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Gentechnologie im Dienste der Veterinärmedizin

Ulrich Hübscher

I. Einführung und generelles Prinzip

Seit einigen Jahren diskutiert man öffentlich und in Fachkreisen vehement über
die Auswirkungen einer Technologie, die man Genmanipulation, Gentechnologie,
Genchirurgie oder auch Rekombinanten-DNS-Technologie nennt. Im Reagenzglas
werden dabei von Menschenhand Erbsubstanzen verschiedenster Spezies künstlich
zusammengegeben. Das Überführen von Erbgut (Genen) von einem Organismus
(z.B. Pflanze, Tier, Mensch) in einen anderen (z.B. in das Darmbakterium Escherichia

coli) hat verantwortungsbewusste Menschen sofort zu Fragen nach Sinn und
Zweck und möglichen Konsequenzen solcher Experimente veranlasst. Es soll in diesem

Artikel und in zwei Nachfolgearbeiten versucht werden, erstens eine Einführung
in das generelle Prinzip der Gentechnologie zu geben, zweitens aufzuzeigen, welch
ungeheure Wissensvermehrung in der Grundlagenforschung dadurch in den letzten
Jahren ermöglicht wurde und drittens Beispiele zu geben, die veranschaulichen, dass
bereits die ersten praktischen Anwendungen dieser Technologie für die Veterinärmedizin

und die Agrartechnologie in absehbarer Zeit Realität werden.
Die Gentechnologie wurde bereits anlässlich der Vergabe des Nobelpreises an

den Basler Professor Dr. Werner Arber in dieser Zeitschrift gewürdigt [1]. Die nun
folgenden Artikel verstehen sich als weitergehende Ausführungen mit den eben
erwähnten Ausblicken in die Grundlagenforschung und in die praktische Tiermedizin.

Molekularbiologische Grundlagen

Schon bald nach der Strukturaufklärung der Erbsubstanz, der Desoxyribonukleinsäure

(DNS) im Jahre 1953 durch Watson und Crick [2] stellte sich heraus, dass
die DNS sämtlicher Lebewesen, vom Bakterium bis zum Menschen, aus den genau
gleichen Grundbausteinen aufgebaut ist. Die Baueinheit besteht aus einer Phosphorsäure,

einem Zucker (Desoxyribose) und einer der vier Basen Adenin (A), Guanin
(G), Cytosin (C) und Thymin (T) (Fig. 1). Millionen und in höheren Zellen
Milliarden solcher Bausteine sind im DNS-Molekül verknüpft und bilden einen langen
Faden. Das DNS-Molekül hegt in der Natur meistens als Doppelstrangfaden vor,
estehend aus zwei Einzelsträngen, die umeinander verdrillt sind (sogenannte Doppel-

belixstruktur). Die Doppelsträngigkeit beruht auf der Komplementarität der Basen.
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Fig. 1 Die Desoxyribonukleinsäure (DNS) als Trägerin der Erbsubstanz. Ein kurzer Abschm

ist schematisch dargestellt. P: Phosphorsäure; Z: Zucker Desoxyribose; A: Adenin; G: Guanm,

C: Cytosin; T: Thymin.
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Adenin paart sich mit einem Thymin und Guanin mit einem Cytosin (Fig. 1). Die
Reihenfolge dieser Basen in der DNS ist der Kodierungsschlüssel für die Eiweisse
(Proteine). Drei aufeinanderfolgende Basen (ein sogenanntes Basentriplett) bilden die
Kodierungseinheit für je eine der 20 Aminosäuren, aus denen die Proteine aufgebaut
sind. Bei vier verschiedenen Basen ergibt das eine Anzahl von 43 64 theoretisch
möglichen Basentripletts. Hievon kodieren 61 für die 20 natürlichen Aminosäuren,
während drei Tripletts ausschliesslich als Stoppzeichen beim Überschreiben der DNS
in die Boten-Ribonukleinsäure (mRNS) dienen (siehe nächster Abschnitt).

DNS. fr BOTEN-RNS

Ueberschreibung
Uebersetzung

REPLIKATION
MUTTERZELLE

DNS

STRUKTUR,
FUNKTION

DNS

TOCHTERZELLE

% 2 Die Doppelrolle der DNS. Die DNS kodiert einerseits den Bauplan der Eiweisse, die fur
Struktur und Funktion der Zelle verantwortlich sind, und garantiert andererseits durch genaueste

eplikation (Verdoppelung) die Kontinuität der Zellfunktion bei der Zellteilung.
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Nach der Entdeckung der DNS-Struktur entwickelte sich das molekularbiologische

Dogma, das besagt, dass die genetische Information von der DNS auf die

mRNS (m messenger Bote) überschrieben (transkribiert) wird und dass die in

der mRNS weiterhin kodierte Sprache schliesslich an den Ribosomen in ein
funktionsfähiges Eiweiss übersetzt (translatiert) wird. Dieser Vorgang ist grundsätzlich
nicht reversibel und muss ausserordentlich genau ablaufen, damit funktionsfähige
Proteine synthetisiert werden können. Die Proteine ihrerseits sind verantwortlich für

Struktur und Funktion der einzelnen Zellen und deshalb schliesslich auch für den

ganzen Organismus.
Die DNS hat in der Zelle eine Doppelrolle inne (Fig. 2): einerseits, wie oben

erwähnt, beinhaltet sie dank der Reihenfolge der Basen den linearen Bauplan für die

Proteine, andererseits muss sie diese Information bei der Zellteilung sehr genau an

die Tochterzellen weitergeben. Sie muss sich also korrekt verdoppeln (replizieren),
damit ihre Kodierungsfunktion in den Tochterzellen genau erhalten bleibt. Damit

wird letztlich die Kontinuität der Zellfunktion und des ganzen Organismus ermöglicht.

Die DNS-Replikation ist ein semikonservativer Prozess (siehe Literaturzitat 3 als

Standardwerk der DNS-Replikation). Vor mehr als zwanzig Jahren konnte gezeigt

werden [4], dass je ein Strang der ursprünglichen DNS (Mutterstrang-DNS) als

Matrize dient, an die die neu zu synthetisierende DNS (Tochterstrang-DNS) nach

den vorhin erwähnten Regeln der Basenpaarung (A gegenüber T und G gegenüber C)

polymerisiert wird (Fig. 3). Fast gleichzeitig fand Arthur Kornberg, damals an der

Washington University in St. Louis, Missouri (USA), arbeitend, im Darmbakterium
Escherichia coli die DNS-Polymerase, ein Enzym, das an eine Mutterstrang-DNS eine

Tochterstrang-DNS synthetisieren kann, wenn dem Enzym nebst den Muttersträngen

noch vier aktivierte Basen (die Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dGTP,

dCTP, dTTP) sowie der Kofaktor Magnesium angeboten werden [5]. Verschiedene

DNS-Polymerasen (im allgemeinen sind es drei Typen pro Organismus) mit zum Teil

genau bekannten Funktionsweisen in der DNS-Rephkation, DNS-Reparatur und

DNS-Rekombination wurden seither in allen Geweben und Zellen gefunden, von

Prokaryonten bis hinauf zum Menschen (siehe Literaturzitat 6 als Übersichtsarbeit).

Neuerdings scheint es sich zu zeigen, dass diese biologischen Schlüsselenzyme in der

Evolution äusserst stark konserviert worden sind [7], Ausser den DNS-Polymerasen
wurden noch etwa zwanzig weitere Proteine beschrieben, die in irgend einer Form in

die Prozesse der DNS-Replikation eingreifen [3]. Viele sind, wie später erläutert,

wichtige und unersetzliche Werkzeuge für die Gentechnologie geworden.

Bakterielle Eigenheiten, die die rationelle Grundlage für die Gentechnologie darstellen

Die Erhaltung artspezifischer Eigenschaften ist am auffälligsten in einfachen

Organismen, wie Bakterien, anzutreffen. Selbst wenn verschiedene bakterielle Arten

ein und denselben Wirt befallen, tauschen sie nur selten die genetische Information

ihres Chromosoms aus. Dies hat die Erhaltung der Art über Jahrmillionen hinweg

garantiert. Es gibt nun allerdings eine Ausnahme: In gewissen Bakterien, wie zum



Gentechnologie im Dienste der Veterinärmedizin, I.

HU mu üU HLT
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Beispiel im apathogenen Darmbakterium Escherichia coli K 12 gibt es ringförmige
DNS-Abschnitte, die extrachromosomal vorkommen, und die man Plasmide nennt.
Sie können sich unabhängig vom Bakterienchromosom replizieren. Sie sind klinisch

von ausserordentlicher Bedeutung, das sie unter anderem die Information für viele

Resistenzfaktoren gegen Antibiotika tragen.
Es kann nun vorkommen, dass die Plasmide DNS vom eigenen Chromosom

aufnehmen und sie in eine andere Bakterienart übertragen. Diese Genübertragung
durch extrachromosomale Plasmide zwischen bakteriellen Spezies hat sicher in der

Evolution der Bakterien eine wichtige Rolle gespielt. Sie ist aber nicht universell in

der Natur, selbst nicht in Bakterien. Wie wäre sonst zu erklären, dass seit der
Entdeckung von Bakterien durch Louis Pasteur vor hundert Jahren, d.h. vor mehr als

einer Million bakterieller Generationen, die meisten Spezies mehr oder weniger

dieselben geblieben sind? Andererseits sind gewisse Gene sehr ausgesprochen der

Genübertragung unterworfen; man denke an die rasche Ausbreitung der Antibiotikaresistenz.

Die erwähnte grundsätzliche Möglichkeit des Genaustausches zwischen
Organismen bildet nun die biologische und rationelle Grundlage der Genmanipulation. Es

sind dies zusammenfassend: erstens die Erhaltung der bakteriellen Arten, zweitens

das Vorhandensein von extrachromosomaler DNS, den sogenannten Plasmiden,

drittens die Fähigkeit dieser Plasmide, fremde DNS in ihre eigene DNS einbauen zu

können und viertens die Eigenschaft, diese «Fremd»-DNS zusammen mit ihrer

eigenen in der Wirtszelle replizieren zu können.

Generelles Prinzip der Gentechnologie

Das Prinzip der genetischen Manipulation wurde durch einige bahnbrechende

Entdeckungen in den Fachgebieten der Biochemie, Molekularbiologie, Genetik,
Virologie und Mikrobiologie ermöglicht. Dazu gehören die Postulierimg, Entdeckung und

Anwendung der Restriktionsendonukleasen durch Arber, Smith und Nathans (zu-

sammengefasst in [8]). Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die scherenähnlich

die DNS an ganz spezifischen Sequenzen schneiden können (Fig. 4). Bis heute sind

mehr als 350 solcher Enzyme gefunden und isoliert worden [9]. Ferner wurden

Enzyme wie DNS-Polymerasen, DNS-Ligasen, Terminale Desoxyribonukleotidyl-
transferase, Reverse Transkriptase und verschiedene Endo- bzw. Exonukleasen genau

charakterisiert (zusammengefasst in [3] und [10]) und, wie später im Detail beschneben,

in den Dienst der Genmanipulation gestellt. Die ersten Genmanipulationsexperimente

wurden 1973 von mehreren Forschern an der Stanford Universität und an der

Universität von Kalifornien in San Franzisco durchgeführt [11-13]. Anschliessend

wurde diese Technologie in kürzester Zeit in Hunderten von Labors auf der ganzen

Welt verfeinert und vereinfacht (siehe [10, 14, 15] als Übersichten). Im folgenden so

nun das Prinzip eines Genmanipulationsexperimentes beschrieben werden.
Beim Rekombinieren von DNS verschiedener Spezies unterscheidet man zwischen

einer «Fremd»- oder «Passagier»-DNS und einer «Träger»- oder «Vektor»- •

Die «Vektor»-DNS (z.B. ein bakterielles Plasmid) muss folgende drei Eigenschaften
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G-A-A-T-T-C.

C-T-T-A-A-G-

RESTRIKTIONS-

C-T-T-A-A

ENDONUKLEASE ECO RI

A-A-T-T-C

5'

Fig. 4 Erkennungssequenz und endonukleolytischer Spaltungsschritt der Restriktionsendonu-
klease I aus Escherichia coli (Eco R I). Das Enzym erkennt eine spiegelbildliche Sequenz auf der
DNS und schneidet zwischen den gleichen zwei Basen (A-G) auf beiden DNS-Strängen (Pfeile).

aufweisen: erstens muss sie unabhängig vom Wirtzellgenom repliziert werden, zweitens

muss sie die «Passagier»-DNS aufnehmen können, unter Umständen unter
Austausch gegen einen Teil ihrer eigenen DNS, und drittens sollte sie mit hoher Effizienz
in die Wirtszelle eingeführt werden können. Die «Passagier»-DNS kann eine DNS-
Sequenz jedes beliebigen Ausgangsmaterials (vom Virus bis zum Menschen) sein.

Als erstes müssen «Passagier»- und «Vektor»-DNS in reinster Form isoliert oder
synthetisiert werden. Die «Passagier»-DNS enthält das interessierende Gen. Beim
«Vektor» handelt es sich um eine genau definierte DNS-Art (z.B. um ein bestimmtes
Plasmid), deren Gewinnung meist in einfachen biochemischen Isolierungsschritten,
wie z.B. Dichtezentrifugation, durchgeführt werden kann. Es gibt viele verschiedene
Möglichkeiten, «Passagier»-Gene zu gewinnen. Im folgenden (Fig. 5) soll ein Beispiel
näher erläutert werden.

Es soll das Gen X kloniert werden. Von diesem kann man die Botenribonuklein-
säure (mRNS) mittels biochemischen Methoden rein isolieren. Die mRNS besitzen
an einem Ende, in der Fig. 5A mit 3' bezeichnet, eine lange Sequenz von Polyadeny-
latresten (poly A, Fig. 5A). An diesen poly A-Schwanz wird in vitro ein künstlich
hergestelltes Oligo-dT-Fragment hybridisiert (Fig. 5B). Dieses dient als Verankerungspunkt

für das Enzym Reverse Transkriptase, das eine DNS-Kopie von der mRNS für
das Gen X herstellt (Fig. 5B). Anschliessend kann man die mRNS mit Natronlauge
hydrolysieren und zurück bleibt die komplementäre DNS-Sequenz des Genes X
(Eig. 5C). Diese wird mit dem Enzym DNS-Polymerase in die doppelsträngige Form
überführt (Fig. 5D). Das partiell einzelsträngige haarnadelähnliche Ende wird mit
j*ner einzelstrangspezifischen Endonuklease (S1 Nuklease) in die lineare Form überführt

(Fig. 5E). Nun hängt man mit dem Enzym T4 DNS-Ligase sogenannte DNS-
Verbindungsstücke an beide DNS-Enden (Fig. 5F). Diese Verbindungsstücke enthal-
en e*xle Schnittstelle für die oben erwähnte Eco R I-Endonuklease (Fig. 4, Fig. 5G).
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Figur 5
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Die fertige «Passagier»-DNS wird auch als komplementäre DNS (cDNS) bezeichnet,
weil sie eine Sequenz aufweist, die komplementär zur kopierten mRNS ist.

Nun wird auch die «Vektor»-DNS mit der gleichen Restriktionsendonuklease
geschnitten. Die Schnittstellen der «Passagier»-DNS (Fig. 5G) und der «Vektor»-DNS
(Fig. 5H, 51) sind spiegelbildlich und können so auf Grund der Basenpaarungsregeln
hybridisiert werden (Fig. 5J). Schliesslich werden beide Enden mit Hilfe des Enzyms
DNS-Ligase verknüpft und man erhält den geschlossenen Ring eines Rekombinanten-
moleküls (Fig. 5K). Diese Rekombinantenmoleküle können nun in Bakterien
eingeschleust werden, nachdem deren Zellwände durchlässig gemacht werden. «Vektor»-
(Plasmid-) und «Passagier»-DNS werden nun im Wirtszellbakterium gleichzeitig
repliziert.

In einem nächsten Schritt selektioniert man erstens diejenigen Bakterien, die den
«Vektor» aufgenommen haben und zweitens anschliessend diejenigen, die nebst dem
«Vektor» noch die gewünschte «Passagier»-DNS enthalten. Da der «Vektor» das
Gen für Tetrazyklinresistenz enthält, haben alle Bakterien, die auf Tetrazyklin-Agar-
platten wachsen, den «Vektor» aufgenommen. Fig. 6 zeigt das Prinzip des Nachweises

des «Passagier»-Genes: auf einer Agarplatte, auf der tetrazyklinresistente
Bakterien wachsen (Fig. 6A), wird ein Nitrozellulosefilter angepresst. Die durch diesen
«Abklatsch» auf dem Filter haftenden Bakterien werden lysiert, die DNS denaturiert,
d.h. einzelsträngig gemacht, und am Filter fixiert (Fig. 6B). Der Filter wird mit
radioaktiver mRNS des Monierten Genes X inkubiert, die auf Grund der Basenpaarung an
die komplementäre DNS hybridisiert (diese mRNS diente ursprünglich zur in vitro
Konstruktion des Genes und kann somit wieder als Erkennungsprobe eingesetzt
werden). Der Nitrozellulosefilter wird anschliessend gewaschen, um die nicht an
komplementäre DNS gebundene RNS zu entfernen. Der Filter wird auf einen Röntgenfilm

gebracht. Nach anschliessender Autoradiographic zeigt der Röntgenfilm an Orten
der RNS-DNS-Hybridisierung einen schwarzen Fleck (Fig. 6C). Der Röntgenfilm
wird nun unter die Referenzagarplatte gehalten (Fig. 6D), womit diejenige Kolonie,
die das Gen X enthält, identifiziert werden kann. Dieser Klon wird aus der Agarplatte

isoliert und in grossen Mengen herangezüchtet. Aus der Bakterienkultur kann
schliesslich das Plasmid isoliert werden, das das Gen X enthält.

Was soll nun dieses Monierte Gen? In zwei Folgeartikeln soll versucht werden,
die Bedeutung der Gentechnologie zu erläutern. Es werden erstens einige
bahnbrechende neue Erkenntnisse der Grundlagenforschung dargestellt und es wird zweitens

gezeigt, dass bereits die ersten praktischen Erfolge für die Veterinärmedizin und
die Agrartechnologie Wirklichkeit geworden sind.

Zusammenfassung

Die Gentechnologie wurde durch eine Reihe bahnbrechender Entdeckungen in
Grundlagenwissenschaften wie Biochemie, Molekularbiologie, Genetik, Mikrobiologie und Virologie ermög-

t. Im Reagenzglas werden dabei Desoxyribonukleinsäuren (DNS) verschiedenster Spezies zu-

5 Herstellung einer doppelsträngigen «Passagier»-DNS (cDNS) aus mRNS und Rekombina-
10n 11111 einer «Vektor»-DNS. Details siehe Text.
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sammengegeben und verknüpft. Einerseits benötigt man eine «Vektor»-DNS (vielfach eine
sogenannte Plasmid-DNS, die sich in Bakterien extrachromosomal autonom vermehren kann) und
andererseits eine «Passagier»-DNS. Letztere kann eine Nukleinsäure irgendwelcher Herkunft sein. Die
entstehende Rekombinations-DNS kann nun in einen nicht pathogenen, durchlässig gemachten
Stamm des Daxmbakteriums Escherichia coli gebracht werden. Mit geeigneten Nachweisverfahren
wird ein Klon selektioniert, der das «Passagier»-Gen trägt. Das klonierte Gen kann in grossen
Quantitäten isoliert und analysiert werden. Schliesslich kann das Bakterium das eingeschleuste
Gen ihrer eigenen Proteinsynthese unterstellen. Bakterien können so Eiweisse (Hormone, Antigene,
Antikörper) in grossen Mengen herstellen, die für die Medizin und Veterinärmedizin von
ausserordentlicher therapeutischer Wichtigkeit sind.

Resume

La technologie genetique a ete rendue possible gräce ä une serie de decouvertes sortant du
commun, relevant de sciences telles que la biochimie, la biologie moleculaire, la genetique, la
microbiologic et la Virologie. En laboratoire, on assemble pour cela les acides desoxyribonucleiques
(ADN) des especes les plus differentes et on les lie ensemble. On a besoin d'une part d'un ADN-
«vecteur» (souvent un plasmide, qui peut se reproduire dans les bacteries de facjon autonome
en dehors du chromosome) et d'autre part d'un ADN-«passager». Ce dernier peut etre un acide
nucleique de n'importe quelle provenance. La recombinaison d'ADN ainsi obtenu peut maintenant
etre introduit dans une souche de E. coli, germe qui appartient ä la flore intestinale, une souche
non-pathogene qui a au prealable ete rendue receptive. A l'aide de techniques de mise en evidence
appropriees, on selectionne un clone qui porte le gene «passager». Le gene clone peut ainsi etre
isole en grande quantite et analyse. Finalement, la bacterie peut utiliser ce gene pour la synthese
de ses propres proteines. Les bacteries peuvent ainsi produire de grandes quantites de proteines
(hormones, antigenes, anticorps) qui ont en medecine humaine et en medecine veterinaire une tres
grande importance therapeutique.

Riassunto

La tecnologia genetica e stata resa possibile per mezzo di una serie di scoperte rivoluzionarie
nel campo di dottrine di base quali la biochimica, la biologia moleculare, la genetica, la microbiolo-
gia e la virologia. E possibile mescolare nella provetta acidi desossiribonucleici (DNA) di diverse
specie e unirli. Da un lato e necessario un DNA-vettore (spesso un cosiddetto plasmida-DNA che
si puö riprodurre autonomamente nei batteri al fi fuori dei cromosomi) e dall'altro lato e necessario
un DNA-«passeggero». Quest'ultimo puö essere un acido nucleico di una provenienza qualsiasi. II
DNA di ricombinazione cost ottenuto puö essere portato in un ceppo'non patogeno di Escherichia
coli reso permeabile. Con un opportuno sistema di dimostrazione si seleziona un clono, che
trasporta il gene «passeggero». II gene clonato puö essere isolato ed analizzato in grosse quantitä.
Infine il germe puö sottoporre il gene cosi inserito alia propria sintesi proteica. I germi possono
posi produrre grandi quantitä di proteine (ormoni, antigeni, anticorpi), che sono di straordinaria
unportanza per la medicina umana e veterinaria.

Summary

Recombinant DNA-technology owes its discovery largely to basic science done in biochemistry,

molecular biology, microbiology, genetics and virology. DNA of different species are recom-
ined in vitro. A «vector»-DNA (e.g. a plasmid DNA, which is able to replicate autonomously in

bacteria) and a «passenger»-DNA (a DNA of any source) are joined. The recombinant DNA. is
introduced into a non-pathogenic permeable Escherichia coli bacterium. Clones of bacteria which
carry the introduced gene can be selected. The cloned gene can be isolated in large quantities and

Fig. 6 Prinzip der Kolonienhybridisierung zur Identifizierung einer gesuchten «Passagier»-DNS,
We cFe dem Gen X entspricht. Details siehe Text.
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analysed in various ways. Finally, the gene product, a protein, can be synthesised by the bacterial
protein-synthesis machinery. These gene products include a wide variety of proteins such as

hormones, antibodies etc. which are very important for practical veterinary and human medicine.
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VERSCHIEDENES

Neue Zeitschrift über Präventive Veterinärmedizin

Im Verlag Elsevier (Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam und Elsevier/North

Holland Inc. New York) kommt eine neue Zeitschrift «Preventive Veterinary Medicine» heraus, die

vierteljährlich erscheinen soll, mit Band 1 von Sommer 1982 bis Dezember 1983. Als Hauptherausgeber

zeichnet Prof. Hans P. Riemann vom Department of Epidemiology and Preventive Medicine

der tierärztlichen Schule in Davis, Kalifornien. Das erste Heft wird eingeleitet durch einen Artikel

aus der Feder von Calvin W. Schwabe, dem Autor des bekannten Buches «Veterinary Medicine

and Human Health» (2. Aufl., Wilhams & Wilkins, Baltimore 1969) mit dem bezeichnenden Titel.

The current epidemiological revolution in veterinary medicine. Auch die andern Beiträge stammen

- mit einer Ausnahme - von Fachleuten aus den USA.
Der Abonnementspreis beträgt 160 Gulden oder 64 Dollar einschliesslich Versandspesen,

so dass mit den etwas schwer durchschaubaren Wechselkünsten unseres Buchhandels das Heft aut

35 bis 40 Franken zu stehen kommen dürfte. &
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