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Vorwort

Vorwort zur 3. Auflage

Die Bedeutung der Biologie nimmt stetig zu, insbesondere seitdem es durch die moderne Biotechnik

und Gentechnik gelingt, die vielféltigen Leistungen von Mikroorganismen, pflanzlichen und tierischen

Zellen im Rahmen technischer Verfahren zum Vorteil flir den Menschen zu nutzen. So sind Erndhrung,

Gesundheit, Landwirtschaft, Chemikalienproduktion, Energieversorgung und Umweltschutz zentrale

Anwendungsschwerpunkte biotechnischer Verfahren.

Die aktualisierte (und korrigierte) 3. Auflage von , Fachwissen Biologie und Biotechnik” unterstiitzt

als fachsystematisches Nachschlagewerk und Arbeitsbuch fiir die Ausbildungsberufe im Berufsfeld

Chemie, Physik, Biologie die Lernfelder in den bundesweiten Rahmenlehrpléanen, die sich mit mikro-

biologischen Arbeitstechniken und biotechnischer Produktion befassen. Gleichzeitig gibt es durch die

Einbeziehung der Grundlagen der Biologie und Okologie einen Gesamtiiberblick (iber das Fachgebiet.

Das Buch kann unterrichtsbegleitend in der Berufsschule und der betrieblichen Aus- und Fortbildung

eingesetzt werden und eignet sich bevorzugt fir Chemikanten, Pharmakanten, Produktionsfachkrafte

Chemie, Biologielaboranten, Chemielaboranten, Lacklaboranten, Physiklaboranten sowie Industrie-

meister Chemie und Pharmazie.

Dariiber hinaus ist das Buch in der Fachschule fiir Technik, Fachrichtung Chemie- und Biotechnik, in der

Berufsfachschule fiir biologisch-technische Assistenz, im beruflichen Gymnasium Biotechnologie und

der gymnasialen Oberstufe ebenso einsetzbar wie fiir Fachkrafte fir Kreislauf- und Abfallwirtschaft

sowie fiir Studierende an den Hochschulen, wo es die Vorlesungen und Ubungen der entsprechenden

Studiengénge unterstlitzt. Da biotechnische Verfahren eine zunehmende Bedeutung haben, wird auch

der bereits im Berufsleben stehende Praktiker in diesem Buch niitzliche Hinweise finden, die ihm bei

der Einarbeitung in das entsprechende Arbeitsgebiet helfen kdnnen. Das Buch ,, Fachwissen Biologie
und Biotechnik” ist wie folgt gegliedert:

¢ Grundlagen der Biologie. Ausgehend von den Biomolekilen und der Zelle mit ihren Funktionen wird
der Zusammenhang zwischen Organisation und Funktion lebendiger Systeme erlautert.

e Mikrobiologie. Nach den Erscheinungsformen und Eigenschaften von Mikroorganismen wird deren
Rolle im Gesamtdkosystem ebenso behandelt wie ihre Bedeutung fiir den Menschen, insbesondere
ihr Einsatz im Rahmen biotechnischer Verfahren und der Gentechnik.

¢ Biotechnik. Schwerpunkte sind die Grundlagen der Gentechnik, der Umgang und die Kultivierung
von Mikroorganismen und Zellen, Bioreaktoren, biotechnische Produktionsprozesse sowie ausge-
wahlte Anwendungen der Biotechnik.

¢ Okologie. Die vielfaltigen Beziehungen der Lebewesen zu ihrer Umwelt werden ebenso behandelt
wie umweltbelastende Eingriffe des Menschen. Vorschriften auf dem Gebiet des Umweltschutzes
und MalBnahmen des Umwelt- und Arbeitsschutzes erganzen diesen Abschnitt.

In einem Vertiefungsteil werden zu ausgewahlten Inhalten ergédnzend und vertiefend Themen behan-

delt, die den Praxisbezug zu den entsprechenden Ausbildungsberufen herstellen. Der Abschnitt Uber-

prifen von Kenntnissen dient zum Wiederholen und Festigen des Gelernten. Bei den Formulierun-
gen der Fragen wurde bewusst eine Taxonomie verwendet, die fiir die Kenntnisziele unterschiedliche

Schwierigkeitsgrade vorsieht.

Um das Arbeiten mit dem Buch zu erleichtern, wurden zusammengehorende Kapitel moglichst auf

einer Seite bzw. einer Doppelseite untergebracht. Querverweise im Text weisen auf Zusammenhange

hin. Wichtige Sachverhalte sind als Merksatze hervorgehoben. Die Verwendung der Fachsprache ist
auf das notwendige MaR beschrankt. Im Hinblick auf den zeitlichen Rahmen fiir den Unterricht wurde
bei einigen Lernzielen erheblich didaktisch reduziert. Daflir sind die Bereiche betont, die beispielhaft
biotechnische Verfahren als moderne Technologie ausweisen, die bei der Bewaltigung drangender

Probleme der Menschheit erfolgreich eingesetzt werden kénnen.

Allen Nutzern dieses Buches wiinschen wir einen erfolgreichen Einstieg in die Grundlagen von Biologie

und moderner Biotechnik. Hinweise, die zur Verbesserung und Weiterentwicklung des Buches beitragen,

erbitten wir unter der Verlagsadresse oder per E-Mail (lektorat@europa-lehrmittel.de).

Winter 2019/2020 Autoren und Verlag
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I Grundlagen der Biologie

n Stoffwechselvorgange in Zellen

Ein Kennzeichen des Lebens ist der offene Austausch von Stoffen und Energie zwischen den Zellen
und ihrer Umgebung. Diese Vorgénge bezeichnet man in ihrer Gesamtheit als Stoffwechsel bzw. Meta-
bolismus (Bild 1).

3.1 Stoffwechseldefinition

) Assimilation. In allen Zellen werden aus aufgenommenen einfachen Stoffen standig zelleigene hoch-
komplexe Biomolekiile synthetisiert (aufgebaut). Das erfordert Energie seitens der Zelle (endergonische
(nicht freiwillig ablaufende) Reaktion) und wird als Assimilation bzw. auch als Anabolismus bezeichnet
(Seite 37).

) Dissimilation. Beim Abbau von organischen Nahrstoffen (z.B. Proteine, Kohlenhydrate, Fette) wird
Energie freigesetzt (exergonische (freiwillig ablaufende) Reaktion). Das bezeichnet man als Dissimilation
bzw. auch als Katabolismus (Seite 37).

» Heterotrophie und Autotrophie. Alle Lebenserscheinungen sind von der Zufuhr von Energie abhéan-
gig. Stammt diese Energie ausschliellich aus der Verwertung organischer Stoffe (z.B. aus pflanzlicher
Nahrung, Fleisch, Milch, Verwesungs- und Zersetzungsprodukten), sind die betreffenden Lebewesen
heterotroph (fremdernahrt). Heterotroph sind Menschen und Tiere, Pilze und die Giberwiegende Mehr-
zahl der Bakterienarten.

Da Pflanzen das Sonnenlicht als Primarenergiequelle nutzen, brauchen sie keine organischen Stoffe
zur Erndhrung. Pflanzen sind deshalb autotroph (selbsternahrt).

Sonnenlicht- >
energie 02
Dissimilation
Fotosynthese ATP
Glukose Energie
) ) far
Biologische Zellarbeit
Oxidation
P
+
Assimilation ADP
Stoffwechsel Wachstum Fortpflanzung Reizbarkeit Bewegung

Bild 1: Stoffwechselvorgange am Beispiel der Energieumsetzungen in Zellen (Schema)

Beispielhaft soll die Beschreibung folgender Stoffwechselvorgange die Vielfalt der Energie- und Stoff-
umsetzungen in den Zellen verdeutlichen:

e die Energietbertragung mithilfe der Biomolekule ATP und ADP,

¢ die Nutzung der Sonnenenergie (Fotosynthese),

e die Energiegewinnung durch biologische Oxidation und alkoholische Garung und

e der Aufbau der Zellproteine nach Anleitung der Erbsubstanz DNA (Proteinbiosynthese).



3 Stoffwechselvorgange in Zellen

3.2 ATPund ADP

) ATP (Adenosintriphosphat, Bild 1). Bei allen
Stoffwechselprozessen wird Energie umgesetzt
und Ubertragen. Das dafiir wichtigste Biomolekiil
ist das energiereiche ATP, das in allen Zellen vor-
kommt und an fast allen Stoffwechselreaktionen
unmittelbar beteiligt ist (Bild 2).

Der Energiegehalt von ATP riihrt von der ,inne-
ren Spannung” her, die das Molekil durch vier
benachbarte negative Ladungen in seinem Tri-
phosphatanteil hat. Dadurch kann jederzeit und an
jedem Ort in der Zelle die letzte Phosphatgruppe
PO,3~ unter Energiefreisetzung enzymatisch leicht
abgespalten werden.

I Energiefreisetzungsreaktion: ATP + H,0 — ADP + PO,% + Energie

Die freigesetzte Phosphatgruppe kann jetzt an an-
dere Moleklile Gbertragen werden, was als Phos-
phorylierung bezeichnet wird und diese Stoffe
ihrerseits energiereicher und damit reaktionsfa-
higer macht (Bild 3). Dieses Prinzip wird energe-
tische Kopplung genannt. Dadurch kénnen von
selbst nicht freiwillig ablaufende endergonische
Reaktionen auf diesem alternativen, mit einer ex-
ergonischen Reaktion gekoppelten Weg ablaufen.

» Regenerierung von ATP. Wie ein entladener
Akkumulator wird das ubrig gebliebene energie-
armere ADP (Adenosindiphosphat) z.B. in den Mi-
tochondrien bei der Energiegewinnung durch die
biologische Oxidation zu ATP regeneriert, indem
wieder eine Phosphatgruppe angelagert wird. ATP
steht dann ,aufgeladen” erneut zur Verfiigung
(Seite 40).

N:—Iz L Phosphat
& S
NT ¢ N \
| Adenin || || 0 o WO
\ / \ / Il
Sy HCHZOPOPOJ-P o
| c -C | I I \ [
o o |
/H OH\ |
| ““/| |
" |
ATP :Adenm-R|bose-P - P . P
ADP = Adenin- Ribose-P - P !

Bild 1: ATP-Molekil

AG = -30 kJ/mol

Zeitliche und raumliche
Trennung von Energie ver-
brauchenden und Energie
liefernden Reaktionen

Ist wie ein Akkumulator
eine jederzeit und Gber-
all verfigbare, portion-
ierte Energie

ATP in der Zelle

Beteiligt am Auf- und Abbau
von Stoffen, an Bewegung,
am Stofftransport gegen ein
Konzentrationsgefélle

Taglicher ATP-Umsatz
(Auf- und Abbau von

ADP/ATP) beim Men-
schen etwa 70 kg

Bild 2: ATP als Energielibertrager in der Zelle
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(z.B. Stoffsynthese)

C+D

ADP

Zeitlicher Reaktionsverlauf —=

reaktionen beteiligt.

Bild 3: Energielibertragung durch das ATP-ADP-System (Schema)

ATP ist als ein universeller Energielibertrager und Energiespeicher an nahezu allen Stoffwechsel-

37
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I Grundlagen der Biologie

3.6 Proteinbiosynthese

Die Synthese von Proteinen in der Zelle steht unter der Kontrolle der DNA mit ihren Genen und wird in
den beiden Schritten Transkription und Translation umgesetzt.

» Gen und Genom. Verschlisselt mit dem genetischen Code informiert die DNA lber die Aminoséau-
resequenzen aller Proteine (Seite 9). Dabei wird jeder DNA-Abschnitt, der Informationen fir die
Bildung eines oder mehrerer Proteine (sowie die verschiedenen RNA-Molekiile (Seite 16)) kodiert
und von einer Ablesestartregion (Promotor) und einer Ableseenderegion (Terminator) begrenzt wird,
als Gen bezeichnet (Bild 1, nachfolgende Seite).

Alle Gene eines Lebewesens bilden zusammen das Genom. So umfasst das menschliche Genom etwa
22000 Gene fiir die am Aufbau und der Funktion des Korpers beteiligten Proteine.

» Genetischer Code. Da Proteine in ihren Ketten |1, position 2. Position (Mitte) 3. Position
20 verschiedene Aminosauren enthalten, sind zu (5'-Ende) (3'-Ende)
ihrer Verschlisselung auch 20 informatorische U C A G
Einheiten der DNA notwendig. Die DNA verfugt
aber nur Uber die vier verschiedenen Nukleoti- PheF | SerS [ TyrY | CysC u
de mit den Basen Adenin, Thymin, Cytosin und U Phe F [ SerS | TyrY [ CysC c
Guanin, abgekirzt A, T, C und G. Deshalb sind ::ZE:: gz:g ggx S.I.T‘?\F;\;’ é
jeweils drei benachbarte Nukleotide auf einem
DNA-Strang als sogenanntes Triplett bzw. Codon LeuL | ProP | HisH | ArgR u

. . R . LeuL | ProP | HisH | ArgR (o3
zu informatorischen Einheiten zusammengefasst c LeuL | ProP | GIna | ArgR A
und kodieren jeweils fiir eine Aminosaure. LeuL | ProP | GInQ | ArgR G
Die Zuordnung der Codons zu den Aminosauren %:2% 12: $ 22: m gZIg g
zeigt Bild 1. Vereinbarungsgemald bezieht sich A Hel [ ThrT | LysK | ArgR A
der genetische Code auf die RNA, die in Form der Mset;'r\t"/ ThrT | LysK [ ArgR G
mRNA als DNA-Abschrift fur die Proteinbiosynthe- ValV | AlaA | AspD | Gly G U
se zustandig ist. Die RNA unterscheidet sich von G valV | AlaA | AspD | Gly G c
der DNA vor allem durch die Ersetzung der Base ValV | AlaA | GIuE | GlyG A
Thymin durch die funktionell gleichwertige Base ValV | AlaA | GIUE | GlyG G
Uracil, abgekurzt mit U. Bild 1: Genetischer Code (zu den Abkiirzungen der

Aminoséauren siehe Seite 10)
Im genetischen Code gemaR Bild 1 steht z.B. das
Codon UUU fir die Aminosaure Phenylalanin, AAG fir Lysin. Da aus A, U, C und G nach den Gesetzen
der Kombinatorik 43 = 64 verschiedene Codons gebildet werden kénnen, existieren fiir zahlreiche Ami-
nosauren mehrere Codons. Zusatzlich signalisiert AUG als Startcodon den Anfang eines Gens und ein
entsprechendes Stoppcodon wie UAA das Ende.

Alle Lebewesen benutzen den gleichen genetischen Code, was als Universalitat des genetischen Code
bezeichnet wird. So konnen Viren in andere Zellen eindringen, ihre Gene in die DNA der befallenen Zelle
einschleusen und sie zwingen, neue Viren zu bilden. Auch die Gentechnik nutzt die Tatsache, dass der
genetische Code universell ist. So kann man beispielsweise Gene des Menschen auf Bakterien Gber-
tragen und sie so veranlassen, menschliche Proteine zu produzieren (Seite 82).

) Transkription. Die Biosynthese von Proteinen beginnt damit, dass von den entsprechenden Genen auf
der DNA Genkopien in Form einer Boten-RNA (mRNA, von engl. messenger = Bote) angefertigt werden
(Bild 1, nachfolgende Seite). Diese Informationstibertragung von DNA auf die mRNA (Transkription)
ist vorteilhaft, weil Genkopien als relativ kleine Moleklile leicht aus dem schiitzenden Zellkern zu den
Ribosomen im Zellplasma transportiert werden kénnen. AuRerdem kénnen von einem Gen Hunderte
von Kopien hergestellt werden, die nach Beendigung ihrer Aufgabe wieder zerstort werden. Diese
Moglichkeit einer Genregulation ist fiir den Stoffwechsel unverzichtbar.

Zur Biosynthese eines bestimmten Proteins wird zunachst durch das Enzym RNA-Polymerase derjenige
Bereich der DNA-Doppelhelix gedffnet, der das gewlinschte Gen enthéalt. An die dann freiliegenden
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Nukleotide eines der beiden, des sogenannten Matrizenstrangs, lagern sich nach dem Prinzip der Ba-
senpaarung die entsprechenden komplementaren RNA-Nukleotide an und werden durch die RNA-Po-
lymerase zum einstrangigen mRNA-Molekiil verbunden, das sich dann vom Matrizenstrang I6st, um zu
den Ribosomen zu gelangen. Das geschieht bei Bakterien (Prokaryoten) mit frei in der Zelle liegender
DNA direkt und die Transkription ist damit beendet, denn Bakteriengene besitzen zwischen Promotor

und Terminator nur lickenlos angeordnete Codons.

Bei Pflanzen, Tier und Mensch (Eukaryoten) wird
die mRNA zunéachst noch bearbeitet, da zahlreiche
Gene je nach GengrolRe aus unterschiedlich vielen
Abschnitten, den sogenannten Exons und Introns
bestehen. Exons enthalten die Codons fiir die Ami-
nosauren, wahrend Introns nicht Aminosauren
kodierende Nukleotide enthalten. Durch spezielle
Enzyme werden beim sogenannten Spleil3en die
Introns entfernt und die verbleibenden Exons zur
funktionsfahigen mRNA verknupft, die dann aus
dem Zellkern durch Kernmembranporen in das
Zellplasma gelangt (Bild 1).

» Translation (Bild 2). An den Ribosomen werden
bei der sogenannten Translation die Aminoséaure-
ketten der Proteine synthetisiert. Die Aminosauren
stammen aus den Nahrungsproteinen und werden
dazu an spezielle Transport-RNA-Molekdle (tRNA,
engl. transfer = Transport) gebunden und ebenfalls
zu den Ribosomen transportiert.

Entsprechend den Codons des genetischen Codes
gibt es die dazugehdrigen tRNA-Moleklle mit je-
weils einer Region aus drei freiliegenden Basen als
Anticodon, welche die entsprechenden Codons
der mRNA als Partner erkennen. An einer zweiten
Region der tRNA ist die dem Codon entsprechen-
de Aminosaure gebunden.

Die Translation startet mit dem Startcodon AUG
(Methionin). Bei der Proteinbiosynthese bewegen
sich nun die Ribosomen an der mRNA schrittweise
entlang. Bei jedem Schritt wird diejenige tRNA mit
ihrer angehangten Aminosaure kurz gebunden, die
das passende Anticodon zum Codon der mRNA
besitzt. Die Aminosaure 16st sich dann von der
tRNA und verbindet sich mit der bereits vorhan-
denen Aminosaurekette. Diese Schritte werden
so oft wiederholt, bis ein Stoppcodon das Ende
der Translation signalisiert. Alle Aminosauren be-
finden sich damit an der vom Gen vorgegebenen
Position und die Aminosaurekette |6st sich vom
Ribosom. Nach der Faltung in die entsprechende
Raumstruktur ist das synthetisierte Protein funk-
tionsfahig, z.B. als Enzym, Hormon, Antikorper,
Muskelprotein oder Milchprotein (Seite 9).

Prokaryoten
DNA"

‘ Transkription
mRNA

; Translation
Proein - FDSDEUR
Eukaryoten
DNA" e — —

‘ Transkription
RNA L — —

SpleiBen

mRNA ——— —

* Translation
Protein 3\9q
" Matrizen- = Promotor = Terminator

strang - - = Exons Introns

Bild 1: Aufbau von Genen

Ke_rnhl'jlle\ w mRNA
mit Poren

Zellplasma S
Aminosauren
o8y
tRNA ogg
Protein

Anticodon

Codon

Bild 2: Ablauf der Proteinbiosynthese (Schema)

I Gene informieren liber die Aminosauresequenzen (den Aufbau) der Proteine. J
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E Biotechnisch wichtige Mikroorganismen und Zellen

In der biotechnischer Forschung, Entwicklung und Produktion wird nach wie vor vorteilhaft mit Mikro-
organismen gearbeitet, weil sie in der Handhabung vergleichsweise einfach sind. Die Kultivierung von
Zellen pflanzlicher, tierischer oder menschlicher Herkunft in Zellkulturen aul3erhalb des Organismus in
einem Nahrmedium in Bioreaktoren ist dagegen wesentlich komplexer und stellt erhohte Anforderun-
gen hinsichtlich der Bioprozesstechnik. Sie ist aber vor allem in der roten Biotechnik fir die Herstellung

von biopharmazeutischen Wirkstoffen unverzichtbar.

21 Produktionsorganismen in der Biotechnik

» Produktionsmikroorganismen. Obwohl die Zahl
der Mikroorganismenarten (Bakterien, Archaeen,
Pilze und Protisten) nach Schatzungen bis zu meh-
reren Millionen Arten geht, werden kaum mehr als
100 Mikroorganismenarten fir die biotechnische
Produktion verwendet (Tabelle 1). Das hangt u.a.
damit zusammen, dass maoglichst nur solche Mik-
roorganismen eingesetzt werden, die den Status
~Generell als sicher angesehen” besitzen. Das be-
deutet: Sie sind ungiftig, keine Krankheitserreger
und bilden keine Antibiotika.

Viele Produktionsmikroorganismen sind mit gen-
technischen Methoden gezielt so verandert, dass
sie die gewlinschten Bioprozesse hochst effektiv
durchfihren.

Als GVO (gentechnisch veranderter Organismus)
oder auch umgangssprachlich als ,Designer Bug”
bezeichnet, erhohen sie beispielsweise die Pro-
duktivitat von Herstellungsverfahren der indus-
triellen Biotechnik, wie das Beispiel des Vitamin B,
produzierenden Bodenbakteriums Bacillus subtilis
zeigt: Durch gezielte Genveranderungen wurde
Bacillus subtilis so optimiert, dass der GVO-Pro-
duktionsstamm etwa 300 000-mal mehr Vitamin
B, produziert als das urspriingliche Bakterium.

GVOs ermdoglichen auch die Herstellung rekombi-
nanter Proteine. Rekombinant bedeutet, dass die
Gene fir diese Proteine mit gentechnischen Me-
thoden in die Produktionsorganismen eingebaut
wurden, sodass sie Proteine herstellen kénnen, die
sie von Natur aus nicht kennen (Seite 83). So
werden mehr als 80 % der technischen Enzyme
und 100 % des menschlichen Insulins (Humanin-
sulin) als rekombinante Proteine durch GVOs bio-
technisch produziert.

» Zellkulturen (Tabelle 1, folgende Seite). Fir
die Produktion von menschlichen rekombinan-
ten Proteinen als biopharmazeutische Wirkstoffe

Tabelle 1: Ausgewahlte Produktions-
mikroorganismen

Organismen

Produktbeispiele

Bakterien
Bacillus subtilis*

Bacillus coagulans*
Bacillus licheniformis*

Bacillus thuringiensis
(Bt)

Clostridium
acetobutylicum

Corynebacterium
glutamicum*

Escherichia coli*

Lactobacillus casei
Pseudomonas putida*

Xanthomonas
campestris*

Zymomonas mobilis

Hefen und
Schimmelpilze

Saccharomyces
cerevisiae*

Pichia pastoris*
Penicillium
chrysogenum

Aspergillus niger*

Vitamin B,, technische
Enzyme

Enzym: Glukose-lsomerase
technische Enzyme:
Protease, Amylase
Bt-Toxin (biologisches
Schéadlingsbekampfungs-
mittel)

Lésemittel: Butanol,
Aceton

Aminoséauren: Glutamin-
saure, Lysin
menschliches Insulin,
therapeutische Enzyme
Milchsaure

Aspartase fur Stul3stoff
Aspartam

Xanthan (hochviskoses
Polysaccharid fir die
Lebensmittelindustrie
und Erdolférderung)

Ethanol

Backhefe, Ethanol,
rekombinante Proteine

rekombinante Proteine
Antibiotika: Penicillin

Zitronensaure, mikro-
bielles ,Labenzym*”

* auch als GVO verwendet

(Biopharmazeutika, engl. Biologics), wie Hormone, Enzyme, Blutgerinnungsfaktoren, Antikorper oder
Impfstoffe, werden in erster Linie tierische Zellkulturen mit Saugerzelllinien verwendet. Nur diese
Zellen sind in der Lage, die synthetisierten Proteine anschlieend zu verédndern, z. B. mit Kohlenhydrat-
anhangen zu versehen (Glykosylierung), wie es bei vielen menschlichen Proteinen (Glykoproteine) zur

vollen Funktion erforderlich ist.
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Zellkulturen mit Insektenzellen werden fiir Spe-
zialanwendungen eingesetzt. So z.B. fir die Impf-
stoffproduktion gegen den durch Viren verursach-
ten Gebarmutterhalskrebs.

Pflanzenzellkulturen konnen ebenfalls fir die
Produktion von rekombinanten Proteinen und
Enzymen verwendet werden, erreichen aber im
industriellen Einsatz noch nicht die erforderliche
Produktivitat.

Die Produktion von Biopharmazeutika durch gen-
technisch veranderte Mikroorganismen und Zellen
stellt die hochsten Anspriiche an biotechnische
Herstellungsverfahren. Daher werden die wich-
tigsten Produktionsorganismen fiir diesen Bereich
kurz charakterisiert (Tabelle 2):

Tabelle 1: Beispiele fiir Zellkulturen

Zellkulturlinie | Erklarung

CHO-Zelllinie | Saugerzelllinie aus dem Eierstock
(Ovar) des chinesischen Hamsters
(Chinese hamster ovary)

BHK-Zelllinie | Saugerzelllinie aus Nierengewebe
des syrischen Hamsters
(Baby hamster kidney)

MDCK- Saugerzelllinie aus Nierengewebe

Zelllinie des Hundes (Madin-Darby canine
kidney)

Sf-9-Zelllinie | Insektenzelllinie aus dem Eierstock
einer Nachtfalterart

Nicotiana Pflanzenzelllinie aus der Tabak-

tabacum BY-2

pflanze

Tabelle 2: Standardzellen zur Produktion von Biopharmazeutika in Bioreaktoren

Produktionsorganismus Eigenschaften

Escherichia coli (Bakterium)

B Endotoxine

B nicht krankheitserregende Sicherheitsstamme verfligbar, z.B. E. coli K12

B schnelles Wachstum im Bioreaktor

B preiswerte Nahrmedien

l relativ unkomplizierte Produktionsprozesse

B hohe mechanische Belastbarkeit

O vergleichsweise nur einfach gebaute Proteine produzierbar

B kein Anhangen von Kohlenhydratketten an Proteine (Glykosylierung)

O produzierte Proteine bleiben in der Zelle, haufig als unldsliche Einschluss-
korperchen (inclusion bodies); kann evtl. die Produktisolierung erleichtern)

Wichtige Produkte: Hormone (Humaninsuline, Insulinanaloga, Somatropin),
Signalstoffe (Zytokine) wie a-Interferon, Blutgerinnselauf-
l6sende Wirkstoffe (Fibrinolytika)

Saccharomyces cerevisiae
(Hefe)

M keine Endotoxine

B generell nicht krankheitserregend

B schnelles Wachstum im Bioreaktor (aber langsamer im Vergleich zu E. coli)

M relativ preiswerte Nahrmedien,
relativ unkomplizierte Produktionsprozesse

B hohe mechanische Belastbarkeit

B vergleichsweise nur einfach gebaute Proteine produzierbar

I Anhangen von Kohlenhydratketten an Proteine méglich, aber nicht identisch
mit Sdugerzellen. Daher sind Immunreaktionen moglich

B produzierte rekombinante Proteine werden aus der Zelle ausgeschleust;
keine Bildung von Einschlusskérperchen

Wichtige Produkte: Humaninsulin, Hemmstoffe der Blutgerinnung (Antikoa-
gulantien), Impfstoffe

CHO-Zellen (Saugerzellen)

B teure Nahrmedien

[ frei von Viren und Krebsgenen (Onkogenen)
B langsames Wachstum im Bioreaktor

B aufwendige und teure Produktionsprozesse

B sehr geringe mechanische Belastbarkeit

B Anhangen von Kohlenhydratketten an Proteine, dhnlich wie beim Menschen

B korrekte Faltung von Proteinen

B sehr groBe und komplizierte Proteine produzierbar

B produzierte rekombinante Proteine werden aus der Zelle ausgeschleust;

keine Bildung von Einschlusskoérperchen

Wichtige Produkte: Blutgerinnungsfaktoren VIIl und IX, Blutgerinnselauflésen-
de Wirkstoffe (Fibrinolytika), Mittel gegen Blutarmut wie
Erythropoietin (EPO), monoklonale Antikdrper
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2.2.4 Polymerasekettenreaktion PCR

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die Iso-
lierung und die anschlieBende Detektion von Nu-
kleinsauren, hauptsachlich von doppelstrangiger
DNA, erlautert. Dabei wurde davon ausgegangen,
dass stets genligend Zellen vorhanden sind, um
die isolierte DNA-Menge z.B. auf einem Agarose-
gel detektieren zu kdnnen.

Abhangig vom verwendeten Farbstoff liegt die De-
tektionsgrenze auf einem Agarosegel bei ungefahr
20 pg pro Bande. Ein Basenpaar hat die Masse
m=1,1-10"2" g (M= 660 g/mol). Das bedeutet:
Die DNA eines Gens von 1000 bp Lange hat die
Masse m = 1,1-107'® g. Somit enthilt eine Bande
von 20 pg dieses Gens ca. 18 Mio. Molekdile.

Es sind nichtimmer so viele Zellen vorhanden, um
die erforderliche Nukleinsduremasse zu gewinnen.
Das ist beispielsweise in der Kriminalistik proble-
matisch, wo haufig aus einem Blutfleck oder einer
Speichelprobe DNA und damit genetische Infor-
mationen fiir eine Taterlberfihrung gewonnen
werden sollen.

Es existiert aber eine Methode, die der Verviel-
faltigung geringer DNA-Mengen dient, damit bei-
spielsweise die Detektionsgrenze auf einem Aga-
rosegel Uberschritten wird.

» PCR (Bild 1). Die Methode der Wahl zur Verviel-
faltigung geringer DNA-Mengen ist die PCR (engl.
Polymerase Chain Reaction) und wurde 1985 von
Kary Mullis entwickelt.

Das Prinzip der PCR beruht auf dem Replikations-
mechanismus der DNA, wie er bei jeder Zelltei-
lung vorkommt, um die DNA des jeweiligen Or-
ganismus zu kopieren und damit zu verdoppeln
(Seite 14). Das Besondere der PCR ist, dass sie
organismusunabhéangig, also im Reagenzglas (in
vitro) durchgefiihrt werden kann.

Fur die PCR ist zunachst die Kopiervorlage (Tem-
plate, Matrize) erforderlich, also mindestens ein
doppelstrangiges DNA-Molekil (dsDNA), das aus

Template (Matrize): ds DNA

5' 3
3' 5'
1. Zyklus: Denaturierung - Annealing - Synthese
5" > 3

' I '
3 Primer Primer
5’ e— M 3'
3 5"
2. Zyklus: Denaturierung - Annealing - Synthese
5' 3'
3' K — 5
Primer
3 5"
5' m— D{ 3'
Primer Primer
3' K — '
5' o &
rimer
5' e— M 3'
3' 5'

Ab dem 2. Zyklus entstehen DNA-Strange der
gewlinschten Lange:

5' 3'
3 5'
3. Zyklus: Denaturierung - Annealing - Synthese
5' 3
3' K — 5
BN Primer
3' —— D{ 3
3 5'

= exponentielle Vervielfaltigung

Bild 1: Polymerasekettenreaktion PCR

Bild 2: Modell der Tag-DNA-Polymerase

der zu untersuchenden Probe stammt und vervielfaltigt werden soll. Von dieser DNA miissen zumindest
die Enden in ihrer Basenabfolge bekannt sein, denn diese werden als sogenannte Primer (chemisch
synthetisierte, einzelstrangige DNA-Molekiile) dem Reaktionsansatz zugegeben. Weiterhin sind die vier
DNA-Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP nétig und das Enzym DNA-Polymerase, das die Synthese
der DNA katalysiert. Flir die PCR ist dazu ein besonders hitzestabiles Enzym wie die Tag-DNA-Poly-
merase erforderlich. Sie wurde erstmals aus dem Bakterium Thermus aquaticus isoliert, das in heil3en

Quellen vorkommt (Bild 2).

» Ablauf der PCR. Die PCR ist eine zyklische Abfolge von drei Reaktionsschritten: Denaturierung, An-
nealing und Synthese, die automatisiert in einer PCR-Maschine (Thermocycler) durchgefiihrt werden
(Bild 2, nachfolgende Seite). Eine gesamte PCR-Reaktion umfasst dann in haufiger Wiederholung, z.B.
25-mal diese drei Reaktionsschritte, man spricht von 25 Zyklen.



