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Viren

Allgemeines. Viren sind infektiose Partikel
ohne eigenen Stoffwechsel. Ihr genetisches
Programm ist entweder in DNA oder RNA
niedergelegt, deren Replikation mit Hilfe
lebender Wirtszellen erfolgt. Bei der Ver-
mehrung des Virus wird meist eine Prote-
in-Hiille (Capsid) gebildet, die auferhalb
der Wirtszelle die virale Nucleinsdure um-
schlieRt (Viruspartikel, Nucleocapsid). Viren
koénnen die meisten lebenden Organismen
infizieren, sind dabei aber fast immer wirts-
spezifisch und oft sogar auf bestimmte
Gewebe oder Zellen spezialisiert. Man un-
terscheidet Viren nach ihrer Wirtsspezifitat,
ihrer Morphologie, dem Nucleinsdure-Typ
(DNA/RNA) und dem Aufbau des Capsids.
In der medizinischen und veterindrmedizi-
nischen Forschung spielt die Diagnose und
Behandlung von Virus-Erkrankungen wie
AIDS (HI-Virus), Vogelgrippe (H5N1-, H7N9-
Virus), hdmorrhagischem Fieber (Ebolavi-
rus) oder Rinderpest (Morbillivirus) eine
sehr wichtige Rolle (—248). In der Biotech-
nologie verwendet man Viren zur Entwick-
lung von Komponenten-Vakzinen (—250)
und zur Herstellung von Vektoren und Pro-
motor-Elementen, z.B. fiir die Gentherapie
und die Expression von Genen in tierischen
Zellkulturen.

Viren filr Experimente am Tier. Die ersten
Klonierungsexperimente mit Tierzellen
fiihrte man 1979 mit einem Vektor auf
der Grundlage des simian virus 40 (SV40)
durch (—98). Das Virus infiziert verschie-
dene Sdugetiere und kann dabei lytische
(Zell-lysierende) oder lysogene (verzogert
Zell-lysierende) Cyclen durchlaufen. Sein
ca. 5,2kb grofes Genom enthdlt ,frithe
Gene“ fiir die DNA - und ,spite Gene“ fiir
die Capsid-Synthese. Expressionsvektoren
auf der Grundlage des SV40-Virus enthalten
dessen Replikationsursprung (ori), haufig
auch eine von diesem Virus abgeleitete Pro-
motor- und Transkriptions-Terminations-
sequenz (Poly-Adenylierungssequenz). Fir
die Transfektion von Mauszellen haben
sich Konstrukte auf der Grundlage des
bovinen Papillomvirus (BPV) bewihrt. Sie
verwandeln sich bei der Infektion in ein
Viel-Kopien-Plasmid, das bei der Zellteilung
auf die Tochterzellen weitergegeben wird.
Bei der Gentherapie mit attenuierten Viren
bevorzugt man Retro-, Adeno- und Herpes-
viren (—304). Retroviren, z.B. das HIV-Virus,
enthalten ein RNA-Genom. Sie infizieren

sich teilende Zellen, wobei eine von ihrem
Genom kodierte reverse Transkriptase das
RNA-Genom in c¢DNA umschreibt. Diese
wird dann im Wirtsgenom integriert und
dirigiert dort mittels starker Promotoren
die Bildung von Capsid-Proteinen und vi-
raler mRNA. Mit replikationsdefekten Re-
trovirus-Vektoren wurden bereits mehrere
hundert Gentherapie-Versuche erfolgreich
abgeschlossen, die verpackbare Fremd-DNA
(insert) ist aber klein. Demgegeniiber liegt
die Klonierungskapazitit von Adenoviren
fiir fremde DNA bei 28kb. Adenoviren in-
fizieren auch Zellen, die sich nicht teilen,
ihre DNA integriert aber nicht in das Chro-
mosom der Wirtszelle. Fiir die Gentherapie
neuronaler Zellen bei Krankheitsbildern
wie Alzheimer- und Parkinson-Krankheit
untersucht man Herpes simplex-Vektoren. Ihr
groRes DNA-Genom von 152kb erlaubt den
Einbau fremder DNA-Abschnitte >20Kkb.
Auch Vaccinia-Viren kommen bei der Gen-
therapie zum Einsatz. Sie haben eine dhn-
lich groRe Klonierungskapazitdt und befal-
len viele Zelltypen.

Viren fiir Experimente an Pflanzen. Die
meisten Pflanzenviren bestehen aus RNA
(—280). Man kennt nur zwei Gruppen von
DNA-Viren, die hohere Pflanzen infizieren:
Caulimoviren haben ein sehr enges Wirts-
spektrum: sie infizieren nur Kreuzbliitler
wie Riiben und einige Kohlsorten. Ihr gerin-
ges Capsid-Volumen beschrdnkt die Gesamt-
groRRe des Genoms und damit der verpack-
baren Fremd-DNA. Geminiviren infizieren
wichtige Nutzpflanzen wie Mais und Wei-
zen, was das Risiko ihrer Nutzung erhoht.
Auflerdem macht ihr Genom wihrend des
Infektionscyclus zahlreiche Umordnungen
und Deletionen durch, wodurch die intakte
Expression fremder DNA-Inserts erschwert
wird.

Baculoviren infizieren Insekten, nicht aber
Wirbeltiere. Nach Infektion verursachen sie
die Bildung eines kristallinen Proteins (Poly-
hedrin), das dann tber 50% des Gesamt-
proteins der Insektenzelle ausmacht. Der
Polyhedrin-Promotor wird deshalb in Ver-
bindung mit Zellkulturen von Spodoptera
(einem Schmetterling) zur heterologen
Expression von Proteinen verwendet. Vor-
teilhaft ist dabei, dass die posttranslationale
Glykosylierung (—262) derjenigen bei Wir-
beltieren dhnelt. Zur Ziichtung transgener
Seidenraupen (Bombyx mori) wird das Kern-
polyedervirus BmNPV eingesetzt.
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Bakteriophagen

Allgemeines. Viren, die Bakterien befallen,
nennt man Bakteriophagen oder kurz Pha-
gen. Sie werden vom International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV) klassifiziert.
Wie Metagenom-Analysen (—74) gezeigt ha-
ben, kommen sie in grofRer Zahl in der Um-
welt vor. Der Einsatz von Phagen wird seit
langem als Therapie bei Infektionskrank-
heiten untersucht. Bei der Fermentation,
z.B. bei der Herstellung von Starterkulturen
(—=114), muss ein Befall mit Phagen ver-
hindert werden. Dazu selektiert man meist
Phagen-resistente Stimme. In der Gentech-
nik leisten Phagen wertvolle Dienste bei der
Entwicklung von Vektoren und Promotoren
fiir die Klonierung, bei der Gen-Sequenzie-
rung und bei der Herstellung von Gen- und
Protein-Bibliotheken (—62, 64, 68). Da viele
Klonierungsarbeiten mit Escherichia coli als
Wirtsorganismus ~ durchgefithrt werden,
spielen dort E. coli-spezifische Phagen (A,
M13, Qp, T-Phagen) eine besonders wichtige
Rolle.

Der A-Phage befillt E. coli. Als tempe-
renter Phage kann er dabei 2 Wege ein-
schlagen: entweder wird seine lineare
Doppelstrang-DNA (48,5 kbp, ca. 1% des
E. coli-Chromosoms) extrachromosomal ver-
mehrt, wobei es zur Lyse kommt (,lytischer
Cyclus®), oder sie wird in das E. coli-Genom
integriert (lysogene Zellen mit latenten Pro-
Phagen) und mit diesem repliziert. Durch
Temperaturerhéhung, UV-Strahlen oder
andere Stressfaktoren wird der Prophage
aus dem E. coli-Genom ausgegliedert und
virulent, die Zelle lysiert. Eine fiir die Gen-
technik wichtige Eigenschaft ist, dass so-
wohl die Bildung der ringférmigen A-DNA
wie ihre Integration ins E. coli-Genom an den
cos-Stellen erfolgt (kohdsive oder klebrige
Enden von je 12 ungepaarten Nucleotiden,
die auch als Erkennungssignal fiir das Gen-
produkt A, eine Endonuclease, dienen).
Nach Replikation der A-DNA zu einem Con-
catemer aus linearen, aneinandergereihten
A\-Genomen schneidet die Endonuclease A
an den cos-Stellen und leitet damit die Ver-
packung der DNA in sein Capsid ein. Vom
A-Phagen abgeleitet sind die Cosmide zur
Herstellung von Genbanken und die Familie
der \-Vektoren, z. B. \EMBL4, die durch Tem-
peraturerhdhung induziert werden kénnen.
Der M13-Phage befillt ebenfalls E. coli, ist
aber vollig anders aufgebaut. Er enthilt

einen DNA-Einzelstrang von ca. 6,4kb, der
nach Infektion von E. coli die Synthese des
komplementdren Strangs dirigiert. Die
doppelstringige Phagen-DNA wird nicht
in das E. coli-Genom eingebaut, sondern im
Cytoplasma repliziert und kontinuierlich
freigesetzt (1000 Phagenpartikel/Zelle). Bei
der Zellteilung wird sie an die Tochterzellen
weitergegeben (ca. 100/Zelle). Gene, die in
einen M13-Vektor einkloniert wurden, kann
man als einzelstrangige DNA erhalten -
eine wertvolle Eigenschaft fiir die klassische
DNA-Sequenzierung (—56). Vor der Ein-
flihrung der PCR-Methoden dienten M13-
Vektoren auch zur gerichteten Mutagenese
von Proteinen.

T-Phagen kommen in sieben unterschiedli-
chen Typen vor. In der Gentechnik verwen-
det man hiufig zwei vom Genom der T-Pha-
gen kodierte Enzyme: die DNA-Ligase des
T4-Phagen, die DNA-Fragmente sowohl mit
Kklebrigen wie mit glatten Enden verkniipft,
und die DNA-Polymerase des T7-Phagen, die
DNA am Einzelstrang polymerisiert und bei
der Gensequenzierung nach Sanger-Coulson
zum Einsatz kommt. Den Promotor der T7-
RNA-Polymerase verwendet man u.a. zur
Expression in E. coli.

Phagen anderer Bakterien. Unter den weit
tiber 1000 klassifizierten Phagen (Viren ins-
gesamt: liber 2800) finden sich >300 fiir
Enterobakterien, >230 fiir Bacteriococcen
und jeweils >150 fiir Actinomyceten und
Bacillen. Fir Pseudomonaden wurden
ca. 100, fiir Lactobacillen ca. 40 Phagen be-
schrieben. Eine erst jiingst beschriebene
Gruppe von insgesamt 13 Phagen, die Liga-
menvirales, infizieren Archaebakterien. Nach
Bau und Funktion entsprechen diese Pha-
gen den verschiedenen Bakteriophagen von
E. coli und anderen Viren. Wie diese konnen
sie virulent oder temperent sein. Phagen fiir
Lactobacillen sind in Molkerei-Betrieben ein
groRes Risiko bei der Herstellung von Milch-
produkten. Resistente Starterkulturen sind
durch Plasmid-kodierte Mechanismen in der
Lage, die Adsorption oder Replikation dieser
Phagen zu verhindern. Unter den 5 Gruppen
der Bacillus-Phagen wurden 105 und SPO2
haufig fiir Transformationsversuche, PBS1
dagegen zur Erstellung der Genkarte von
B. subtilis verwendet. Phage M3112 ist der be-
vorzugte Vektor fiir die Transformation von
Pseudomonaden, SV1 und C31 fiir die Trans-
formation von Streptomyceten.
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Mikroorganismen

Allgemeines. Mikroorganismen spielen eine
Schliisselrolle im Stoffkreislauf. Sie sind als
Destruenten am Abbau vieler Verbindungen
beteiligt. Dieser Vorgang erfolgt sowohl in
der Umwelt wie in Symbiose mit anderen
Lebewesen (Beispiele: Flechten, Darm- und
Pansenbakterien). Als Pathogene bedrohen
Mikroorganismen die Gesundheit anderer
Organismen. In der Biotechnologie dienen
fiir den Menschen ungefihrliche Mikroorga-
nismen zur Herstellung zahlreicher Produk-
te wie Citronensdure, Antibiotika, Xanthan
oder Enzyme, zur aeroben und anaeroben
Reinigung von Abwasser, Kldrschlamm, Bo-
den und Luft und als Wirtsorganismen zur
Synthese rekombinanter Proteine. Aufgrund
ihres verhéltnismaRig einfachen Aufbaus,
des breiten Methodenspektrums zur Her-
stellung von Mutanten und der kurzen Ge-
nerationszeit dienen sie als Modell-Organis-
men fiir die Untersuchung biochemischer,
genetischer und physiologischer Vorginge
und als bevorzugter Wirt fiir die technische
Herstellung rekombinanter Produkte. Ihr
vollig unterschiedlicher Zellaufbau erlaubt
eine Unterscheidung in prokaryotische und
eukaryotische Mikroorganismen. Die Proka-
ryoten unterteilt man weiter in Eubakterien
und Archaebakterien (>10000 vollstindig
charakterisierte Stimme).

Eubakterien sind einzellige Lebewesen. Sie
vermehren sich durch Teilung. Ihr Zell-
durchmesser liegt meist in der GréRenord-
nung von 1 pm. Sie besitzen keinen Zellkern,
ihre DNA ist in einem Nucleoid geknéuelt.
Haufig ist ein Teil ihrer genetischen Infor-
mationen auf nicht-chromosomalen Ele-
menten, sog. Plasmiden, niedergelegt (—44).
Plasmide kénnen durch horizontalen Gen-
transfer auf andere Bakterien iibertragen
werden - ein fiir den Menschen niitzlicher
Effekt bei der natiirlichen Evolution von
Abbaupotenzialen fiir xenobiotische Verbin-
dungen in der Umwelt und der Klartechnik,
aber eine groe Gefahr bei der Entwicklung
von Resistenzen gegen Antibiotika. Ihre aus
Peptidoglykan aufgebaute Zellwand ist bei
Gram-negativen Bakterien komplexer auf-
gebaut als bei den Gram-positiven und ist
héufig von einer Schleimschicht umgeben,
aus der bei vielen Bakterien Geifleln heraus-
ragen, die die Beweglichkeit des Organis-
mus sicherstellen. Im Cytoplasma kénnen
Speicherstoffe eingelagert sein, z.B. Poly-

hydroxybuttersdure oder Polyphosphat. Eu-
bakterien zeichnen sich durch das Potenzial
zu ungewohnlich zahlreichen Varianten des
Stoffwechsels aus, wodurch sie in der Lage
sind, eine grofle Zahl von Lebensrdumen
zu besiedeln. Dabei tiberraschen sie immer
wieder mit einzigartig evolvierten Protei-
nen und Cofaktoren. So ist beispielsweise
die Purpurmembran der Halobakterien eine
auf diese begrenzte funktionelle Einheit,
die Ahnlichkeiten zur Photosynthese und
zum Sehvorgang bei héheren Organismen
aufweist.

Archaebakterien. (Archaea) stehen vermut-
lich den éltesten Formen des Lebens auf der
Erde nahe. Thre Spuren wurden in mehrere
hundert Millionen Jahre alten Formationen
nachgewiesen. Sie leben hiufig ohne Sauer-
stoff und sind meist auf die Besiedlung
sehr spezieller Biotope spezialisiert. Bei-
spielsweise sind sie die wichtigste Gruppe
von Bakterien, die aus Essigsdure Methan
bilden - ein wichtiger biotechnologischer
Schritt bei der anaeroben Schlammfaulung
(—288). Von den Eubakterien unterscheiden
sie sich durch strukturelle und genetische
Merkmale, beispielsweise durch den Auf-
bau ihrer Zellmembranen aus Etherlipiden
anstelle der sonst tiblichen Phospholipide.
Die Funktion ihrer Enzyme ist oft an ex-
treme Standorte angepasst, was man in der
Technik ausnutzen kann. So wird eine DNA-
Polymerase aus einem Tiefseebakterium
(Pyrococcus furiosus) fiir besonders fehlerarme
PCR-Reaktionen eingesetzt (—50).

Hefen und Pilze. Alle Hefen und Pilze
(ca. 70000 Stamme) sind Eukaryoten. Im Ge-
gensatz zu den Bakterien ist ihre Zellwand
aus Chitin, selten auch aus Cellulose auf-
gebaut. Fast alle Pilze sind heterotroph und
leben aerob. Die grofRen Unterschiede in
ihrer Vermehrung bieten den besten Ansatz
zu ihrer Klassifizierung. Der Vegetations-
korper der Pilze ist ein aus Hyphen bestehen-
des Fadengeflecht (Mycel), das sich asexuell
oder sexuell vermehren kann. Die asexuelle
Vermehrung geschieht meist durch Sporen-
bildung, gelegentlich auch durch Knospung.
Die sexuelle Vermehrung der niederen Pilze
(Phycomyceten) erfolgt durch Gameten, der
hoheren Pilze durch Fruchtkérper, die als
Schlauch (Ascomyceten) oder Stinder (Basi-
diomyceten) geformt sind. Hefen und Pilze
begleiten die heutigen Verfahren der Bio-
technologie schon seit der Frithgeschichte
des Menschen.
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— Archaebakterien, Bakterien und Eukaryoten (z. B. Pilze)
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Bakterien

Allgemeines. Bakterien kann man durch
eine Vielzahl morphologischer, bioche-
mischer und genetischer Analysenmetho-
den sowie durch ihre Néhrstoffanspriiche
unterscheiden. Sie koénnen nach einem
seit 1980 international vereinbarten Bac-
teriological Code verbindlich in Genera und
Species eingeteilt werden. Er enthdlt der-
zeit etwa 2200 Genera- und 11500 Species-
Namen. Molekulargenetische Analysen von
ribosomaler RNA aus Umweltproben lassen
allerdings vermuten, dass die Zahl der bis-
her nicht kultivierten und charakterisierten
Bakterien wesentlich groRer ist (—74).
Eubakterien. Die dlteste Einteilung der
Eubakterien beruht auf ihrer Morpholo-
gie. Bereits mit Hilfe des Lichtmikroskops
kann man Stibchen, Kokken und Spirillen
unterscheiden, ferner die Bildung von Zell-
verbdnden (Filamente, Kolonien) und struk-
turelle Details wie Sporen und Geifeln.
Firbemethoden erlauben eine weitere Dif-
ferenzierung. So gelingt mit der Anfirbung
nach H.C. Gram bei den Prokaryoten eine
Unterscheidung nach Zellwand-Strukturen:
Gram-positive Bakterien haben eine dicke
Murein-Zellwand und nur eine Zellmem-
bran, Gram-negative dagegen eine duRere
und eine innere Zellmembran, die einen
periplasmatischen Raum einschlieRen. Auf
der duReren Zellmembran sitzt eine diinne
Murein-Zellwand, aus der Lipopolysaccha-
ride herausragen. Physiologische und bio-
chemische Kriterien fiihren zu einer noch
genaueren Unterteilung. Die wichtigsten
Merkmale sind:

Verhalten gegeniiber Sauerstoff: man unter-
scheidet, ob die Zellen unter aeroben, an-
aeroben oder unter beiden Bedingungen
wachsen.

Form der Energiegewinnung: sie kann durch
Photosynthese (phototroph), Atmung oder
Giarung (chemotroph) erfolgen.

Bevorzugte Wasserstoff-Donatoren: organotro-
phe Mikroorganismen verwenden organi-
sche, lithotrophe anorganische Verbindun-
gen wie H, NH;, H,S, S, CO, Fe?* usw.
Kohlenstoff-Quelle: autotrophe Mikroorganis-
men fixieren CO,, heterotrophe beziehen
Kohlenstoff aus organischen Verbindungen,
Verhdltnis zu anderen Organismen: man
unterscheidet zwischen saprophytischem
(autonomen) und parasitischem Stoffwech-
sel (abhdngig von einem Wirtsorganismus).
Auch der Befall durch bestimmte Phagen

kann zur Differenzierung dienen (phage
typing).

Anpassung an Standorte: mesophile Mikroor-
ganismen wachsen unter normalen Bedin-
gungen, wahrend Extremophile an Standor-
te mit extremen Bedingungen (Temperatur,
Druck, pH, Salzgehalt usw.) angepasst sind.
Zelleinschliisse, Pigmentierungen, che-
mische Komponenten der Zellwand und
der Zellmembran (Fettsiure-Zusammen-
setzung), die immunologische Differenzie-
rung der Oberflichenantigene (Serologie)
und die Empfindlichkeit gegen Antibiotika
bieten weitere phénotypische Differenzie-
rungsmoglichkeiten. Daneben treten immer
hdufiger genetische Charakterisierungs-
merkmale. Eréffnet die Basenzusammenset-
zung der DNA (GC-Gehalt) bereits Anhalts-
punkte fiir eine grobe Differenzierung, so
ermoglicht die nahezu exponentiell zuneh-
mende Sequenzierung vollstindiger Bakte-
rien-Genome eine Differenzierung in allen
Details. Als eine besonders wertvolle Metho-
de zur Klassifizierung und zur Bestimmung
evolutiver Zusammenhdnge wurde bereits
1972 die Sequenzierung ribosomaler RNA
erkannt, vor allem der 16S-, 18S- und 23S-
TRNA, die wihrend der gesamten Evolution
stark konservierte Bereiche aufweist (—74).
Sie legt drei Grundtypen des Lebens nahe:
die Archae- und Eubakterien (die Prokaryo-
ten), und die Eukaryoten.

Charakterisierung und Taxonomie. Der
schnellen Identifizierung von Mikroorganis-
men kommt im klinischen Alltag, aber auch
in der Veterindrmedizin, bei der Lebens-
mittel-Herstellung und als Voraussetzung
flir das sichere Arbeiten im Labor eine gro-
Re Bedeutung zu. Neben mikroskopischen
und biochemischen Untersuchungen wie
der ,bunten Reihe“, der Charakterisierung
aufgrund der Fahigkeit zum Wachstum auf
verschiedenen Nihrbéden, benutzt man
zunehmend die DNA-Analytik, z.B. mit Ta-
xon-spezifischen DNA-Sonden. Die taxono-
mische Einordnung eines Stamms ist nicht
immer trivial und erfordert die Abwigung
zahlreicher Merkmale.
Genomsequenzierung. 2013 war die Sequen-
zierung von tiber 2100 Bakterien- und mehr
als 140 Archaea-Genomen abgeschlossen.
Darunter befinden sich auch zahlreiche pa-
thogene Mikroorganismen wie z. B. Mycobac-
terium tuberculosis. Die Genomsequenzierung
hat gezeigt, dass es zahlreiche Varianten des
Stoffwechsels gibt.
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— Phylogenetik und Kultivierbarkeit

~ Verrucomicrobia
Clamydia 05-K

Planctomycetes \ OP3 Nitrospira
Acidobacterium
[3] Actino- oP8 Termite Gruppe |
bacteria OP10 Synergistes
i icht- \WS1 Flexistipes
g;ﬂnweefNelfht Cyanobacteria

niedrig G + C, Gram-positiv [1]

bakterien Fibrobacter
OP5 [/ Marine Gruppe A
h 0oP9 "/ griine Schwefelbakterien
Dictyoglomus Cytophagales
Coprothermobacter Thermus/Deinococcus biotechnologisch
Thermotogales X wic_hti_ge Belieien
Spirochetes (Beispiele)
Thermodesulfo- 2 T™6
bacterium I 1Bacillen,
Aquificales Proteo- WS6 Clostridien,
bacteria ™7 Lactobacillen
B in Stammsammlungen Fuso- 2E. coli,
vorhanden bacterium Pseudomonaden
@ schwer oder nicht Archaea OPT1 3 Streptomyceten,

kultivierbar Corynebakterien

13



14

Hefen

Allgemeines. Hefen sind eine Untergruppe
der Schlauchpilze (Ascomyceten). Da sie
sich durch Sprossbildung vermehren koén-
nen, bezeichnet man sie auch als Spross-
pilze. Hefen wachsen heterotroph bei vor-
zugsweise sauren pH-Werten (pH 3,5-5,0)
und bilden meist kein Mycel. Ihre Zellwand
besteht aus Chitin. Einige biotechnologisch
wichtige Hefen sind Saccharomyces cerevisiae,
verschiedene Candida-Arten, Schizosaccharo-
myces pombe, Hansenula polymorpha und Pichia
pastoris.

Saccharomyces cerevisiae. (Synonyme: Back-
hefe, Biackerhefe, Bierhefe) (—120) kann sich
sowohl haploid wie diploid vermehren und
bildet damit ein hervorragendes Objekt
fiir genetische Untersuchungen. Haploide
Laborstimme gehdren zu einem von zwei
Paarungstypen (MATa oder MAT«), die nur
wechselseitig kreuzen. Die Fortpflanzung
erfolgt sowohl asexuell durch Bildung von
Sprosszellen, in die ein diploider oder hap-
loider Kern einwandert, oder sexuell durch
Kopulation zweier haploider Sprosszellen
mit anschliefender Meiose und Bildung von
vier haploiden Ascosporen, deren Phéno-
typ leicht visuell erkennbar ist (Tetraden-
Analyse) und Riickschliisse auf genetische
Verdnderungen erlaubt. Dank der leichten
Kultivierbarkeit in haploider und diploider
Form, der vollstindigen Sequenzanalyse des
haploiden Genoms (12 Mbp auf 16 Chromo-
somen), der Abwesenheit von Introns und
der geringen Verdopplungszeit von 90 min
ist S. cerevisize ein bevorzugtes Objekt der
molekulargenetischen Forschung. Vorteil-
haft ist auch, dass mit dem 2p-Ring (60-100
Kopien im Zellkern) ein nattirliches Plasmid
und mit dem killer-Virion ein weiteres extra-
chromosomales Element fiir Rekombinati-
onsversuche vorliegt. Fiir die Transformati-
on von Hefe stehen viele unterschiedliche
Klonierungsvektoren zur Verfligung, mit
denen fremde Gene extrachromosomal re-
pliziert (YRP = yeast replicating plasmids und
YEP = yeast expression plasmids) oder ins Chro-
mosom integriert (YIP = yeast integrating plas-
mids) werden kénnen (—72, 296). Kiinstliche
Hefe-Chromosomen (YAC = yeast artificial
chromosomes) erlauben die Klonierung riesi-
ger DNA-Stiicke (600 —1400kbp). Die etwa
6000 Gene der Hefe weisen oft eine hohe
Homologie zu Genen des Menschen auf und

sind deshalb ein beliebtes eukaryotisches
Modellsystem fiir die molekulargenetische
Analyse des Stoffwechsels. Biotechnologisch
wird Backhefe zur Herstellung von Lebens-
mitteln, alkoholischen Getrinken (—110,
112), Ethanol (—138) sowie als Wirtsorga-
nismus zur industriellen Produktion rekom-
binanter Produkte benutzt, z.B. von o-In-
terferon (—234) und von Vakzinen (—250)
(Beispiel: Hepatitis-B-Oberfldchen-Antigen).
Anders als bei E. coli als Wirtsorganismus
erfolgt dabei auch die posttranslationale
Modifikation heterolog exprimierter Protei-
ne, vor allem durch Glykosylierung (—262).
Candida utilis bildet, im Gegensatz zu S. ce-
revisiage, ein Mycel, pflanzt sich aber nur
asexuell durch Sprossung fort. Manche
Candida-Gene weisen eine nicht-kanonische
Codon-Nutzung auf (z.B. CUG fiir Serin
anstelle von Leucin), was ihre heterologe
Expression sehr erschwert. Einige Candida-
Stimme haben biotechnologische Bedeu-
tung fiir die Produktion extrazellulirer
Enzyme, fiir Biotransformationsreaktionen
und als Futterhefen. Sie konnen auf unkon-
ventionellen C-Quellen wie Sulfit-Ablaugen,
Candida tropicalis auch auf Erdol-Fraktionen
wachsen (—122). Manche Candida-Stimme
sind humanpathogen (Candida albicans).
Pichia pastoris und Hansenula polymorpha
sind methylotrophe Hefen, die auf Metha-
nol als einziger C-Quelle wachsen kénnen.
Sie wurden, wie viele andere Methanol-He-
fen, im Zusammenhang mit der Erzeugung
von Einzellerprotein intensiv untersucht.
Heute sind sie vor allem attraktive Wirts-
organismen fiir die Expression eukaryoti-
scher Gene. So wurden mit Pichia pastoris
so unterschiedliche Proteine wie Lipasen,
B-Interferon und Antikérper-Fragmente in
Ausbeuten bis zu >10 g rekombinantes Pro-
tein/L Kulturldsung exprimiert. Das relativ
kleine Genom von ~9,4 Mbp wurde 2009
sequenziert.

Schizosaccharomyces pombe wurde erst-
mals aus ostafrikanischem Bier (Suaheli:
pombe) isoliert. Das Genom dieses Ascomy-
ceten ist seit 2002 sequenziert. Mit 12,6 Mbp
ist es etwa so groR wie das von S. cerevisiae,
besitzt aber nur 3 Chromosomen, auf denen
ca. 5000 Gene angeordnet sind. Mittlerweile
stehen Stimme zur Verfiigung, die nach
Deletion von Protease-Genen in hohen Aus-
beuten Fremdproteine bilden und diese bei
Bedarf auch ins Nédhrmedium sekretieren.



— Morphologie
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— Genetik
haploide Genom- Chromo-  Gene Genom-
groRe [Mbp] somen sequenz
Saccharomyces cerevisiae 12,1 16 5905 1996
Candida utilis 14,6 14 8646 2012
Pichia pastoris 9,4 4 5040 2009
Hansenula polymorpha 9,5 6 5933 2003
Schizosaccharomyces pombe 14,1 3 4970 2002
Zum Vergleich: Escherichia coli K12 4,6 1 4145 1997

— Technische Anwendung von Hefen
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Pilze

Allgemeines. Pilze spielen eine heraus-
ragende Rolle im Kreislauf der Natur, z.B.
beim Abbau von Holz und bei der Bildung
von Humus. In der Lebensgemeinschaft mit
Pflanzen (Mycorrhiza-Pilze) helfen sie bei
der Aufnahme von Ndhrstoffen, sind aber
auch gefiirchtete Pflanzen-Pathogene (z.B.
der Mehltau). In der Biotechnologie haben
sie eine groRe Bedeutung beim Verderb,
aber auch bei der Verarbeitung von Lebens-
mitteln und bei der Herstellung von Anti-
biotika und Enzymen. Unter den ca.70000
Klassifizierten Pilzen bilden die Schlauch-
pilze (Ascomyceten) mit ca.20000 Arten
die groRte Gruppe. Als Beispiele werden
hier Penicillium notatum und Aspergillus niger
erwdhnt. Bei den Niederen Pilzen (Phycomy-
ceten) haben Rhizopus- und Mucor-Arten die
groflte biotechnologische Bedeutung. Einige
der ca.12000 Stinderpilze (Basidiomyceten)
sind essbar (Champignon, Shiitake, Pfiffer-
ling, Steinpilz), andere sind am Abbau von
Holz beteiligt (Weip- und Rotfiulepilze).
Etwa 300 Pilz-Arten haben fiir den Men-
schen pathogene Eigenschaften. Alle Pilze
sind heterotroph. Ihre Zellwand besteht aus
Chitin und Glucan, in Einzelfillen kommt
auch Cellulose vor.

Vermehrungsformen. Die Vermehrungs-
formen der Pilze sind sehr vielfiltig und
werden hier am Beispiel eines Ascomyceten
beschrieben. Die Zellmasse (Thallus) besteht
aus einem Mycel, das aus Hyphen aufgebaut
ist. Bei der asexuellen Vermehrung bilden
sich an den Spitzen des Mycels Konidiopho-
ren, die sich teilen und Sporen freisetzen
(Konidien). Aus diesen bildet sich neues
Mycel. Wie viele Pilze kdnnen sich Ascomy-
ceten aber auch sexuell fortpflanzen. Dabei
nehmen sie eine andere Erscheinungsform
an (Dimorphismus), was ihre Klassifikation
erheblich erschwert: Die Hyphen bilden
mdnnliche und weibliche Geschlechts-
organe (Antheridien und Ascogonien), die in
der Plasmogamie zu dikaryoten Hyphen mit ei-
nem Ascocarp (,Fruchtkérper®) auswachsen.
In den endstdndigen Zellen der dikaryoten
Hyphen fusionieren die dikaryoten Kerne
zu einer diploiden Zygote (Karyogamie). Nach
Meiose bilden sich 8 haploide Ascosporen
(Ascomyceten) bzw. 4 Basidiosporen (Basidio-

16  myceten), die wieder zum Mycel auswachsen.

Penicillium chrysogenum wichst als Mycel.
Er bildet Fruchtkorper, aus denen Sporen
(Konidien) freigesetzt werden. Diese haben
allerdings die Fahigkeit zur sexuellen Fort-
pflanzung verloren (Fungi imperfecti). Im La-
bor fithrt man deshalb die Rekombination
des genetischen Materials mittels Protoplas-
ten-Fusion verschiedener Kerntypen durch
(Heterokaryose, parasexueller Cyclus). P. chry-
sogenum und der verwandte Acremonium
chrysogenum bilden die besonders wichtigen
Lactam-Antibiotika (—206), andere Penicilli-
um-Arten wie Penicillium camembertii spielen
eine Rolle bei der Kése-Reifung (—188). Das
Genom von P. chrysogenum ist ca.32Mbp
groR, seine Sequenz wurde 2008 verdffent-
licht.

Aspergillus nidulans unterscheidet sich
morphologisch von Penicillium durch die
unterschiedliche Form der Konidien. Sein
Genom ist 30,5Mbp groR und sequenziert,
aber erst teilweise annotiert (2014). A. niger
ist der bevorzugte Produktionsstamm zur
Herstellung von Citronensdure (—146) und
Gluconsdure (—150). Aspergillus oryzae und
A. niger spielen im asiatischen Raum eine
wichtige Rolle bei der Herstellung von
Lebensmitteln (Sojasauce, Miso) (—86, 114)
und werden weltweit zur Produktion extra-
zellulirer Enzyme (Proteasen, Amylasen)
verwendet (—178, 182, 186, 192, 194). Wie
bei Penicillium verwendet man zur Stamm-
verbesserung Protoplastenfusion und Selek-
tion. Die Genom-Sequenzen von A. nidulans,
A. niger, A. oryzae und acht weiteren Aspergil-
lus-Stdimmen liegen vor (2014) und erlauben
zunehmend gerichtete molekulargeneti-
sche Transformationen.

Rhizopus oryzae wichst auf Reis, Rhizopus
nigricans, der ,schwarze Brotpilz*“, auf Brot.
Seine Hyphen wachsen rasch aus und boh-
ren sich in das Ndhrsubstrat. Die asexuelle
Fortpflanzung erfolgt durch die Bildung von
Sporen, die sich in differenziertem Mycel
(Sporangien) bilden. Rhizopus und die nahe
verwandten Mucor-Arten leben auch auf fau-
lendem organischen Material und bilden zu
dessen Aufschluss zahlreiche extrazelluldre
Enzyme. Sie sind wichtige Organismen fiir
die Herstellung extrazellulirer Enzyme,
z.B. von Lipasen und Proteasen. Das Genom
von R. oryzae ist 45,2 Mbp groR und seine
Sequenzierung wurde 2009 abgeschlossen.
Auch von Mucor circinelloides liegt eine Ge-
nom-Sequenz vor.



— Morphologische Merkmale von Pilzen
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Algen

Allgemeines. Algen leben meist im Wasser,
assimilieren CO, und entwickeln O, durch
Photosynthese, bilden aber im Gegensatz
zu Landpflanzen keinen Embryo. Proka-
ryotische Algen werden als Blaualgen oder
Cyanobakterien bezeichnet und etwa 100
Gattungen zugeordnet. Die iiber 20000
Arten eukaryotischer Algen werden in
Griin-, Braun-, Rot-, Kieselalgen und andere
Gattungen unterteilt. Einige Cyanobakte-
rien und Algen bilden hochgiftige Toxine
(Microcystine, Saxitoxin), andere werden
schon lange fiir die Erzeugung von Nah-
rungszusatzstoffen und fiir die Herstellung
von Spezialchemikalien wie z.B. Alginat,
Agar oder Astaxanthin verwendet. Da Algen
tiberwiegend photoautotroph sind, d.h. wie
hohere Pflanzen CO, als einzige C-Quelle
verwerten und mit Lichtenergie aktivieren,
da sie ferner im Wasser leben und keine
Konkurrenz zu landwirtschaftlich genutzen
Landflichen bilden, sind sie in den letzten
Jahren als Lieferanten von Bio-Treibstoffen
populdr geworden, sei es durch Abbau ihrer
Biomasse zu Biogas, sei es durch Eingriffe in
ihren Stoffwechsel zur optimierten Bildung
von Biodiesel (—328). Linder mit viel Son-
nenstrahlung und langen Kiisten wie z.B.
die USA, Australien, Israel, Japan und China
treiben derartige Projekte intensiv voran.

Eukaryontische Algen koénnen in ihrer
Wuchsform Einzeller von einigen pm
Durchmesser (Chlorella) oder Vielzeller von
bis zu 30 m Linge sein (Kelp). Die Zellen
sind kompartimentiert und bilden Chloro-
plasten, die Chlorophyll a und b und héiufig
auch Carotinoide enthalten. Einige Arten,
z.B. Euglena, konnen vollstindig hetero-
troph leben und verlieren dann ihre Chloro-
plasten. Die Zellwand vieler Algen besteht
aus Cellulose-Fibrillen, die mit anderen Po-
lysacchariden wie z.B. Alginsdure verstarkt
sind. Die Gruppe der Diatomeen bildet ihre
Zellwand aus Silikaten, die auf einer Prote-
in-Matrix aufgebaut werden. Laminaria und
andere marine Braunalgen sind eine wichti-
ge Quelle fiir Alginate (—158). Die Viskositét
einer Alginat-Losung ist vom Ca?* Gehalt ab-
hangig. Alginate werden in der Lebensmit-
telindustrie als Verdickungsmittel, in der
Medizin als Wundauflage und neuerdings
auch als Textilfasern verwendet. Chlorella
sind einzellige SiiRwasseralgen, die sich
ungeschlechtlich vermehren. Sie enthalten

einen Chloroplasten und wenige Mitochon-
drien. Sie kénnen verhiltnismaRig einfach
kultiviert werden und finden als Nahrungs-
ergdnzungsmittel Verwendung. Botryococcus
braunii ist ebenfalls eine griine Mikroalge,
die in Kolonieform im StiBwasser lebt und
bis zu 60% Kohlenwasserstoffe in Form von
Alkanen, Terpenen und Squalen bildet und
einlagert (—-162). Das Ol wird als Fliissig-
treibstoff untersucht. Haematococcus fluvia-
lis ist eine kokkenformige SiiRwasseralge,
die das Tetraterpen Astaxanthin in hohen
Ausbeuten bildet. Astaxanthin vermittelt
tiber die Nahrungskette die rétliche Farbe
von Lachs, Shrimps usw. Es ist ein starkes
Antioxidans, fiir den Menschen sehr gut
vertrdglich und wird deshalb als Nahrungs-
mittelzusatz und in der dekorativen Kos-
metik verwendet. Crypthecodinium cohnii
ist eine marine Rotalge aus der Gruppe der
Dynoflagellaten. Sie reichert bis zu 20% (als
% Trockenmasse) Dodosahexaensdure an,
eine ®-3-Fettsdure (—162), die als Nahrungs-
erganzungsmittel verwendet wird. Dunalilla
sind halophile marine Mikroalgen. Sie bil-
den hohe Konzentrationen an p-Carotin und
Glycerin zur Anpassung an ihre salzreiche
Umgebung. Neochloris oleoabundans ist eine
Mikro-Griinalge, die bis zu 30% Triglyceride
(als % Trockenmasse) anreichert. Das Ol wird
als Treibstoff untersucht. Nannochloropsis-
Arten gehoren zum Phytoplankton. Sie sind
gut transformierbar und bilden Einzellerol.
Cyanobakterien sind Prokaryonten, die
hdufig auch heterotroph leben koénnen. Sie
weisen eine grofle morphologische Diver-
sitdt auf, auf Grund deren sie in 5 Klassen
eingeteilt werden konnen. Die Zellwand be-
steht aus Peptidoglykan, und ihr photosyn-
thetische Membransystem ist vielschichtig
und komplex. Es enthélt neben Chlorophyll
a noch Phycobiline als Pigment. Viele Cya-
nobakterien enthalten sog. Heterocysten
zur Ny-Fixierung und Cyanophycin, ein As-
partat-Arginin-Copolymer, als C/N-haltigen
Reservestoff. Die Genome von etwa 35
Cyanobakterien wurden ganz oder teil-
weise sequenziert — der bestuntersuchte
Organismus ist Synechocystis sp.. Spirulina
ist eine Gattung von 1-3 pm langen Cyano-
bakterien, die in stark alkalischen Salzseen
wachsen. Sie bilden mehrzellige gewendelte
Mikrofilamente. Spirulina-Biomasse wird
in Aquakulturen produziert und kommt
als Nahrungs- und Tierfutter-Zusatz in den
Handel.



— Algen

Algenarten  Eigenschaften Beispiele von technischer Relevanz

Cyano- Prokaryonten Spirulina, Synechocystis sp.

bakterien nur Chlorophyll a
Zellwand: Peptidoglykane

Algen Eukaryonten Euglena gracilis, Chlorella vulgaris, Botryrococcus
Chorophyllaund b braunii, Haematococcus fluvialis, Dunaliella salina,
Zellwand: Cellulose, Nannochloropsis oculata, Neochloris oleoabundans,
Polysaccharide, Silikate Laminaria
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Spirulina platensis Biofilmkultur am CAS Institute for
BioEnergyand Bioprocess Technology (QIBEBT),
Chlorella Qingdao, VR China

Botryococcus braun

— Industrielle Gewinnung von Algeninhaltsstoffen
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Dunalliela salina Farm von Cognis Co., Neochloris oleoabundans Algenfarm,
Western Australia Konzeptbild

OH OH Alginat, ein Copolymer aus Laminaria

_0 o OH (0-L-Guluronsdure und B-D-Mannuronsdure,
-0 0 . m+n~10°

HO HO o
N CAS 9005_32-7
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Astaxanthin, ein rotgefdrbtes Sesquiterpen
o aus Haemacoccus fluvialis CAS 472-61-7
3,3"-Dihydroxy-p-carotin-4,4'-dion Mg 596,84

HO
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Einige biotechnologisch
wichtige Bakterien

Allgemeines. Als Beispiele fiir einige bio-
technologisch bedeutende Bakterien wer-
den hier besprochen: Escherichia coli, Pseudo-
monas putida, Bacillus subtilis, Streptomyces
coelicolor und Corynebacterium glutamicum.
Escherichia colilebt im Darm von Siugern
und gehort zur Gruppe der Enterobakte-
rien. Es bildet begeiflelte Stibchen. Die
Zellwand fiarbt Gram-negativ; unter ihr lie-
gen zwei Membranen und dazwischen ein
periplasmatischer Raum. Unter anaeroben
Bedingungen gewinnt E. coli Energie durch
Garung und scheidet Sduren aus. In Gegen-
wart von O, erfolgt die Energie-Gewinnung
tiber die Atmungskette. Die Generationszeit
betrdgt unter optimalen aeroben Wachs-
tumsbedingungen ca.20min. Das Genom
von E. coli ist ca.4,6 Mbp grof3, der GC-Gehalt
betrdgt 51%. Obwohl E. coli K-12 MG1655
bereits 1997 vollstindig sequenziert wurde
und dieser Organismus zu den bestunter-
suchten Lebewesen gehort, versteht man
noch immer nicht die Funktion aller Gen-
produkte, die von den etwa 4300 ORFs
(,open reading frames“) gebildet werden.
Biotechnologisch wird E. coli vor allem als
Wirtsorganismus fiir die Expression nicht-
glykosylierter Proteine verwendet, z.B. von
Insulin, Wachstumshormonen und Anti-
korper-Fragmenten. Da E. coli Wildstimme
in die Sicherheitsgruppe S2 fallen, weil sie
den menschlichen Darm besiedeln, benutzt
man fiir Klonierungsexperimente attenuier-
te E. coli-Stimme (z.B. E. coli K12), bei denen
alle Risikofaktoren eliminiert sind; sie fal-
len deshalb in die Sicherheitsgruppe S1 und
sind unter normalen mikrobiologischen Si-
cherheitsvorkehrungen kultivierbar (—332).
Zur Klonierung fremder Gene in E. coli gibt
es zahlreiche Vektoren, von denen fiir die
Anlage von Genbanken der BAC-Klonie-
rungsvektor (BAC = bacterial artificial chro-
mosome) besonders wichtig ist (—68).
Pseudomonas putida hat die Form eines po-
lar begeiReltes, aeroben Stdbchens und lebt
aerob im Wasser. Die Zellwand besitzt zwei
Membranen, die einen periplasmatischen
Raum einschliefRen, und firbt Gram-negativ.
Das Genom von P. putida ist ca.6,1 Mbp grof3,
der GC-Gehalt betragt 61%. Pseudomonaden
haben ein grof3es genetisches Potenzial zum
Abbau aromatischer Verbindungen, das
tiber Plasmide iibertragen wird (—292). Bio-

technologisch werden sie deshalb vor allem
fir Aufgaben des Umweltschutzes unter-
sucht.

Bacillus subtilis ist ein aerobes Bodenbak-
terium. Das unbegeiRelte Stdbchen bildet
unter ungilinstigen Wachstumsbedingungen
thermoresistente Sporen als Dauerform. Die
Zellwand farbt Gram-positiv; unter ihr liegt
nur eine Membran. Die Energie-Gewinnung
erfolgt iiber die Atmungskette. Die Genera-
tionszeit betrdgt unter optimalen Wachs-
tumsbedingungen ca. 20min. Das Genom
von B. subtilis ist ca. 4,2 Mb grof8 und wurde
vollstandig sequenziert. Der GC-Gehalt be-
tragt 44%. Mit Bacillus-Stimmen werden
biotechnologisch vor allem extrazelluldre
Enzyme, z.B. Proteasen, Cellulasen und
Amylasen, hergestellt (—174, 176, 190, 194).
Corynebacterium glutamicumgehort zu den
coryneformen Bakterien, die zahlreiche Le-
bensrdume besiedeln und auch pathogene
Spezies bilden (z. B. C. diphteriae). Die keulen-
formigen Zellen wachsen aerob und firben
Gram-positiv. Das Genom von C. glutamicum
ist ca.3,1 Mbp groR, seine Sequenzierung
wurde 2003 abgeschlossen. Der GC-Gehalt
betrdgt 56%. Deregulierte und Stoffwech-
sel-optimierte Mutanten von C. glutamicum
sind wichtige Produktionsstimme fiir I-
Glutaminsdure (—126) und L-Lysin (—»128). C.
glutamicum gehort zu den bevorzugten Or-
ganismen der , synthetischen Biologie“, und
Mutantenstimme wurden beschrieben, die
Milchsédure, Bernsteinsdure, 1,2-Propandiol
oder Anilin aus Glucose oder hydrolysierter
Biomasse bilden. Das Corynex®-System er-
moglicht die kostengilinstige Herstellung
von Pharma-Proteinen.

Streptomyces coelicolor ist ebenfalls ein
Bodenbakterium aus der Gruppe der Acti-
nomyceten. Es wichst in Form eines Mycels
und bildet dabei Lufthyphen, von denen
Sporen-bildende  Konidien abgeschniirt
werden. Die Zellwand besitzt eine Membran
und firbt Gram-positiv. S. coelicolor baut, wie
viele andere Streptomyceten, Cellulose und
Chitin ab. Sein Genom ist mit ca.8,7 Mbp
fast doppelt so groR wie das von E. coli,
der GC-Gehalt ist mit 72% sehr hoch. Die
Sequenzierung ist abgeschlossen und weist
auf knapp 8000 Strukturgene hin. Wahr-
scheinlich bendtigen Streptomyceten einen
groRRen Teil der im Genom gespeicherten In-
formationen zur Biosynthese von Produkten
des Sekundir-Stoffwechsels, z.B. von Anti-
biotika. (—200)



— Biotechnologisch wichtige Bakterien

1 2 3 4 5
2 3 4 5
BegeiRelung + + - - -
Gram-Farbung - - + + +
Sporenbildung - - + - +
aerobes Wachstum + + + + +
. GC-Gehalt 51 61 44 56 72
4 Corynebacterium =
1 Escherichia coli glutamicum Genom-GréRe (Mbp) 46 61 42 31 87
2 Pseudomonas putida 5 Streptomyces
3 Bacillus subtilis coelicolor (mit
(aus Spore keimend) Sporophoren)

— E. coli K12-Wirtsstamm
Wildtyp

Kapsel
|

A
. A A A
Toxine asa

Fimbrien-
%"Adhésine

N
o-Antiger\\

L] ) L]
Fe-Trans- 5 ®
L]

porter g
E. coli K12 «kleineres Genom «reduziertes
«keine Plasmide O-Antigen
@ «keine Kapsel * keine Toxine
«keine Fibrien- * keine Fe-
Adhésine Transporter

— Genfunktion im E. coli K12-Genom —

gesamt 4364
Enzyme ~1500
Transportproteine ~600
Regulationsproteine ~400
Gene fremder Herkunft ~300
Membranproteine ~250
Strukturproteine ~200
Carrierproteine ~100
RNA-Synthese ~150
Sonstige ~300
unbekannte Funktion ~600

— Corynebacterium glutamicum

Glutaminsaure-
Fermentation

Corynebacterium
glutamicum

Threonin-
Fermentation

Lysin-
Fermen-
tation

Protoplasten-Fusion

Wirts-Vektor-Systeme

gentechnische Methoden

Genom-Sequenzierung

Genom-Optimierung

gerichtetes metabolic engineering

ungerichtete Mutation und Selektion

Technologien zur Stammentwicklung

— Einige vollstandig sequenzierte Prokaryoten-Genome (Auswahl)

Erkrankung GenomgroRe (Mbp)
Haemophilus influenzae Erkdltungen beim Kleinkind 1.8
Helicobacter pylori Ulkus 1.7
Mycoplasma pneumoniae bakterielle Lungenentziindung 0,8
Mycobacterium tuberculosis Lungentuberkulose 4,4
Treponema pallidum Syphilis 1,1 21
Mycobacterium leprae Lepra 33
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Mikroorganismen: Isolierung,
Stammhaltung, Sicherheit

Allgemeines. Fiir die meisten Untersuchun-
gen verwendet man Reinkulturen von
Mikroorganismen. Bei biotechnologischen
Anwendungen handelt es sich dabei in der
Regel um Stdmme, die durch Mutation und
Selektion fiir die gewiinschte Anwendung
optimiert wurden. Man lagert und kon-
serviert sie in Stammsammlungen. Ihre
Anzucht erfolgt auf festen oder fliissigen
Ndhrmedien unter sterilen Bedingungen.
Die meisten in der Biotechnologie verwen-
deten Mikroorganismen sind heterotroph
und wachsen aerob. Fiir die Anzucht photo-
synthetischer Mikroorganismen gibt es
spezielle Arbeitsprotokolle unter Licht, fiir
Anaerobier unter O,-Ausschluss.

Reinkulturen erhilt man aus Stammsamm-
lungen oder durch Anreicherung der Mikro-
organismen aus ihren nattirlichen Stand-
orten (z.B. Boden, Wasser, Lebensmittel,
andere Organismen). Die bevorzugte Me-
thode ist ein Verdiinnungs-Ausstrich auf
sterilem, Nihrstoff-haltigem Agar, einem
vernetzten Polysaccharid aus Meeresalgen
(»ausplattieren“). Dabei kann man Einzel-
kolonien isolieren. Meist wihlt man die
Wachstumsbedingungen (—88) so, dass
der gewiinschte Mikroorganismus einen
Wachstumsvorteil hat (Selektion) (—24):
so kann man bei O,-freiem Arbeiten unter
Licht mit CO, als einziger C-Quelle und N,
als N-Quelle Cyanobakterien anreichern.
Mit einem schwach sauren pH-Wert eines
Zucker-reichen Mediums isoliert man be-
vorzugt Pilze, durch erhohte Bebriitungs-
temperatur thermophile Mikroorganismen,
und durch Zusatz von Casein als einziger
organischer N-Quelle Protease-Bildner. Nach
MaRgabe der 16S-TRNA-Analytik erfasst man
mit diesen Methoden allerdings weniger als
5% der in Wasser und Erdproben vorkom-
menden Mikroorganismen (—74).

Stammhaltungen dienen der Konservierung
von Reinkulturen, die dabei ihre Identitit,
Lebensfihigkeit und Funktionsfihigkeit
behalten miissen. Die konventionelle Me-
thode besteht im regelmiRigen Uberimpfen
auf Agarplatten oder Schrigagar-Rohrchen.
Dabei kénnen allerdings genetisch bedingte
Degenerationserscheinungen auftreten.
Fir Typstimme oder wichtige Produktions-
stimme bevorzugt man deshalb folgende

Methoden: a) Aufbewahrung unter che-
misch inerten Fliissigkeiten, z.B. unter
Paraffin (geeignet fiir Hyphenpilze), b) Ein-
frieren bei -196 °C und Aufbewahren unter
fliissigem N, oder bei -70 °C (Tiefkiihltruhe);
Einfrieren und Auftauen miissen rasch und
in Gegenwart von Glycerin oder DMSO er-
folgen, um eine Zerstorung der Zellen durch
Eiskristalle zu verhindern (diese Methode
wird vor allem fiir Bakterien und Hefen ver-
wendet), c) Eintrocknen von Suspensionen
im Vakuum auf Triger (Silicagel, Sand) in
Gegenwart eines Emulgators (Magermilch,
Serum) und Aufbewahren bei -70°C. Dabei
ist sicherzustellen, dass die Stimme reakti-
viert werden konnen. Weltweit stehen mitt-
lerweile umfangreiche offentliche Stamm-
sammlungen zur Verfiigung, von denen
Reinkulturen abgerufen werden kénnen.
Sie sind entweder universell (Beispiele:
ATCC: American Type Culture Collection;
DSMZ: Deutsche Sammlung fiir Mikroor-
ganismen und Zellkulturen) oder auf be-
stimmte Gruppen von Mikroorganismen,
z.B. auf Pilze spezialisiert (Beispiel: CBS:
Centralburau voor Schimmelkultuuren).
Viele Industrieunternehmen unterhalten
umfangreiche eigene Stammsammlungen.
Liegt der Wert eines Stamms in einer Plas-
mid-kodierten Eigenschaft (hdufig z.B. bei
der Herstellung von Enzym-Mutanten-Bi-
bliotheken), so tritt neben die Stammsamm-
lung die Aufbewahrung von Plasmiden, die
als sogenannte ,Plasmid-Preps“ bei -20°C
sehr lange gelagert werden (nuclease-frei!)
und auch leicht transportiert oder versendet
werden konnen.

Sicherheit. Jeder Umgang mit Mikroorganis-
men muss nach den Regeln der biologischen
Sicherheit erfolgen (—332), denn schlieBlich
gibt es in nahezu jeder Gattung auch gefahr-
liche Krankeitserreger (Beispiele: Bacillus
subtilis: harmloser Produzent technischer
Enzyme - Bacillus anthracis: Milzbranderre-
ger; Aspergillus oryzae: Sojasauce-Fermentati-
on — Aspergillus flavus: Bildner lebertoxischer,
carcinogener Aflatoxine). Mikroorganismen
sind in Positiv-Listen vier Risikogruppen zu-
geordnet. Die Ausstattung der Labors und
die Arbeitsrichtlinien entsprechen dem
biologischen Risiko. Zur Risikogruppe 1
zdhlen vor allem solche Mikroorganismen,
die seit alters her zur Nahrungsmittel-Her-
stellung eingesetzt werden, z.B. Backhefe.
Die meisten biotechnologisch verwendeten
Mikroorganismen gehoren in diese Gruppe.



— Reinkulturen———— — Anreicherungskulturen (Beispiele)
[1] Verdiinnungsausstrich

- Bakterien Energiequelle, Néhrstoffe
auf Nahragar
= p— phototroph
5 /' mzelkne Rhodospirillen @ Licht, Hy oder org. Sauren, CO5
—
T ; Cyanobakterien B Licht, CO,, Ny als N-Quelle
f chemolitotroph
Nitrosomonas @® NH,4" als H-Donator, O; als H-Akzeptor
Thiobacillus @ H,S, S oder S,032" als H-Donator
Methan-Bildner B H,als H-Donator, CO, als H-Akzeptor
heterotroph
Pseudomonaden B 2 %KNOjz als H-Akzeptor, org. Sduren
Uberirppfen von Einzel- Clostridien B Stirke, NH,4*, pasteurisiertes Impfgut
kolonien auf Nahragar: Enterobakterien B Glucose, NHg"
Reinkultur S .
Milchsdurebakterien B Clucose, Hefeextrakt, pH 5
Bacillen @ Stirke, NHz*
Streptomyceten @ Mannit, NH"
enzymbildend

aerobe Protease-Bildner @ Glucose, NH,4*, Casein
aerobe Lipase-Bildner = @ Glucose, NH,*, Tributyrin
@aerobe oder ® anaerobe Wachstumsbedingungen

— Diversitdt der Mikroorganismen

Pilze < > Bakterien

= I f f f f I f f !
pH2 3 4 5 6 7 8 9 10 "
Thiobacillus thiooxidans Alcaligenes Rhizobium Natronobacterium
Sulfolobus acidocaldarius Pseudomonas  Nitrifikanten Eclothiorhodospira
Pyrodictium occultum Actinomyceten  Bacillus-Arten

Acetobacter Harnstoff-Spalter

Lactobacillus

°C (1] 10 20 3|O 4]0 5[0 60 70 80 90 1(])0 11IO
I I

| | | |
1 1 I 1 1 1 I 1 1 11

Psychrophile | Thermophile Hyperthermophile
*extrem Thermophite

® Gallionella ® Escherichia coli Bacillus stearo- ~ ® Thermococcus ® Pyrodictium occultum
® Leptothrix ® Alcaligenes thermophilus ®Thermotoga  ® Pyrodictium brockii
® Bacillus ® Pseudomonas Thermoactino-  ®Sulfolobus ® Methanopyrus
® Flavobacterium e Staphylococcus myces vulgaris ® Thermoproteus ® Pyrobaculum
islandicum Thermus aqua-  ® Desulfurolobus
ticus * Acidianus

— Risikogruppen (Auswahl)

Risikogruppe 1 Risikogruppe 2 Risikogruppe 3
Acetobacter acetii, Agrobacteri-  Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus anthracis, Mycobacte-
um tumefaciens, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas rium tuberculosis, Yersinia pestis
Lactobacillus casei aeruginosa
Penicillium notatum, Rhizopus ~ Aspergillus flavus, Candida albi-  Histoplasma capsulatum
oryzae, Aspergillus niger, cans, Trychophyton rubrum,

Candida tropicalis Histoplasma capsulatum

Bakterien Pilze, Hefen
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Stammverbesserung
von Mikroorganismen

Allgemeines. Aus der Umwelt isolierte Mi-
kroorganismen weisen nur selten optimale
Eigenschaften fiir technische Anwendungen
auf. Sie werden deshalb meist durch eine
Kombination von Mutations- und Selek-
tionsschritten optimiert. Die wichtigsten
Ziele einer Stammoptimierung sind: a) die
Ausbeute-Steigerung eines Produkts, b)
die Entfernung von Nebenprodukten, und
c) verbesserte Eigenschaften des Mikro-
organismus bei der Produktion (z.B. ver-
kiirzte Fermentationsdauer, keine storende
Pigmentbildung, Resistenz gegen Bakterio-
phagen). Ein grofRer Vorteil der Mikroorga-
nismen ist ihre kurze Generationszeit (oft
<1h). Sie erlaubt es, eine sehr grofle Zahl
von Mutanten herzustellen und zu analysie-
ren. Bei eukaryotischen Mikroorganismen,
z.B. bei Pilzen, miissen dabei Rekombina-
tions-Ereignisse berticksichtigt werden. Mit
zunehmender Kenntnis des Stoffwechsels,
seiner Regulation und seiner Codierung im
Genom werden immer héufiger gentechni-
sche Methoden zur gezielten Ausschaltung
oder Amplifikation von Stoffwechselschrit-
ten eingesetzt (metabolic engineering).
Mutation. Die spontane Mutationshédufig-
keit (Verdnderung der DNA-Sequenz in-
folge natiirlicher Mutationsereignisse und
Fehlern bei der Replikation) liegt fiir ein
Gen normaler Stabilitit bei 10°-1077. Der-
artige Mutationen bleiben meist stumm,
revertieren genetisch oder funktionell oder
werden durch DNA-Reparatur behoben. Fiir
die industrielle Stammverbesserung ist eine
drastischere Mutationsauslosung erforder-
lich. Dazu setzt man vor allem UV-Strahlung
und mutagene Chemikalien ein. Durch
Wahl des Mutagens und der Dauer seiner
Einwirkung kann man Mutationstyp und
-hidufigkeit beeinflussen. Je nach Aufgaben-
stellung liegt dabei die Abtotungsrate bei 90
bis >99%. Man selektiert dann im Phdnotyp
der Uberlebenden auf die gewiinschten Ei-
genschaften.

Selektion in Oberflachenkultur. Zur Auswahl
von Mikroorganismen mit verbessertem
Phénotyp wird meist die selektive Isolierung
von Hochleistungsmutanten verwendet.
Entscheidend dafiir ist, ob eine gut erkenn-
bare Indikatorreaktion zur Verfiigung steht.
So kann beispielsweise die Resistenz von

Mutanten gegeniiber Antibiotika, Hemm-
stoffen oder Phagen durch Ausplattieren
auf ein Ndhrmedium erprobt werden, das
dieses abtotende Prinzip enthdlt. Auch die
Replika-Plattierung auf kompletten und
Selektionsmedien, ggf. nach einem Peni-
cillin-Anreicherungsschritt (Penicillin totet
nur wachsende Zellen ab), leistet wertvolle
Dienste, z.B. bei der Selektion auxotropher
Mutanten. Sollen Mutanten isoliert werden,
die einen biologisch aktiven Metaboliten
(z.B. ein Antibiotikum oder ein Enzym)
in hoheren Ausbeuten bilden, so kénnen
Hemmbhoftests oder Lysehofe als Indikator-
reaktion verwendet werden. Beispielsweise
ldsst sich bei einem Screening nach Lipase-
Bildnern der Kklare Lyse-Hof eines Agars
verwenden, der durch den Zusatz des Tri-
glycerids Tributyrin opaque ist. Die beiden
groRen Vorteile dieses Selektionsverfahrens
liegen einmal in der grofRen Flexibilitdt bei
der Auswahl des Selektionsprinzips, zum
andern in der groRen Zahl von Mutanten
(einige 100 pro Agarschale), die durchmus-
tert werden konnen. Aufgrund des unspezi-
fischen Mutationsverfahrens sind die dabei
erhaltenen Mutanten allerdings meist in
mehreren Genen verdndert, sodass sie in
aufwéndigen Versuchen auf ihre Eignung
als Produktionsstamm untersucht werden
miissen. Man tiiberpriift sie deshalb zuerst
im Schiittelkolben, dann unter moglichst
produktionsnahen Bedingungen auf Wachs-
tum, Stoffproduktion und Handhabbarkeit
und optimiert durch stufenweise Auslese
der besten Stimme in mehreren Mutations-
und Selektionsschritten. Durch das Einkreu-
zen von Wildstimmen oder wenig mutier-
ter Produktionsstimme versucht man, die
negativen Folgen ausgedehnter Mutations-
verfahren zu reduzieren.

Selektion in Submerskultur. Kontinuierliche
Fermentationen konnen zur selektiven Aus-
lese von Mutanten benutzt werden. Dabei
unterwirft man in einem Chemostaten
wachsende Mikroorganismen in Gegenwart
eines Mutagens einem Selektionsdruck (bei-
spielsweise dem langsamen Ersatz einer gut
verwertbaren C-Quelle (—88) gegen eine
schlechtere). Bei kontinuierlichem Wachs-
tum setzen sich diejenigen Mutanten durch,
die den verdnderten Nahrstoffbedingungen
besser angepasst sind. Diese Methode ldsst
sich allerdings nicht zur Ausbeuteerhéhung
von Metaboliten verwenden.



— Stammverbesserung von Mikroorganismen

Mutagenese

Mechanismus

Anwendungen

physikalisch

ionisierende Strahlung
(Rontgen)

UV-Licht um 254 nm

fiihrt zu DNA-Einzel- und Doppel-

strangbriichen

dimerisiert Thymidin und Cytosin

nachhaltige genetische Ver-
anderungen

Punktmutationen

chemisch

Nitrit

Alkylierungsmittel
Basenanaloge

desaminiert Adenin zu Hypoxanthin,

Cytosin zu Uracil
alkyliert Purine

werden in replizierende DNA

Punktmutationen

Punktmutationen
nachhaltige Veranderungen

des Chromosoms

eingebaut
Acridinorange interkaliert mit DNA nachhaltige Mutationen
biologisch
Transposons ibertragen DNA-Elemente innerhalb Genmarkierung

Stempel
mit
sterilem
Samt

€

Komplett-Medium
mit Antibiotikum

Antibiotika-resistente
Stdamme (rot)

— Replika-Plattierung und Penicillin-Methode
Replika-Plattierung

=

Komplett-Medium

im Brutschrank
inkubieren

Referenzplatte mit
Komplett-Medium

Penicillin-Methode
Zellsuspension Ampicillin-empfindlicher Bakterien
} Mutation

Gemisch von Wildtyp und Mutanten

Wachstum in Komplett-
medium

Wildtyp und Mutanten wachsen

Wachstum auf Minimal-
medium mit Ampicillin

nur Wildtyp wachst,wird durch Ampicillin abgetétet

l Ampicillin entfernen,
Wachstum auf Vollmedium

nur Mutanten wachsen

l Replika-Plattierung auf Mini-
mal- und Komplettmedium

auxotrophe Mutanten wachsen nur auf Komplettmedium

Wachstum bei ver-
dnderter Temperatur

Temperatur-
Mutanten

— Nahrmedien zur Selektion

Minimalmedium mit
Metaboliten

auxotrophe Mutanten
defekt in Biosynthese
eines Zellbausteins*

Medium mit Indikator fir | Medium und Antimetabolit

Metaboliten

katabolische Mutanten
defekt in einem Enzym
des Substrat-Abbaus*

regulatorische Mutanten
verdnderte Syntheserate
eines Enzyms oder Produkts

Medium, Testkeime
und B-Lactamase

Lactamase-resistente
Antibiotika-Bildner

Medium und Testkeime

erhéhte Antibiotika-
Bildung

Medium und Casein Medium und Tributyrin

erhohte Protease-Bildung | erhchte Lipase-Bildung

*nach Replika-Plattierung und Penicillin-Methode
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