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Vorwort

Biotechnische Verfahren besitzen in der Tier-
wissenschaft seit langem einen zentralen Platz.
Aus der DNA-Analytik, Gentechnik und Zell-
biologie entstand jedoch wihrend der letzten
Jahre eine Vielfalt verschiedenartiger Metho-
den, die sich einem Uberblick nur schwer er-
schlieen und weiterhin in starker Entwicklung
begriffen sind. Eine Verkniipfung der Teile zu
einem geordneten Wissensgebiet war daher ei-
ne grofle Herausforderung fiir die hier vorge-
legte Schrift! Das moglichst einfache Lehrbuch
soll wichtige Sachverhalte von Grund auf er-
kldren und alle erforderlichen Begriffe mog-
lichst an Ort und Stelle definieren. Der Aufbau
in 34 selbstindigen Kapiteln hilft beim vertief-
ten Studium einzelner Bereiche der Tier-Bio-
technologie und vermittelt einen breiten Uber-
blick. Gemeinsam mit denjenigen, die an die-
sem Werk mitgewirkt haben, hoffe ich, dass die
Leserinnen und Leser in der von Fremdwortern
und Abkiirzungen gepriagten Kunstsprache ein
zwar anspruchsvolles, aber zugleich faszinie-
rendes Arbeitsgebiet kennen lernen.

Ich hatte die Miihen unterschétzt, die mit der
Erstellung eines solchen Lehrbuches verbunden
sind, und muss mehreren Personen fiir ihre Hil-
fe danken. Allen voran méchte ich mich bei den
unter Mitarbeit genannten Kollegen bedanken,
die mir Vorlagen fiir einzelne Kapitel zur Verfii-
gung gestellt haben, Textentwiirfe iiberpriiften
und groBes Verstindnis fiir die bei uns erfolgte
mehrjahrige Bearbeitung zeigten. Mein herz-
licher Dank gilt Heinz Bartenschlager und Sieg-
fried PreuB, die mit groBem Einsatz und Talent
INlustrationen geschaffen haben, die iibersicht-
lich und einpragsam sind und dem Buch eine
besondere dsthetische Dimension geben. Eine

entscheidende Unterstiitzung war Jochen Gogol
bei den vielen Literaturrecherchen und Uberar-
beitungen der Texte. Unter den Mitarbeitern
meines Institutes, die mir Fragen beantwortet
und Texte korrigiert haben, mochte ich aufer-
dem Tania Peischl, Andreas Kuss, Katja Herzog
und Pal Francz ganz besonders danken. Christi-
na Lex, Heinz Muth und Jiirgen Butscher haben
wesentliche Teile der Texterfassung unterstiitzt.
Einige Kollegen haben einzelne Kapitel des Bu-
ches kritisch durchgesehen und wertvolle Hin-
weise gegeben! Dies waren Uli Eisel (Univer-
sitdt Stuttgart), Michael Hinz (Universitit Ulm),
Eberhard Pfaff (BFAV Tiibingen) und Rolf D.
Schmid (Universitdt Stuttgart). Den Mitarbei-
tern des Ulmer-Verlages, insbesondere Werner
Baumeister, Otmar Schwerdt, Jirgen Sprenzel
und dem Verlagsbiiro Hogerle, gilt mein Dank
fiir die jederzeit gewdhrte Hilfe und groBartige
Leistung, die vielen Manuskripte in kurzer Zeit
zu einem vorziiglich gestalteten Buch zu-
sammengefasst zu haben.

Wenn trotzdem Unklarheiten und Fehler ge-
blieben sind, so bin ich allein verantwortlich,
bitte den Leser um Nachsicht und um Hinweise.
Unter der Web-Adresse

www.uni-hohenheim.de/tzbiotech/ AKTUELL

werden wir bemiiht sein, Ergdnzungen und Ak-
tualisierungen fiir das Buch bereitzustellen.
Moge sich der Leitfaden als geeignet erwei-
sen, Verstindnis fiir die Tier-Biotechnologie zu
wecken und zu einem vertieften Studium an-
regen.
Stuttgart, im Dezember 2004
Hermann Geldermann
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Einfihrung in die Tier-Biotechnologie

Das Lehrbuch der Tier-Biotechnologie wendet
sich an Studenten, Wissenschaftler und Fach-
krifte aus der Biotechnologie, Veterindrmedizin,
Agrarwissenschaft und Biologie. Der Aufbau in
34 selbstindige Kapitel, viele farbige Illustra-
tionen und Angaben von Literaturquellen sollen
einem vertieften Studium helfen, aber auch die
Moglichkeit bieten, einzelne Buchteile getrennt
benutzen zu kdnnen. Der Schwerpunkt der Aus-
filhrungen liegt in der Darstellung wichtiger
biotechnischer Verfahren. Daneben werden Be-
griffe definiert, die historische Entwicklung
aufgefiihrt, hauptsachliche Anwendungsgebiete
verdeutlicht und einige Entwicklungsperspekti-
ven genannt.

Etwa im Zeitintervall von 1975 bis 1980 ent-
wickelte sich aus der Verkniipfung der DNA-
Rekombinationstechnik mit der Mikrobiologie
das Arbeitsgebiet der modernen Biotechnologie.
Einige der Neuerungen erlangten bald eine gro-
Be wirtschaftliche Bedeutung und stehen per-
manent im Blickpunkt der o6ffentlichen Auf-
merksamkeit. Dafiir lassen sich mehrere Bei-
spiele aufzdhlen:

— Im Jahre 1988 fiihrte in den USA die erstma-
lige Patentierung einer transgenen Maus, die
als Modell fir Krebserkrankungen dienen
konnte (,,Harvard-Krebsmaus®), zu heftigen
Kontroversen zwischen Ethikern, Tierschiit-
zern und Medizinern.

— Berichte tiber die erfolgreiche Klonierung des
Schafes ,,Dolly” wurden 1997 nicht nur in
fiihrenden wissenschaftlichen Journalen pub-
liziert, sondern waren iiber Monate ein viel
diskutierter Gegenstand der Tageszeitungen
und des Fernsehens.

— Die Kultivierung von Stammzellen und neue
Moglichkeiten der Gewebeiibertragung zwi-
schen Spezies (Xenotransplantation) leiteten
einen internationalen Wettbewerb in der
Grundlagenforschung ein, der im Jahre 2002
zu der Einrichtung einer speziellen Kommis-
sion auf Bundesebene gefiihrt hat.

Definition des Begriffs Biotechno-
logie

Diegjenigen, die in einem Wissensgebiet arbei-
ten, bedienen sich einer Fachsprache. Dies gilt
auch fiir den Arbeitsbereich der Biotechnologie.
Was ist Biotechnologie? Nur Gentechnik? Ge-
horen dazu auch Arbeiten, wie das Schweine-
kastrieren oder die konventionelle Tierhaltung?
Man wird sich wundern, aber der Begriff bein-
haltete urspriinglich von allem etwas und hat fiir
verschiedene Experten eine u. U. stark unter-
schiedliche Bedeutung.

Eine frithe Definition stammt von KarL ERE-
Ky (1919), Ungarn, der mit Biotechnologie alle
Tatigkeitsbereiche meinte, in denen mit Hilfe
von Lebewesen Produkte aus Rohmaterial her-
gestellt werden. Damals benutzte er als Beispiel
sogar die Schweineproduktion. Biotechnologie
ist im weiten Sinne also eine Produktion von
Waren und Dienstleistungen durch Verfahren,
bei denen Organismen, technische Systeme und
Prozesse eingesetzt werden. Wie Abb. 1 dar-
stellt, fiihrt der Arbeitsbereich Biotechnologie
die Fachkenntnisse der Biologie, Chemie und

Bio-
chemie
Biologie
Bio-
technologie
Bio-
ingenieur-

technik technik

Ingenieur-
wissenschaft

Abb. 1: Konventionelle (traditionelle) Biotech-
nologie als Kombination aus Biologie, Chemie
und Ingenieurwissenschaft
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Ingenieurwissenschaft zusammen und kombi-
niert diese zu einem neuen, biologisch orien-
tierten Fach. Biotechnische Forschungen in der
so definierten Ausrichtung fanden zunéchst in
chemischen und mikrobiologischen Bereichen
statt. Hierbei handelte es sich aus heutiger Sicht
um die konventionelle oder traditionelle Bio-
technologie. Als iibliche Definition der tradi-
tionellen Biotechnologie kann jede technische
Nutzung biologischer Systeme fiir die Zwecke
des Menschen gelten, also die Herstellung kom-
merzieller Produkte durch den Metabolismus le-
bender Organismen. Biotechnologie nach dieser
Definition ist also der Einsatz oder die Nutzung
lebender Organismen oder ihrer Bestandteile
zur Herstellung, zur Modifikation oder zum Ab-
bau von Substanzen.

Die traditionellen Verfahren zur genetischen
Verbesserung der Zielorganismen waren jedoch
umstindlich, zeitaufwendig und teuer, insbe-
sondere wenn es sich bei dem Gegenstand der
Arbeiten nicht um Mikroorganismen, sondern
um Pflanzen und Tiere handelte. Ab etwa 1970
anderten sich jedoch die Arbeitsweisen und Auf-
gabengebiete der Biotechnologie grundlegend
durch den Einsatz der Gentechnik. Mit Hilfe der

Gentechnik,
Abb. 2: Moderne Biotechno- Zichtung
logie als Verschmelzung von

Methoden und Erkenntnissen

mehrerer Forschungsbereiche

Die verschiedenen Wissen-
schaftsdisziplinen werden

zur modernen Biotechnologie
verknUpft, um eine breite
Palette von kommerziell
nutzbaren Produkten zu
entwickeln, wie u.a. Medika-
mente/Impfstoffe, Diagnosti-
ka und tierische Produkte.

Chemie,
Technische

Medikamente,
Impfstoffe

Gentechnik konnten biotechnische Verfahren
sehr effizient optimiert werden; sie lieferte
Mittel, um Organismen zielgerichtet zu verdn-
dern, anstatt sie nur zu suchen und zu isolieren.
Die Verschmelzung von Gentechnik (DNA-
Analytik und -Rekombinationstechniken) mit
traditioneller Biotechnologie schuf das Arbeits-
feld der modernen oder molekularen Biotech-
nologie. Wie Abb. 2 im Schema zeigt, gehoren
hierzu u.a. die Zell-/Gewebekulturtechniken
und Bioverfahrens-/Biokonversionstechniken.
Im téglichen Sprachgebrauch werden allerdings
die Begriffe Gentechnik und Biotechnologie oft
synonym gebraucht, obwohl sie Unterschiedli-
ches beschreiben. Mit dem erweiterten Metho-
denspektrum der modernen Biotechnologie
koénnen Organismen als “biologische Fabriken”
zur Herstellung von heterologen Substanzen be-
nutzt werden, wie z.B. Insulin, Interferon oder
Wachstumshormon. Die DNA-Rekombinations-
techniken eignen sich ebenfalls fiir den Einsatz
bei Tieren, um neue oder verdnderte Genpro-
dukte herzustellen, neue Therapien fiir Krank-
heiten zu entwickeln oder diagnostische Syste-
me zu erweitern.

Bio-
informatik

Biochemie,
Molekular-
Biologie

Moderne
Biotechnologie

Zellbiologie,
<<&— Zellkultur-
techniken

Tierische
Produkte

Diagnostika
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Geschichtliche Entwicklung

Einige Angaben zur geschichtlichen Entwick-
lung sind der Zeittafel in Tab. 1 zu entnehmen.
Die Verwendung biotechnischer Verfahren geht
sehr weit zuriick, denn diese gehdren zur
menschlichen Kultur, seitdem der Mensch sess-

haft wurde und mit Ackerbau und Viehzucht be-
gann. Der Mensch nutzt biotechnische Verfah-
ren seit ca. 6000 Jahren. Beispielsweise wurden
Hefestimme und Bakterien aus der Natur ent-
nommen, um Brot, Bier, Wein, Joghurt und vie-
le andere Lebensmittel herzustellen. Die Bio-
technologie spielte schon immer eine wesent-
liche Rolle bei der Konservierung von Lebens-

Tab. 1: Zeittafel mit einigen biotechnischen Verfahren und Entwicklungen

- Prihistorische Biotechnologie -

um 4000 v. Chr. Bierbrauen
um 3000 v. Chr. Hefeverwendung zum Brotbacken
um 3000 v. Chr. Kiseherstellung

Traditionelle Biotechnologie -

1780/85 Erfolgreiche Kiinstliche Besamung beim Hund (LAZZARO SPALLANZANI)

1887 JOKICHE TAKAMINE entwickelt bakterielle oi-Amylase als technisches Enzym
um 1890 Louis PASTEUR und ROBERT KOCH entwickeln die ersten Vakzinen

1908 OTTO ROHM setzt tierische Proteasen fiir Waschmittel und Lederhilfsmittel ein
1916 CHARLES WEIZMAN entwickelt einen Girprozess zur Herstellung von Butanol und Aceton
1928/29 ALEXANDER FLEMING entdeckt das Penicillin

1942 Erste Besamungsstation in Deutschland (Pinneberg, Schleswig-Holstein)

1943 Penicillin wird in industriellen Mengen produziert

1960 Mikrobielle Proteasen werden Waschmitteln zugesetzt

1960 Meristemkultur bei Pflanzen (GEORGES G. MOREL)

1962 Klonierung durch Zellkerniibertragung bei Amphibien (JOHN B. GURDON)

Beginn der Gentechnik, d. h. moderne Biotechnologie -

1965 Restriktionsenzyme (Restriktionsendonucleasen) werden entdeckt (WERNER ARBER)

1968 Erste In-vitro-Befruchtung beim Kaninchen und bei der Maus (M.C. CHANG, D.G. WITTINGHAM)

1970/73 Isolierung von Restriktionsenzymen und Verwendung rekombinierter Plasmidmolekiile; Herstellung des
ersten gentechnisch verdnderten Bakteriums (HERBERT BOYER und STANLEY COHEN)

1972 GOBIND KHORANA und Mitarbeiter synthetisieren ein vollstindiges tRNA-Gen

1975 GEORGES KOHLER und CESAR MILSTEIN stellen mit Hybridomazellen monoklonale Antikorper her

1976 Erste Richtlinien fiir die Gentechnik-Forschung (basierend auf Asimolar-Konferenz 1975)

1976/77 Entwicklung von Techniken zur Bestimmung der DNA-Sequenz (WALTER GILBERT, FREDERICK SANGER)

1977 Transfer des menschlichen Insulin-Gens auf ein Bakterium

1978 Fa. GENENTECH produziert Humaninsulin in E. coli

1980 Erste Patentierung von gentechnisch verdnderten Mikroorganismen in den USA

1980 Gentransfer bei der Maus (JOHN W. GORDON, FRANK H. RUDDLE)

1981 Verkauf des ersten DNA-Sequenzierautomaten

1981 Erste embryonale Stammzell-Kulturen bei der Maus (G.R. MARTIN, M.J. EVANS, M.H. KAUFMAN)

1982 Genehmigung des ersten gentechnisch hergestellten Impfstoffes (gegen Aujeszky-Krankheit beim
Schwein)

1983 Verwendung von gentechnisch verdnderten TI-Plasmiden zur Transformation von Pflanzen

1983 Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (KARY MULLIS)

1985 Veroffentlichung der Polymerasenkettenreaktions (PCR)-Methode (RANDALL K. SAIKI)

1985 Erste Gentransfers beim Nutztier (Schwein, Schaf)

1986 Erster Freilandversuch mit transgenen Pflanzen in Deutschland

1986 Klonierung durch Zellkerniibertragung aus Embryonalzellen beim Schaf (STEEN WILLADSEN)

1988 Patentierung einer gentechnisch verinderten Maus, die anfillig gegen Krebs ist ("Krebsmaus")

1990 Klinische Erprobung der somatischen Gentherapie beim Menschen (USA)

1994 Zulassung von bovinem Somatotropin (bST), der Flavr-Savr-Tomate und herbizidresistenter Baumwolle
in den USA

1996 Zulassung von transgenen Sojabohnen in Europa

1996 Erstes Genom eines hoheren Organismus (Bierhefe) ist komplett sequenziert

1997 Erste Klonierung mit Zellkernen aus differenzierten Zellen beim Schaf (IAN WiLMUT, K.H.S. CAMPBELL)

1999 Das Drosophila-Genom ist sequenziert.

2000 Sequenzierung des menschlichen Genoms abgeschlossen

2000/1 Therapeutisches Klonen von Stammzellen
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-VS{alter Gilbert

%

Abb. 3: Einige Pioniere der Biotechnologie

Jonn B. Guroon flhrte die erste Klonierung durch Zellkerntbertragung beim Wirbeltier (Amphi-
bien) durch (1962). HerserT Boyer und Stancey CoHen stellten rekombinante Plasmidmolekule her
(1970/73). Cesar MiLsTEIN erarbeitete gemeinsam mit Georges KoHLEr die Hybridoma-Methode zur
Herstellung monoklonaler Antikdrper (1975). Atan Maxam und WALTER GILBERT wie auch FREDERICK
SanGer entwickelten die Techniken zur DNA-Sequenzierung (1976/77). Von Kary Mutuis und seiner
Arbeitsgruppe stammt die Polymerasekettenreaktion (1983). Der danische Veterindrmediziner STeen
WiLLapsen war ein Pionier der Reproduktionsbiologie, so auch bei der Klonierung (1986). Ian Witmut
aus Edinburgh (Schottland) ist mit dem geklonten Schaf Dolly zu sehen (1997).
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mitteln. Sauerkraut und Dickmilch sind nichts
anderes als Produkte der klassischen Biotech-
nologie. Gegenwirtig werden 30—40% unserer
Lebensmittel mit Hilfe biotechnischer Verfahren
hergestellt.

Die moderne Biotechnologie nahm ihren Aus-
gang von der anwendungsorientierten Mikro-
biologie im spdten 19. Jahrhundert, als es ge-
lang, Pathogene erfolgreich zu bekdmpfen und
die Antibiotikaherstellung industriell zu etablie-
ren. Reproduktionsbiologische Verfahren, wie
die instrumentelle oder Kiinstliche Besamung,
werden seit etwa 1940 in der Tierzucht ver-
wendet. Gentechnische Verfahren markieren
den Beginn der modernen Biotechnologie, der
sich etwa 1970/73 vollzog, nachdem WERNER
ARBER und andere Wissenschaftler die Restrik-
tionsenzyme entdeckt hatten. Patentierungen
und die industrielle Nutzung der biotechnischen
Verfahren spielen seit etwa 1980 eine Rolle und
kennzeichnen den Einzug der Biotechnologie
als Wirtschaftszweig. Die Arbeitsweisen waren
neu und schienen mit starken Risiken behaftet
zu sein, so dass es 1976 zu den ersten Richtli-
nien fiir das Verhalten in der Gentechnik-For-
schung kam. Die 80er Jahre brachten mit der
PCR-Technik (PCR, Polymerase Chain Reac-
tion) und der DNA-Sequenzierung den Durch-
bruch zur effizienten Gentechnologie. Es folg-
ten bahnbrechende Entwicklungen der Zellbio-
logie: Die erste Klonierung durch Zellkerniiber-
tragung aus Embryonalzellen wurde 1986 beim
Schaf durch WiLLADSEN vollzogen. 1997 be-
richteten WiLMUT UND CAMPBELL liber eine ers-
te Klonierung mit Zellkernen aus differenzier-
ten Zellen beim Schaf. Genomsequenzierungs-
projekte bei hoheren Organismen waren die
grof3en Beitrdge der 90er Jahre. Zunichst wur-
den die Genome von Modellorganismen, wie
Mensch, Maus, Fadenwurm und Fruchtfliege,
sequenziert. Im Jahre 2000 war die Sequenzie-
rung des menschlichen Genoms fertig gestellt.
Der Gentransfer beim Tier wird ab etwa 1990 in
der Praxis eingesetzt. Wirtschaftlich lohnende
Anwendungen des Klonens gibt es bei Sduge-
tieren etwa ab 2000. Einige Pioniere der Bio-
technologie werden in Abb. 3 vorgestellt.

Methodische Grundlagen der
modernen Biotechnologie

Drei Methodenbereiche bilden den Kern der
modernen Biotechnologie: Bioverfahrenstech-
nik, Zellkultivierung und Gentechnik. Dartiber
hinaus spielt die Bioinformatik eine grundle-
gende Rolle. Im Einzelnen gibt es jedoch sehr
zahlreiche Methoden, die sich aktuell in rascher
Entwicklung befinden. Nachfolgend werden
Hauptlinien der Methoden betrachtet, um einen
ersten Uberblick zum Fachgebiet zu erlangen.

Bioverfahrenstechniken

Bei den Bioverfahrenstechniken handelt es
sich um die Biosynthese von spezifischen Sub-
stanzen und Naturstoffen aus Rohstoffen mit

Hilfe biotechnischer Verfahren. Die im Allge-

meinen industriellen Verfahren benutzen Mikro-

organismen oder daraus isolierte Enzyme fiir die

Herstellung eines kommerziellen Produktes und

umfassen drei Schliisselstadien (Abb. 4):

— Vorbereitende Mafilnahmen: Vorbereitung
des Rohmaterials, damit dieses als Nahrungs-
quelle fiir die Zielmikroorganismen eingesetzt
werden kann.

— Fermentation (Biotransformation, Biokon-
version): Nutzung der Mikroorganismen in
Bioreaktoren, um die gewiinschte Verbindung
herzustellen.

— Produktaufarbeitung: Reinigung der ge-
wiinschten Substanz aus dem Zellmedium
oder der Zellmasse.

Die Bioverfahrenstechniken betreffen also den
gesamten Prozess der Erzeugung eines Zielpro-
duktes, einschlieSlich der Rohstoffvorbereitung,
der eigentlichen Reaktionsschritte der Stoff-
umwandlung und der sich anschlieBenden Pro-
duktaufarbeitung. Die Verfahren zur Stoffum-
wandlung und Produktherstellung laufen in
weitgehend geschlossenen Anlagen mit Hilfe
biologischer Agenzien (meist Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen, manchmal Enzyme) ab.
Diese Anlagen werden als Bioreaktoren (Fer-
menter) bezeichnet. Einen Bioreaktor (siche
Abb. 2.2, S. 50) kann man sich dhnlich einem
Dampfkochtopf vorstellen; er ist jedoch in der
Regel grofer und mit Zu- und Abfluss fiir Stof-
fe (fliissige und gasformige) unter sterilen, tem-
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Rohmaterial

Vorbereitende
MaBnahmen

v

Fermentation,
Biotransformation

Produkt-
aufarbeitung

Abb. 4: Prinzip der Bioverfahrenstechniken
Herausgestellt werden die hauptsachlichen
Schritte: Vorbereitende MaBnahmen (Vorberei-
tung des Rohmaterials, damit dieses als Nah-
rungsquelle fur die Zielmikroorganismen einge-
setzt werden kann), Fermentation/Biotransfor-
mation (Nutzung der Zielmikroorganismen, um
die gewlinschte Substanz herzustellen) sowie
Produktaufarbeitung (Reinigung der gewlnsch-
ten Substanz aus dem Zellmedium oder der
Zellmasse)

peraturregulierten Bedingungen ausgestattet.
Innen befindet sich im Allgemeinen ein Riihr-
werk. Rohmaterial und Mikroorganismen kon-
nen gezielt zugesetzt werden. Entnommen wird
das umgesetzte (,,verdaute*) Material, aus dem
die jeweils weiter zu verwertende Substanz iso-
liert wird. Bioreaktoren sind oftmals grofitech-
nische Anlagen mit aufwendiger Mess- und Re-
geltechnik, damit das in ihnen stattfindende Ge-
schehen kontrolliert und optimiert ablaufen
kann. Die biotechnische Forschung bei der Bio-
konversion beschiftigt sich mit der Maximie-
rung der Effizienz eines jeden Schrittes und
dem Auffinden von Mikroorganismen, deren
Stoffwechselprodukte sich flir den betrachteten
Zweck bestmdglich eignen. Durch gentechnische
Verdnderung der Mikroorganismen kann oftmals
die Produktion verbessert werden. Abb. 5 zeigt
als Beispiel transgene Bakterien, die in Ein-
schlusskorpern ein Hormon angereichert haben.

Abb. 5: Beispiel fur die Expression und Akku-
mulation eines Produktes, das von einem Trans-
gen exprimiert wird, in transgenen E.-coli-Zel-
len

*) Das heterologe Produkt wird in Einschluss-
korper eingelagert und stark angereichert. Im
Beispiel ist die Anreicherung von humanem In-
sulin zu sehen.

Beispiele fiir Einsatzbereiche der Bioverfah-

renstechniken sind im Agrarbereich die Produk-

tion von

— Lebensmittelzutaten, wie z.B. Enzyme, Pro-
teine, Aminosduren, Aromen, Vitamine, Hor-
mone und Dickungsmittel, sowie

— Hilfsmitteln fiir die Tierproduktion und Vete-
rindrmedizin, wie z. B. Antibiotika, Impfstof-
fe, Hormone und Futtermittelzusatzstoffe.

Zellkulturtechniken

Zell- und Gewebekulturtechniken beruhen
auf der In-vitro-Kultivierung von Zellen oder
Gewebeteilen und werden fiir viele Anwendun-
gen bendtigt. Zu diesem Zweck werden meis-
tens einem Ausgangsorganismus geeignete Zel-
len entnommen und vereinzelt. Dann erfolgt ei-
ne Kultivierung von Zellen in Medien, in denen
sie sich vermehren und ggf. differenzieren kon-
nen. Von zentraler Bedeutung in der Biotechno-
logie ist die nachfolgende Regeneration von
Geweben und Organismen. Kultivierte Zellen
von Tieren kdnnen auch fiir die Biokonversion
in Bioreaktoren benutzt werden und verweisen
auf die Bedeutung der Verbindung zwischen
Zellkultur- und Bioverfahrenstechnik (Abb. 6).

Zellkulturtechniken werden beispielsweise fiir
die Gewinnung von Inhalts- und Wirkstoffen
eingesetzt. Im Bereich der Nutztiere spielen
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Gewebe-
probe

Ausgangstier

Zellkultur

Regeneriertes
Gewebe

Biokonversion

gl

Abb. 6: Prinzip der Zellkulturtechniken am Beispiel von Tieren

Vom Spendertier werden Gewebeproben entnommen und aus diesen geeignete Zellen isoliert.
Dann erfolgt eine Kultivierung von Zellen in Medien. Bei einigen Anwendungen (z.B. In-vitro-Fer-
tilisation, Klonen) werden anschlieBend Gewebe oder sogar Tiere regeneriert. Kultivierte Zellen,
auch solche von Tieren, kdnnen fur die Biokonversion genutzt werden. Diese kann in Bioreaktoren
vorgenommen werden und verbindet somit Zellkultur und Bioverfahrenstechnik.

zellbiologische Methoden eine Rolle bei der
Isolierung und Konservierung von Keimzellen
und friihembryonalen Entwicklungsstadien.
Zellkultivierungen sind fiir seit langem wichtige
Verfahren essenziell, wie der Kiinstlichen Besa-
mung und dem Embryotransfer, sind aber auch
Kernbereiche neuer Verfahren, wie z. B. der Ge-
schlechtsdiagnose (Nachweis des Geschlechts
frithembryonaler Stadien) und -bestimmung
(Beeinflussung des Geschlechts von Nachkom-
men) sowie der Klonierung.

Gentechnische Verfahren

Gentechnische Verfahren, d.h. die experimen-
telle Handhabung von DNA sowie priméren
Genprodukten, sind ein zentraler Bestandteil der
modernen Biotechnologie. Sie werden in DNA-
Analytik und DNA-Rekombinationstechniken
unterteilt. Mit der DNA-Analytik wird die In-
dividualitit eines DNA-Molekiils nachgewie-
sen. Eine solche Charakterisierung von Erbma-
terial gelingt z. B. mit der DNA-Sequenzierung
oder mit Restriktionsenzymen (sequenzspezi-
fisch spaltenden Endonucleasen). Aus DNA-
analytischen Arbeiten erwachsen die Moglich-
keiten zur Genkartierung und —diagnose. Mole-
kulargenetische Analyseverfahren spielen bei

der Uberwachung von Lebensmitteln hinsicht-
lich Qualitdt, Hygiene oder gentechnischer Ver-
dnderung eine bedeutende Rolle. Auch bei der
Prozesssteuerung (Uberwachung der Produk-
tionsverfahren) werden sie eingesetzt. Abb. 7
zeigt, wie die DNA-Diagnostik die Moglichkei-
ten des Nachweises einzelner Molekiile enorm
erweitert hat. Es wird erwartet, dass die Bedeu-
tung der DNA-Analytik in Zukunft noch erheb-
lich zunimmt.

Zu den DNA-Rekombinationstechniken
(Abb. 8) gehoren die Herstellung von in vitro re-
kombinierten DNA-Molekiilen, deren Ubertra-
gung in Wirtszellen, die Vermehrung der DNA-
Molekiile in den Wirtszellen, die Selektion er-
wiinschter Molekiile sowie manchmal auch die
Expression des transferierten Erbmaterials. Zur
Rekombination mit den DNA-Fragmenten die-
nen z.B. Plasmide, die nachfolgend in Empfan-
ger- oder Wirtszellen (z. B. Bakterienzellen) ver-
mehrt werden. Die rekombinanten Vektormole-
kiile teilen sich gemeinsam mit den Zellen und
lassen sich so vervielfiltigen (amplifizieren,
klonieren). Oft werden die neuen DNA-Frag-
mente auch zur Expression, d.h. Transkription,
gebracht. Manchmal ist die Expression der neu
eingefiihrten Gene das Ziel einer wirtschaft-
lichen Nutzung. Vielfach wird auch die rekom-



18

EinfUhrung in die Tier-Biotechnologie

Blotting-Techniken
(Northern, Southern)

DNA/RNA-Array-Techniken
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
DNA-Sequenzierung

DNA-Rekombinations-und
Klonierungstechniken

i1 >10000

2-dimensionale
Elektrophoresen (Proteinmapping)

Elektrofokussierung

11

ELISA-Techniken

Polyacrylamidgel-Elektrophorese

I
(9]
o

Immunelektrophorese/
Immundiffusionstechniken

Starkegel-Elektrophorese

Chromatographie

Aminosaure-Analyse
(Sequenzierung)

I
N
o

Papier-Elektrophorese

Anzahl isolierter Proteine
bzw. Nucleinsduresequenzen

Trégerfreie Elektrophorese

Ultrazentrifugation

20

Mineralsalz-
fallung

T
1920

0

T T T T
1940 1960 1980 2000

Abb. 7: Methodischer Fortschritt bei der Protein- und Nucleinsdureanalyse, dargestellt am Beispiel

von Untersuchungen aus dem Blut

I Proteinanalysen
Il Nucleinsdureanalysen

Die Analyse einzelner Genprodukte war anfangs auf Proteine begrenzt. Bis etwa 1970 waren damit
weniger als 80 verschiedene Proteine aus dem Blut zu differenzieren. Die Zahl nahm rasch zu,

nachdem DNA- und RNA-Molekule

elektrophoretisch aufgetrennt wurden und dann je nach ihrer

Sequenz mit Sonden zu detektieren waren (Southern- bzw. Northern-Blotting). Eine weitergehen-
de Analyse war moglich, indem die exprimierten mRNA-Molekule in cDNA umgeschrieben und

dann sequenziert werden konnten.

Entscheidende weitere Techniken waren die DNA-Sequenzie-

rung und die Polymerase-Kettenreaktion. Angaben zu den Proteinuntersuchungen von ScHwick

(1974) und GELDERMANN (1976).

"’W"’ Abb. 8: Prinzip der DNA-Rekombina-
Bruch erzeugt zwei ¢ tion
Fragmente Fremd-DNA L .
*** TITTTTTITTTIT TITTTTIT ** Das doppelstrangige DNA-Molekl
coo dLALLLLLLLLLL LLLLLLLL... ' MLLLLLBLLLLLL wird stark vereinfacht wie eine Strick-

Verbindung (Ligation)
der DNA-Fragmente

Infektion von Bakterien

Vermehrung der rekombinanten

DNA-Molekiile

leiter dargestellt. Mit bestimmten En-
zymen kénnen die DNA-Faden an defi-
nierten Stellen gespalten werden. Ein
anderes DNA-Molekdul lasst sich an ei-
ner solchen Stelle einbauen. Damit ist
aus zwei Ausgangsmolekuilen ein neu-
es Molekul entstanden: ein rekombi-
niertes oder rekombinantes Molekdl.
Dieses kann in Wirtszellen transferiert
werden, damit es dort vermehrt wird.
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binierte DNA in das Genom einer Empfanger-
zelle eingebaut, die schlieBlich in ein Tier iiber-
tragen wird. Die so entstehenden transgenen Tie-
re enthalten dann in ihren Zellen ein oder meh-
rere Stiicke an Fremd-DNA (das Transgen). Die
transferierte DNA soll im transgenen Orga-
nismus im Allgemeinen exprimiert werden, d.h.
zu Genprodukten fithren. Durch Gentransfer
werden bestimmte Eigenschaften der Empfan-
gerzellen oder des Empfangerorganismus beein-
flusst oder in diesen neu eingefiihrt. DNA-Re-
kombinationstechniken werden auch eingesetzt,
um Mikroorganismenstimme mit erwiinschten
Eigenschaften zu erstellen. Dies wird beispiels-
weise fiir die gentechnische Herstellung von En-
zymen genutzt — sowohl im Bereich der Tierer-
ndhrung als auch zunehmend bei der Be- und
Verarbeitung nachwachsender Rohstoffe fiir che-
misch-technische Zwecke.

Verfahren der Bioinformatik

Die Genomforschung erbringt eine Fiille an
Daten, z.B. DNA-Sequenzen fiir Genome oder
Angaben iiber die molekulare Struktur von
Genprodukten. Beispiele der so genannten
DNA-Sequenzdatenbanken werden in den Abb.
8.9 und 8.10, S. 175, vorgestellt und zeigen ein
rasantes Anwachsen der Datenmengen. Doch
wie bewiltigt man diese enorme Datenfiille?

Die Auswertungen erfolgen in computerge-
stiitzten Analysen, die in der Lage sind, Genom-
und Genproduktdaten zu verarbeiten und aus
den Ausgangsdaten zu Modellierungen auf
unterschiedlichem Niveau zu gelangen, d.h. die
Methoden erlauben ein Speichern, Sichten und
Interpretieren der Daten (Abb. 9). Die Metho-
den zur Bearbeitung von Genom- und Genpro-
duktdaten werden unter dem Begriff Bioinfor-
matik zusammengefasst. Als In-silico-Analyse
gilt allgemein die Bearbeitung biologischer Fra-
gestellungen mit dem Computer. Fragestellun-
gen fiir In-silico-Analysen in der Biotechnologie
sind die
— Aufarbeitung von Rohdaten und Bereitstel-

lung in Datenbanken;

— Anordnung von Sequenzen aus Teilstlicken
(Shotgun-Analysen);

— Suche nach dhnlichen Sequenzen in Sequenz-
datenbanken und phylogenetische Analysen;

— Suche nach Genvarianten (Mutantenscree-
ning);

— Identifizierung funktioneller Bereiche in der
DNA und den Genprodukten (z.B. codieren-
de und regulierende Genbereiche, Protein-
funktion);

— Analyse der Beziehungen zwischen Varianten
in der Genstruktur und der Merkmalsauspra-
gung (z.B. Kartierung von Geneffekten).

Genomische Struktur eines

Gens, der DNA-Varianten

In-vitro-Analyse

und der Genprodukte

\

Homologien; phylogenetische

In-silico-Analyse

Beziehungen
\J \J
| Genexpression |
\J \J L
Raumstruktur | | Menge des
des Proteins Proteins
\ \

Proteinfunktion (Aktivitat,
Spezifitat, Strukturbildung)

J

Abb. 9: Beitrage der In-silico-Analysen
zur Genomforschung

\/

Verifizierung der Aussagen } In-vitro-Analyse
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Eigenschaften, Perspektiven und
Anwendung biotechnischer For-
schung

Das Potenzial der molekularen Biotechnologie
wurde zu Beginn der Entwicklungen sehr hoch
eingeschitzt und optimistisch geschildert. Man
hatte Trdume {iber zukiinftige Entwicklungen,
wie etwa die Beseitigung von Olteppichen und
der beliebigen Ziichtung. Oft erwiesen sich die
Vorhaben fiir den praktischen Einsatz als nicht
realisierbar. Es gab eine nicht vorher gesehene,
negative Einstellung der Offentlichkeit und
unterschiedliche ethische Einlassungen. Heute
sehen wir, dass die Anziehungskraft der Gen-
/Biotechnik begriindet ist. Inzwischen sind man-
che Ziele schon erreicht worden, und andere
stehen kurz vor der praktischen Anwendung.

Biotechnologie als Schliissel- oder
Zukunftstechnologie

Moderne biotechnische Verfahren sind da vor-
teilhaft, wo sie zur Leistungssteigerung, Kos-
tensenkung, Qualititsverbesserung, Herstellung
neuer Produkte und Umweltschonung beitragen
konnen. Biotechnologie gilt dariiber hinaus aus
folgenden Griinden als wichtige Schliissel-
oder Zukunftstechnologie des 21. Jahrhun-
derts:

— Der Biotechnologiebereich zeigt eine hohe In-
novationsdynamik, d.h. es werden viele neue
Ergebnisse pro Zeiteinheit erreicht. Aus den
Erkenntnissen der Grundlagenforschung iiber
die Funktionsmechanismen biologischer Sys-
teme ergeben sich oft unmittelbar die Mog-
lichkeiten vieler praktischer Anwendungen.
Gentechnische Forschungen besitzen vorteil-
hafte Eigenschaften der genauen Darlegung,
der prizisen Wiederholbarkeit und der direkten
Speicherbarkeit auf Datentrdger. Die Innova-
tionsdynamik fiihrt allerdings auch dazu, dass
gewonnene Erkenntnisse und entwickelte Tech-
niken u. U. schnell durch neue Entwicklungen
iiberholt werden konnen. Beispiele fiir weit rei-
chende Innovationen im Tierbereich sind die
Reproduktionstechniken (Kiinstliche Besa-
mung, Embyotransfer, In-vitro-Fertilisation,
Klonierung) und die Gendiagnostik.

— Bei technisch-wissenschaftlicher Betrachtung
ist die Biotechnologie eine typische Quer-

schnittstechnologie, da sie eine Vielzahl von
Wissens- und Wirtschaftsbereichen erfasst,
wie u.a. solche in der Chemie, Biologie, In-
formationstechnik, Medizin, Landwirtschaft,
Erndhrungswissenschaft und dem Umwelt-
schutz. Die Biotechnologie spielt sogar in Be-
reichen eine tragende Rolle, wo man dies
nicht sofort erwarten wiirde, wie z.B. in der
Archéologie und der Kriminalistik.

— Die Anwendungsbereiche der Biotechnologie

entwickeln eine erhebliche, sich rasch ver-
stirkende wirtschaftliche Bedeutung. Von
den Neuerungen sind viele auch zu nutzen
und stellen eine grofle wirtschaftliche Chance
dar. Beispielsweise kletterte der Anteil gen-
technisch hergestellter Arzneimittel (rekom-
binante Arzneimittel) weltweit von ca. 1% in
1985 auf'iiber 8 % in 2002 (GENTECHNIK, VFA
2004).

Welche Bedeutung beispielsweise die Gensuche
und der Einsatz neuer Gene fiir die wirtschaftli-
che Anwendung spielt, lie sich im Oktober
1980 erkennen, als der Aktienkurs der Biotech-
nologiefirma GENENTECH an der Borse in New
York innerhalb von nur 20 min von 35 auf
89 Dollar anstieg. Was war geschehen? — Der
Firma GENENTECH war es gelungen, das Gen fiir
Insulin in vitro zu synthetisieren und fiir die
Hormonsynthese in Bakterien zu verwenden.
Bis zu dem Zeitpunkt konnte man Insulin nur
aus Schlachtschweinen und -rindern isolieren,
mit der Problematik der Verunreinigungen,
Nebenwirkungen und hohen Kosten. Gentech-
nisch war Insulin mit wenigen Prozent der bis
dahin iiblichen Kosten zu erstellen. Inzwischen
lieB sich der wirtschaftliche Nutzen der Bio-
technologie vielfaltig beweisen und hat zu einer
eigenen Industrie gefiihrt. Die Biotechnologie
spielt neben der Mikroelektronik, Nanotechno-
logie und Informatik schon heute in vielen Be-
reichen eine entscheidende Rolle. Traditionelle
Anwendungsgebiete der Biotechnologie liegen
in der Medizin (Diagnostika, Medikamente,
Therapie), Industrie sowie Land- und Ernéh-
rungswirtschaft. Im Landwirtschafts- und Er-
ndhrungsbereich wurde im letzten Jahrzehnt
eine Vielzahl neuer Biotechniken entwickelt, die
gegenwirtig in die Anwendung gelangen.
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Schwerpunkte der Entwicklungen in der
Tier-Biotechnologie

Die Entwicklungen in der Tier-Biotechnologie
beziehen sich auf sehr verschiedene Methoden-
felder. Zur Genomanalyse und Gendiagnostik
gehoren bei Nutztieren insbesondere die Ge-
nomkartierung, DNA-Marker-Forschung und
Kandidatengen-Analyse. Die Ergebnisse der
aufwendigen Entwicklungsarbeiten fiihren un-
mittelbar zu einer starken internationalen Ver-
wendung in der Diagnostik und der Ziichtung.
Die Schwerpunkte der biotechnischen For-
schung in der Fortpflanzungsbiologie liegen
bei der Kiinstlichen Besamung, dem Embryo-
transfer, der In-vitro-Fertilisation, der Embryo-
diagnostik und dem Klonen. Fortpflanzungsbio-
logische Verfahren sind speziell beim Rind weit
entwickelt. Fiir die Zukunft werden weitere Op-
timierungen bestehender sowie die Entwicklung
neuer Methoden erwartet. An der Erzeugung
transgener Tiere wird vor allem in den USA,
Japan, China, Russland und Australien gearbei-
tet, wihrend in Europa die geringe 6ffentliche
Akzeptanz und gesetzliche Auflagen den Fort-
schritt stark behindert haben. Mit dem Gen-
transfer bei Tieren stellen sich grundlegende
ethische Fragen zu den Grenzen einer Anwen-
dung biotechnischer Verfahren. Der Gentransfer
bei Nutztieren bedarf der weiteren methodi-
schen Grundlagenforschung, wéhrend es fiir die
transgene Maus als Modelltier bereits viele
wichtige Anwendungen gibt.

Die biotechnische Anwendung bezieht sich
bei Nutztieren vor allem auf vier Bereiche. In-
fektionskrankheiten stellen ein Hauptproblem
fiir die Tiergesundheit dar und haben eine gro-
Be Bedeutung fiir die Wirtschaftlichkeit der
Tierproduktion, den Tierschutz und die Qualitit
tierischer Produkte. Wesentliche Ziele der mo-
lekulargenetischen Analyse von Tierkrankheiten
sind die gentechnische Herstellung effektiver
Diagnostika, Therapeutika (Arzneimittel) oder
Prophylaktika (insbesondere Impfstoffe). Im
Bereich der Tiergesundheit sind gentechnisch
hergestellte Produkte bereits wichtige Alternati-
ven oder Erginzungen zu konventionellen Pra-
paraten. Demgegeniiber haben transgene wider-
standsfdhige Nutztiere noch keine Bedeutung,
obgleich technische Ansétze erkennbar sind. In
der Tierernihrung gewinnen gentechnisch er-

zeugte Enzyme zur Verbesserung der Futterver-
wertung und zur Umweltentlastung an Bedeu-
tung. AuBlerdem werden gentechnisch verdnder-
te Mikroorganismen zur Futterkonservierung
eingesetzt. Rekombinante Produktionshilfsmit-
tel sind in zahlreichen Léndern zugelassen. Fiir
eine Verbesserung der Qualitét tierischer Pro-
dukte gibt es vielversprechende Ansatzpunkte.
Die Verdnderung der Milchzusammensetzung
fiir Erndhrungszwecke mit Hilfe transgener Tie-
re scheiterte jedoch bislang an der mangelnden
Verbraucherakzeptanz. Gleiches gilt auch fiir
den Einsatz biotechnisch erzeugter Hormone
(z.B. bovines Somatotropin, bST). Dagegen zei-
gen sich grofle Potenziale fiir die Gendiagnose
und Selektion auf der Basis von Genotypen fiir
leistungswichtige Gene. Bei der Nutzung von
Tieren fiir medizinische Zwecke spielt das Ge-
ne Farming (Drug Farming oder Bio Pharming)
ein gewisse Rolle. Insbesondere wird die Milch-
driise zur Erzeugung pharmazeutisch wirksamer
Proteine verwendet. Aulerdem wird daran gear-
beitet, tierische Gewebe/Organe so zu beein-
flussen, dass sie auf den Menschen {iibertragen
werden konnen (Xenotransplantation). Hin-
sichtlich der wirtschaftlichen Aussichten stehen
die Verfahren im Wettbewerb mit den Zellkul-
tur- und Bioreaktortechniken.



