch Rekrutierung der RNA-Polymerase II ein Initia-
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o Abb.3.13 Allgemeine Struktur der 7-Methylguanin-
Kappe eukaryontischer mRNAs: Ein 7-Methylguanosin ist
liber eine 5'-5'-Triphosphatbriicke mit dem ersten tran-
skribierten Nukleotid verbunden. Die m’GpppN-Struktur
wird auch als Cap 0 bezeichnet. In Sdugetierzellen ist die
Ribose des ersten Nukleotids der mRNA am 2'-0H in der
Regel methyliert (Cap 1). Es kénnen auch die Ribosen der
ersten beiden Nukleotide methyliert sein (Cap 2).
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o Abb.3.14 Prozessierung eukaryontischer Transkripte: Die Prozessierung eukaryontischer mRNAs geschieht in drei
Schritten: Capping, Polyadenylierung und SpleiBen. Das Anbringen der 7-Methylguanin-Kappe (MeG) ist der erste
Schritt, er passiert noch wahrend der Transkription, wenn die Pra-mRNA gerade einmal ca. 30 Basen lang ist. Die Poly-
adenylierung, also die Anheftung von poly(A) an das 3'-Ende der RNA (A,), kann erst erfolgen, nachdem die Pra-mRNA
komplett gebildet wurde. Das SpleiRen kann bereits wahrend der Transkription beginnen und mit der 3'-Prozessierung
parallel verlaufen. Die Exons (1 - 5) werden dabei basengenau zusammengefiigt, sodass ein durchgehender Leserah-
men fiir die Translation eines Proteins resultiert.
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o Abb.3.15 Alternatives SpleiBen: Sind in einem Gen mehrere Introns vorhanden, bietet sich die Moglichkeit, verschie-
dene Exons miteinander zu verbinden. Daraus resultieren verschiedene mRNAs bzw. Proteinprodukte. Im gezeigten Bei-
spiel kann alternativ zur bereits bekannten mRNA 1 das Exon 1 mit Exon 3 verbunden (rote Linie) werden, sodass Exon 2
nichtin der reifen mRNA 2 vorhanden ist. Alternatives SpleiRen geschieht nicht zufdllig: Solche Prozesse sind in der Zelle

streng reguliert.

tionskomplex gebildet (o Abb.3.16). Die RNA-Polyme-
rase II beginnt dann die Transkription an einer pyrimi-
dinreichen Sequenz, die als Initiator bezeichnet wird.
Zwei weitere typische Promotor-Elemente, die CCAAT-
Box und die GGGCGG-Box (auch GC-Box genannt),
findet man haufig oberhalb der TATA-Box. Thre Positio-
nen relativ zur TATA-Box sind allerdings variabel. Euka-
ryontische Promotoren sind bei weitem nicht so klar auf-
gebaut wie prokaryontische Promotoren. Beispielsweise
sind eine ganze Reihe eukaryontischer Promotoren
bekannt, die keine TATA-Box besitzen.

Oft wird die Aktivitdt eukaryontischer Promotoren
durch Sequenzmotive auf der DNA beeinflusst, die zum
Teil sehr weit vom Transkriptionsstart entfernt liegen.
Noch iiberraschender war es, als man feststellte, dass

derartige Elemente auch in Introns, also mitten in
einem Gen, oder gar hinter einem Gen lokalisiert sein
konnen. Diese Elemente werden als Enhancer-Ele-
mente bezeichnet, wenn sie die Stirke des Promotors
positiv beeinflussen. Dagegen haben Silencer-Elemente
einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt des Promo-
tors. Innerhalb des Enhancers lassen sich wiederum
Sequenz-Motive definieren, die zum Teil als eigenstdn-
dige Enhancer fungieren konnen, zum Teil im Enhan-
cer selbst redundant vorhanden sind oder die auch in
anderen Enhancern auftreten. An sie binden Faktoren,
die mit dem Priinitiationskomplex am Kern-Promotor
wechselwirken und auf diese Weise die Transkription
verstarken. Dazu muss jedoch die DNA zwischen dem
Kern-Promotor und dem Enhancer eine Schleife bil-
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o Abb.3.16 Aufbau des RNA-Polymerase-Il-Initiations-
komplexes: TFIID bindet an die TATA-Box im Promotorbe-
reich eines Gens. Der TFIID/DNA-Komplex wird durch TFIIA
und TFIIB stabilisiert. Nur in Verbindung mit TFIIF kann die
RNA-Polymerase Il an diesen Komplex binden. Zwei wei-
tere Faktoren, TFIIE und TFIIH, komplettieren den Initia-
tionskomplex. TFIIH hat wichtige regulatorische Funktio-
nen an der RNA-Polymerase und enthadlt eine DNA-Heli-
kase, die die DNA am Transkriptionsstart entwindet und
damit die Initiation der Transkription ermdglicht.

den, um die weit voneinander entfernt liegenden DNA-
Bereiche in eine Nachbarschaft zueinander zu bringen.
Die Interaktion zwischen Kern-Promotor und Enhan-
cer erfolgt dann iiber Wechselwirkungen der Proteine,
die an die Regulator-Bereiche gebunden haben.

3.4 Posttranslationale Modifikationen an Proteinen

Zusammenfassung

®m Transkription lauft bei Eukaryonten im Prinzip
gleich ab wie bei den Prokaryonten. Allerdings ist
die Transkription in Eukaryonten komplexer regu-
liert und die RNA-Transkripte werden in der Regel
umfangreich prozessiert. Diese Prozessierung
umfasst das Anbringen eines 7-Methyl-Guanins
am 5'-Ende sowie die Polyadenylierung des
3'-Endes der primdren mRNA. Die Gene von Euka-
ryonten bestehen meist aus einem Mosaik von
proteincodierenden Bereichen (Exons) und nicht-
codierenden Bereichen (Introns). Dadurch ist
bedingt, dass im letzten Schritt der Prozessierung
eukaryontischer Pra-mRNAs die Introns basenge-
nau entfernt werden miissen (SpleiRen).

3.+ Posttranslationale Modifikationen an
Proteinen

In Eukaryonten kénnen Proteine auf unterschiedlichste
Weise wihrend oder nach der Translation modifiziert
werden. Dazu zéhlen beispielsweise Acylierungen, Sul-
fatierungen, die f-Hydroxylierung von Aspartatresten,
die y-Carboxylierung von Glutamatresten oder die
Amidierung der freien Carboxylenden von Proteinen.
Posttranslationale Modifikationen konnen Proteine auf
vielfaltige Weise beeinflussen, etwa deren Faltung in die
korrekte Tertidrstruktur, die Stabilitat eines Proteins
innerhalb oder auflerhalb der Zelle oder die biologische
Funktionalitit — beispielsweise die katalytische Aktivi-
tat oder Wechselwirkung mit einem Rezeptor.

Manche Proteine miissen posttranslational acyliert
werden, um biologisch aktiv zu sein. Beispielsweise wer-
den auf manche Proteine Fettsduren {ibertragen, d. h.
die Proteine werden acyliert. Die C16-Fettsdure Palmi-
tinsdure wird in der Regel {iber einen Thioester an einen
Cysteinrest gebunden (Palmitoylierung). Die C14-Fett-
sdure Myristinsdure wird dagegen exklusiv iiber eine
Amid-Bindung an N-terminale Glycinreste gekoppelt
(Myristoylierung). Durch Acylierung erwerben die Pro-
teine meist die Fahigkeit, mit Membranen zu interagie-
ren. Oft ist diese Fahigkeit essenziell fiir die Funktions-
fahigkeit des entsprechenden Proteins. Hieraus ergeben
sich auch attraktive Ansitze fiir eine Pharmakotherapie.
Durch Hemmung der Acylierung konnten sich fehlre-
gulierte Varianten derartiger Proteine in ihrer Funktion
inhibieren lassen. Interessante Beispiele fiir einen sol-
chen Therapieansatz sind die Proteine p60°™ und p21™.
In beiden Fillen handelt es sich um Onkogen-Produkte,
d. h. um Proteine, die an der Entstehung von Tumoren
beteiligt sind. Sie fungieren normalerweise als Teilsta-
tionen innerhalb komplexer Signalkaskaden, an deren
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Enden Signale zur Zellteilung in den Kern gelangen.
Sind die p60° - bzw. p21™-codierenden Gene mutiert,
lassen sich die Proteine nicht mehr inaktivieren und
senden stdndig Proliferationssignale aus. Beide Proteine
sind in ihrer aktiven Form obligat acyliert. Es konnten
daher Inhibitoren entwickelt werden, die die Acylierung
dieser Proteine verhindern, um damit die gestorte
Funktion der Proteine zu neutralisieren. Damit wére der
unphysiologische Teilungsreiz der betroffenen Zelle
abgestellt. Die Zelle wiirde wieder einer geregelten
Wachstumskontrolle unterliegen und sich nicht perma-
nent teilen. Dies ist eines von vielen attraktiven neuen
Konzepten, Tumore kausal zu behandeln.

Die Carboxylierung von Glutaminsédure-Seitenket-
ten (y-Carboxylierung) durch eine Vitamin-K-abhin-
gige mikrosomale y-Carboxylase erméglicht Proteinen
eine Bindung von Calcium und kann sich auf die biolo-
gische Aktivitdt der entsprechenden Proteine auswir-
ken. Innerhalb der Blutgerinnungskaskade beispiels-
weise gibt es verschiedene Proteine, wie die Faktoren II,
IX, X und das Protein C, die umfassend y-carboxyliert
werden. Generell verlieren diese Proteine ihre biologi-
sche Aktivitit, wenn diese typische 4-Carboxyglutamat-
Modifikation ausbleibt. Die mikrosomale Carboxylase
steht nicht in allen fiir die biotechnologische Produk-
tion von Proteinwirkstoffen etablierten Zellsystemen
zur Verfiigung, sodass darauf geachtet werden muss,
dass die eingesetzten Produktionszellen ausreichend
mit den entsprechenden Enzymen ausgestattet sind.

Besondere Beachtung bei der biotechnologischen
Produktion rekombinanter Proteinwirkstoffe verdienen
Proteine, die als inaktive Vorlduferproteine von der
Zelle hergestellt werden und nach der Sekretion in das
Plasma proteolytisch aktiviert werden miissen. Die ver-
schiedenen Blutgerinnungsfaktoren sind auch hierfiir
gute Beispiele. Diese Faktoren werden physiologisch
erst nach der Stimulation der Blutgerinnungskaskade
durch Proteolyse aktiviert. Sollen solche Proteine als
Wirkstoffe die Blutgerinnung regulieren, muss man ent-
scheiden, ob die Faktoren in der inaktiven (aber in das
Plasma sekretierten) Vorstufe produziert werden sollen
(z. B. Faktor VIII) oder ob woméglich ein bereits akti-
vierter Faktor hergestellt werden muss, wie beispiels-
weise Faktor VIIa, der gegeben wird, um eine Resistenz
des Patienten gegen Faktor VIII zu umgehen.

Eine Herausforderung ist die Herstellung therapeuti-
scher Glykoproteine. Fehlende oder falsche (d. h. nicht
fur menschliche Zelle typische) Glycosylierungen kon-
nen (miissen aber nicht) die Funktion des Proteins beein-
flussen oder kénnen den Patienten durch immunologi-
sche Reaktionen gefihrden. Glycosylierungsmuster auf
Proteinen sind prinzipiell in jedem Organismus unter-
schiedlich, und es ist duflerst schwierig, die fiir humane
Zellen typischen Glycosylierungsmuster von Proteinen
in biotechnologisch erzeugten Produkten nachzuahmen.

Die biotechnologisch herausfordernden Probleme
der posttranslationalen proteolytischen Prozessierung
und Glycosylierung von Proteinen sollen nachfolgend
etwas ausfiihrlicher betrachtet werden.

3.4.1  Proteolytische Prozessierung von
Proteinen
Die meisten humanen Proteine, die bisher als Wirk-
stoffe fiir die Therapie entwickelt wurden, erfiillen ihre
Funktionen extrazellulér, z. B. als Hormone, Zytokine
oder Antikorper. Dieser Umstand bedingt einige Uber-
legungen hinsichtlich der biotechnologischen Produk-
tion solcher Proteine, die wir uns kurz vor Augen fiih-
ren miissen. Vor allem geht es darum, zu verstehen, dass
extrazelluldre Proteine auf dem sekretorischen Weg von
der Zelle ausgeschleust werden und dabei proteolytisch
modifiziert werden.

Proteinsynthese findet an den im Zytoplasma lokali-
sierten Ribosomen statt. Somit ist leicht vorstellbar, dass
neu gebildete Proteine auch im Zytoplasma entstehen.
Wie verhdlt es sich aber mit Proteinen, die in eines der
intrazelluldren, von Membranen umschlossenen Kom-
partimente der Zelle, wie z. B. in Lysosomen oder in das
endoplasmatische Retikulum, oder sogar in den Extrazel-
lularraum transportiert werden miissen, um ihre Funk-
tionen ausiiben? Solche Proteine werden nicht etwa nach
ihrer Synthese aus dem Zytoplasma in das jeweilige Kom-
partiment gebracht, sondern sie werden direkt in ein
Membransystem hinein synthetisiert, und zwar in das
Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER). Von
dort aus werden die Proteine dann iiber einen vesikuldren
Transport auf ihre jeweiligen Bestimmungsorte verteilt.

Die Synthese und der Transport von Proteinen in das
ER sind gekoppelt. Proteine, die in ein Membrankom-
partiment gehoren oder sekretiert werden sollen, tragen
ein Signalpeptid, das von den im Zytoplasma vorhande-
nen Ribosomen zuerst translatiert wird (o Abb.3.17).
Das entstandene Signalpeptid wird dann von einem
spezialisierten Proteinkomplex (signal recognition par-
ticle, SRP) gebunden. Dieses hilt die Proteinsynthese
zunidchst an, sodass der gesamte Komplex aus SRP und
Ribosom iiber einen speziellen SRP-Rezeptor an die
Auflenseite der ER-Membran binden kann. ER-Memb-
ranen, die mit Ribosomen besetzt sind, nennt man auf-
grund des Aussehens im Elektronenmikroskop auch das
raue ER. Uber den SRP-Rezeptor kommt das Ribosom
in Kontakt mit einem Kanalprotein, dem Protein-Trans-
lokator. Die wachsende Polypeptidkette wird nun durch
den Protein-Translokator hindurch in das ER-Lumen
synthetisiert, wobei das Signalpeptid an den Transloka-
tor gebunden bleibt (o Abb.3.17). Ist das gesamte Pro-
tein durch die Pore gefidelt, schneidet die im ER-Lumen
vorhandene Signalpeptidase das Signalpeptid ab und
das Protein befindet sich frei im ER-Lumen, wo es sich
in seine funktionale Tertidrstruktur faltet.
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o Abb.3.17 Proteinsynthese am rauen endoplasmatischen Retikulum (ER): (A) Nach Beginn der Translation wird das frisch
synthetisierte Signalpeptid vom SRP (signal recognition particle) gebunden. Die Translation wird kurzzeitig unterbrochen.
Der SRP-Ribosomen-Komplex bindet an SRP-Rezeptoren an der Auenseite des ER und bringt dadurch das Ribosom in Kon-
takt mit einem Ribosomen-Rezeptor und einem Protein-Translokator. Das Protein wird nun durch die Pore des Protein-
Translokators hindurch in das Lumen des ER synthetisiert. Das Signalpeptid bleibt dabei im Translokator hangen. Nachdem
das Protein komplett translatiert wurde, zerfallt der Translokatorkomplex und das Signalpeptid wird durch eine Signalpepti-
dase (roter Pfeil) vom Rest des Proteins abgeschnitten. Das frei im ER-Lumen befindliche Protein kann sich nun in seine
dreidimensionale Struktur falten. (B) Gezeigt ist der Aminoterminus des Insulins. Das Signalpeptid ist blau hervorgehoben.
Sekretierte Proteine wie Insulin beginnen nicht mit der Aminosdure Methionin, da sie wahrend des Exports in das ER von
einer Signalpeptidase gespalten werden. Fiir die Herstellung eines rekombinanten Proteins bedeutet das, dass man entwe-
der das Praprotein in einer Zelle herstellen muss, die den sekretorischen Weg beherrscht und das Praprotein prozessieren
kann (1), oder man exprimiert das reife Protein, muss dann allerdings durch Design der cDNA dafiir sorgen, dass ein artifi-
zielles Translations-Startcodon eingefiihrt wird, das ein zusatzliches Methionin in das Protein einbringt (2).

Proteine, die ein Signalpeptid tragen, das wihrend
der Translation des Proteins in das ER entfernt wird,
werden als Prdproteine bezeichnet (o Abb.3.17). Wir
haben am Beginn dieses Kapitels gelernt, dass jedes Pro-
tein mit einem Methionin beginnt, weil die Ribosomen
den Beginn eines proteincodierenden Leserahmens an
dem Translations-Startcodon AUG erkennen. Prépro-
teine sind insofern eine Ausnahme, dass sie zwar kon-
ventionell translatiert werden und mit Methionin
beginnen, dass aber die Signalsequenz beim Export in
das ER abgeschnitten wird und damit kein Methionin
mehr am Anfang des reifen, aktiven Proteins vorhanden

ist. Das stellt fiir die biotechnologische Produktion sol-
cher Proteine eine Herausforderung dar, da den Ribo-
somen in egal welchen Expressionszellen grundsitzlich
ein Gen mit Translations-Startcodon présentiert wer-
den muss, damit ein rekombinantes Protein gebildet
wird. Zur Lésung dieses Dilemmas gibt es zwei Ansitze:

® Die komplette genetische Information des Préapro-
teins wird in eine Wirtszelle eingebracht. Beherrscht
diese Wirtszelle den sekretorischen Weg und kann
Proteine in den extrazelluliren Raum transportieren,
wird das Priprotein wihrend der Translation in das
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ER prozessiert und die Signalsequenz entfernt,
sodass das reife Protein (ohne initiales Methionin)
im Kulturiiberstand der Zelle erscheint (o Abb. 3.17).
Zubeachten ist, dass es sich bei dieser Art des Exports
von Proteinen iiber das ER und den Golgi-Apparat
offensichtlich um eine Eigenschaft von Eukaryonten
handelt und Bakterien fiir diese Art der Expression
von Priproteinen nicht geeignet sind. Allerdings
haben auch eukaryontische Mikroorganismen wie
z. B. Hefen Probleme mit der Sekretion humaner Pra-
proteine, weil sich die Signalpeptide von Hefen und
Séugetierzellen hinreichend unterscheiden. Um von
Hefen effizient sekretierte Proteine zu erhalten, kann
man jedoch Kunstgene herstellen, die ein Signalpep-
tid aus einem Hefeprotein mit der Sequenz des reifen
humanen Proteins kombinieren.

# Die genetische Information des reifen Proteins wird
isoliert und ein AUG-Translations-Startcodon kiinst-
lich hinzugefiigt (0 Abb.3.17). Das ist die Methode der
Wahl zur bakteriellen Expression von Proteinen, die
eigentlich von humanen Zellen sekretiert werden. Ein
Nachteil dieser Strategie ist, dass derart hergestellte
und als Wirkstoffe eingesetzte Proteine ein zusétzli-
ches Methionin am Anfang des Proteins tragen. Da
dieses Methionin im physiologischen Vorbild, also
dem sezernierten Protein, fehlt, kann die Anwendung
solcher Wirkstoffe im Patienten zu immunologischen
Uberempfindlichkeitsreaktionen fithren.

Beide genannten Ansétze werden bei der Konstruktion
von Wirt-Vektor-Systemen fiir die industrielle Protein-
produktion bedacht und angewendet, wie wir spiter bei
der Diskussion der Herstellung rekombinanter Expres-
sionseinheiten fiir die Proteinproduktion und der Vor-
stellung einzelner Wirkstoffe sehen werden.

Viele Proteine miissen zusatzlich zur Abspaltung des
Signalpeptids weiter proteolytisch prozessiert werden,
um die aktive Form des Proteins zu generieren. In sol-
chen Fillen einer zweistufigen proteolytischen Prozes-
sierung nennt man das Vorlduferprotein Praproprotein.
Nach Abspaltung des Signalpeptids entsteht zunédchst
ein (inaktives) Proprotein, das anschliefend durch Ent-
fernen eines Propeptids zum reifen (aktiven) Protein
prozessiert wird (o Abb. 3.18).

Bei einigen Proteinen, die physiologisch durch post-
translationale proteolytische Spaltung aktiviert werden,
muss bei der biotechnologischen Herstellung entschie-
den werden, ob das aktive, reife Protein oder das inaktive
Proprotein hergestellt werden soll, wie beispielsweise bei
der Produktion von Proteinen der Blutgerinnungskas-
kade. Gegebenenfalls muss man eine Protease, die den
Wirkstoff durch Spaltung konvertieren kann, ebenfalls
rekombinant herstellen. Ein Beispiel hierfir ist die
unvollstindige Prozessierung des Blutgerinnungsfaktors
IX wihrend der Produktion des Wirkstoffs Nonacog alfa,
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o Abb. 3.18 Proteolytische Prozessierung von inaktiven
Vorlduferproteinen: Proteine, die vom Zytosol (dem Ort der
Proteinbiosynthese) in bestimmte membranumhiillte
Kompartimente der Zelle oder in den extrazelluldaren Raum
exportiert werden sollen, tragen am Aminoterminus Sig-
nalsequenzen. Diese Signalsequenzen werden bereits bei
der Synthese des Proteins in das Lumen des rauen endo-
plasmatischen Retikulums (ER) durch sogenannte Signal-
peptidasen entfernt (0 Abb. 3.17). Proteine, die solche
Signalsequenzen tragen, nennt man Praproteine, nach
Abspaltung des Signalpeptids entsteht das reife (aktive)
Protein. Muss das Protein nach der Abspaltung des Signal-
peptids noch zusatzlich proteolytisch gespalten werden,
nennt man das Vorlduferprotein Praproprotein. Nach
Abspaltung des Signalpeptids entsteht ein Proprotein, das
anschlieBend zum reifen Protein prozessiert wird.

die durch gleichzeitige Expression der Serin-Protease
PACEsol verbessert werden kann. PACE (paired basic
amino acid cleaving enzyme) ist eine Subtilisin-dhnliche,
im Golgi-Apparat lokalisierte Proproteinkonvertase, die
auch unter dem Namen Furin bekannt ist. Das Enzym
sorgt dafiir, dass Propeptide wihrend des Transfers von
Proproteinen durch ER und Golgi zur Zelloberfliche
abgespalten werden. PACEsol ist eine losliche (d. h. nicht
membrangebundene) Variante dieses Enzyms, die
gemeinsam mit dem eigentlichen Proprotein-Wirkstoff
exprimiert werden kann und aufgrund der Kolokalisie-
rung mit dem sekretierten rekombinanten Propeptid-
Wirkstoff in ER und Golgi fiir eine effiziente Abspaltung
des Propeptids sorgt, sodass das sekretierte, aktive Pro-
tein aus dem Kulturiiberstand gereinigt werden kann.

3.4.2  Glycosylierung von Proteinen

Wir unterscheiden zwei Typen von posttranslationalen
Glycosylierungen an Proteinen: die N-Glycosylierung
und die O-Glycosylierung. Bei der N-Glycosylierung wer-
den Kohlenhydratketten mit dem Séureamid in der Sei-
tenkette der Aminosdure Asparagin N-glycosidisch ver-
bunden. Bei der O-Glycosylierung werden in der Regel
die Hydroxylgruppen der Seitenketten von Serin oder



Threonin mit Oligosacchariden O-glycosidisch verbun-
den. Der Symbol-Gebrauch fiir die Darstellung der in den
Kohlenhydrat-Ketten von Glykoproteinen héufig vor-
kommenden Monosaccharide ist in o Abb. 3.19 gezeigt.

Das vollstandige Dokument des Consor-  [w]7=: [w]
tium for Functional Glycomics ist liber }
den nebenstehenden QR-Code abrufbar. [=]:£

N-Glycosylierung von Proteinen

Proteine, die in Vesikeln zu anderen intrazelluliren
Membransystemen (z. B. Lysosomen), zur Zellmem-
bran oder in den Extrazellularraum transportiert wer-
den sollen, werden direkt in das Lumen des ER hinein
synthetisiert (o Abb. 3.17). Die Proteine passieren dann
durch vesikuldren Transport vom ER aus die verschie-
denen Regionen des Golgi-Apparats, bevor sie von dort
weiter verteilt werden. Bereits wahrend der Synthese in
das ER-Lumen kénnen Proteine mit komplexen Koh-
lenhydrat-Ketten modifiziert werden.
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o Abb.3.19 Symbolik fiir Monosaccharide in 0- und
N-Glycanen an Proteinen (nach Symbol Nomenclature for
Glycans) Die Symbole sind jeweils fiir die farbige und
schwarz-weiRe Darstellung angegeben.
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Fiir die N-Glycosylierung von Proteinen wird zunéchst
ein an Dolicholpyrophosphat gebundenes Vorlaufer-Oli-
gosaccharid synthetisiert, das in allen eukaryontischen
Zellen gleich aufgebaut ist (o Abb. 3.20). Dolichol ist ein
aus 22 Isopren-Einheiten aufgebauter Polyterpen-Koh-
lenwasserstoff, der die ER-Membran mehrmals durch-
spannt und fiir eine feste Verankerung des Oligosaccha-
rid-Vorldufers im ER-Lumen sorgt. Das Vorldufer-Oligo-
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o Abb.3.20 Biosynthese und Struktur des universellen
N-Glycan-Vorldufers: Der universelle N-Glycan-Vorlaufer
GlcsMangGIcNAc, wird Schritt fiir Schritt aufgebaut. Der
erste Zucker (GIcNAc) wird tiber eine Pyrophosphatgruppe
an Dolichol gehdngt und damit auf der zytoplasmatischen
Seite des ER verankert. Die Bindungsenergie der Pyrophos-
phatgruppe wird spater benutzt, um das Glycan auf einen
Asparaginrest eines Proteins zu iibertragen. Zunachst wird
auf der zytoplasmatischen Seite des ER ein MansGIcNAc,-
Glycan aufgebaut. Die Energie fiir die Kniipfung der Bin-
dungen kommt jeweils aus der Hydrolyse der glycosidi-
schen Bindung der nukleotidaktivierten Zucker. Das an
Dolicholpyrophosphat gebundene MansGIcNAc,-Glycan
wird dann durch ein spezielles Transportprotein auf die
Lumenseite des ER transferiert (flipping). Hier wird das
Glycan weiter bis zum GlcsMangGlcNAc, aufgebaut. Dabei
dienen nicht nukleotidaktivierte Zucker, sondern an Doli-
cholphosphat aktivierte Zucker als Substrate.
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saccharid besteht aus den Zuckern Glucose (Glc),
Mannose (Man) und N-Acetylglucosamin (GlcNAc) und
hat die Zusammensetzung Glc;ManyGIcNAc, (o Abb. 3.20).

Der erste Schritt der N-Glycosylierung von Protei-
nen ist die Ubertragung des Oligosaccharid-Vorldufers
von Dolichol auf einen Asparaginrest des im ER-Lumen
synthetisierten Proteins (o Abb.3.21), wobei eine
B-standige N-glycosidische Bindung mit dem amidi-
schen Stickstoff der Asparagin-Seitenkette und der
C1-Hydroxylgruppe des ersten N-Acetylglucosamins
des Oligosaccharid-Vorldufers gebildet wird. Das modi-
fizierte Asparagin des Proteins ist Teil einer kryptischen
Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr, wobei X eine
beliebige Aminosdure aufler Prolin sein kann. Diese
kurze Sequenz wird von ER-stdndigen Oligosaccharyl-
transferasen erkannt, muss allerdings fiir das modifizie-
rende Enzym frei zugéngig sein, damit die Glycosylie-
rung tatsichlich durchgefithrt werden kann.

Wihrend des Transports N-glycosylierter Proteine
vom ER durch die Membranstapel des Golgi-Apparates
wird der Oligosaccharid-Vorldufer vielfach modifiziert.
Dabei wird der Glc;ManyGlcNAc,-Vorldufer zuerst teil-
weise wieder abgebaut, was als Trimmen (trimming)
bezeichnet wird. Im ersten Schritt des Trimmens spaltet
das im ER lokalisierte Enzym a-Glucosidase I die
a (1,2)-verkniipfte terminale Glucose vom Glc;ManyGle-
NAc,-Vorlaufer ab (o Abb.3.21, Schritt 1). Die nachfol-
genden terminalen a (1,3)-verkniipften Glucose-Einhei-
ten werden ebenfalls im ER abgespalten, und zwar von
dem Enzym a-Glucosidase II (o Abb.3.21, Schritt 2).
Diese initialen Glucose-Abspaltungen sind nicht nur als
Eingangsreaktionen fiir die nachfolgenden Glycan-
Modifikationen von Belang, die insbesondere zu den
komplexen N-Glycanen der Saugetierzellen fithren, son-
dern sie sind auch wichtige Signale fiir die Interaktion
der neu synthetisierten Proteine mit Chaperonen wie
Calnexin und Calreticulin, die den Proteinen beim Fal-
ten in die korrekte Tertidrstruktur assistieren.

Ein weiteres Trimmen durch ER- und Golgi-stindige
a (1,2)-Mannosidasen produziert verschiedene Isofor-
men gering mannosylierter Glycane, insbesondere
Man;GIcNAc, (o Abb. 3.21, Schritte 3 und 4). Im media-
len Golgi werden solche Oligomannose-Glycane durch
Hinzufiigen neuer Zucker-Einheiten weiter verdandert,
wobei diese nachfolgenden Modifikationen in jedem
Organismus unterschiedlich durchgefiihrt werden.

Auf dem Weg zur Bildung komplex aufgebauter
N-Glycane in Saugetierzellen folgt als nachster Schritt die
Ubertragung eines Molekiils GIcNAc durch die GlcNAc-
Transferase I (o Abb. 3.21, Schritt 5). Danach werden im
verzweigten Teil des GIcNAcMansGIcNAc, zwei Man-
nose-Einheiten durch a-Mannosidase II entfernt. Im wei-
teren Verlauf wird das Glycan durch verschiedene Isofor-
men der GlcNAc-Transferase mit weiteren GlcNAc-Ein-
heiten erweitert (o Abb.3.21, Schritt 7). In diesem

Stadium kann das entstandene Glycan fakultativ am ers-
ten GlcNAc des Glycan-Stamms durch eine a(1,6)-Fuco-
syltransferase mit einer Einheit Fucose modifiziert wer-
den (0 Abb.3.21, Schritt 8). Abschlieflend folgen zwei
Modifikationen, die insbesondere fiir N-Glycane von
Saugetierzellen typisch sind und hdufig in Glykoprotei-
nen aus anderen Spezies fehlen: Auf die terminalen
GlcNAc-Einheiten tibertrigt die f(1,4)-Galactosyltrans-
ferase zunachst jeweils eine Einheit Galactose (o Abb. 3.21,
Schritt 9), die dann als Akzeptor fiir terminale Sialinsdu-
rereste dient, die wiederum von Sialyltransferasen meist
in a(2,3)- oder a(2,6)- Verkniipfung angelagert werden.

Wie aus o Abb. 3.22 ersichtlich ist, werden N-Glycosy-
lierungen in verschiedenen Eukaryonten hochst unter-
schiedlich ausgefiihrt. In Saugetierzellen inklusive des
Menschen werden extrazellular aktive Glykoproteine in
den meisten Fillen mit komplexen N-Glycanen modifi-
ziert, die sich insbesondere durch die Préasenz einer ter-
minalen Schicht aus Sialinsdure auszeichnen. Seltener
werden in Siugetierzellen N-Glycane vom Highman-
nose-Typ gebildet, die das vorherrschende Glycosylie-
rungsmuster in eukaryontischen Mikroorganismen wie
Pilzen bilden. Die N-Glycane in Pflanzenzellen bestehen
meist aus nur wenigen Mannose-Einheiten, die auch als
Paucimannose bezeichnet werden. Sie konnen weiter
mit GlcNAc modifiziert werden, enthalten aber in der
Regel kaum Galactose und keine terminale Sialinséure.
Pflanzliche N-Glycane tragen haufig a(1,3)-verkniipfte
Fucose am Stamm-GlcNAc sowie ((1,2)-verbundene
Xylosereste, was im Menschen nicht vorkommt und des-
halb als antigen erkannt wird. Insektenzellen bilden
ebenfalls hauptsichlich Paucimannose mit einem gerin-
gen Grad an GlcNAc-Modifikationen. Je nach Spezies
fehlt Insekten zumeist das Enzymsystem zum Transfer
von Galactose- und Sialinsdureresten, oder diese Enzym-
systeme sind in etablierten Zellkulturen zu schwach
exprimiert, um bei einer biotechnologischen Herstellung
von Glykoprotein-Wirkstoffen ausreichend zu einer
N-Glycosylierung vom komplexen Typ beizutragen.
N-Glycane aus Insektenzellen enthalten héiufig anstelle
der im Menschen typischen a(1,6)-Verkniipfung der
Fucose am Stamm-GlcNAc eine a(1,3)-Verkniipfung,
was im Menschen als antigen erkannt wird.

Wenn wir nachfolgend die verschiedenen, zur Verfii-
gung stehenden Expressionssysteme fiir die Herstellung
therapeutischer Glykoproteine diskutieren, wird es
immer wieder Thema sein, welche N-Glycosylierungs-
muster in biotechnologisch hergestellten Glykoprotein-
Wirkstoffen durch die Auswahl bestimmter Produktions-
zellen resultieren (o Abb.3.22) und wie diese Muster
gegebenenfalls an die bevorzugte N-Glycosylierung vom
Komplex-Typ in humanen Zellen angendhert werden
konnten (» Kap. 3.4.3). Dabei muss bedacht werden, dass
falsch ausgefithrte, d. h. von der humanen Glycosylie-
rungsform abweichende, Modifikationen zu Proteinen
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o Abb.3.21 N-Glycosylierung auf dem sekretorischen Weg: Gezeigt ist beispielhaft der N-Glycosylierungsweg in CHO-
Zellen. Die resultierenden N-Glycane sind wesentlich heterogener als hier dargestellt. Der Prozess der N-Glycosylierung
beginnt im endoplasmatischen Retikulum (ER). Zundchst wird ein universeller Glc;MangyGIcNAc,-Glycan-Vorldufer
(oAbb. 3.20) von Dolichol (Dol) auf einen Asparaginrest eines neu synthetisierten Proteins {ibertragen. Im Lauf des
Transports der Proteine vom ER zum Golgi-Apparat werden die Zuckerketten komplex modifiziert, bis das Protein
schlieBlich von der Zelle sezerniert wird. Einige beteiligte Enzyme sind: (1) a-Glucosidase I, (2) a-Glucosidase II, (3) ER-
a-Mannosidase, (4) Golgi-a-Mannosidase, (5) GIcNAc-Transferase | (GnT-1), (6) Golgi-Mannosidase I, (7.1) GIcNAc-
Transferase Il (GnT-11), (7.2) GnT-1V, (7.3) GnT-V, (8) a(1,6)-Fucosyltransferase, (9) p(1,4)-Galactosyltransferase und (10)
B-Galactosid-a(2,3)-Sialyltransferase. In Sdugetierzellen konnen die terminalen Sialinsdurereste a(2,3)- oder «(2,6)-
verbunden werden, allerdings exprimieren CHO-Zellen nur eine a(2,3)-Sialyltransferase.

mit beeintrichtigter Funktion oder Plasmastabilitét fiih-
ren kénnen (a'Tab. 3.1). Zudem kann es beim Einsatz von
Proteinwirkstoffen mit ,falscher Glycosylierung im
menschlichen Organismus zu potenten Unvertraglich-
keitsreaktionen kommen. Das liegt beispielsweise daran,
dass Verkniipfungen von Zuckern, die im menschlichen

Korper nicht vorkommen, als fremd erkannt und vom
Immunsystem attackiert werden konnen. Beispiele dafiir
sind B(1,4)-Fucose- und B(1,3)-Galactose-Verbindungen
mit N-Acetylglucosamin. Auflerdem wird geschatzt, dass
ca. 1 % der zirkulierenden IgG-Antikorper im humanen
Plasma gegen Gal-a(1,3)-Gal-B(1,4)-GlcNAc-Glycane
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3 Grundsdtze der Proteinexpression
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o Abb.3.22 Strukturen von N-Glycanen in ver-
schiedenen Organismen: (A) Darstellung der drei
prinzipiellen N-Glycan-Typen , Komplex", ,Hybrid"
und ,Highmannose". Der in Sdugetierzellen typi-
sche ,komplexe" N-Glycosylierungs-Typ umfasst
insbesondere terminale Galactose- und Sialinsau-
rereste. N-Glycane aus Saugetierzellen kénnen am
Stamm am ersten GIcNAc fucosyliert sein, wobei die
Verkniipfung stets Fucose-a(1,6)-GIcNAc ist. Die
terminalen Sialinsdurereste sind in der Regel a(2,3)-
oder a(2,6)-verbunden. (B) N-Glycosylierungen von
Hefe-Proteinen sind grundsatzlich vom Highman-
nose-Typ (Beispiel links) und enthalten keine sdu-
getiertypischen terminalen Galactose- und Sialin-
saurereste. Viele Hefe-Proteine sind zudem hyper-
mannosyliert (Beispiel rechts). (C) Pflanzen-Proteine
tragen meist gering mannosylierte N-Glycane

(= Paucimannose), die zum Teil GIcNAc und Galac-
tose, aber keine Sialinsdure enthalten. Pflanzliche
N-Glycane tragen hadufig a(1,3)-verkniipfte Fucose
am Stamm-GIcNAc sowie B(1,2)-verbundene Xylo-
sereste. Beides wirkt im Menschen antigen.

(D) Insektenzellen produzieren in der Regel gering
hypermannosylierte N-Glycane (= Paucimannose).
Je nach Spezies fehlt Insekten zumeist das Enzym-
system zum Transfer von Galactose- und Sialinsau-
reresten, oder diese Enzymsysteme sind in etablier-
ten Zellkulturen zu schwach exprimiert, um bei
einer biotechnologischen Herstellung von Glykopro-
tein-Wirkstoffen zu einer signifikanten N-Glycosy-
lierung vom komplexen Typ beizutragen. N-Glycane
aus Insektenzellen enthalten hdufig a(1,3)-ver-
kniipfte Fucose am Stamm-GIcNAc, was im Men-
schen als antigen erkannt wird.

gerichtet ist, vermutlich weil solche Epitope auf ver-
schiedenen Mikroorganismen vorkommen. Dies kann
zu fatalen IgE-vermittelten allergischen Reaktionen
bereits bei der ersten Anwendung eines therapeutischen
Proteins fithren, also vermeintlich ohne vorherige Sensi-
bilisierungsphase durch Erstkontakt mit dem Protein-
wirkstoff. Von besonderer Bedeutung fiir die Arzneimit-
telsicherheit sind auch die a(1,3)-Fucosylierung des
Stamm-GlcNAc, die in Pflanzen- und Insektenzellen
haufig vorkommt, sowie die pflanzentypische (1,2)-Ver-
bindung von Xylose und Mannose (o Abb.3.22). Beide
bilden im Menschen potente IgE-Epitope und kénnen
damit Allergien ausldsen.

Die kryptische Erkennungssequenz Asn-X-Ser/Thr
(X = alle Aminoséduren aufler Prolin) fiir potenzielle
N-Glycosylierungsstellen in einem Protein ist keine

Garantie dafiir, dass ein rekombinant hergestelltes Pro-
tein genau wie das physiologische Vorbild auch wirklich
an dieser Stelle N-glycosyliert wird. Unter physiologi-
schen Bedingungen wird ein Protein im Milieu des
endoplasmatischen Retikulums mit der Hilfe organis-
musspezifischer Chaperone mit hoher Wahrscheinlich-
keit in die korrekte Tertidrstrukur gefaltet. Diese kor-
rekte Faltung ist dann die Grundlage fiir die korrekte
Erkennung von potenziellen Glycosylierungsstellen
durch die entsprechenden Glycosyltransferasen. Wird
jedoch ein fiir den Organismus fremdes Protein expri-
miert, konnte die Faltung in dem fiir dieses Protein nicht
natiirlichen Milieu dazu fithren, dass bestimmte Glyco-
sylierungsstellen, die eigentlich glycosyliert werden soll-
ten, nicht erkannt werden. Auf der anderen Seite konn-
ten Konsensusmotive, die bei korrekter Faltung des Pro-



o Tab.3.1 Potenzielle Effekte von Glycosylierungen im
Kontext therapeutischer Proteine

Rolle bzw. Beispiel
Effekt
Forderung Die Glycan-Ketten der Gonadotropine FSH
der Protein- und LH spielen eine Rolle bei der korrek-
faltung ten Faltung der Proteine im endoplasma-
tischen Retikulum und der anschlieRen-
den Sekretion der Proteine.
Forderung Das Entfernen von zwei oder mehr N-Gly-
der Sekretion  canen von Erythropoetin bewirkt eine
von Protei- stark reduzierte Sekretion des Proteins aus
nen den Produktionszellen.
Forderung Die terminalen Mannose-Einheiten der
der Ligan- N-Glycane des Wirkstoffs Imiglucerase
denbindung bewirken die Aufnahme in Makrophagen
bzw. des iber die Bindung an Mannose-Rezepto-
Targetings ren.
Beteiligung Das Entfernen des an Asparagin-52
an der bio- gebundenen N-Glycans in Gonadotrop-
logischen inen verstdrkt die Rezeptorbindung, aber
Aktivitat von unterbindet die Aktivierung einer Signal-
Proteinen transduktion nach Rezeptorbindung.
Die N-Glycane von IgG-Antikdrpern spie-
len eine Rolle fiir die Effektorfunktion der
Antikdrper, wie beispielsweise die Fahig-
keit zur Auslosung antikdrperabhangiger,
zellvermittelter Zytotoxizitat (ADCC).
Stabilisie- a-Galactosidase ist an Position 184 N-gly-
rungvon cosyliert. Das Entfernen des N-Glycans
Proteinen flihrt zur Aggregation und Prazipitation
des Proteins.
Regulation Eine Verminderung des Sialinsduregehalts
der Plasma- fiihrt bei den meisten glycosylierten Pro-
halbwerts- teinen (z. B. Erythropoetin) zu einer ver-
zeitvon Pro-  stdrkten Elimination durch die Bindung an
teinen Asialoglykoprotein-Rezeptoren auf Hepa-

tozyten.

Mannose und N-Acetylglucosamin
exponierende Glykoproteine werden aus
der Zirkulation durch Zellen entfernt, die
Mannose-Rezeptoren tragen (z. B. Makro-
phagen).

teins eigentlich nicht zuganglich fiir Glycosylierungen
wiren, erkannt und glycosyliert werden. Dieses Phino-
men nennt man Makroheterogenitit, es ist ein grund-
satzliches Problem bei der heterologen Expression glyco-
sylierter Proteine. Aber auch selbst innerhalb einer
Zuckerkette kann die Zusammensetzung der Zucker
variieren (Mikroheterogenitit), sodass sowohl biotech-
nologisch erzeugte Glykoproteine als auch ihre physio-
logischen Vorbilder eigentlich immer als eine Mischung

3.4 Posttranslationale Modifikationen an Proteinen

sehr dhnlicher, aber im Detail der N-Glycane leicht ver-
schiedener Molekiile gebildet werden. Zudem wird die
N-Glycosylierung eines heterolog exprimierten Proteins
nicht nur vom verwendeten Wirtssystem und dem phy-
siologischen Status der Wirtszellen, sondern auch von
den Fermentationsbedingungen erheblich mitbestimmt.
Generell kénnen wir festhalten, dass rekombinante
humane Glykoproteine funktionell meist nur in Sauge-
tierzellen hergestellt werden konnen, da alternative
Expressionssysteme wie Insektenzellen oder Hefezellen
die entsprechenden enzymatischen Aktivititen nur
unzureichend bilden. Wie wir im Abschnitt iiber Gly-
coengineering sehen werden, gibt es mittlerweile inter-
essante Ansitze, um eine humantypische N-Glycosylie-
rung therapeutischer Proteine auch in nicht humanen
Expressionssystemen zu verwirklichen.

INN-Bezeichnungen fiir glycosylierte Protein-
wirkstoffe

Rekombinante Glykoproteine kdnnen in der Protein-
sequenz identisch sein, sich aber in ihren Glycosylie-
rungen etwas unterscheiden, wenn sie in verschiede-
nen Zellsystemen hergestellt werden. Da die abwei-
chenden Glykosylierungsmuster Einfluss auf die
biologische und damit die therapeutische Qualitat
haben kdnnen, ist es sinnvoll, diese Wirkstoffe vonei-
nander unterscheiden zu kénnen. Daher bekommen
Glykoprotein-Wirkstoffe entsprechend den Regularien
der International Nonproprietary Names (INN) for bio-
logical and biotechnological substances (WHO/EMP/
RHT/TSN/2019.1) in der Regel einen voll ausgeschrie-
benen griechischen Buchstaben als Namenszusatz. Die
griechischen Buchstaben werden in der Reihenfolge
des griechischen Alphabets verwendet, beginnend mit
nalfa”, ,beta”, etc. (z. B. Epoetin alfa, Epoetin beta).
Diese Bezeichnungen (Schreibweise alfa!) sind nicht zu
verwechseln mit der Namensgebung fiir physiologi-
sche Proteine wie Interferon alpha und Interferon beta
oder Tumornekrosefaktor alpha und Tumornekrose-
faktor beta, die unterschiedliche Aminosauresequen-
zen und gegebenenfalls unterschiedliche physiologi-
sche Funktionen haben.

0-Glycosylierung von Proteinen

Die O-Glycosylierung von Proteinen erfolgt relativ spit
im Golgi-Apparat. Im Gegensatz zur N-Glycosylierung
erfolgt die O-Glycosylierung nicht durch Ubertragung
eines vorgefertigten Oligosaccharids auf Proteine, son-
dern die Zucker werden einzeln durch spezifische Glyco-
syltransferasen auf die Hydroxylgruppen der Amino-
sdure-Seitenketten von Serin oder Threonin bzw. die
bereits vorhandenen Kohlenhydrate iibertragen. O-Gly-
cosylierungen sind schwieriger vorherzusagen als N-Gly-
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