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Schweiz. Arch. Tierheilk. 129, 513-528, 1987

Institut fiir Pharmakologie und Biochemie, Veterinar-medizinische Fakultit der Universitit Ziirich
Gentechnologie und Veterinidrmedizin

I. Generelles Prinzip und praktische Anwendungsbeispiele
Ulrich Hiibscher!

Einfithrung

Die Gentechnologie wurde in dieser Zeitschrift vor funf Jahren prinzipiell [1], im
Zusammenhang mit der Grundlagenforschung [2] und in bezug auf Anwendungsmog-
lichkeiten fiir die praktische Veterinirmedizin und die Agrarwirtschaft [3] vorgestelit.
Die letzte halbe Dekade hat uns eine Flut neuer gentechnologischer Techniken ge-
bracht. Im weitern wird sich auch die Offentlichkeit schon bald im Rahmen einer In-
itiative (sogenannte ¢Beobachter-Initiativey) der Diskussion iiber Gentechnologie an-
nehmen.

Was hat nun aber die Gentechnologie in praktischer Hinsicht fiir die Veterinarme-
dizin gebracht? Es soll versucht werden, einige ausgewihlte Gebiete — vom potentiell
praktischen Standpunkt aus — etwas auszuleuchten. In einem ersten Artikel wird noch-
mals in geraffter Form auf das generelle Prinzip der Gentechnologie sowie auf prakti-
sche Anwendungsmoglichkeiten eingegangen. Ein zweiter Artikel soll Vor- und Nach-
teile gentechnologisch hergestellter Vakzinen aufzeigen und geht auf die Moglichkeit
der Analyse variabler DNA-Abschnitte von Nutz- und Haustieren niher ein. Der dritte
Teil wird schliesslich den transgenen Tieren gewidmet sein.

Biologische Voraussetzungen fiir die Gentechnologie

Der Begriff der Gentechnologie versteht sich als Methodik zur Testglaskombina-
lion des genetischen Materials (der Desoxyribonukleinsiuren, abgekiirzt DNA), zur
Wiedereinfithrung der Rekombinanten DNA in Bakterien (Prokaryoten) oder kernhal-
lige Zellen (Eukaryoten) und zur Vermehrung der rekombinierten DNA-Molekiile in
teuer Umgebung. Aus einer einzelnen Stammzelle, Ausgangspunkt dessen, was man als
Klon bezeichnet, entstehen riesige Mengen identischer Nachkommen, die alle die ge-
lau gleichen Eigenschaften aufweisen.

Die DNA ist bei simtlichen Lebewesen dieser Erde aus den gleichen Bausteinen
a}‘fgebaut. Die Grundeinheit besteht aus einer Phosphorsiure, einem Zucker (Desoxy-
bose) sowie einer der vier Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T)
(Fig. 1). Bei Bakterien besteht die DNA aus Millionen und bei héheren Tieren sowie
bim Menschen aus einigen Milliarden solcher Baueinheiten. Sie sind untereinander
- ‘
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verkniipft und bilden einen langen Faden, der in einer kernhaltigen Zelle ungeféhr zwei
Meter lang ist. Die DNA existiert in der Natur meistens als verdrillter Doppelfaden
(Helixstruktur). Die Doppelstrangigkeit hat eine einfache Regel, nimlich Adenin paart
sich mit Thymin und Guanin mit Cytosin (Fig. 1). Die lineare Reihenfolge dieser Basen
im DNA-Faden bildet den Kodierungsschliissel fiir die Proteine. Man kann somit die
DNA sozusagen als «Software» der Zellen bezeichnen. Je drei aufeinanderfolgende Ba-
sen bilden die Kodierungseinheit fiir eine der 20 natiirlich vorkommenden Aminosiu-
ren. Diese wiederum sind die Bausteine der Proteine. Die vier Basen (A,G,C,T) ergeben
eine Anzahl von 64 theoretisch moglichen Basentripletts (4*); davon kodieren 61 fiir die
20 Aminoséuren, wihrend drei Triplets als Stopsignale beim Uberschreiben der DNA
in die Boten-Ribonukleinsiaure (mRNA) beniitzt werden. Die Proteine ihrerseits sind
fir Struktur und Funktion der Zelle verantwortlich.

Das zentrale Dogma der Molekularbiologie besagt, dass die Information der DNA
auf die mRNA iiberschrieben wird (= Transkription) und dass der in der mRNA im-

sugar-phosphate
backbone

minor groove major groove

Figur 1:  Kurzer schematischer Ausschnitt aus einem DNA-Molekiil. Die Wellenlinie stellt das Phos:

phat-Desoxyribose-Riickgrat dar. A: Adenin; G: Guanin; C: Cytosin; T: Thymin.
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mer noch kodierte Inhalt schliesslich am Ribosom in ein funktionsfihiges Eiweiss
iibersetzt wird (= Translation). Die Vorginge der Transkription und der Translation
miissen sehr genau ablaufen, damit Proteine synthetisiert werden, welche die ihnen zu-
gedachte Funktion iibernehmen koénnen.

Im weiteren hat die DNA in der Zelle eine Doppelrolle (Fig. 2). Wie oben erwihnt,
beinhaltet sie dank der Reihenfolge der Basen den Bauplan fiir die Proteine. Im weite-
ren muss sie ihre Information genau an die Tochterzellen weitergeben. Diesen Prozess
der DNA-Verdoppelung bezeichnet man als die DNA-Replikation. Er dient zur
Hauptsache der Kontinuitit der Zelle und somit letztlich des ganzen Organismus. Die
DNA-Replikation ist ein semikonservativer Prozess, wobei je eine Hilfte des Doppel-
stranges als Muttermatrize dient, an welche die neusynthetisierte DN A nach den oben
erwihnten Basenpaarungsregeln (A gegeniiber T und G gegeniiber C) synthetisiert wird
(Fig. 3). Der Ablauf der DNA-Replikation ist ebenfalls universell, das heisst, er wickelt
sichin allen Lebewesen auf dhnliche Weise ab. Dies gilt allerdings nicht fiir die Regula-
tion, die in jedem Organismus anders abléduft.

Viele Bakterien enthalten zusétzlich zu ihrem Chromosom noch extrachromoso-
male DNA-Molekiile. Man bezeichnet sie als Plasmide. Diese konnen sich unabhdngig
vom Wirtszellgenom replizieren. Sie sind klinisch von grosser Bedeutung, da sie unter
anderem die Resistenzgene (Gen = Abschnitt auf der DNA, der auf eine mRNA iiber-
schrieben und schliesslich in ein Protein iibersetzt wird) gegen viele Antibiotika tragen.

DNS
RNS
PROTEINE
STRUKTUR FUNKTION

Figl{r 2. Die Doppelrolle der DNA. Die DNA kodiert einerseits fiir den Bauplan der Proteine und ga-
fantiert andererseits durch absolut genaue Replikation fiir eine identische Kopie in der Tochterzelle
(runder Pfeil). DNA = DNS (Desoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsdure).
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Folgende vier Eigenschaften im Zusammenspiel der Plasmide mit dem Wirt bilden

die biologische und rationelle Grundlage der Gentechnologie:

1. Trotz Vorhandensein von extrachromosomalen Plasmiden behalten alle Bakterien
ihre artspezifischen Eigenschaften.

2. Plasmide haben eine eigene Regulation ihrer DNA-Replikation.

3. Plasmide haben die Fahigkeit, fremde DNA in ihre eigene einzubauen, unter Um-
stinden unter Verlust eines Teils ihrer urspriinglichen DNA.

4. Fremde DNA wird sozusagen als «blinder Passagiery bei der Replikation der Plas-
mid-DNA verdoppelt.

o T S
wn% +) mi-) E’%"gof) &"fﬁ“u%{_)

Figur3: Die DNA-Replikation ist semikonservativ. Je ein Mutterstrang dient als Vorlage fir
Tochterstrang.

je einen
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Generelles Prinzip der Gentechnologie

Die Methoden der Gentechnologie wurden in den letzten Jahren mehr und mehr
verfeinert und in vielen Fillen sehr vereinfacht (siche Literaturzitate 4—6 als Beispiele
deutschsprachiger Einfithrungswerke). Es existieren viele « Kochbiichery, die es ermog-
lichen, dass viele Techniken standardisiert durchgefiithrt werden kénnen [7-10]. Ein
Gesamtitberblick tiber die vorhandenen Moglichkeiten wiirde den Rahmen dieser
Ubersichtsarbeit sprengen. Ich beschrinke mich deshalb auf eine generelle Erklirung
der Gentechnologie und werde in einem separaten Abschnitt einige Techniken, die zum
Verstandnis der nachfolgenden Artikel notwendig sind, nidher erliutern.

0) i >
Rble was 2 ere J Saw €lba
< H
+ !
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Figur 4: Erkennungssequenz und endonukleolytischer Spaltungsschritt der Restriktionsendonuklease 1
ws Escherichia coli (EcoRlI). Das Enzym erkennt eine spiegelbildliche Sequenz (a) und schneidet zwi-
“hen den gleichen zwei Basen auf beiden DNA-Stringen. Es entstehen einzelstriangige Bereiche
(TTAA), die man als «klebrige» Enden bezeichnet (b).
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Als eines der wichtigsten Werkzeuge fiir die Gentechnologie haben sich die soge-
nannten Restriktionsendonukleasen erwiesen, die Ende der sechziger Jahre unabhingig
von Arber postuliert, von Smith entdeckt und von Nathans angewendet wurden (zu-
sammengefasst in 12). Diese Enyzme, die ausschliesslich in Bakterien gefunden werden,
kdonnen DNA an ganz spezifischen Sequenzen schneiden, die meistens eine spiegelbild-
liche Basenreihenfolge aufweisen (Fig. 4). Bis heute kennt man mindestens 670 Restrik-
tionsendonukleasen vom Typ II [13].

Die Gentechnologie benotigt DNA verschiedener Provenienz. Zum einen brau-
chen wir eine Vektor-DNA (auch als «Trigery-DNA bezeichnet) und zum anderen eine
Passagier-DNA (auch als «Fremd»-DNA bezeichnet). Die Passagier-DNA ist digje-
nige, die der Experimentator klonieren will. In einer ersten Stufe wird die zu klonie-
rende DNA im Reagenzglas mit einem sogenannten Vektor verkniipft. Dies kann ge-
schehen, weil viele Restriktionsendonukleasen beim endonukleolytischen Schneiden
uiberhiangende einzelstringige Enden (sogenannte klebrige Enden) produzieren. Die
Passagier- und die Vektor-DNA werden zuerst getrennt mit derselben Restriktionsen-
donuklease geschnitten und anschliessend vereinigt (Fig. 5). Die klebrigen Enden pas-

Vektor "fremde" DNA
‘ . Verknlipfung . '
Y
oM

Rekombinontes DNA-Holekil

Transformation

Selekhion

_

Figur 5: Einfaches Prinzip der Gentechnologie. Vektor- und Passagier-DNA besitzen di¢ gle!"he,n
«klebrigeny Enden und werden im Reagenzglas verkniipft. Das rekombinierte DNA-Molekiil wird o
eine Wirtszelle eingeschleust (Transformation). Schliesslich wird durch Selektion derjenige Stamm
(= Klon) herangeziichtet, der die gewiinschte Passagier-DNA (= Gen) enthilt.
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sen zusammen und konnen mittels eines Enzyms — der DNA-Ligase — verkniipft wer-
den. Das Vektor-Molekill seinerseits hat die besondere Eigenschaft, sich in bestimmten
Wirtszellen (z.B. Bakterien) vermehren zu kénnen. Dazu benotigt es eine besondere
DNA-Sequenz, den sogenannten Ursprungspunkt (ori) der DNA-Replikation, dessen
Anwesenheit zur Replikation im Wirt befahigt.

Dasim Reagenzglas rekombinierte DN A-Molekiil wird anschliessend in die Wirts-
zellen eingefithrt. Man bezeichnet diesen Vorgang als Transfektion oder Transforma-
tion. Bei der Replikation des Vektors wird der Passagier ebenfalls mitrepliziert. Als
nichstes miissen durch Selektion digjenigen Zellen erkannt werden, die das rekombi-

5 ~V77) 3'  mRNA
poty (A)
l Reverse Transenprase

oliqo (dr)
akalische Kydolyse der mENA

3'
( v P ) d

Reverse. Transenplase oder DNA Potymesase. T

v
C oo

|
|
|

Nucease s4

7 Passagjer " -~ Hagment.

Eighm 6:  Herstellung einer doppelstringigen komplementiren DNA (cDNA) aus einer mRNA. Details
Siche Text.
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nierte DNA-Molekiil enthalten. Einzelne positive Stimme, die man als Klone bezeich-
net, konnen dann aufgeziichtet und die «fremde» DNA in ihrer neuen Umgebung in
beliebig grosser Menge herangeziichtet werden. Im weiteren ist dann vor allem fiir die
Medizin von Interesse, dass die «fremde» DNA in ihrem neuen Wirt «dechiffriert)
wird, das heisst, im Sinne des zentralen Dogmas der Molekularbiologie (siehe Fig. 2)in
das entsprechende Protein iibersetzt wird.

Wie gelangen wir nun zu unserer gewiinschten Passagier-DNA? Dazu isoliert man
zuerst die mRNA mittels biochemischer Methoden aus dem Gewebe der Wahl. Daraus
stellt man in mehreren Schritten komplementire DNA (sogenannte cDNA) her. Fi-
gur 6 illustriert die einzelnen Schritte. Die mRNA besitzen an einem Ende, das in der
Figur 6 mit 3’ bezeichnet ist, eine Sequenz von Polyadenylatresten (poly A). Daran wird
ein chemisch hergestelltes oligo-dT-Fragment hybridisiert. Dieses dient als Veranke-
rungspunkt fiir das Enzym Reverse Transkriptase, das an der mRNA-Matrize eine
komplementire DNA (cDNA) herstellt. Anschliessend wird die mRNA mittels Hy-
drolyse (z.B. durch Lauge) entfernt und die zuriickbleibende einzelstringige DNA mit
dem Enzym DNA-Polymerase in die Doppelstrangform iiberfiihrt. Das partiell einzel-
stringige Ende wird mit einer einzelstrangspezifischen Endonuklease (S1 Nuklease) in
die lineare Form iiberfithrt. Nun hingt man mittels des Enzyms DNA-Ligase chemisch
synthetisierte Bindungsstiicke (sogenannte Linkerfragmente) an beide Enden. Diese
enthalten Schnittstellen fiir eine bestimmte Restriktionsendonuklease (z.B. Eco R,
siehe Fig. 4). Schliesslich wird die cDNA mit dem Restriktionsenzym geschnitten, da-
mit die «klebrigen» Enden entstehen. Die so kiinstlich hergestellte cDNA ist als Passa-
gier nun in der Lage, mit einem Vektor, der dieselbe Restriktionsschnittstelle aufweist,
zu rekombinieren.

Als nichstes fragen wir uns, wie wir denjenigen Klon identifizieren konnen, der die
gewiinschte Passagier-DNA enthilt. Die Selektion erfolgt in zwei Schritten: erstens
nach denjenigen Bakterien, die einen Vektor aufgenommen haben. Diese wachsen auf
antibiotikahaltigen Platten, da Klonierungsvektoren Gene fiir Antibiotikaresistenzen
tragen, und zweitens nach denjenigen, die die gewiinschte Passagier-DNA enthalten. In
Figur 7 ist das Prinzip des Nachweises aufgezeigt. Zuerst wird auf einer antibiotikahal-
tigen Agarplatte, auf der Bakterien wachsen, ein Nitrozellulosefilter aufgelegt. Durch
Abklatsch haften Bakterien auf dem Filter, sie werden lysiert, die DNA in die einzel-
strangige Form iiberfithrt und am Filter fixiert. Der Filter wird danach mit radioaktiver
mRNA des klonischen Genes inkubiert, die nun wegen der Basenpaarung an die kon
plementire DNA hybridisiert. Die mRNA diente ja urspriinglich zur Konstruktion def
cDNA (siehe oben) und kann so wieder als Erkennungsprobe eingesetzt werden. Der
Filter wird anschliessend gewaschen, damit die nicht hybridisierte mRNA entfernt
wird. Schliesslich wird er auf einen Rontgenfilm gebracht, wo an Orten der Hybridisie-
rung (= Radioaktivitit) ein schwarzer Fleck entsteht. Durch Vergleich mit der vr
spriinglichen Agarplatte kann der (die) positive(n) Klon(e) identifiziert und in grosse
Mengen herangeziichtet werden. Eine analoge Nachweismethode wird heute vielfach
verwendet, indem man direkt das im Klon gebildete Protein mit Hilfe eines Antikorpers
gegen das gewiinschte, zu klonierende Protein nachweist (siehe Literaturzitat 9 fiir
Details).
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Gezielte Funktionsweise von Genen

Wie erwihnt sollen die Bakterien vom gewiinschten Gen das entsprechende Protein
synthetisieren. Die Gene von Bakterien und von kernhaltigen Zellen besitzen ausser-
halb der DN A-Sequenzen, die fiir Proteine kodieren, Abschnitte, die ausschliesslich der
Regulation dienen. Einen dieser Abschnitte bezeichnet man als Promotor. Er ist die
Bindungsstelle fiir den Enzymkomplex, der die Transkription ausfiihrt. Die Promoto-
ren vieler Gene sind bei Bakterien genauestens bekannt. Das Beispiel der Regulation
des Laktoseabbaus ist in Figur 8 dargestellt. Befindet sich das Bakterium auf einer

Nachweis eines eloniefien Genes

= Jdnkubieren des FReS

mit _dicakhver RNR ode DNA
- Ruflegen auf Eéugmpum
— Ruloradiograpnie

’ ~Fixieren der DNA AN den
o 7 Finer
Beienkoionien as T ;
Nilocel uiosefi er-

Weher auf Nstrager liegt

Tiner mit denaturiesder DNR

F}guf 7. Das Prinzip der Kolonienhybridisierung zur Identifikation gesuchter « Passagiery-DNA. Auf
die Originalagarplatte wird zuerst ein Nitrozellulosefilter aufgelegt, auf dem sich ein Bakterienab-
Katsch bildet, Durch Replikatieren wird zuerst mit diesem Filter eine Referenzplatte hergestellt. Da-
Nach wird durch Kolonienhybridisierung derjenige Klon identifiziert, der die gesuchte «Passagiery-
DNA enthidlt. Details siche Text.
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Agarplatte oder in einem Nihrmedium, das wenig oder keine Laktose enthélt, werden
die Gene fiir den Laktoseabbau abgeschaltet. Die Inaktivierung erfolgt durch ein Pro-
tein, das man als Repressor bezeichnet. Er bindet an den Promotor der drei Gene fiir dic
Laktoseverwertung (-Galaktosidase, 3-Galaktosidpermease und B-Galaktosidtrans-
azetylase). Der Transkriptionsenzymkomplex kann daher nicht an den Promotor bin-
den und somit die Gene nicht iiberschreiben; es entsteht keine mRNA (Fig. 8 A). Ent-

@ Wenig Laktose: Gene fiir Laktose-Abbau abgeschaltet

Repressor Gen Z Gen Y Gen A 3!

5! DNA

5|
3|

Promotor ist blockiert Keine Transkription

Viel Laktose: Gene fiir Laktose-Abbau angeschaltet

51 Gen Z Gen Y Gen A 3l
3 5! DNA
Promotor ist frei
Repressor@
Laktose
5! i } ; } 3! mRNA
/5 -Galaktosidase j-Galak- ;- Galaktosid- Proteine
tosidper- transacetylase
mease

Figur 8: Gezielte Genregulation beim Bakterium Escherichia coli zum Laktose-(Milchzuckeif)“bbm%
Ein Ausschnitt aus dem Bakterienchromosom ist schematisch dargestellt und enthélt die dre1 Geﬂe_l
fiir B-Galaktosidase, Y fiir B-Galaktosidpermease sowie A fiir B-Galaktosidtransazetylase. Details
des Regulationsmechanismus siehe Text.
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hilt die Ndhrlosung hingegen Laktose, bindet sie an den Repressor und verandert des-
sen dreidimensionale Struktur so, dass er nicht mehr an den Promotor binden kann
(Fig. 8B). Der Transkriptionsenzymkomplex bindet an den freien Promotor, es wird
mRNA iiberschrieben und diese am Ribosom in die drei Enzyme iibersetzt. Diese ver-
werten die Laktose fiir die Energiegewinnung. Nach Absinken des Laktosespiegels
kehren die Repressormolekiile in ihre urspriingliche Form zuriick und binden wieder an
den Promotor. Die Gene sind wieder inaktiv. Durch Laktose kann dieses An- und Ab-
schalten des Genes nach Belieben von aussen gesteuert werden.

Die Transkription eines Sdugetiergenes ist komplexer als diejenige von Bakterien
(Fig. 9). Ein Gen besteht aus Nukleotid(= Basen)sequenzen, die fiir ein Protein kodie-
ren (Exons) und solchen, die nicht fiir ein Protein kodieren (Introns und nicht transla-

TRANSKRIPTION und TRANSLATION

Gen = zutranskribierende Sequenz NTS = nicht translatierte Sequenz
. Exon
Cap Site * Intron poly A Site
. [ j 5'DNA
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Figur 9. Translation und Transkription eines Scugetiergenes. Erklirungen siehe Text und fir weitere
I?etails [14]. Abkiirzungen: AUG: Startkodon bestehend aus den Basen Adenin, Urazil und Guanin;

beziehungsweise 3 NTS: 5 beziehungsweise 3’ nicht translatierte Sequenz auf der reifen mRNA;
INRNA ; hochmolekulare Kern-RNA ; Met: Methionin auf dem aminoterminalen Ende des Pre-pro-
Rroteins; P: Phosphorylierung eines Proteins; OH: Hydroxylierung eines Proteins; Ac: Azetylierung
énes Proteines; Me: Methylierung eines Proteines.
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tierte Sequenzen). Das ganze Gen besteht also aus Exons, Introns und endstindigen,
nicht translatierten Sequenzen. Flankiert wird das Gen auf der 3’ Seite (links) durch den
Promotor und auf der 5’ Seite (rechts) durch den Terminator. Es wird zuerst in eine
hochmolekulare Kern-RNA tiberschrieben (hnRNA). Anschliessend wird diese Vor-
laufer-RNA in mehreren Schritten zu einer funktionstiichtigen mRNA (= messenger
RNA) veredelt. Veredelungsschritte beinhalten das Zurechtstutzen des 3’ Endes der
mRNA (Prozessierung), Anhiangen eines (polyA)-Schwanzes (Polyadenylation), das
Ansynthetisieren einer «Kappe» (Capping) sowie das Herausschneiden der Introns mit
anschliessendem Zusammenspleissen der Exons (Splicing). Diese komplexen Schritte
dienen der Regulation der genetischen Aktivitit und enden in einer funktionstiichtigen
mRNA, die am Ribosom in ein Protein iibersetzt werden kann.

Am Ribosom werden ebenfalls zuerst Vorlauferproteine synthetisiert, die an-
schliessend durch posttranslationelle, proteolytische Abspaltungen und verschiedene
Modifikationen (Phosphorylierung, Hydroxylierung, Azetylierung, Methylierung) in
funktionsfihige, aktive Proteine veredelt werden.

Zwei wichtige Techniken

Zwei haufig verwendete Techniken sollen nun noch genauer vorgestellt werden. Sie
sind wichtig zum Verstindnis der nachfolgenden Ausfithrungen.

a) Das «Southern-Blotting»-Verfahren. Dieses wichtige Verfahren, 1975 von E.
Southern entwickelt [15], erlaubt einerseits den Nachweis klonierter DNA und anderer-
seits die Lokalisierung spezifischer Sequenzen aus Gemischen von eukarytischer DNA
(Fig. 10). Dazu werden DN A-Stiicke, nach Verdauung mit Restriktionsendonukleasen,
ihrer Grosse nach auf Agarose-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliessend
werden die DNA-Stiicke mittels Diffusion und Kapillarkraft in Pufferlosungen vom
Agarose-Gel auf einen Nitrozellulosefilter transferiert («geblottet»). Das urspriingliche
Trennmuster der DNA-Fragmente bleibt erhalten. Der Nitrozellulosefilter kann an-
schliessend mit radioaktiv markierten DNA-Proben bekannter Provenienz inkubiert
und die entsprechenden Banden durch Schwirzung eines Rontgenfilmes (Autoradic-
graphie) identifiziert werden. Aufgrund der Basenpaarung (Fig. 1) hybridisieren diera-
dioaktiven DN A-Fragmente an diejenigen geblotteten DNA-Banden, die eine komple
mentire Sequenz aufweisen (Fig. 10). Spiter wurden analoge Verfahren zum Transfer
von RNA («Northern-Blotting» [16]) und Transfer von Proteinen («Western-Blotting’
[17]) entwickelt, die heute ebenfalls fiir viele praktische Nachweise verwendet werden.
Die Identifizierung der RN A-Banden erfolgt ebenfalls mit radioaktiv markierter DNA.
withrend die Proteine mit Hilfe von Antikérpernachweismethoden, wie beispielsweise
des sogenannten ELISA-Testes (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay [18]), iden-
tifiziert werden konnen. '

b) Die Konstruktion von Baukastenvektoren. Das Wissen iiber den Regulation¥
mechanismus von bakteriellen Genen (Fig. 8) und den Aufbau eines Sdugetiergen®
(Fig. 9) kann nun gebraucht werden, um sog. Baukastenvektoren zu konstruieren. Diese
Vektoren sind fihig, in E. coli als sogenannte «Proteinfabriken» zu arbeiten. Figu! I
stellt ein Beispiel eines solchen Vektors dar. Einerseits wird eine regulatorische Stelle,
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ein Promotor, hineinkloniert. Als Beispiel sei hier der Promotor fiir die Laktoseverwer-
tung (Fig. 8) erwidhnt. Dahinter kann nun ein Gen X angehingt werden. Nach erfolgter
Transformation und Selektion des E.-coli-Bakteriums wird der Bakterienkultur Lak-
tose oder noch besser ein nicht abbaubares Laktose-Analogon angeboten. Als Folge
davon wird der Repressor vom Promotor abgetrennt und macht diesen fiir die Synthese
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Flg'ur‘ 10:  Das «Southern-Blotting»-Verfahren. Tierische DNA wird mit einem oder mehreren Re-
Sriktionsenzymen gespalten und in einem Agarosegel aufgrund der Grosse aufgetrennt. Anschlies-
¥nd wird das Gel auf einen Nitrozellulosefilter gelegt und in Richtung des letzteren eine Pufferlosung
turchgeleitet. Die DNA-Stiicke werden auf den Filter geleitet und bilden eine originalgetreue Kopie
d;s DNA-Bandenmusters. Anschliessend wird der Filter mit einer radioaktiv markierten Probe inku-
bier, damit sie mit den komplementiren Banden hybridisieren kann. Die radioaktiven, positiven
Banden sind nach Autoradiographie an Hand der Réntgenfilmschwirzung sichtbar,
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des Genes X frei. Das Bakterium ist sozusagen dazu tiberlistet worden, das Fremdpro-
tein zu synthetisieren. Als drittes Element befindet sich am Ende des Genes ein Termi-
nator, der dem Transkriptionsenzym des Bakteriums zeigt, wo es die Synthese abbre-
chen soll. Beispiele dazu (Insulin, Somatostatin und MKS-Vakzine-Produkte) wurden
frither bereits im Detail beschrieben [2, 3]. Auf diesem Prinzip basierende Baukasten-
vektoren, auch als Expressionsvektoren bezeichnet, sind heute sehr zahlreich und be-
sieren auf vielen moglichen Regulationsprinzipien, die leicht von aussen gesteuert wer-
den konnen (z. B. Temperatur, Salzgehalt, Licht, Abwesenheit von Aminosiuren [6]).

Praktische Anwendungsmbgliéhkeiten der Gentechnologie fiir die Veterindrmedizin,
Landwirtschaft und die Umwelt

Tabelle 1 zeigt einige praktische Anwendungsmaoglichkeiten fiir die Veterinarme-
dizin und zwei mit ihr verbundene Gebiete. In zwei Folgeartikeln soll nun einigen fir
die Veterindrmedizin wichtigen Fragen nachgegangen werden. Erstens, haben sich gen-
technologisch hergestellte Vakzinen fiir die Tiermedizin giinstig ausgewirkt? Zweitens,

Requlationssielle (Promotor)

& Gen X %

ABres Terminationsstelle
(Terminator)

or

[P ]

ie DN_A'

Figur 11:  Beispiel eines Baukastenvektors. Der Baukastenvektor enthilt die Startstelle fiir d i

Replikationskontrolle (ori) und ein oder zwei Gene fiir Antibiotikaresistenz (ABres). Zusatzlich
in die Stelle, in die kloniert werden soll, eine Regulationsstelle (Promotor) fiir leicht von aussen S
erbare Gene angefiigt (z.B. Steuerung via Laktose, Temperatur, Salzgehalt, Licht). Anschliesse
wird das Gen X (z.B. Hormongen, Virus- oder Bakterienantigen) hineinkloniert. Der Termind
schliesslich zeigt dem Transkriptionsenzym des Bakteriums, wo es die Synthese des Genes abbrechen
soll. Fiir weitere Erkldarungen siehe Text.



Gentechnologie und Veterinirmedizin 527

Tabelle 1: Einige Anwendungsmoglichkeiten der Gentechnologie fiir die Veterindrmedizin, die
Landwirtschaft und die Umwelt

Veterindrmedizin — Billigherstellung von:
— Vakzinen
— Eiweissen, Hormonen, Enzymen
— Klinischer Diagnostika

— Individualisierung von Tieren mittels polymorpher DNA-Sequenzen
— Fritherkennung genetischer Krankheiten
— Herstellen transgener Tiere

Landwirtschaft — Einschleusen stickstoffixierender Gene in Nutzpflanzen
— Labfermentherstellung
— «Veredlung» von Nahrungseiweissen
— Produktion billiger Eiweisse fiir die Tierernihrung
— gezieltere Tierzucht durch Analyse polymorpher DNA-Sequenzen

Umwelt — Biotechnologie

— Biologischer Abbau von Material, das heute verbrannt wird, unter Aus-
niitzung der entstehenden Energie

— Effizientere Energieausnutzung unseres Abfalles
— Reduktion der Stickstoffdiingung
— Konstruktion «biologischer Katalysatoreny

fir welche praktischen Zwecke eignet sich die Analyse von variablen (= polymorphen)
DNA-Sequenzen? Drittens, wie kann man transgene Tiere herstellen und welche po-
tentiellen Moglichkeiten stellen sie dar?

v

Zusammenfassung

~ Die Gentechnologie hat sich in den letzten fiinf Jahren stark entwickelt und deren Techniken
ind sehr verfeinert worden. Die Gentechnologie wird durch einfache physiologische Grundprinzi-
Pien der Bakterien ermoglicht. Die Kenntnisse der gezielten Funktionsweise von bakteriellen sowie
Von tierischen Genen erlaubt es, «Baukastenvektoreny zu konstruieren, die in Escherichia-coli-Bakte-
men als «Eiweissfabriken» arbeiten kénnen. Molekularbiologische Techniken wurden standardisiert
Un(_i stark vereinfacht, so dass ihre Anwendung im praktischen Labor oder sogar in der Praxis in
Reichweite des Moglichen riickt. Schliesslich werden einige praktische Anwendungsmaoglichkeiten
der Gentechnologie fiir die Veterinarmedizin, Landwirtschaft und die Umwelt aufgefiihrt.

Résumé

Le génie génétique s'est fortement développé ces 5 derniéres années et les méthodes sont deve-
lues trés raffinées. Le génie génétique a été rendu possible grice aux principes physiologiques fonda-
m‘intaux simples des bactéries. Les connaissances du fonctionnement dirigé des génes bactériens et
Mmaux permettent d’établir des «vecteurs d’un jeu de constructiony, qui peuvent travailler comme
d,es,“fabf'lques de protéines» dans les E. coli. Des techniques de biologie moléculaire ont été standar-
fisées et fortement simplifiées afin de pouvoir les utiliser dans les laboratoires et méme dans la pra-
[3993_- Dans ce travail, quelques possibilités d’utilisation pratique du génie génétique en médecine
rinaire, en agriculture et dans ’environnement sont citées.
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Riassunto

La tecnologia genetica nel corso degli ultimi 5 anni si € di molto sviluppata ed 1 metodi si sono
considerevolmente raffinati. La tecnologia genetica € resa possibile grazie a principi fisiologici sem-
plici e basilari. La conoscenza delle funzionalita dei geni batterici ed animali permette di costruire
«vettori strutturati», che possono agire da fabbricatori di proteine nell’ Escherichia coli. Le tecniche
della biologia molecolare sono state ora standardizzate e di molto semplificate, di modo cheil loroim-
piego entra nel campo delle possibilita non solo nei laboratori scientifici, ma anche nelle applizasioni
pratiche. Infine vengono indicate alcune possibilita pratiche della tecnologia genetica nella medicina
veterinaria, in agricoltura e nell’ambiente.

Summary

In the past five years there has been a great development in genetic engineering and its techniques
have been very much refined. Genetic engineering is made possible by the application of the simple
physiological basic principles of bacteria. When it is known how both bacterial and animal genes spe-
cifically function, it is possible to construct «brick vectors» which are able to act as «protein factories)
in Escherichia coli bacteria. Molecular biological techniques have been standardised and greatly sim-
plified, to the extent that their application has reached the bounds of possibility, not only in the prac-
tical laboratory but even in the practice field itself. Finally some possible ways of applying genetic en-
gineering are mentioned, for veterinary medicine, agriculture and the environment.
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