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Die Renaissance der Chemie in der Molekularbiologie**

Von Julian E. Davies und Hans Giinter Gassen*

Die Chemie und die Biologie waren die gemeinsamen Wegbereiter der molekularen Gene-
tik. Die sensationellen Fortschritte in der Entschliisselung des genetischen Apparates in den
letzten zwanzig Jahren sind aber fast ausschlieBlich den Molekularbiologen zu danken. Die
Chemiker haben sich anderen Fragestellungen zugewandt. Anhand der Entwicklungen auf
dem Gebiet der Gentechnik lassen sich die neuen Anforderungen an die Chemie verdeutli-
chen. Nach einer kurzen Einfiihrung in die Genetik von Bakterien werden die molekularen
Grundlagen der Gentechnik behandelt, untergliedert in in-vitro-Rekombination und in-
vivo-Transformation. Die Wahlméglichkeiten bei Passagier-DNA, bei Vektoren und Witt-
zellen werden erortert. Wihrend die in-vitro-Rekombination von DNA und die in-vivo-
Transformation von Zellen leicht erlernbar sind, erfordert die Suche nach dem richtigen
Klon detaillierte mikrobiologische Kenntnisse und das Beherrschen eines breiten Spek-
trums analytischer Methoden. Anhand der automatisierbaren chemischen Synthese von
Genfragmenten nach dem Merrifield-Prinzip wird schlieBlich dargelegt, daB sich die Che-

mie wieder mit Erfolg biologisch ausgerichteten Fragestellungen zuwendet.

1. Einfithrung™"”

Heute sind etwa 6 Millionen chemische Verbindungen
bekannt, viele sind Naturstoffe, die meisten aber haben zu-

[*] Prof. Dr. H. G. Gassen

Institut fiir Organische Chemie und Biochemie
der Technischen Hochschule
Petersenstrafie 22, D-6100 Darmstadt
Prof. Dr. J. E. Davies
Biogen S. A.
Route de Troinex 3, CH-1227 Carouge/Genéve (Schweiz)

[**] Nach einem einleitenden Vortrag von J. E. Davies beim EMBO-Work-
shop ,,Prospects of Automation in Gene Synthesis* am 27. Marz 1982
in Darmstadt (siehe auch [100]).

[***] Glossare genetischer und gentechnischer Ausdricke: Science 209
(1980) 1435; A. L. Lehninger: Principles of Biochemistry, Worth Pub-
lishers, New York 1982, S. 969; R. C. King: 4 Dictionary of Genetics,
Oxford University Press, London 1974.
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vor nie auf unserer Erde existiert. Voller Bewunderung ste-
hen wir vor dieser synthetischen Welt, die wir vorrangig
den Organikern verdanken.

Ein Bakterium, z. B. Escherichia coli, verdoppelt oder
teilt sich unter optimalen Wachstumsbedingungen in etwa
20 Minuten; in dieser kurzen Spanne wird ein neues Lebe-
wesen konstruiert. Tabelle 1 fithrt die Biomolekiile auf, die
wihrend dieser Zeit von einem Bakterium synthetisiert
werden miissen. Richten wir unser Augenmerk nur auf die
Desoxyribonucleinsiiure (DNA) und die Proteine, so wer-
den schon anhand dieser Makromolekiile die genialen Fi-
higkeiten einer lebenden Zelle (iberzeugend dokumentiert.
Gestreckt ist die DNA ein Faden von etwa 1-2 mm mit ei-
nem Molekulargewicht von 2.4-10°. Dieses Molekiil be-
steht aus ca. 4 Millionen Nucleotidpaaren, die iiber ein Ri-
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bose-Phosphat-Riickgrat miteinander verkniipft sind. Bei
jeder neuen Zelle mufl das Erbmaterial oder Genom eine
exakte Kopie der elterlichen DNA sein; schon ein falsch
positioniertes Nucleotidpaar kann fiir die Zelle tédlich
sein. Der Einzeller E. coli produziert innerhalb von 20 Mi-
nuten 3000 verschiedene Proteine. Die grdfiten Proteine,
wie der Fettsduresynthetase-Komplex, haben ein Moleku-
largewicht von ca. 3 Millionen, und sie setzen sich aus
25000 Aminosduren zusammen. Deren Reihenfolge im
Protein wird von der Nucleotidsequenz der DNA be-
stimmt. Bevor Proteine in der Zelle ihre Rolle als Katalysa-
tor oder Strukturprotein iibernehmen kdnnen, miissen sie
oft noch chemisch modifiziert werden und eine bestimmte,
durch die Aminosiuresequenz festgelegte Konformation
einnehmen. Zellen haben nicht nur die Fihigkeit, die in
Tabelle 1 aufgefithrten Substanzen zu synthetisieren, sie
regeln auch die Menge der Produkte nach einem genauen
Zeitplan.

Tabelle 1. Molekulare Komponenten eines E.-coli-Bakteriums. Das Kultur-
medium enthilt als Kohlenstoff- und Energiequelle nur Glucose. Alle fibri-
gen Bestandteile sind anorganische Salze; Sauerstoff wird durch eine inten-
sive Beldftung der Kultur zugefiihrt.

Komponente Gewichtsprozent ungefihre Zahl
der Molekiilspezies
Wasser 70 1
Proteine 15 3500
DNA 1 1
RNA 6 1000
Kohlenhydrate 3 50
Lipide 2 40
Bausteine [a} 2 500
anorganische lonen 1 12

[a] Bausteine bedeutet hier Verbindungen wie Coenzyme oder Dicarbonsiu-
ren.

Verglichen mit den Synthesefihigkeiten eines primitiven
Mikroorganismus befindet sich unsere heutige Organische
Chemie noch in der Steinzeit. Bei dieser etwas lapidaren
Feststellung sollte jedoch nicht unberiicksichtigt bleiben,
dal} Bakterien ca. 3.5 Milliarden Jahre Zeit hatten, ihre
Synthesestrategien zu optimieren. Vielleicht kdnnen Che-
miker von dem Stoffwechsel der lebenden Zelle lernen,
ihre Reaktionen so durchzufiihren, daB die Anwendung
hoher Temperaturen und Driicke vermieden und die Pro-
duktion toxischer Abfille minimiert werden kann. Die
Verwendung Enzym-dhnlicher Katalysatoren mit groBen
Turnover-Zahlen und hochreaktiver, aber selektiver Sub-
strate analog den Coenzymen kdénnte uns diesem Ziel né-
her bringen. Bei der Synthese von Substanzen mit mehre-
ren chiralen Zentren lassen sich bereits ermutigende An-
sdtze einer kombinierten biochemisch-organischen Synthe-
sestrategie erkennen. Bisher hat sich die Organische Che-
mie vorwiegend mit der Synthese von Naturstoffen be-
schiftigt; fiir die ndhere Zukunft scheint es naheliegend,
die Synthesefdhigkeiten der Lebewesen zu nutzen, aber
das Syntheseprogramm, d. h. ihren genetischen Apparat,
zu kontrollieren und zu modifizieren. Dieses Verfahren
kennen wir unter der Bezeichnung in-vitro-Rekombination
von Nucleinsiuren oder allgemeiner formuliert als Gen-
technik, Gentechnologie oder Genmanipulation. Mit die-
semn Aufsatz soll anhand der Entwicklung der Gentechnik
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der Beitrag der Chemie zur Molekularbiologie beispielhaft
erldutert werden.

2. Chemie und Biologie,
Wegbereiter der Molekularbiologie

Die Beitrige zur Aufklirung der Konstitution der Nu-
cleinsduren waren wohl der erste Schritt bei der Entziffe-
rung der genetischen Botschaft der Lebewesen. Friedrich
Miescher begann 1859 mit der Isolierung und Charakteri-
sierung der Nucleinsduren oder des Nucleins, wie er es
nannte!". Nur sechs Jahre spiter berichtete Gregor Mendel
vor dem Naturforschenden Verein in Briinn iiber seine
Versuche mit Pflanzenhybriden und begriindete so die ge-
netische Richtung der Molekularbiologie”. Wihrend der
folgenden 50 Jahre waren es auBer Miescher vor allem die
Chemiker Alfred Kdissel, Emil Fischer und Wilhelm Traube,
welche zuerst die Struktur der vier Nucleobasen Adenin,
Cytosin, Guanin und Thymin aufklirten®™. Um 1930 wurde
erkannt, wie sich DNA enzymatisch abbauen 148t, und es
gelang Levene et al., die Desoxyribose als Baustein der
DNA zu identifizieren®. Nach 1950 kamen die wichtigsten
Beitrdge zur Nucleinsdurechemie von Todd, Fox, Griffith
und Chargaff*®. Als kronenden AbschluB dieser fast 100
Jahre wihrenden Forschung am ,,Nuclein® formulierten
Watson und Crick ihr Konzept der DNA-Konformation:
eine doppelstringige, rechtsgingige Doppelhelix, wobei
die komplementiren Basenpaare das Innere der Helix bil-
den, wihrend die Ribose-Phosphodiesterkette nach aufien
gerichtet ist (siehe auch Fig. 2)!*7), Dabei bleibt der Durch-
messer der Helix konstant, da ein Basenpaar immer aus ei-
ner kleinen Pyrimidin- und einer grofen Purinbase be-
steht. Stabilisiert werden die Basenpaare durch die Bil-
dung von zwei oder drei Wasserstoffbriickenbindungen.
Molekularbiologen geben das Molekulargewicht der DNA
zumeist in Basenpaaren (bp) oder Kilobasenpaaren (kbp)
an. Korrekt ausgedriickt sind dies Nucleotidpaare, etwa
G :C oder A:U, mit einem Molekulargewicht von je 660
und einer ,,DNA-Linge* von 0.34 nm. Da das Manipulie-
ren der DNA fast ausschlieSlich Nucleotidpaare betrifft,
und sich Nucleotidpaare nur in den heterocyclischen Ba-
sen unterscheiden, soll auch hier der Term Basenpaare be-
nutzt werden.

In den folgenden Jahren konzentrierte man sich in der
Nucleinsdurechemie auf die Methodenentwicklung®. Aus
der Vielzahl seien erwihnt: Papier- und Ionenaustausch-
chromatographie, UV-Absorptionsspektroskopie, Elektro-
phorese, Sedimentationsanalyse, Lichtstreuung, Viscosi-
metrie, Elektronenmikroskopie, Réntgenbeugung und die
Verwendung von Radioisotopen. Mit fast jeder damals
neuen Technik lieBen sich detaillierte Einblicke in die
Konformation und Reaktivitit von Nucleinsduren gewin-
nen. Allméhlich entwickelte sich die Nucleinsdurechemie
zu einem der Eckpfeiler der neuen Molekularbiologie.

Das grofle Interesse an der Chemie der Nucleinsduren
hat natiirlich seine Ursache darin, daf sie als Triager und
Ubermittler der Erbinformation dienen. Trotz der Pionier-
arbeiten von Miescher und seinen Kollegen in der Chemie
und in der Physiologie dauerte es etwa 80 Jahre, bis 1944
Avery, MacLeod und McCarthy als erste ein schliissiges
Experiment durchfiihrten, das die Rolle der Nucleinsiduren
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als Triger der Erbinformation bewies®. In ihren klassi-
schen Experimenten mit Pneumococcen zeigten sie, daB
eine Nucleinsdure vom Thymus-Typ das ,transformie-
rende Prinzip* ist.

In der Riickschau fillt auf, daB bereits Hartwig und Fol,
als sie Struktur und Funktion der Chromosomen unter-
suchten, fast prophetisch die Funktion des ,,Nucleins* be-
schrieben!'® 'Y, Hartwig formulierte: ,,Wir glauben aus un-
seren Versuchen ableiten zu kénnen, daBl die Substanz Nu-
clein nicht nur verantwortlich fiir den Befruchtungsvor-
gang ist, sondern auch fiir die Weitergabe der Erbmerkma-
le. Aber weder die vorausschauende Vermutung von
Hartwig noch das beweiskriftige Experiment von Avery et
al. vermochten es, ihre jeweiligen Zeitgenossen von der
Rolle der DNA als Erbmaterial zu iiberzeugen. Erst das
genial einfache Experiment von Hershey und Chase, die
nachwiesen, dafB *?P-markierte DNA und nicht **S-mar-
kiertes Protein das Erbmaterial von Bakteriophagen ist,
machte die biologische Funktion der DNA klar'?. Zu die-
sem Zeitpunkt etwa trafen sich die Wege der Chemie und
der Biologie der Nucleinsduren, und ein neues Arbeitsge-
biet etablierte sich, die molekulare Genetik.

In den letzten 20 Jahren sind die Fortschritte auf diesem
Gebiet atemberaubend gewesen. Erwihnt werden sollte
die Aufkldrung des Mechanismus der DNA-Replikation,
die Entschliisselung des genetischen Codes und der Funk-
tion von mRNA, tRNA und Ribosomen bei der Protein-
biosynthese sowie die chemische Synthese des Gens fiir
die Tyrosin-tRNA!"l. Ohne die Leistung der Chemiker
herabzusetzen, mu man doch einrdumen, daB Biologen
den weitaus groferen Beitrag zur Entschliisselung der Erb-
vorginge leisteten. Nach groBartigen Beitrigen zur Nucle-
insiurestruktur bis etwa 1960 verloren die meisten Chemi-
ker das Interesse an biologischen Vorgingen. Chemiker
waren z. B. so wenig an der DNA-Struktur interessiert, dal
sie sich nicht mit der Sequenzierung der DNA befafiten.
So war es einem von der Physik kommenden Mediziner
iiberlassen, die lange bekannte Chemie der DNA, wie Me-
thylierung und Hydrazinolyse, in eine woh! als genial zu
bezeichnende Sequenzierungsmethode umzusetzen!™.
Walter Gilbert erhielt fiir diese Pioniertat den Nobelpreis;
die Sequenzanalyse von DNA ist heute einer der Eckpfei-
ler der Gentechnik!".

3. Der genetische Apparat einer Bakterienzelle

Um die Grundlagen der Gentechnik zu verstehen, ist die
Kenntnis der genetischen Ablaufe in einer einfach gebau-
ten Zelle unumginglich'®. Da die prinzipiellen Schritte in
Pro- und Eukaryonten gleich verlaufen, hohere Zellen aber
komplexer gebaut sind, werden wir uns hier auf die Proka-
ryonten beschrinken. Bei den Mikroorganismen beziehen
wir uns meist auf das Bakterium Escherichia coli, das ur-
spriinglich von dem deutschen Mikrobiologen Escherich
aus dem Darmtrakt von Warmbliitern isoliert wurde. In
der Zwischenzeit hat sich die Situation etwas verdndert,
denn heute sind E.-coli-Bakterien am héufigsten in mole-
kularbiologischen Laboratorien anzutreffen. Dieses Bakte-
rium ist zwar nur 1 x2pum groB, seine Bedeutung fiir die
Entwicklung der Molekularbiologie ist aber aulerordent-
lich.
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Fig. 1. FluB der Information von der Desoxyribonucleinsaure (DNA) zur Po-
lypeptidkette. Die Figur zeigt ein stark vereinfachtes Schema der DNA-co-
dierten, Ribosomen-abhiéingigen Proteinbiosynthese mit den drei Schritten
Replikation (i), Transkription () und Translation (). Bei dec Replikation, zu-
meist wihrend der Zellteilung, wird die DNA mit der DNA-Polymerase, vie-
len Hilfsenzymen und Kontrollfaktoren verdoppelt. Bei der Transkription
wird die DNA in drei Typen einzelstringiger RNA ,umgeschrieben*. Es ent-
steht die Boten-RNA (mRNA) als Matrize der genetischen Information, die
ribosomale RNA (rRNA) als Baustein der Ribosomen und die Transfer-
RNA (tRNA) als Ubertrigermolekiil fiir die Aminosiuren. Diese werden un-
ter Beteiligung von Aminoacyl-Synthetasen mit ihren tRNA-Molekiilen ko-
valent verkndpft. An den Ribosomen werden schlieBlich die Proteine unter
Verwendung der mRNA als Matrize und der Aminoacyl-tRNA als Substrate
synthetisiert.

Der Flufl der genetischen Information in einem Prokary-
onten von der DNA zu dem Protein ist in Figur 1 darge-
stellt. Als Speicher fiir die genetische Information dient ein
zirkuldres DNA-Molekiil, das man als das Genom oder
Chromosom bezeichnet. Eine Informationseinheit auf der
DNA, ein Operon!'”), untergliedert sich in einen regulati-
ven Teil, den Promotor und den Operator, und in ein oder
mehrere Strukturgene. Ein Strukturgen ist ein DNA-Ab-
schnitt, der die Information zur Synthese einer RNA oder
eines Proteins enthilt (Fig. 2). Als RNA-Transkripte sind
zu nennen: die Boten-RNA (mRNA), die ribosomale RNA
(rRNA) und die Transfer-RNA (tRNA).

Sehr oft sind die Enzyme eines Syntheseweges, wie die
vier Enzyme fiir die Tryptophansynthese, auf einem Ope-
ron zusammengefaBt, um eine koordinierte Regulation der
Katalysatormengen zu ermdglichen''®., Der Promotor ist
die Bindestelle fiir die DNA-abhingige RNA-Polymerase,
wihrend der Operator den ,,an-aus“-Schalter fiir ein oder

Fig. 2. Ein drei Basenpaare enthaltender Ausschnitt aus der DNA. Mit
dunklen Kugeln sind die beiden gegenlaufigen (3'—5' und 5'—3") Ribose-
Phosphat-Ketten gezeichnet; das P-Atom ist schraffiert. Die Heterocyclen
Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin stehen fast rechtwinklig zuc Helixach-
se. A und T sowie G und C bilden je ein durch zwei bzw. drei Wasserstoff-
briickenbindungen stabilisiertes Basenpaar.
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Fig. 3. Das Diagramm zeigt schematisch die Organisation des Lactose-Ope-
rons (Lac-Operon). Die Expression der drei Enzyme B-Galactosidase, Per-
mease und Transacetylase, die filr den Abbau von Lactose bendtigt werden,
wird von dem regulativen Teil des Operons gesteuert. Der Promotor (P) ist
die Bindestelle filr die DNA-abh4ngige RNA-Polymerase. Die Affinitat eines
Promotors zur Polymerase wird durch die Nucleotidsequenz bestimmt. Im
Lac-Operon enth4lt der Promotor 40 bp, und er zeigt eine zweifache Symme-
trie. Der Operator (O) ist der ,,an-aus"-Schalter fir die Genexpression. Das
Repressorprotein, codiert von dem ,,i"-Gen, bindet an den Operator und
schaltet das Gen ab. Beim Lac-Operon besteht der Operator aus 28 bp. Der
Induktor, z. B. Allolactose, inaktiviert den Repressor. a) Es wird ein Repres-
sor synthetisiert, der den Operator blockiert und damit die Transkription der
Strukturgene (z, y, a) verhindert. b) Der Repressor wird von einem Induktor
unter Bildung eines Induktor-Repressor-Komplexes inaktiviert; die Synthese
der drei Enzyme verliuft ungehindert.

mehrere Strukturgene reprisentiert (Fig. 3). Bindet ein
Repressor-Protein an den Operator, so sind die nachfol-
genden Gene eines Operons abgeschaltet. Nur ein spezifi-
scher Induktor - z. B. ein Metabolit - kann den Repressor
von der DNA verdringen. Von dem Strukturteil des Ope-

L = ® >

rons wird von einem der beiden DNA-Stringe, dem codo-
genen Strang, die mRNA als exakt basenkomplementéres
Replikon kopiert. Als ,kurzlebige* einzelstringige Ribo-
nucleinsdure liefert die mRNA das Programm, das im
Translationsschritt von den Ribosomen entziffert und in
eine Aminosiuresequenz, ein Protein, umgesetzt wird!"L
Auch bei der Translation kann die Proteinmenge reguliert
werden. Die mRNA hat an ihrem 5'-Ende eine Bindestelle
fiir Ribosomen, die man als Shine-Dalgarno-Sequenz be-
zeichnet®®. Die Affinitdt dieser Sequenz fiir die Riboso-
men entscheidet, wie oft eine bestimmte mRNA als Pro-
gramm fiir die Proteinsynthese genutzt wird. Dieser Infor-
mationsfluB von der DNA zu den Proteinen ist im Prinzip
in allen Lebewesen identisch. Bei Eukaryonten laufen Re-
plikation, d. h. die Verdoppelung der DNA vor einer Zell-
teilung, und Transkription im Zellkern ab. Die Synthese
der mRNA ist ein sehr komplexer Vorgang®'.

Erst 1944 stellte sich heraus, da3 auch Bakterien sexu-
elle Organismen sind®?., Als die Sexualitat der E.-coli-Bak-
terien im Detail untersucht wurde, fand man, daB die Mi-
kroorganismen auBer ihrem zentralen Genom extrachro-
mosomale, beziiglich Replikation und Transkription auto-
nome genetische Elemente enthalten™?). Die Entdek-
kung dieser als Fertilititsfaktor F (,,Sexfaktor*) bezeichne-
ten autonomen DNA-Molekiile war von vorrangiger Be-
deutung fiir die Entwicklung der Gentechnik.

Zwar konnen Bakterien Teile ihres genetischen Materi-
als austauschen, sie bilden aber nicht, wie bei Eukaryonten
iiblich, echte Zygoten. Wihrend der Paarung, bei Bakte-
rien als Konjugation bezeichnet, werden DNA-Stiicke von
der Spenderzelle auf eine Empfingerzelle iibertragen (Fig.
4). Dabei enthalten die Spender-Bakterien eine kleine ring-
formige und doppelstringige DNA (F-Faktor), die etwa
2% der gesamten DNA der Bakterienzelle ausmacht. Ein
shnliches DNA-Molekiil, der sogenannte Hfr-Faktor
(,,high frequency of recombination*), ermd&glicht die Inte-
gration des F-Faktors in das Genom und damit die Uber-
tragung eines DNA-Stranges vom Spender-Genom auf das
Empfianger-Genom.

Bald nach der Entdeckung der F-Faktoren wurden die
Resistenzfaktoren (R-Faktoren), ebenfalls kleine zirkuléare

Fig. 4. Konjugation bei Bakterien. Zwischen F*- und F~-Bakterien (Spender bzw. Empfinger) kann sich wahrend der Konjugation
eine Briicke bilden, durch die DNA vom Spender zum Empfanger transportiert wird.
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DNA-Molekiile, isoliert; sie verleihen ihrem Wirt Antibio-
tica- oder Colicin-Resistenz!*.. Die R-Faktoren wurden zu-
erst aus Shigella dysenteria wihrend einer Ruhrepidemie
1959 in Japan gewonnen. Von Patienten, die mit Antibio-
tica behandelt wurden, isolierte man einen Shigella-Typ,
der gegen die Antibiotica Streptomycin, Chloramphenicol
und Tetracyclin sowie gegen Sulfonamide resistent warl®®,
Als man Zellen mit dieser Multiantibiotica-Resistenz mit
Wildtypzellen mischte, wurde die Antibiotica-Resistenz
mit groBer Hiufigkeit auf den Wildtyp iibertragen. Spéter
konnte gezeigt werden, daB alle vier Antibiotica-Resistenz-
gene auf einer ringférmigen DNA lokalisiert sind, die als
autotransferierbares Plasmid bezeichnet wird. Anhand die-
ser Plasmide lieB sich beweisen, dal Bakterien extrachro-
mosomale Elemente enthalten, die Proteine codieren, sich
selbstandig, d. h. unabhingig vom zentralen Genom repli-
zieren und zwischen den Bakterien ausgetauscht werden.
Die Entdeckung der Plasmide war ohne Zweifel von enor-
mer Bedeutung fiir die Entwicklung der Gentechnik®”.

E.-coli-Zelle
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gung bezeichnet man als Transduktion. Der Phage A inse-
riert seine DNA in eine spezifische Position des Wirtge-
noms, wihrend Phagen, wie P22, unspezifisch inserieren.

Gerade der Phage A diente den Molekularbiologen lange
als Werkzeug, um genetische Experimente durchzufiihren.
Als es noch keine in-vitro-Rekombination gab, wurde er
fir die in-vivo-Rekombination benutzt. Die Aufkldrung
des Lebenscyclus des Phagen A, die Moglichkeit, die Wirt-
gene durch spezifische Insertion zu inaktivieren und spezi-
fische Gene durch Transduktion zu iibertragen, haben die
Ara der Kloniertechniken eingeleitet.

Wenn wir das Molekulargewicht des zentralen Genoms
mit dem von F-Faktoren, Plasmiden und Phagen verglei-
chen, so reprisentieren diese DNA-Zwerge nur einen win-
zigen Bruchteil der Erbinformation (Tabelle 2). Sie beein-
flussen jedoch entscheidend Genotyp und Phénotyp einer
Zelle, und fiir die Gentechnik und Biotechnologie sind sie
unentbehrlich geworden. Tabelle 3 faBit die bekannten Me-
thoden zum Austausch von genetischem Material zwischen

E.-coli-DNA
mit eingebauter
Virus - DNA

Phagenvermehrung

Fig. 5. Lytischer und lysogener Lebensweg eines A-Phagen in einer E.-coli-Zelle. Beim Ubergang von
der Lysogenisierung zur Virulenz kdnnen A-Phagen Teile des bakteriellen Genoms auf andere Bakte-
rien iibertragen; Viren vom Infektionstyp des A-Phagen sind temperente Phagen, die nach Infektion in
der Wirtzelle den Weg der Virulenz und der Temperenz einschlagen konnen, Die in Wirt-DNA inkor-
porierte A-DNA nennt man Prophage. Zellen mit Prophagen in ihrem Genom heiflen lysogene Bakte-
rien. A-Phagen inserieren ihr Gen spezifisch zwischen das Lactose- und das Biotingen. Mit freundli-
cher Genehmigung von Autor und Verlag entnommen aus P. Knippers: Molekulare Genetik, Thieme,

Stuttgart 1981,

Ein Ereignis von dhnlicher Tragweite war die Entdek-
kung des Bakteriophagen A durch Lederberg et al. im Jahre
1951©%), Dieser Phage mit 49 kbp kann sowohl als lineare,
doppelstringige DNA wie auch als DNA-Ring existieren.
In seinem Wirt E. coli wird er in das Wirtgenom integriert
und repliziert sich in der lysogenen Lebensform mit dem
Genom. Durch Induktion mit UV-Licht oder durch Hitze
wird der Phage virulent oder lytisch. Er schneidet sich aus
dem Wirtgenom heraus, repliziert sich autonom und pro-
duziert seine Hiillproteine (Fig. 5). SchlieBlich lysieren die
A-Phagen ihren Wirt. Sehr oft fungiert der A-Phage dabei
als Ubertriger bakterieller DNA von einem Bakterium
zum anderen. Bei dem Wechsel zwischen lysogener zu lyti-
scher Existenz iibernimmt der Phage spezifische Genseg-
mente seines Wirts und iibertrigt sie bei der Infektion auf
die nichste Zelle™., Die Phagen-abhingige DNA-Ubertra-
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Zellen zusammen; mit diesen Methoden konnen wir DNA
von einer Zelle zur anderen transferieren; sie erméglichen

Tabelle 2. Molekulargewicht MG und Konturlange / des Genoms einiger Or-

ganismen.
Organismus MG )

[kbp) [a] [wm]
Polyoma- oder SV40-Virus 5.1 1.8
A-Phage 48.6 17
E. coli 4000 1360
Hefe 13500 4600
Drosophila [b) 165000 56000
Mensch 2900000 990000
Plasmid pBR322 4361 1.4

[a] 1 kbp=1000-660 Da=660000 Da. 1 kbp reprisentiert 2.5-10* des E.-
coli-Genoms, aber nur 3.4-10~7 des Humangenoms. MG und / des Human-
genoms umfassen die 23 Chromosomen; beides sind natiirlich nur rechneri-
sche GrdBen. [b] Drosophila = Taufliege.
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Tabelle 3. Gebriuchliche Methoden zum Austausch von genetischem Mate-
rial zwischen Zellen.

Methode Prinzip

Transformation  Aufnahme freier DNA, fiihrt 2u neuem Phéinotyp der
Zelle

Transfer von DNA mit einem Virus als Vektor

Infektion von Zellen mit isolierter Virus-DNA

Sexueller Transfer von DNA von einem F*- zu ¢inem
F ~-Bakterium

Integration von Zellkernen

Transduktion
Transfektion
Konjugation

Zellfusion

auch den Wechsel zwischen Plasmid und Genom und um-
gekehrt (Fig. 6).

Genom Plasmid
Scherkrifte \Rstriktions- / Restriktions -
enzym enzym

Passagier —_—

O

in-vitro - rekombi-
niertes Plasmid

+
Transtormation f
der Wirtszelle

Cd

Replikation 1

CONCONCe)

Fig. 6. Insertion von Passagier-DNA in einen Vektor. Der Passagier kann
entweder in den linearisierten Vektor eingesetzt werden, oder ein ,stuffer*-
Fragment wird durch zwei Restriktionsschnitte entfernt, und der Passagier
wird eingesetzt. Auf diese Weise #ndert sich die GréBe des Vektors nicht.

Die kleinen ringférmigen DNA-Molekiile, wie F- und
R-Faktoren sowie Phagen, haben es uns gestattet, die
Grundlagen der Genstruktur, der Genregulation und der
Genexpression aufzukliren. Die durch diese Kenntnisse
moglich gewordene Gentechnik ist aber keine Erfindung
der Molekularbiologen. Gentechnische Prozesse laufen in
der Natur stindig ab, und dabei wendet sie auch Metho-
den an, die uns die gegenwirtigen Richtlinien fiir das Ar-
beiten mit in vitro rekombinierten Nucleinsduren verbie-
ten!®®,

4. Prinzipien der Gentechnik

Das Faszinierende an der Gentechnik liegt in der Mog-
lichkeit, durch Transformieren und Klonieren von Zellen,
z. B. Bakterien, Reinigung und Selbstvermehrung einer
Substanz zu erreichen®®-3"), Aus einer Losung, die ein fmol
eines DNA-Fragments als 0.01%o einer Population enthélt
- ein Gemisch, das fiir Chemiker absolut unbrauchbar er-
scheint -, kann unter Anwendung der Gentechnik dieses
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Fragment einheitlich und in mg-Mengen isoliert werden.
So kann das ,,Umprogrammieren** von Lebewesen als eine
Art neuer Chemie betrachtet werden, mit der die Selbstver-
mehrung von Substanzen méglich ist. Etwas vereinfacht
14Bt sich die Gentechnik in folgende Schritte unterteilen:
1. Isolierung oder Synthese eines Gens oder eines DNA-
Fragments; 2. Inserieren des Fragments in einen Vektor,
meist ein Plasmid; 3. Einschleusen des Vektors in eine Zel-
le, die ihn als zusétzliches Informationselement akzeptiert;
4. Autonome Replikation oder Integration in das Wirtge-
nom; 5. Ablesen (Expression) der Fremdgene durch die
Maschinerie des Wirts und damit Synthese der entspre-
chenden RNA und der Proteine. Zur Vereinfachung fassen
wir im folgenden die beiden ersten Schritte als in-vitro-Re-
kombination - im Deutschen auch oft als Neukombination
bezeichnet - und alle folgenden als in-vivo-Transforma-
tion zusammen.

SchlieBlich miissen die transformierten Zellen auf Ko-
sten der Wildtypzellen vermehrt werden; dafiir sind
Wachstumsbedingungen notwendig, die es nur den trans-
formierten Zellen ermdglichen, sich durch Teilung zu ver-
mehren. Nachdem sich in einer Petrischale eine Kolonie
oder ein Klon gebildet hat, werden sie in einer zweiten Pet-
rischale vereinzelt, so dal man etwa 50 Kolonien pro
Platte erhilt. In einem ,,Screening muf3 jeder Klon gete-
stet werden, ob er das gesuchte DNA-Fragment oder das
Protein als Genprodukt enthilt. Oft miissen 20000 Kolo-
nien untersucht werden, bevor man einen positiven Klon
findet. Mit diesem Klion wird dann zuerst eine 1 mL-Fliis-
sigkultur geimpft, und durch stufenweises ,,scale up* er-
hilt man etwa 10 L einer Kultur mit dem transformierten
Bakterium. Entscheidend beim Klonieren ist der Scree-
ning-Schritt, das richtige Verfahren, méglichst schnell un-
ter 20000 Kolonien den positiven Klon zu finden, und die-
sen dann selektiv zu vermehren.

Rekombination und Transformation gemeinsam werden
in salopper Ausdrucksweise oft als ,,Klonieren* bezeich-
net. Klonieren ist aber eigentlich die Vermehrung von Zel-
len durch Teilung aus urspriinglich einer Stammzelle; der
entstehende Zellhaufen (Klon) enthélt deshalb nur genoty-
pisch und phinotypisch identische Zellen. Die Klonierung
diploider Eukaryonten ist komplizierter.

Befassen wir uns zuerst mit einem einfachen Experi-
ment. Wir schneiden ein definiertes Gen aus dem zentralen
Genom heraus, inserieren es in ein Plasmid und bringen
das modifizierte Plasmid in die Zelle zuriick. Welchen Vor-
teil bringt diese Operation? Das E.-coli-Genom enthilt
etwa 4-10° bp, dabei entfallen im Mittel 1150 bp auf ein
Gen. So besteht das Genom aus 3500 Genen, und ein Gen
reprisentiert 0.3%o¢ des Genoms. Ein Plasmid umfaft rund
10* bp, d. h. ein einziges Gen macht schon ca. 10% der
Plasmid-DNA aus. Das Gen 13Bt sich mehrfach in ein
Plasmid inserieren (,,gene amplification**), und Zellen kdn-
nen bis zu 200 Plasmide enthalten (,,high copy number
plasmid*). Behandelt man Bakterien mit Chlorampheni-
col, so werden die Replikation des Genoms und die Prote-
inbiosynthese inhibiert, wihrend sich sogenannte Col-El-
Plasmide (diese Plasmide tragen das Colicin-Resistenzgen)
normal replizieren. Die Zelle wird zu einem ,,Sack voller
Plasmide*, und man kann durch diesen experimentellen
Trick DNA-Fragmente oder Gene aus einer 1 L-Kultur in
mg-Mengen isolieren.
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5. Die in-vitro-Rekombination von Nucleinsiauren

Reaktionen an der DNA in Lésung kénnen vereinfacht
als Schneiden und SpleiBen bezeichnet werden. Lift man
auf das bakterielle Genom Scherkrifte einwirken, etwa
durch Pressen der DNA durch eine feine Diise, so wird der
nur 2 nm breite, aber 1.2 mm lange DNA-Faden in Frag-
mente von etwa 20 kbp zerlegt. Diese Fragmentierung
kann auch enzymatisch mit Restriktionsendonucleasen er-
folgen (Tabelle 4)1*%-%%, Dies sind DNA-spaltende Enzyme,

Tabelle 4. Herkunft, Spalttyp (a], Erkennungssequenz und durchschnittliche
Zahl der Spaltstellen bei einem Vektor fiir Prokaryonten, pBR322, und fiir
Eukaryonten, SV40, einiger der etwa 200 bekannten Restriktionsendonuclea-
sen (Restriktionsenzyme); etwa 50 dieser Enzyme sind kommerziell erhilt-
lich. Nicht bei allen Restriktionsendonucleasen sind Erkennungssequenzen
und Spaltstellen identisch.

Restriktions-  Herkunft Erkennungs-  Spalt- Zahl der
endonuclease sequenz typ [a] Spaltstellen
pBR322  SV40

EcoRI Escherichia GAATTC 11 1 1
coli RY13

HindIll Haemophilus AAGCTT n 1 6
influenzae

Hpall Haemophilus CCGG II 26 1
parainfluenzae

Pstl Providencia CTGCAG 11 1 2
stuartii

Haelll Haemophilus GGCC 1 22 19
aegyplius

Hpal Haemophilus GTTAAC 1 4
parainfluenzae

[a] Spalttyp I, z. B.

Haelll —GG CC— - —GG + CC— Doppelstrang-

—CCIGG— —~CC GG— enden

Spalttyp Il, z. B.

EcoRl —G{AA TTC— - —G + AATTC— Einzelstrang-

—CTT AA|G— —CTTAA G— enden

die vier, fiinf oder sechs Basenpaare erkennen, die als
Doppelstrang eine symmetrische Sequenzanordnung (Pa-
lindrom) aufweisen. Eine Restriktionsendonuclease, die
vier Basenpaare erkennt, spaltet rein statistisch nach 256
bp (4%). Bei sechs Basenpaaren erhoht sich die durch-
schnittliche Fragmentldnge auf 4096 bp (4°). Dabei schnei-
det eine Gruppe Restriktionsendonucleasen die DNA
glatt, d. h. es entstehen doppelstringige Enden; die zweite
Gruppe dieser Enzyme schneidet die DNA ,,versetzt*, d. h.
es entstehen Einzelstrangenden von zwei, drei oder vier
Nucleotiden. Die perfekte Handhabung der bis jetzt be-
kannten ca. 200 Restriktionsendonucleasen zur Pripara-
tion von DNA-Fragmenten iiberschaubarer Kettenldnge ist
eine Grundvoraussetzung fiir die erfolgreiche Anwendung
der Gentechnik (Fig. 7).

Ein DNA-Fragment, das aus einem Genom oder auch
aus einem Plasmid herausgeschnitten wurde, bezeichnet
man als Passagier-DNA (,,passenger-DNA*) oder verein-
facht oft als Passagier. Damit diese Passagier-DNA in ei-
ner Zelle als Programm fungieren kann, muB sie zuvor in
vitro in ein Plasmid oder in einen Phagen eingebaut wer-
den, denn diese sind die Carrier fiir den Transport der Pas-
sagier-DNA in die Zelle. Diese Carrier werden nach ihrer
Funktion als Vektoren bezeichnet. Aus dem Passagier und

32

dem Vektor erhillt man die rekombinierte DNA. Da Plas-
mide und Phagen DNA-Ringe sind, miissen sie zuerst
durch einen Restriktionsendonucleaseschnitt linearisiert

A BC
—1200
— 544
587—
267—
184 —~
124 — — 136

Fig. 7. Die Erstellung einer Restriktionskarte von Vektor und Passagier ist
immer die Voraussetzung fiir eine Rekombination. Das jeweilige Fragment
wird in mehreren Ansitzen mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut,
und je ein Ansatz wird in eine ,, Tasche* eines Acrylamidgels gegeben. Nach
der elektrophoretischen Trennung wird das Gel mit einer Ethidiumbromidld-
sung getrinkt. Da an DNA gebundenes Ethidiumbromid stark fluoresziert,
lassen sich die DNA-Banden im UV-Licht erkennen. Die Figur zeigt die
elektrophoretisch getrennten Hydrolyseprodukte von Plasmiden. In Spur A
sind die Haelll-Hydrolyseprodukte von pBR322 als GroBenstandard aufge-
tragen. Die Zahlen geben das Molekulargewicht in bp an. Spur B und C zei-
gen die Hydrolyseprodukte von pWH233 bzw. pVHS51, wobei als Restrik-
tionsenzym jeweils Hinfl verwendet wurde.

werden. Durch nur einen Schnitt entsteht ein Insertions-
vektor; schneidet man dagegen durch zwei Schnitte ein
DNA-Fragment aus einem Plasmid heraus, so resultiert ein
Austauschvektor (,replacement vector). Das herausge-
schnittene Vektorfragment (,,stuffer fragment*) ldBt sich
dann gegen den Passagier austauschen, ohne daB die Plas-
midgroBe verindert wird. Passagier-DNA und linearisierte
oder zirkuldre Vektoren lassen sich wie andere Makromo-
lekiile trennen und reinigen. Dazu benutzt man vor allem
,,Reversed-Phase*“-Chromatographie (RPC-5)*'"**! Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit Ionen-
austauschern oder ,,Reversed-Phase'‘-Material oder Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese.

Fiir die in-vitro-Rekombination der DNA durch Splei-
Ben werden hauptsdchlich zwei Enzyme bendtigt, die Oli-
gonucleotid-Kinase!*" und die DNA-Ligase™". Ein erwei-
tertes Enzymrepertoire zur Gentechnik ist in Tabelle 5 auf-
gelistet. Die Kinase benutzt ATP als Cosubstrat und phos-
phoryliert die 5'-Hydroxygruppe eines jeden DNA-Stran-
ges. Zumeist wird dazu [*’P]JATP verwendet, um die DNA
vor der eventuellen Reinigung radioaktiv zu markieren
und somit fmol-Konzentrationen erfassen zu kénnen. Die
DNA-Ligase katalysiert dann eine Kondensationsreaktion,
die zur Bildung der beiden Phosphodiesterbindungen zwi-
schen der Phosphatgruppe des einen Fragments und der
3’-Hydroxygruppe des anderen Fragments fiihrt (Fig. 8).

Benutzt man zur Fragmentierung des Genoms und zur
Linearisierung des Plasmids das gleiche Restriktionsen-
zym, etwa EcoRl, so erhilt man in beiden Fragmenten Ein-
zelstrangenden, die basenkomplementir zueinander sind.
Passagier und Vektor kénnen einen Komplex bilden, der
durch die Bildung von Basenpaaren, d. h. durch Wasser-
stoffbriickenbindungen, stabilisiert wird. Dieser Komplex
erleichtert die Kniipfung der beiden Diesterbriicken zwi-
schen den DNA-Fragmenten. Ein solches SpleiBen oder
Ligieren bezeichnet man als ,sticky-end*-Ligation. Wer-
den DNA-Fragmente mit Doppelstrangenden verkniipft -
dies erfordert groBere DNA-Ligase-Konzentrationen -, so
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bezeichnet man dies als ,blunt-end*-Ligation (Fig. 9).
Zwar ist das Ligieren von DNA-Fragmenten eine Stan-
dardoperation im molekularbiologischen Laboratorium,
die Methode ist aber trotzdem mit drei Problemen belastet.
Der Vektor kann recyclisieren, die Passagier-DNA kann
oligomerisieren und der Passagier kann in zwei Orientie-
rungen in den Vektor eingebaut werden. Das Auftreten der
beiden zuerst genannten Probleme ist einfach festzustel-

Tabelle 5. Eine Auswahl von Enzymen, die bei der in-vitro-Rekombination
von Nucleinsiuren bendtigt werden.

Enzym Funktion

Restriktionsendonucleasen  Sequenz-spezifisches Schneiden der DNA

(EC 3.1.23)
Polynucleotid-Kinase 5'-Phosphorylierung von DNA- und RNA-
(EC 2.7.1.78) Fragmenten
Markierung mit [*2P]Phosphat
DNA-Ligase Kondensation (Ligieren oder SpleiBen) von
(EC 6.5.1.1) DNA-Fragmenten
DNA-Polymerase Polymerisiert Desoxynucleotidiriphosphate,
(EC2.1.1.7) bendtigt eine einzelstringige DNA-Matrize,
aber ein doppelstringiges DNA-Startstiick
Desoxynucleotidyl- Verlingerung von 3'-Einzelstrangenden mit ei-
Transferase nem Nucleotid
reverse Transkriptase Synthese von DNA an einer RNA
S1-Nuclease spezifische Hydrolyse einzelstrangiger DNA
(DNA-Schleifen)
Desoxyribonuclease unspezifische Hydrolyse von DNA
(EC3.1.21.1)
Ribonuclease A Hydrolyse von RNA nach (3'— 5)-Pyrimidin-
(EC 3.1.27.5) nucleotiden
alkalische Phosphatase Dephosphorylierung von RNA und DNA,
(EC 3.1.3.1) d.h. Hydrolyse von Phosphomonoestern

len: Die rekombinierte DNA wird mit dem urspriinglich
benutzten Restriktionsenzym gespalten, und die rekombi-
nierte DNA selbst sowie ihre Spaltprodukte werden durch
eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach dem Moleku-

s pGTTAACTCTATC a

s T TGAGATAGTAAD 5 * s pATTGATAGAGT T 3

3 CTATCTCAATTGp
T4-DNA-Ligase
5 pGTTAACTCTATCATTGATAGAGTT 3

3 TTGAGATAGTAACTATCT CAATTGp 5

DNA-Polymerase
dATP, dCTP

s pGTTAACTCTATCATTGATAGAGTTAAC ¥
¥ CAATTGAGATAGTAACTATCTCAAT TGp s’

Fig. 8. Mechanismus der Ligation von DNA-Fragmenten mit DNA-Ligase.
Freie 5’-Hydroxyenden miissen zuerst mit ATP und Oligonucleotid-Ligase
phosphoryliert werden. Die einzelstriingigen Enden werden dann unter Ver-
wendung von DNA-Polymerase mit den komplementiren Nucleotiden ver-
ldngert.

largewicht getrennt (Fig. 7). Die korrekte Orientierung (Po-
laritdt) des Passagiers im Plasmid kann nur anhand seiner
biochemischen Funktion iiberpriift werden. Die Insertion
wird aber beziiglich der Polaritit eindeutig, wenn man den
Vektor an einer Stelle glatt und an der zweiten Stelle ver-
setzt schneidet. Ein analog behandelter Passagier kann
dann nur in eine Richtung inseriert werden (Fig. 9, ().
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falsche Polaritat

richtige Polaritat

P’
/blunt” “sticky "

nur eine Polaritat
moglich

Fig. 9. Gewinnung rekombinierter DNA aus einem Passagier P und einem
Vektor V (Plasmid). (D Linearisieren eines Plasmids mit einem Restriktions-
enzym. (@) Recyclisierung des linearisierten Plasmids mit einer Ligase. (3) Re-
kombination des Vektors V und des Passagiers P; die Produkte konnen je
nachdem, ob ,,passende* Enden oder nicht zusammengefigt werden, eine
richtige oder falsche Polaritit aufweisen. @ Die Passagiere P kdnnen auch
oligomerisieren. (8) Der linearisierte Vektor V erhélt durch einen ,,Schnit*
mit einem zweiten Restriktionsenzym ein ,blunt-end”. Rekombination
des so gewonnenen Vektors mit einem passenden Passagier P’; dabei kann
nur ein Produkt mit der richtigen Polaritat entstehen.

6. Die in-vivo-Transformation von Zellen

Im nichsten Teilschritt muB die rekombinierte DNA
entweder als lineares oder als zirkulires Molekiil in eine
Zelle, etwa ein Bakterium, eingebracht werden. Das Ein-
schleusen eines Makromolekiils in eine Zelle ist problema-
tisch, da Zellwand und Zellmembran solide Barrieren ge-
gen Fremdsubstanzen sind. Das Eindringen freier DNA in
die Zelle bezeichnet man als Transformation. Die Trans-
formationshiufigkeit ist jedoch verschwindend gering:
Etwa eine von 10° Zellen nimmt die Fremd-DNA auf*é,
Behandelt man jedoch Bakterien mit einer CaCl,-Losung
(10 mM), so werden Zellwand und Zellmembran durchlés-
siger, die Transformationshiufigkeit wird auf 102 erhoht.
So veridnderte Zellen bezeichnet man deshalb als kompe-
tente Zellen'*?). Bakteriophagen wie A oder P22 injizieren
ihre DNA in ihre Wirtzelle, ein Verfahren, das als Trans-
duktion bezeichnet wird. In einer Art Mimikry kann man
die rekombinierte DNA aus Passagier- und A-DNA in die
Proteinhiille des Phagenkopfes verpacken®”. Dann dient
der Phage als Transportvehikel und injiziert die rekombi-
nierte DNA mit hoher Effizienz in das Bakterium. Da
diese Methode nur funktioniert, wenn die Passagier- und
Vektor-DNA etwa die GroBe der A-DNA (49 kbp) haben,
kann das Verfahren gleichzeitig zur GroBenselektion der
Passagier-DNA genutzt werden.
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Einmal in die Zelle gelangt, kann die Fremd-DNA ent-
weder in das Genom eingebaut werden oder als zirkulire,
doppelstringige DNA eigenstindig existieren. Enthilt ein
Plasmid einen sogenannten Startpunkt der Replikation
(,,origin of replication*), eine Nucleotidsequenz, an der
die Replikationsgabel einsetzt, dann wird das Plasmid un-
abhéngig von dem Chromosom repliziert™*®, Teilt sich die
Zelle, so bleibt zumeist die Zahl der Plasmide in den Toch-
terzellen konstant. Wie bereits erwéhnt, kann jedoch die
Zahl von Col-E1-Plasmiden pro Zelle durch einen Ampli-
fikationsschritt erhéht werden!*),

In dem folgenden Schritt der Genexpression, der Tran-
skription, dient die Plasmid-DNA als Matrize fiir die Syn-
these der mRNA. Dazu miissen auch die regulativen Teile
des Operons, Operator und Promotor, vor das Strukturgen
plaziert werden. Die Affinit4t des Promotors zur DNA-ab-
hangigen RNA-Polymerase reguliert die Transkriptions-
hiufigkeit und somit die Zahl der mRNA-Molekiile, die
von einer DNA-Matrize kopiert®™ werden. Frithe virale
Gene enthalten z. B. hocheffiziente Promotoren, die dafiir
sorgen, daB die viralen Gene auf Kosten der Wirtgene ab-
gelesen werden!®'),

Meistens wihlt man fiir Gentransfer-Experimente ein
Plasmid, das einen bereits gut charakterisierten Promotor
enthdlt, wie etwa den Lactose-Promotor®>*], Die Opera-
torsequenz kann partiell deletiert sein, so daB der Lac-
Repressor nicht mehr an den Operator binden kann. Die
mRNA und die folgende Proteinsynthese wechseln dann
von reprimierbar zu konstitutiv iber. Ein intakter Operator
kann die Synthese eines Proteins an- oder abschaltbar ma-
chen. Im Falle des Lac-Operons lassen sich mit einem In-
duktor, etwa Allolactose, der Zeitpunkt und die Menge
Plasmid-codierter Proteine regulieren (Fig. 3).

Die transkribierte mRNA muf} auBler den Codons fiir
die einzelnen Aminosiuren des Proteins auch eine Binde-
sequenz fiir die Ribosomen enthalten. Diese Shine-Dalgar-
no-Sequenz liegt etwa 10 bis 20 Nucleotide vor dem Initi-
ationscodon AUG. Das Startsignal, welches die Amino-
sdure Methionin codiert, und die Zahl der Elongationsco-
dons, jedes ein Trinucleosiddiphosphat, stimmen mit der
Anzahl der Aminosduren in dem iibersetzten Protein iiber-
ein. Die Terminationscodons UAA, UAG und UGA codie-
ren keine Aminosédure, sondern fungieren als Signale fiir
die Aktivierung der Terminationsfaktoren, die das fertige
Peptid von der tRNA freisetzen!’”.,

Nur wenn das Plasmid auch alle Regulationssignale der
Transkription und der Translation enthilt, und wenn die
letzteren im richtigen Leseraster zum Startcodon AUG ste-
hen, kann eine rekombinierte DNA als Matrize fiir die
Synthese eines Proteins dienen.

7. Die Wahl des Vektors

Die Wahl des Vektors wird von vielen Faktoren beein-
fluBt, von der Art der zu inserierenden Passagier-DNA,
von der Restriktionsendonuclease, die benutzt werden soll,
davon, ob die inserierte DNA exprimiert werden soll und
ob die Wirtzelle ein Prokaryont oder ein Eukaryont ist.
Ublicherweise haben gute Vektoren eine Reihe von
Schnittstellen (genetische Marker) fiir Restriktionsenzyme;
die Schnittstellen dienen auch der Identifizierung. Nach
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ihrer Herkunft sind Vektoren meist Plasmide oder Bakte-
riophagen (Tabelle 6)1**¢],

Tabelle 6. Ubersicht iiber die wichtigsten Vektoren.

Vektor Vorteile

Phage A, GroBenselektion bei der Passagier-DNA, grolie
spezifische Insertion Transformationsrate

Phage P22,

unspezifische Insertion

Plasmide geringes Molekulargewicht, fast beliebige Umkon-

struktion ist méoglich, so der Einbau aktiver Pro-
motoren und Antibiotica-Resistenzen. Existieren
multipel in Zellen und kdnnen durch Amplifika-
tion vermehrt werden (a]

rekombinierte DNA wird im Kopf des A-Phagen
verpackt

infizieren und transformieren Siugerzellen, kdn-
nen auf einen breiten Wirtbereich (,,broad host
range vector) von E. coli bis Mensch umkonstru-
iert werden

Cosmide {b]

eukaryontische Viren
wie SV40

[a] Nur bei Vorliegen eines Replikationsstartpunkts, der sich von der Colicin-
Resistenz ableitet, kdnnen Plasmide amplifiziert werden. [b] Cosmide sind
Plasmide, die die cos-Region des A-Phagen enthalten. Unter cos-Region
versteht man ein DNA-Segment des A-Phagen, der das ,,Packen" des Ge-
noms in den Phagenkopf reguliert (siehe auch Fig. 13). Somit werden Plasmi-
de, die die cos-Region enthalten, in A-Phagen verpackt.
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Fig. 10. Restriktionskarte des Plasmids pBR322. Der innere Kreis gibt die
Zahl der Basenpaare an. Zwischen den beiden Kreisen sind der Startpunkt
der Replikation (Or) und die Positionen der Tetracyclin- und Ampicillin-Re-
sistenzgene (Tc' bzw. Ap’) aufgefihrt. Die Schnittstellen fiir eine groBere
Zahl von Restriktionsendonucleasen sind auf dem #uBeren Kreis angege-
ben.

Figur 10 zeigt den groBen Favoriten unter allen Plasmi-
den, das Plasmid pBR322 (p steht fiir Plasmid, BR sind die
Initialen des Konstrukteurs, und die Zahl deutet auf die
weniger erfolgreichen Vorlaufer hin)®’!, Wir demonstrieren
anhand von pBR322 die funktionellen Elemente eines
Plasmids. Dies sind der Replikationsstart (Or), zwei Anti-
biotica-Resistenzgene (Tc" und Ap’) und Spaltstellen fiir

Angew. Chem. 95 (1983) 26-44



Restriktionsendonucleasen. Nur wenn der Replikations-
start vorhanden ist, kdnnen sich Plasmide autonom ver-
mehren. Eine Antibiotica-Resistenz ist nétig, damit man
gezielt nach transformierten Bakterien, d. h. solchen, die
das Plasmid enthalten, suchen kann. Trigt das Plasmid das
Gen fiir Tetracyclin-Resistenz, so kann man dem Kultur-
medium Tetracyclin zusetzen und damit einen Selektions-
druck ausiiben. Nur Bakterien, die das richtige Plasmid
enthalten, bilden in einer Petrischale eine Kolonie. Durch
Vereinzeln auf eine zweite Platte lassen sich die transfor-
mierten Bakterien dann klonieren'>®,

Die zweite Antibiotica-Resistenz, etwa gegen Ampicillin,
wird zur Insertionsinaktivierung benutzt. Nach einem
Restriktionsschnitt setzt man den Passagier in dieses Resi-
stenzgen ein und erreicht damit durch Insertion seine
Inaktivierung. Zellen mit Plasmiden, die den Passagier ent-
halten, sind dann zwar noch resistent gegen Tetracyclin,
aber nicht mehr gegen Ampicillin (Fig. 11).

Passagier

r Ap
Te pBR322
——3
Or, inseriert iiber

/ \ Pst1-Schnitt
pBR 322

Genom oder
Chromosom ApF
1"
E.coli mit Plasmid or

Medium mit Tetracyclin

Zellen wachsen zu Kolonien
ApS
Tcr

E.coli + rekomb.Plasmid

i

@w

@

Medium mit Ampicillin:
Zellen wachsen nicht [ Insertionsinaktivierung des

Ap™-Gens)

Fig. 11. Funktion der beiden Antibiotica-Resistenzgene fiir Selektion und
Screening. Das Tc'-Gen bewirkt, daB Bakterien mit einem Plasmid auf einem
tetracyclinhaltigen Medium wachsen konnen, wihrend der Wildtyp sich
nicht vermehrt. Durch Insertion eines Passagiers in das Ap*-Gen werden Zel-
len mit einem rekombinierten Plasmid sensitiv gegen Ampicillin, sie enthal-
ten dann ein Ap*Gen.

Plasmide oder auch Phagen kénnen durch Insertionen
und Deletionen von DNA-Fragmenten fast beliebig umge-
baut werden. Der Umbau hat das Ziel, effektive Promoto-
ren vor das Strukturgen zu setzen, das Plasmid den Wirts-
bedingungen anzupassen, genetische Marker einzufiihren
und die experimentelle Sicherheit zu erhShen (Tabelle
7)%-%9, Viele dieser idealen Vektoren sind heute patentiert
und kommerziell erhéltlich.

Angew. Chem. 95 (1983) 26-44

Tabelle 7. Beispiel fiir eine Wirtzelle der B2-Sicherheitsstufe [a], geeignet fiir
Klonierexperimente mit Plasmiden am Beispiel des E.-coli-Plasmids x1776.

Genotypische Wirkung

Ver#nderung [b]

dap D8 Abhangigkeit von Diaminopimelinsaure im Medium
min Al Neigung zur Bildung von Minizellen

min B2

sup E42 Suppression von Amber-Mutanten

nal A25 Resistenz gegen Nalidixinsiure

A29 (bio H-asd) Deletion fhrt zur Abhangigkeit von Diaminopimelin-
sdure und Threonin

hsd R2 Inaktives Restriktionssystem, erleichtert die Transforma-
tion

F- Wirtzelle enthilt keinen F-Faktor

[a] Es werden verschiedene Stufen von LaboratoriumssicherheitsmaBnahmen
(L1-L4) und drei biologische Sicherheitsstufen (B0, B1, B2) angewendet; so-
mit reicht die Skala der SicherheitsmaBnahmen von L1BO bis L4B2- (die
héchste Sicherheitsstufe L4B2 gilt z. B. bei Arbeiten mit oncogenen Viren in
Humanzellen). Ein oft gebrauchter Vektor fiir Klonierexperimente mit Si-
cherheitsauflagen ist Charon 4A. Es ist ein umkonstruierter A-Phage, der aus
Sicherheitsgriinden ,,Amber*-Mutationen in den Genen fiir die Phagenrei-
fung, den Aufbau der Phagenhilllen und die Lyse des Wints enthilt. Charon
4A kann deshalb zum Klonieren eukaryontischer DNA verwendet werden.
[b] Die Mutationen sind so ausgew#hlt, daB der Phage sich nicht selbstindig
machen kann, d. h. er kann nur in einem Labor als Teil des Bakteriums E. coli
%1776 existieren (biologische Sicherheitsstufe B2).

8. Die Wahl der Passagier-DNA

Die Wahl des Passagiers wird natiirlich von dem For-
schungsziel bestimmt. Man kann ein Gen priparativ isolie-
ren, um die DNA-Sequenz zu bestimmen, einen Regler de-
letieren, um die Zelldifferenzierung zu untersuchen, ein
Gen aus dem Genom in ein Plasmid transferieren, um ei-
nen Protein-Uberproduzenten zu erzeugen, ein Gen fiir

MRNA poly (A)- Kette
s AN
1
) Apoly(A)
3 AVAA
poly(T)-Starter
2)
5 4
AWM,
3 poly(T)
/\/\/\5.
4
) poly(T).
= AWV,
poly (A)
5)
5 5
6)
YA-A-A-A-A: R-A-A-A-A T

Fig. 12. Sechsstufige Synthese der doppelstrangigen Copy-DNA (cDNA),
ausgehend von der mRNA. Eukaryontische mRNA kann durch Affinitits-
chromatographie an poly(dT)-Cellulose isoliert werden, da die mRNA am 3'-
Ende ein poly(A)-Segment enthilt. Die einzelnen Stufen sind: 1) Affinitits-
chromatographie an poly(dT)-Cellulose. 2) Synthese des komplementdren
Stranges mit der reversen Transkriptase und den vier Desoxynucleosidtri-
phosphaten. d) Hydrolyse des mRNA-Matrizenstranges mit Ribonuclease A.
4) Verdopplung des DNA-Stranges mit DNA-Polymerase. 5) Abspaltung der
Schleife mit Einzelstrang-spezifischer S1-Nuclease. 6) Anfligen von Einzel-
strangenden mit der Desoxynucleotidyl-Transferase zur Erzielung von
,sticky ends* zur Ligation. Der Vektor wird ahnlich behandelt, aber dann
mit oligo(T) verl&ngert.
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cine prinatale Diagnostik zu analysieren oder Humanpro-
teine in Bakterien zu produzieren''. Passagier-DNA kann
man durch Fragmentierung des Genoms gewinnen, durch
Riickiibersetzung isolierter mRNA oder durch kombinierte
chemisch-enzymatische Synthese. SchlieBlich wird die
DNA durch Klonieren gereinigt und in priparativen Men-
gen hergestellt.

Um eine Genbibliothek anzulegen, muBl man das Ge-

Fragmentierung
{Scherkrafte oder Telverdauung
mit Restriktionsenzymen)

GrofNenfraktionierung
20 kbp-Fragmente

Trimmen der Enden mit SI-Nuclease

nom zuerst in etwa 20 kbp groBe Fragmente zerlegen. Je-
des Fragment wird in ein Plasmid inseriert, und der Vektor
wird dann in das Bakterium eingeschleust. Nach dem Klo-
nieren der transformierten Bakterien verfiigt man iiber eine
Sammlung aller Gene, kloniert in Bakterien: eine Genbi-
bliothek!®>®?, Da der Schnitt auch innerhalb eines Gens
erfolgen kann, wird man die Fragmentierungsmethode,
etwa den Typ des Restriktionsenzyms, dndern, um moég-

Hochmolekutare DNA >100 kbp

Rl Rl R
t ¢ 4

— Charon 4A-DNA

Circularisierung durch kohasive
Enden - keine Ligation

——
EcoRl- Blockierung von 1 EcoRlI
Methylase | EcoRI-Stellen
gHa &g 13 P
CH, &~ + P
. Ligation mit EcoRI- Zentrifugation im
T4-DNA-Ligase | | i\ erfragment 1 Sucrose-Dichtegradient
CH;
I L 3
T 31 kbp-Vektortfragment
CH,y
EcoR1 l
‘13“3
= T I~
CH3
L )
l Ligation Uber kohisive Eco RI-Enden
CH; Cng

£xm¢:m_.n

cos CH,

Concatemer aus Vektor-und “Passagier”-Fragmenten

Transfektion und
Kloncharakterisierung

-

in-vitro-
Verpackung

Kopf eines
A-Phagen

Fig. 13. Herstellung einer Genbibliothek aus Drosophila-DNA nach Maniatis et al. (Cell 15 (1978) 687). Mit freundlicher Genehmigung von Autor
und Verlag entnommen aus R. Knippers: Molekulare Genetik, Thieme, Stuttgart 1981. Bei der Herstellung z. B. einer Bibliothek eukaryontischer Gene
muB man aufgrund der immensen Zahl der Basenpaare eine Reihe experimenteller Tricks anwenden. Um die Genfragmente auch nach GréBe zu sor-
tieren (ca. 20 kbp), ,,verpackt™ man die Vektoren (modifizierte A-Phagen oder Cosmide); in den Kopf des A-Phagen (rechts) Charon 4A (siehe Tabelle
6) werden sogenannte cos-loci eingesetzt, die das Verpacken ermdglichen. Aus der Vektor-DNA wird durch Oligomerisieren ein ,,Concatemer* gebil-
det, das in den Phagenkopf eingefadelt werden kann. Die Oligomere werden dann am cos-locus geschnitten und in A-Lange (38-53 kbp) in den Pha-
genkopf verpackt. Somit kann Charon 4A (31 kbp) maximal 22 kbp an Passagier-DNA aufi Beim Umkonstruieren des Passagiers (links) kann
man stdrende interne Restriktionsstellen durch enzymatische Methylierung von Adenin und Cytosin blockieren (Restriktion). Nach ,,blunt-end*-Liga-
tion mit EcoRlI-Linkerfragmenten (Fig. 22a) kdnnen EcoRI-,sticky-ends* produziert werden, die ein Oligomerisieren des Passagiers ermoglichen.

h
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lichst mehrere DNA-Fragmente aus einem Genom-Bereich
zu erhalten. Nur so wird sichergestellt, daB alle Gene eines
Organismus intakt in der Bibliothek vorhanden sind.

In Eukaryonten liuft die Genexpression komplexer ab
als in Prokaryonten. Nur Teile der DNA, sogenannte
Exons, erscheinen als mRNA, wihrend gro3e Bereiche der
DNA (Introns) wihrend der Nachbehandlung (,,Prozessie-
rung®) der RNA als Information verloren gehen!®". Bené-
tigt man eine Genbibliothek eines Eukaryonten, welche
nur die codogenen Teile der DNA enthalten soll, so mul}
man einen anderen Weg wihlen. Alle mRNAs werden mit
der reversen Transkriptase in ihre komplementiren DNA-
Molekiile umgeschrieben, Folglich bezeichnet man diese
Sammlung als cDNA-Bibliothek, wobei cDNA die Abkiir-
zung fir copy- oder complimentary-DNA ist. Die prinzi-
piellen Reaktionsschritte fiir das Anlegen von Genbiblio-
theken sind in den Figuren 12 und 13 gezeigt(*],

9. Die Wahl der Wirtzellen

In den meisten Forschungslaboratorien werden E.-coli-
Bakterien als Wirtzellen fiir Transformationsexperimente
benutzt. Die Genetik und der Stoffwechsel von E. coli sind
gut bekannt, und es existieren zahlreiche Mutanten, die
das Experimentieren mit diesem Mikroorganismus sehr er-
leichtern. E. coli kann auch in einem Chemielaboratorium
ohne Schwierigkeiten gezogen werden. Aus 1 L Kulturme-
dium erhilt man ca. 50 g Bakterien. E. coli ist zwar kein pa-
thogener Organismus, jedoch sollte er im Laboratorium
mit Vorsicht gehandhabt werden. Fiir die industrielle Pro-
duktion von Proteinen ist E. coli ungeeignet, zum einen
weil es ein menschlicher ,,Commensale* ist, zum anderen
weil E. coli als gram-negatives Bakterium praktisch keine
Proteine in das Kulturmedium ausscheidet. Hefen dagegen
sind fiir alle Arten industrieller Fermentation duBerst niitz-
liche Mikroorganismen. Da man iiber das groBtechnische
Ziichten von Hefen bereits {iber viel Erfahrung verfiigt,
versucht man jetzt, Plasmide zu konstruieren, die ihre Pas-
sagier-Gene in Hefe exprimieren. Auch fiir die Expression
eukaryontischer Vektoren kann Hefe der Wirt der Wahl
sein, da Hefen als Eukaryonten in der Lage sind, Proteine
bis zur Endstufe zu ,,prozessieren*. Bacillus subtilis, ein
gram-positives Bakterium, das in der industriellen Enzym-
produktion eingesetzt wird, hat zwar den Vorteil, dal eine
Reihe von Proteinen in das Medium sezerniert werden,
doch sind leider viele Plasmide in B. subtilis instabil'*®l,

Fir den Gentransfer zwischen eukaryontischen Zellen
werden als Wirt oft embryonale Zellen verwendet, z. B.
BHK-Zellen (,,baby hamster kidney cells*), die leicht in
Kultur zu ziichten sind. Als Vektor werden das Affenvirus
SV40 (,,simian virus‘*) und seine ,,Derivate* benutzt. Virale
Vektoren haben hier den Vorteil, daf} sie Zellen mit hoher
Effizienz infizieren und sich sehr rasch vermehren®’-%%,
Perfekte Wirtzellen gibt es nicht; noch immer treten viele
Schwierigkeiten auf, wenn ein im Laboratorium transfor-
mierter Stamm sich als Produktionsstamm in der Massen-
ziichtung bewdhren soll.

10. Die Suche nach dem richtigen Klon

Die analytischen Probleme, die mit Rekombination und
Transformation einhergehen, lassen sich anhand des fol-
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genden Rechenbeispiels dokumentieren. Etwa eine von
1000 Zellen ibernimmt die rekombinierte DNA. Wie-
derum nur ein Promille davon enthilt die DNA in der kor-
rekten Richtung oder Polaritit und in dem richtigen Lese-
rahmen. Diese ppm-Ausbeute wird nur dadurch experi-
mentell sinnvoll, daB} sich Bakterien in einem optimierten
Medium etwa alle 20 Minuten teilen. Wie bei der bekann-
ten Geschichte vom Schachbrett und den Reiskdrnern ent-
stehen so innerhalb 24 Stunden theoretisch 27=4.7-10?'
Zellen. Wird ein Selektionsdruck angewendet, z. B. ein An-
tibioticum im Medium, so vermehren sich nur Bakterien,
die ein Plasmid enthalten. Theoretisch sollten alle Nach-
kommen der Stammzelle einen Klon bilden, d. h. in Geno-
typ und Phinotyp identisch sein. Bakterien mutieren aber
mit groBer Frequenz, sie verlieren und importieren Plasmi-
de, und sie modifizieren die Plasmide in vivo durch
Schneiden und SpleiBen. So wird die genetische Stabilitit
des Wirts und des Plasmids zu einem kritischen Faktor, be-
sonders bei der Massenziichtung rekombinierter Bakte-
rien!®d,

Wie bereits beschrieben, lassen sich die Pridsenz des
Plasmids in einem Bakterium und die Insertion des Passa-
giers in das Plasmid durch die Ausnutzung der Kombina-
tion der Antibiotica-Resistenzen schnell, d. h. mit etwa 300
Petrischalen pro Arbeitstag, testen. Die Inaktivierung einer
Antibiotica-Resistenz durch Passagier-Insertion stellt aber
nur einen negativen Test dar. In einem sehr eleganten opti-
schen Verfahren kann man die Aktivitit des Enzyms B-Ga-
lactosidase nutzen, das aus zwei Dominen besteht, die
beide fiir das Funktionieren des Enzyms nétig sind’%. Die
a-Doméne der B-Galactosidase wird von dem Plasmid co-
diert, wihrend die B-Domine auf dem Genom einer Bakte-
rienmutante lokalisiert ist. Wenn die Zellen das native
Plasmid enthalten, so bilden sie das aktive Enzym, und zu-
gesetztes (5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-8-D-galactosid wird
zum Indolderivat hydrolysiert. Durch Luftoxidation ent-
steht ein Indigofarbstoff, d. h. ein Zellklon mit intaktem
Plasmid erscheint auf der Petrischale blau. Wird ein Passa-
gier in das Plasmid inseriert, so entsteht keine aktive B-Ga-
lactosidase, die Zellen bleiben weiB. In einem anderen
Test, den man als ,,colony hybridisation test** bezeichnet,
148t man Bakterien auf Nitrocellulosefiltern wachsen, die
Zellwinde werden anschlieBend hydrolysiert, und die
DNA wird auf dem Filter fixiert. Mit einer radioaktiv mar-
kierten, einzelstringigen DNA, die basenkomplementir zu
dem Passagier ist, untersucht man, ob sich ein Doppel-
strang zwischen Test-DNA und Passagier bildet, d. h. ob
beide Nucleinsiuren hybridisieren”""72, Ein anderes Ver-
fahren bezeichnet man als ,,arrested translation‘‘, da die
Plasmidgene als kompetitive Inhibitoren bei der Transla-
tion der mRNA fungieren konnen. Empfindlicher, aber
auch aufwendiger ist ein Radioimmunoassay mit radioak-
tiv markierten Antikdrpern gegen das gesuchte Protein!”.

Es ist naheliegend zu priifen, ob ein bakterieller Klon
das gesuchte Protein synthetisiert. Dazu muB8 man iiber
eine Wirtzelle verfiigen, die das gesuchte Enzym nicht pro-
duzieren kann. Erst Plasmid und Wirtzelle bilden ein kom-
plementires System, welches zur Enzymproduktion befi-
higt ist (Komplementationstest). Priift man auf Enzymakti-
vitit, so muB die Reaktion so empfindlich sein, da8 man
ein pmol Substanz nachweisen kann. In jiingster Zeit sind
auch sogenannte Mini- und Maxizell-Systeme entwickelt
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worden, die selektiv nur Plasmid-codierte Proteine expri-
mieren”, Der Minizell-Stamm, ein Abkémmling von E.
coli K12, teilt sich so, dal Minizellen entstehen, die aus
Raumgriinden kein Genom mehr enthalten. Diese Minizel-
len kann man durch Zentrifugation im Saccharose-Dich-
tegradienten von intakten Zellen abtrennen. Die Minizel-
len enthalten noch Plasmide und den Proteinsyntheseap-
parat. Nach Zugabe von [**S]Methionin werden die Plas-
mid-codierten, radioaktiven Proteine synthetisiert, die mit
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt und ana-
lysiert werden konnen. Maxizellen funktionieren im Prin-
zip dhnlich, jedoch wird das Genom mit einer Dosis UV-
Strahlen zerstort, die die Plasmide intakt 148t/

Neben diesen zellulidren oder in-vivo-Systemen fiir die
Genexpression existieren auch zellfreie oder in-vitro-Ex-
pressionssysteme, wie z. B. Weizenkeime, E.-coli-Extrakte
und Reticulocyten-Lysate’®7®, Neuerdings injiziert man
die DNA auch in den Zellkern von Frosch-Oozyten oder
in Embryonalzellen™*®. Der Erfolg eines Transforma-
tions- und Klonierexperimentes mufl aber zum Schlufl im-
mer durch die DNA-Sequenz bewiesen werden. Dazu iso-
liert man die Plasmide nach einem Amplifikationsschritt
priparativ und trennt sie durch Zentrifugation in einem
Caesiumchlorid-Gradienten in Gegenwart von Ethidium-
bromid. Von dem Plasmid wird eine Restriktionskarte an-
gelegt, und die Passagier-DNA mit flankierenden Berei-
chen wird nach Maxam und Gilbert oder nach Sanger se-
quenziert'®'-®, Erst DNA-Sequenz und Genexpression be-
weisen den Erfolg eines Klonierexperimentes.

11. Aufbereitung der Proteine

Bisher haben wir iiber die Proteinbiosynthese sehr ver-
einfacht gesprochen: Die Nucleotidschrift der DNA oder
RNA wird in die Aminosiurefolge eines Proteins iiber-
setzt. Besonders im Stoffwechsel héherer Organismen sind
diese Vorginge sehr viel komplexer. Von Ribosomen pro-
duzierte Peptidketten werden noch glykosidiert, phospho-
ryliert und an vielen Stellen und mit vielen Reagentien ko-
valent modifiziert. Diese Aufbereitung nennt man zusam-
menfassend ,,posttranslationale Modifikation ‘853, Oft
werden Proteine als iiberlange Vorlaufermolekiile syntheti-
siert, sogenannte Priproproteine. Insulin aus Rinderpan-
kreas z. B. wird von den Ribosomen als Priproinsulin mit
104 Aminosduren translatiert®. Die Prd- oder Signalse-
quenz, die 23 Aminosduren umfafit, dirigiert die Riboso-
men zum endoplasmatischen Reticulum und bewirkt, daf
diese Proteine in den Innenraum des Reticulums ge-
schleust werden. Danach wird die Signalsequenz abgespal-
ten. Proinsulin, der inaktive Vorldufer des Insulins, enthilt
noch 81 Aminosduren. Erst durch Entfernung des mittle-
ren C-Peptids entsteht das aktive Hormon mit 51 Amino-
sduren. Bei vielen katabolischen Enzymen dirigieren Si-
gnalsequenzen die Proteine in das endoplasmatische Reti-
culum, in den periplasmatischen Raum oder sogar durch
die Zellwand in das Kulturmedium. Um diese natiirlichen
Vorginge fiir die Gentechnik, d. h. die Gewinnung eukary-
ontischer Proteine, nutzen zu k6nnen, miiBten wir die che-
mischen Prinzipien der Proteinbiosynthese!'®, die Chemie
der Membranen®-®® und den Effekt chemischer Modifi-
kationen auf die Konformation und Aktivitdt von Prote-
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inen verstehen®. In der Molekularbiologie gibt es viele
faszinierende Fragen, aber die Chemiker scheinen an ihrer
Losung nicht interessiert zu sein.

12. Was in der Chemie die Mechanismen,
sind in der Molekularbiologie die Modelle

Figur 1 zeigt die gegenwirtige Lehrbuchvorstellung tiber
den Ablauf der Proteinbiosynthese. Uber viele Einzelhei-
ten ist erst wenig bekannt, z. B. iiber die regulativen Si-
gnale auf der mRNA, iiber die Selektion der Aminoacyl-
tRNA durch das mRNA-Codon und iiber die Funktion
von GTP zur Bewegung der mRNA.

Noch weniger wissen wir iiber Struktur und Funktion
von Membranen. Wir kennen Plasmamembranen, Kern-
membranen und Membranen von Organellen, wie die in-
nere mitochondriale Membran. Sie alle haben genau fest-
gelegte Funktionen im Stofftransport, als Bindestellen fiir
Multienzymsysteme, bei der Umsetzung eines Protonen-
gradienten in ATP und bei der Erzeugung elektrischer Po-
tentiale. Vieles wissen wir iiber Proteine und Phospholi-
pide als Membranbestandteile, und es gibt gar viele Mo-
delle, welche die Membranfunktionen beschreiben. Be-
zeichnungen wie ,fluid mosaic model* demonstrieren
iiberzeugend den chemischen Kenntnisstand iiber Mem-
branfunktionen'™”,

Warum ist die Plasmamempran fiir das eine Protein
durchlissig, wihrend ein dhnlich groBes Protein im Cyto-
plasma zuriickgehalten wird? Die Beantwortung dieser
Fragen ist fiir die gentechnische Produktion von Enzymen
von groBter Bedeutung. Wir wissen, daB sekretorische Pro-
teine eine Signalsequenz aus 30 Aminosiuren enthalten,
daB hydrophobe Aminosduren gehiuft auftreten und dafl
ein Prolin in definierter Position fiir das Ausschleusen
wichtig ist; dieser Kenntnisstand reicht nicht aus, um Si-
gnalsequenzen zum Ausschleusen von Proteinen in das
Kulturmedium zu konstruieren®-%2, Auch hier helfen die
Chemiker gegenwirtig nicht weiter. Heute fillt es nicht
schwer, die Struktur eines Steroids durch Réntgenbeugung
zu ermitteln. Um jedoch mit Erfolg die Chemie von Mem-
branen zu untersuchen, braucht es neben einem breiten
Methodenspektrum ein geriittelt MaB an Phantasie.

13. Chemische Synthese von Genfragmenten am
Triiger: Synthese mit Injektionsspritze und
Serumkappe

Mit der Synthese von Nucleinsiduren im Laboratorium
begann man sich vor etwa 30 Jahren zu beschiftigen. Zu-
erst wurden Schutzgruppen fiir die heterocyclischen Basen
und die Desoxyribose sowie Kondensationsmittel fiir die
Kniipfung der Phosphorsiurediesterbindung gesucht®,
Die dabei entwickelte Phosphodiester-Methode ermég-
lichte die Synthese von Oligonucleotiden der Kettenlinge
10-20, allerdings nur mit sehr groBem experimentellen
Aufwand. Gerade rechtzeitig wurden von den Biochemi-
kern die Oligonucleotid-Kinase und die DNA-Ligase iso-
liert, so daB die Oligonucleotidblécke enzymatisch zu dop-
pelstringigen DNA-Fragmenten kondensiert werden
konnten. Ohne Zweifel war die Synthese des Gens fiir die
Tyrosin-tRNA, ein DNA-Segment mit 200 bp, durch Kho-
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rana et al. ein erster Hohepunkt auf diesem Arbeitsge-
biet®%

Die Phosphodiester-Methode ist jedoch fiir eine effi-
ziente Synthese von Genfragmenten ungeeignet, da die
Ausbeuten niedrig und die Reaktionszeiten lang sind, und
da alle Zwischenprodukte miihselig und verlustreich sdu-
lenchromatographisch gereinigt werden miissen. Auch das
Interesse an der Synthese von DNA-Fragmenten war ge-
ring, da man DNA nicht sequenzieren konnte und somit
nicht wuBte, was synthetisiert werden sollte. Khorana et al.
hatten die DNA-Sequenz, die sie synthetisierten, aus der
Primérstruktur der Tyrosin-tRNA abgeleitet.

Mit der Entdeckung der Restriktionsendonucleasen und
somit der Mdglichkeit, DNA in experimentell handhab-
bare Fragmente zu zerlegen, und mit der schnellen und
von jedermann durchfithrbaren DNA-Sequenzierung in-
derte sich die Situation fast schlagartig. Dennoch setzten
die Experten vorrangig auf genetische Methoden zur Ge-
winnung von DNA-Fragmenten.
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phosphoryliert und dann mit T4-Ligase zu gréBeren Fragmenten ligiert. Obwoh] das Produkt, ein 517bp-Fragment, nur einen geringen Reinheitsgrad aufwies,

konnte das Interferon-Gen durch Klonierung angereichert und isoliert werden.

Erst die chemisch-enzymatische Synthese des Gens fiir
das humane Leukocyten-Interferon, eines DNA-Doppel-
strangs mit 517 bp, demonstrierte liberzeugend die neuen
Moglichkeiten der Synthesechemie in der Molekularbiolo-
gie (Fig. 14)%%,

Der ungewdhnliche Erfolg in der chemischen DNA-
Synthese 146t sich auf zwei Neuerungen zuriickfothren, die
Einfiihrung der Phosphotriester-Methode (Fig. 15)® und
die der Merrifield-analogen Polymersynthese am Tri-
ger’®). Erwihnt werden sollten auch die Entwicklung bes-
serer Kondensationsmittel und die neuen analytischen und
praparativen Trennmethoden wie HPLC und Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese.

Mit einem ,,Peptid-Synthesizer priparierten Merrifield
und Gutte 1970 die Ribonuclease an einem polymeren Tré-
ger. Fir die Kondensation der 124 Aminosiuren waren
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369 Reaktionsschritte nétig, was 11391 mechanischen
Operationen entsprach®®, Ahnliche Erfolge blieben der
Nucleinsdurechemie lange Zeit versagt, obwohl zahllose
Versuche zur Trigersynthese von Oligonucleotiden durch-
gefiihrt wurden®), Fiir die MiBerfolge waren wohl zwei
Griinde ausschlaggebend. Die polymeren Triger waren
nicht den Erfordernissen der DNA-Synthese angepabt,
und die chemischen Reaktionen waren beziiglich Selektivi-
tit und Ausbeute nicht effektiv genug, um die speziellen
Kriterien einer stufenweisen Polykondensation am Triger
zu erfilllen. Die Phosphodiester-Methode erwies sich fir
die Trigersynthesen als ungeeignet, da sich die wachsende
Nucleotidkette als Oligoanion schlecht in organischen Lo-
sungsmitteln 16st und von dem hydrophoben Tréger abge-
stoBen wird. Vollstindiger AusschluB von Wasser und
hohe Konzentration an Reaktanden sind aber eine condi-
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sationsschritt nach der ,,charged-compound-coupling*-Methode mit 1-(Me-
sitylensulfonyl)-3-nitrotriazol (MSNT) als Kondensationsmittel. DMTrt=
Dimethoxytrityl.

tio sine qua non fiir schnelle und quantitative Kondensa-
tionsreaktionen. Erst die von Letsinger et al. entwickelte
und von [takura et al. sowie Gait et al. verbesserte Phos-
photriester-Methode verhalf der Trégersynthese zum
Durchbruch. Bei dieser Methode ist die wachsende Nucle-
insdurekette ungeladen, so daB eine Vielzahl von Trigern
wie Polyamide, Polystyrole und Silicagel verwendet wer-
den kdnnen!'%,

Sollen Oligonucleotide mit einer Kettenlidnge bis 20 syn-
thetisiert werden, so kondensiert man Mononucleotide
nach der ,charged-compound-coupling‘-Methode!'®'-'%%,
Die geschiitzten Monomere werden als Triethylammoni-
umsalze der Phosphodiester eingesetzt, da diese gut in Py-
ridin 16slich sind. Mit 1-(Mesitylensulfonyl)-3-nitrotriazol
als Kondensationsmittel betragen die Reaktionszeiten pro
Kupplungsschritt 45 Minuten bei 45°C; die Ausbeuten
sind besser als 90%. Sollen Oligonucleotide mit einer Ket-
tenlinge von 20 und 40 Nucleotiden synthetisiert werden,
so werden am besten Dimere und Trimere als Kupplungs-
einheiten verwendet (Fig. 16). Fiir diese Synthesen stehen

40

bereits halbautomatische wie auch Programm-gesteuerte
,,DNA-Synthesizer* zur Verfiigung (Fig. 17)!'%%,

Eine chemisch noch elegantere Methode ist in den letz-
ten Jahren von Caruthers et al. entwickelt worden, die
,»Phosphit-Methode*'°>1%, Sie umgeht das Problem der
negativen Ladung, indem zuerst der Nucleotidphosphit-
ester gebildet wird, der dann im zweiten Schritt mit Iod
zum Phosphodiester oxidiert wird. Die Herstellung des
monomeren Desoxynucleosid-Phosphoramidits aus dem
geschiitzten Nucleosid und Chloro(N, N-dimethylamino)-
methoxyphosphan ist ein einfaches und schnelles Verfah-
ren (Fig. 18)!'""L. Die Synthese des trisubstituierten Phos-
phans ist nicht ohne Probleme. Es entziindet sich sofort,
wenn es mit Wasser in Kontakt kommt, und auch wihrend
der Herstellung des Dichloro(methoxy)phosphans kann
das Reaktionsgemisch spontan entflammen. Nur mit ei-
nem dreimal destillierten, hochreinen Phosphorylierungs-
reagens, dessen Reinheit >'P-NMR-spektroskopisch ge-
prift wurde, verlaufen die Kupplungsschritte mit guten
Ausbeuten. Mit diesem Typ hochreaktiver Reagentien, von
van Boom et al. als , Reaktionsbomben‘“ bezeichnet, be-
gann eine neue Ara in der Nucleinsiurechemie!'®®, Das
Handwerkszeug sind Injektionsspritze und Serumkappe,
die Erfolge Kupplungszeiten von 5 Minuten bei Raumtem-
peratur und fast quantitative Ausbeuten (Fig. 19)!'°%,

Da selbst bei 90% Ausbeute eine stufenweise Heteropo-
lymersynthese ein Produktgemisch aus unvolistindigen
Ketten liefern wiirde, benutzt man fiir beide Synthesewege
einen ,,capping*-Schritt: 5-Hydroxygruppen von Oligo-
nucleotidketten, die nicht reagiert haben, werden durch
Acetylierung blockiert. So wird die Ausbeute zwar redu-
ziert, es entstehen aber keine falschen Sequenzen. Nach
der Synthese werden zuerst die Schutzgruppen entfernt,
und dann wird das Oligonucleotid vom Triger abgespalten
(Fig. 20). Die Ausbeute betrigt fiir ein Oligomer mit 20
Gliedern etwa 5-10%, bezogen auf den Nucleosid-aktivier-
ten Triger’®). Gegeniiber der Peptid- weist die Oligonu-
cleotidsynthese einen groBen Vorteil auf: Selbst aus einem
Gemisch von Oligonucleotiden kann durch Rekombina-
tion und Transformation das Bakterium mit dem ,,richti-
ben Oligonucleotid** selektioniert und dann die DNA-Se-
quenz durch Klonierung der Transformanden beliebig ver-
mehrt werden.

Fir die Reinigung der Oligonucleotide werden vorwie-
gend drei Techniken benutzt: 1. ,Reversed-Phase*-Chro-
matographie und Gelchromatographie; 2. Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie mit lonenaustauscher- und
mit hydrophoben Sdulenmaterialien und 3. Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (Fig. 21). Um die Nachweisgrenze zu
erhdhen, werden die Oligonucleotide zuvor meist mit
[**P]Phosphat markiert. Nach der Reinigung muB8 die Iden-
titdt der Oligonucleotide durch Sequenzanalyse nach Ma-
xam und Gilbert oder durch einen zweidimensionalen
. Fingerprint** bestitigt werden!'%?,

Die Synthese des Interferon-Gens stimulierte andere Ar-
beitsgruppen, sich mit der chemischen Synthese von Nu-
cleinsduren zu beschiftigen. Jedoch ist die Synthese von
Strukturgenen keine Aufgabe fiir die Nucleotidchemie,
denn intakte Gene sind effektiver aus dem Genom oder
aus Plasmiden herauszuschneiden. Die Isolierung eines
20bp-Fragmentes ist jedoch schwierig, da man die ge-
suchte Sequenz, flankiert von zwei Restriktionsstellen, fin-
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Fig. 18. Synthese der Desoxynucleosid-Phosphoramidite. DMTrt = Dimethoxytrityl, B =Thymin oder die geschiitzten Basen N°-Benzoyladenin, N*-Benzoylcytosin
und N2-Isobutyrylguanin.
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den muB. Selbst bei einem Plasmid als Startmaterial wird
die Ausbeute bei 20 bp aus 10* bp immer verschwindend
gering sein. So erginzen sich Genisolierung und chemische
Oligonucleotidsynthese auf ideale Weise.

Chemisch synthetisierte DNA-Fragmente werden als
»Linker und ,,Adapter‘‘ zur Einfiilhrung zusétzlicher Re-
striktionsstellen in Passagier und Vektor benétigt (Fig. 22).
Die chemische Synthese erméglicht es ferner, maBge-
schneiderte Operatoren und Promotoren in den Regelteil
eines Operons einzubauen. Man kann Oligonucleotide mit
Einzelstrang-DNA hybridisieren, um DNA zu sequenzie-
ren oder durch einen ,fill in* den cDNA-Strang zu synthe-
tisieren!"'”. Oligonucleotide, deren Nucleotidsequenz von
der Aminosiuresequenz eines Proteins abgeleitet wurde,
dienen zur Affinitdtschromatographie von mRNA aus Pro-
und Eukaryonten. Chemisch lassen sich seltene Nucleo-
side wie 5-Methyldesoxycytidin in die DNA einbauen!''"};
dies ermoglicht es, den Effekt der Methylierung auf die
Zelldifferenzierung zu untersuchen. Vielversprechend sind
auch die Mdglichkeiten bei der chemischen Mutagene-
se?, Durch einen ,,Ein-Nucleotid-Austausch* in der
DNA kann in dem codierten Protein gezielt eine Amino-
sdure ersetzt werden, so daB sich die Funktion definierter
Aminosduren im aktiven Zentrum von Enzymen untersu-
chen 14Bt. Schliefilich kénnen Genfragmente in mg-Men-
gen gewonnen werden, was die Untersuchung der Spezifi-
tit der Protein-DNA-Wechselwirkung mit physikalisch-
chemischen Methoden gestattet.
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Fig. 20. Einzelschritte bei der Freisetzung des Oligonucleotids vom Triger.
TEA =Triethylamin; Silicagel-C 3=, Reversed-Phase*-Material mit C,s-Al-
kylresten. Die Dimethoxytritylgruppe wird oft erst nach einer Trennung auf
einer ,,Reversed-Phase*-Siule abgespalten, da nur das komplette Oligonu-
cleotid diese Gruppe enthilt, und somit die Trennung des Produkts von kar-
zeren Ketten dber ein hydrophobes S#ulenmaterial erleichtert wird.
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Fig. 22. a) Konstruktion von Einzelstrangenden durch ,blunt-end*-Ligation
eines chemisch synthetisierten Linkers mit nachfolgendem EcoR1-Schnitt.
Ein solches Fragment a8t sich dann in ein EcoRI-linearisiertes Plasmid
pBR322 einbauen. b) Konstruktion einer neuen Restriktionsstelle mit einem
synthetischen Adaptor (Restriktionsendonuclease Xhol: CJTCGAG).

14. Die zukiinftige Rolle der Chemie in der
Molekularbiologie

In den letzten 20 Jahren haben die Genetiker die domi-
nierende Rolle bei der Weiterentwicklung der Molekular-
biologie gespielt. Nun scheint es aber, daB sich die Chemi-
ker wieder verstirkt biologischen Fragen zuwenden. Die
Chemiker haben gelernt, genetisches Material zu isolieren,
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G-GC-T-T-A-A-G-C-Cp 5 Decamer-Linker

zu sequenzieren und zu synthetisieren. Die Genetik ist
aber nur ein kleiner Ausschnitt aus dem weiten Gebiet der
Molekularbiologie. Dem Zeitgeist folgend und nicht unbe-
einflut von wirtschaftlichen Bedingungen befassen sich
Chemiker wieder mehr mit Naturstoffen im allgemeinen,
mit Proteinen, mit Zellwinden und Membranen und in
Zukunft hoffentlich auch mit der Zelldifferenzierung und
der Informationsspeicherung. In Deutschland ist die Hin-
wendung der Chemie zu biologischen Problemen auch ein
Riickbesinnen auf ihre Traditionen. Um sich mit solchen
Fragen zu beschiiftigen, sind solide chemische Kenntnisse,
ein Verstdndnis der Prinzipien des Lebenden und die Be-
reitschaft, stindig zu lernen und Andere und Anderes zu
akzeptieren, notwendig.

Dem Fonds der Chemischen Industrie und der Otio-
Rohm-Stiftung danken wir fiir die Finanzierung eigener For-
schungsarbeiten (HGG). Unser Dank gilt besonders Frau E.
Rénnfeld: fiir die Hilfe beim Schreiben des Manuskriptes.
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