Inhaltsverzeichnis

Vorwort ............. ... .. .. \%

Einfiihrung

1.1 Die biologische Revolution . . . 3

1.11 Die Vorgeschichte zur Gentechnik 3

1.1.2 Die Geschichte der Gentechnik . . 4

1.1.3 Kommerzialisierung der Molekular-
biologie ................ ... 5
Zusammenfassung ........... 7

Prinzipien der Gentechnik

~ |

2.1 DieDNA........ .. ... ..... 15
2.1.1 BauderDNA ...... ... ... ... 15
2.1.2 Denaturierung von DNA .. .. . .. 18
2.1.3 MolekulgréBe und Form der DNA 19
2.1.4  Superhelikale DNA ... ... ... .. 20
Zusammenfassung .. ......... 22
Methoden 1: Elektrophorese . ... 23
2.2 Modifizieren von DNA ... ... 25
2.2.1 Fragmentierungvon DNA . . . . .. 25
2.2.2 Restriktionsendonukleasen . . . . . 25
Methoden 2:
Physikalische Kartierung . ... ... 31
223 Enzymatische Modifikation von
DNA-Molekdlen .. ... ... ... 33
224 Verknipfen von DNA-Fragmenten 38
Zusammenfassung ... ... ... .. 39
23 Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) . ......... ..., 40
2.3.1 Prinzip der PCR-Technik .. ..... 41
2.3.2 Limitation und Effizienz .. ... .. 43
Methoden 3: DNA-Synthese .. .. 48

2.3.3 Modifikationen . ... ........ .. 47



1.2

1.2.1
1.2.2
1.2.3

2.3.3.1
2332
2333
2334
2335
2.3.3.6
2.3.3.7
2.3.4

2.3.4.1
2342
2343

2344

2.3.4.5

2346

2.4

2.4
242

2421

Biotechnik vs. Gentechnik

Biotechnik .. .. ... ... ... .. ..
Gentechnik . ........ .. .. . ..
Molekularbiologie, eine inter-

disziplindre Wissenschaft . ... ..
Zusammenfassung . ... .. ... ..

Verankerte-PCR ... .. ... . . .. .
inverse-PCR . ..... ... ....... .
Reverse-PCR ... ... ...... ... ..
Immuno-PCR ... ... .. ... ..
Anwendungen ... ...... .. ..
Sequenzieren ... ......... .. .
Einfihren von Mutationen . .. ..
Verbinden zweier DNA-Fragmente:
.Splicing by overlap extension” . .
Ungerichtete Mutationen durch
Polymerase-Kettenreaktion . .. . .
Ampilifikationen analoger DNA-
Bereiche . ...... ... .. ... . ..
Diagnostik .. ... .. .. .. .. ..
Zusammenfassung . ... .. ... ..
Methode 4: Sequenzieren von DNA
nach Sanger .. ........ .. .. ..

Klonieren in Escherichia coli . .

DNA-Transfersysteme fiir £. coli .
Vektoren fir die £.-coli-Transfor-
mation .. ... ... .. ... ...

10
1

13

47
51
51
52
52
53
54
55
56
58

60
60
61
64
64
65

68
68

69
69



2422 Phagenvektoren ..... ... . .. 74
2.4.2.3 Beispiele fur gangige Lambda-

Vektoren . ... .. ... . ... 76
2424 Mi13-Phagen ........... . . 79
2425 Cosmid-Vektoren ........ . . 80
2.4.2.6 ,Bacterial artificial chromosomes”

(BACS) ............. .. ... 82
2.4.2.7 Bakteriophagen-P1-Vektoren

(PACS) ............. ... .. .. 83
243 Konstruktion von Genbanken . . . 85

Mikrobielle Systeme

&

3.1 Genexpression in Prokaryonten 107
3.1.1 Bakterielle Promotoren . ... . ... 107
3.1.2 DasOperon .......... ... .. . 109
3.1.3 Die , Shine-Dalgarno-Sequenz” . 109
3.1.4  DieTranslation ...... ..... . . 110
3.1.5 Regulierbare Promotoren . ... .. 113
3.1.6 Optimierung der Translations-

Effizienz ...... ... ... . . . . .. 118
3.1.7 Sekretions-Systeme . . . ... ... .. 119
3.1.8 Fusionssysteme zur effizienten

Produktreinigung ........ . ... 121
3.19 Plasmidstabilisierung . ... .. . .. 122
3.1.10  Mdglichkeiten, rekombinante

Stdmme zu stabilisieren ... .. .. 123

Zusammenfassung . ...... .. .. 125

Methoden 6: Elektrophorese von

Proteinen ....... .. ... .. . .. 126

n Klonierung in héheren Systemer

4.1 Genexpression in Zell-Linien aus
Sdugetieren .. ... . . . 153
411 Heterologe Genexpression in
Saugerzellen .. ...... .. .. .. .. 156
4.1.1.1  Transiente Expression . ... ... 156
4.1.1.2  Stabile Expression . ........ 159
41.2  Zell-Linien aus Sdugetieren . . . .. 159
413 Selektions-Marker ... .. . . .. .. 160
4.1.4 Genamplifikation .. ... . .. 162
4.15 Co- und posttranslationale Modi-
fikationen ... .. ... . . ... 163
Zusammenfassung ...... . 168

Methoden 8: Autoradiographie . 169



2431
2432
244

245
246

3.2

3.2.1

3.2.11
3.2.1.2
3.2.13
3.2.14

3.2.15
3.2.1.6
322
323
324
3.25
3.2.6
3.2.7

4.2

421

4211
4.2.1.2
4213
4214
4.2.2
423
424
4.2.5
4.2.5.1

Genomische Genbanken ... . . 85

¢DNA-Banken ............ ... 87
Klonierung chemisch syntheti-
sierter Gene ............. ... 90

Identifizierung spezifischer Gene 90
Punktmutagenese mit Hilfe synthe-

tischer Oligonukleotide . . ... . .. 96
Zusammenfassung ........... 99
Methode 5: Zentrifugations-
methoden .......... ... . . .. 100
107
Klonieren in Hefe . . ... .. . . 129
Vektorenin Hefe ........ .. .. 131
Selektions-Marker ....... .. .. 131
Integrierende Vektoren (Ylp) . ... 133
Episomale Plasmide (YEp) ... ... 136
Autonom replizierende Plasmide
(YRP) ... 136
Zentromere Vektoren (YCp) .... 137
Artifizielle Chromosomen (YAC) . 137
Hefe-Transformation . . ... ... .. 139
Homologe Rekombination . . . . . 140
Genersatz (gene replacement) .. 141
Expression heterologer Proteine . 142
Proteinmodifikation in Hefe .... 146
Andere Hefe-Expressions-Systeme 148
Zusammenfassung . ..... ... .. 149
Methoden 7: Protein-Blotting . .. 150
153
Expressions-Vektoren fiir Tier-
zell-Systeme . ... ... . . ... 171
Transkriptions-Kontrollelemente
hoherer Eukaryonten ... ... ... 171
Promotoren ... ...... ... .. .. 171
~Enhancer” bzw. ,Silencer” .. .. 172
Transkriptions-Terminatoren . ... 177
Spezialelemente .. ... ... . .. .. 177
Das SV40-COS-Expressions-System 177
BPV-Vektoren ... ... .. . .. . .. 178
Das Vaccinia-System ... ... . ... 179
Das Baculo-Virus-System . ... .. 180
Baculo-Virus Transfer-Vektoren .. 181
Zusammenfassung ........... 182

Methoden 9: Der ELISA .. ... .. 183



4.3

4.3
4.3.1.1

43.1.2
4313

432
433

434

435

4.3.6

4.3.7
4.3.8

44

441
4472

443

444

4441
44472
4443

Transgenesis . ... ...... .. . .. 185

Methodenspektrum ....... ... 186
Gentransfer mittels retroviraler
Vektoren ............... ... 186

DNA-Mikroinjektionsmethode .. 190
Transfektion embryonaler Stamm-

zellen ......... .. ... ... . ... 191
Transgene Ratten ... ......... 193
Mikroinjektionstechniken bei

anderenTieren .. ............ 193

Auswirkungen fremden geneti-
schen Materials auf den Wirts-

organismus ................ 194
Konstitutive Expression fremder
genetischer Information . ... ... 194
Regulierte Expression fremder
genetischer Information . ... ... 195
Zerstorung der Genfunktion . ... 195

Gezielte Zerstérung von Zellen
durch fremde genetische Infor-

mation .................... 199
Zusammenfassung . .......... 199
Gentherapie ... ... ... ... ... 202

Die erste gentherapeutische Studie 202
Die Gentherapie als Spezialform

der Arzneimitteltherapie . .. . ... 203
Gentherapeutisch behandelbare
Krankheiten .. ........... ... 204
Gentherapeutische Konzepte ... 205
Genersatztherapie ........... 205
Tumor-Vakzinierung . ......... 205
Sensibilisierung von Zellen f(ir

eine Sekundartherapie ... ... .. 206

Zellkultur und Fermentation

Biologische Wirkstoff-

produktion ... ... . ... . . . . 235
Einleitung .. ...... ... .. ... 235
Biotechnik/Fermentationstechnik 235
Kulturverfahren .. ... .. ... ... 237
Der Fermentationsproze3 .. . . .. 243

Chymosin und Kaseherstellung .. 244
Shikonin-Produktion durch Pflan-

zenzellkulturen . ... ... .. .. ... 247
Synthese von L-Ascorbinsaure . .. 247



445

4451
4452

4453
4454
4455

4456
4457
446

4.5
451

4.5.2
4.53
454

455
456
457

4538
459
4.5.10
4511

4512

5.1.81
5.1.8.2
5183

5.1.84
5185

Méglichkeiten der Aufnahme von
DNAin Zellen ...... ... .. . . 207
Direkte Aufnahme nackter DNA . 207
Ca-Phosphat-vermittelte-Trans-

fektion ........ ... . ... .. .. 208
Elektroporation . ... ... ... .. 208
Liposomen ............ .. ... 209

Rezeptor-vermittelte Aufnahme
von Adenovirus-Polylysin-DNA-

Komplexen ............ ... .. 209
Biolistik .............. .. ... 210
Virus-vermittelter Gentransfer .. 211
Kritische Fragen und zu lésende
Probleme ........... .. .. ... 211
Zusammenfassung ... . ... ... 212
Pflanzen-Gentechnik .. ... . .. 213
Der Beginn der Pflanzen-

Gentechnik . ...... ... ... ... 213
Agrobakterium .. ... ... .. ... 213
Ti- und Ri-Plasmide . .. ... ... .. 214
Vektoren fur die Pflanzenzell-
Transformation .. .. . .. .. . .. 216

Transformation von Pflanzenzellen 217
Monokotyle vs. dikotyle Pflanzen 217
Regulierte Genexpression in

Pflanzen ........... . .. .. .. 218
Was wird verandert? . ... ... .. 219
Mannliche Sterilitat . ... ... . . 222

Verbesserung der Pflanzenqualitst 224
Gentechnisch veranderte Organis-

men und Allergien .. ... . . . .. 229
Akzeptanzprobleme . ... .. ... 231
Zusammenfassung ... ... .. ... 232
235

Tryptophan-Produktion durch
rekombinante E.-coli-Zellen . .. 250
Biosynthese von Tryptophan in

Ecoli ... oo 251
Inaktivierung von Regulations-
mechanismen ... ... ... 252
Plasmidstabilitat ... .. ... . . 253

Verbesserung der Plasmidstabilitat 254
Uberproduktion von Tryptophan

durch rekombinante £.-coli-Zellen 255
Zusammenfassung ... ... 256



5.2.1
522
523
524
525
526
5.2.6.1
5.26.2

5.26.3
5264

5.2.6.5
5.26.6

53

5.31
53.2
53.21
5322
5323

53.24
5.3.25

54

541
542

6.1

Bloreaktoren ... ... . . . . .. .. 25¢

Kultivierung hoherer Zellen . . . . . 26(
Feste Mikrocarrier . . ... ... 26(
Makroporése Mikrocarrier . . . . . 261
Aggregatkulturen . ... ... .. . 261
ZelleinschluB .. ... ... .. . . 262
Bioreaktoren fur Saugerkulturen . 262
Roller bottles .. ... .. .. . . . 262
Reaktoren mit mechanischen

Rihrern ... .. .. .. .. .. .. . 262
Airlift-Reaktoren .. .. .. ... . . 263
Flussigbett-Reaktoren .. .. ... .. 264
Hohlifaser-Bioreaktoren . . ... 264
Festbett-Reaktoren ... .. .. . . 264
Zusammenfassung . ...... . . .. 265

Biotransformationen und

Enzymreaktoren ... . . . . 267
Immobilisierung von Enzymen und
Zellen ....... ... . . . . . 268
Biotransformationen in Enzym-
reaktoren ... .. ... . . . 268
Oxidoreduktasen ... ... .. . 271
Hydrolasen ... ... .. .. . . 273
lyasen ... .. ... . ... . 276
Isomerasen ...... ... . . . . 279
Mikroorganismen bei der Auf-
bereitung von Erzen. .. ... 280
Zusammenfassung ... ... .. 284

Isolierung und AufschluB von

Zellen ....... ... . 285
Zellernte ... . .. . . 285
ZellaufschiuB .. ... . . 287
Zusammenfassung .. . ... . 288

Rekombinante Wirkstoffe

Die Anforderungen des Euro-
Péischen Arzneibuchs an gen-
technisch hergestelite Produkte 317

Definition . ... . . 317

Nachweis der Eignung eines Wirt-
Vektor-Systems zur Herstellung
DNA-rekombinanter Produkte .. 318



55

55.1
55.2
5521
5522
5523

5.6
5.6.1

5.6.2

5.7

571
572

57.21
5722

57.23

5724

5.7.2.5

5726

5727

5.7.3

.1.3.1

.1.3.2

Isolierung biologischer Wirk-

stoffe ........ ... .. .. . . . 289
Extraktion/Féllung . .. ... ... . 289
Reinigung . ...... ... .. . .. .. 290
Priméraufarbeitung .. ... ... .. 291
Feinreinigung ... ... .. .. . . 291
Endreinigung ...... . ... .. 292
Zusammenfassung ... ... .. . 293

Renaturierung von Proteinen | 294

Die Ausbildung von , inclusion

bodies” ... . . ... . ... ... 296
In-vitro-Neufaltung von Proteinen
(Renaturierung) ..... . ... . 297
Zusammenfassung ....... .. .. 300
Methoden 10: Protein-Sequen-

zieren ... 301
Monoklonale Antikérper . ... 303
DasProblem . ........ .. . 304
Die Herstellung monoklonaler
Antikérper ... ... 304
Immunisierung ... ... 305
Fusion der Milz-Zellen mit
Myelom-Zellen .. ... .. . 306
Selektion fusionierter |, Hybridom-
Zellen ... .. .. 0 306

Primares Screening antikorper-
produzierender Hybridom-Zellen 310
Klonierung der vorselektionierten

Zellen ... .. .. .. ... . 310
Identifizierung antikorperprodu-
zierender Klone . ... ... . 311
Charakterisierung der produzierten
Antikérper ... .. 311
Rekombinante Antikérper ... .. 311
Zusammenfassung ... . . . .. 313
317

Charakterisierung der Wirtszelle
einschlieBlich der Herkunft, des
Phénotyps und des Genotyps sowie
der Zellkulturmedien
Dokumentation der Klonierungs-
strategie fur das Gen und Charak-
terisierung des rekombinanten

Vektors ... . . . 319



6.1.3.3

6.1.5
6.1.5.1
6.1.52

6.1.6
6.1.7
6.1.7.1
6.1.7.2

6.1.7.3

6.2

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5
6.2.6

6.2.6.1

6.2.6.2

6.2.6.3

6.2.7

6.2.8

6.3

6.3.1

6.3.1.1
6.3.1.2
6.3.1.3

Charakterisierung des Wirt-
Vektor-Systems .. ... ... . ... 320
Zellbanksysteme: Validierung und
Kontrolle .............. .. .. 320
Validierung des Herstellungs-

prozesses .................. 322
Extraktion und Reinigung . . .. .. 322

Charakterisierung des Bulk-
produkts und Gleichférmigkeit

der Produktion .......... . ... 323
Identitatsprifung ........ .. .. 323
Reinheitsprifung ......... ... 324
Chemische Reinheit ....... ... 324
Von Wirtszellen stammende

Proteine . ............ ... ... 324
Aus Wirtszelle oder Vektor stam-
mendeDNA ... ... ... . ... 324
Gehalt und Wirksamkeit . ... ... 325
Struktur .......... ... ... ... 326

Biotechnische und gentechni-
sche Herstellung von Insulin . 326

Insuline aus verschiedenen Tier-

spezies ............ .. ... ... 326
Umwandlung von Schweine-

Insulin in Human-Insulin der

Firma Hoechst .............. 328
Die Alternative: Gentechnisch her-
gestelltes Insulin ... ... ... .. 328
Insulin-Biosynthese . ... ...... 329
Drei Ansatze zur gentechnischen
Insulinherstellung .. .......... 330

Expression der beiden Insulinketten

in unterschiedlichen £.-coli-Stam-

men ... 330
Expression von Proinsulin in £. coli 331
Expression von Mini-Proinsulin in

S. cerevisiae ... ...... ... . ... 332
Insulinvarianten als Alternative her-
kémmlicher Depotzubereitungen 333
Das erste zugelassene insulin-

Mutein ........ .. ... ... .. 335

Gentechnisch hergestellte Fibri-
nolytika und Antikoagulanzien 338

Fibrinolytika . .......... ... .. 338
Streptokinase ... ......... ... 340
Urokinase . .............. ... 341

Der Gewebe-Plasminogen-
Aktivator ... . 345



SRERIMTASE VYV el &l ie EéALL

6.3.1.4

6.3.2

6.4
6.4.1

6.4.2

6.5

6.6

6.6.1

6.6.2

6.7

6.8

6.9
6.9.1

6.9.2
6.9.2.1

Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung ............ . .. . 345
r-PA (Reteplase), ein gentechnisch
hergestelltes Derivat des Gewebe-

Plasminogen-Aktivators .. ... .. 352
Antikoagulanzien ........ .. . . 356
Blutgerinnungsfaktoren . . . . . 359
Gentechnisch hergestellte Faktor-
Vill-Préparate ..... ...... .. .. 359
Zusammentfassung/Schluf-

bemerkung ......... ... .. .. 374
Gentechnisch hergestellte Faktor-
VIl-Préparate ............ ... 374
Zusammenfassung/Schluf-

bemerkung ............ . . .. 377

Gentechnisch hergestelite
Erythropoetin-Priparate . . . . . 378

Rekombinante Hypophysen-

hormon-Praparate ... .. . .. .. 387
Somatropin ......... ... . . .. 387
Zusammenfassung . ... ... .. .. 402
Praparate mit Follikel-stimulieren-

dem Hormon (FSH) . .. ... ... .. 403
Zusammenfassung/SchlufB-

bemerkung Gonal-F® . ... . . 410
Desoxyribonuklease ... . .. 411

Zusammenfassung/Schluf-
bemerkung Pulmozyme®. . . . . 414

Gentechnisch hergestellte -
Glucocerebrosidase zur Behand-
lung der Gaucher-Krankheit .. 415

Zusammenfassung/SchiuB-

bemerkung Cerezyme® . . . . 422
Zytokine ... .. .. . . . 424
Interleukine ... .. ... ... . 425
Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung Proleukin® . ... .. 429
Interferone . ... ... ... .. . ... 430
Alpha-Interferone ... . ... .. .. 430

Zusammenfassung/SchluB- '
bemerkung Roferon A®. . ... . 435



6.9.2.2

6.9.2.3

6.9.3

6.10

6.10.1

6.10.1.1

6.10.1.2

6.10.1.3
6.10.1.4

6.10.1.5

7.1

7.2

7.2
7.2.2
7.2:3

Zusammenfassung/Schiuf-

bemerkung Intron A® . 436
Beta-Interferon zur Behandlung

der Multiplen Sklerose ... ... .. 437
Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung Avonex®. . ... ... 441
Gamma-interferon ........ ... 441
Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung Imukin® . .. ... 444
Hamatopoetische Wachstums-

faktoren ... ... ... ... .. . 444
Zusammenfassung/SchiuB-

bemerkung Leucomax®. . . ... 446
Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung Neupogen® . ... 449
Zusammenfassung/SchluB-

bemerkung Granocyte®, . . ... 451

Monoklonale und rekombi-

nante Antikérper . ... ... 452
Orthoclone® OKT3, ein muriner
monoklonaler Antikérper . . . . .. 452

Transplantations-lmmunologie und
Ansatz der immunsuppressiven

Therapie . ..... ... ... . .. 452
Das HLA-System (,human leuco-
Cyteantigens™) ........ ... 453

T-Zellaktivierung und AbstoBung 455
Drei Phasen der AbstoBungs-

reaktion ..... . ... . ... . 457
Monoklonale Antikorper bei der
Organtransplantation . .. ... . 457
Zusammenfassung/SchiuB-

bemerkung OKT3® . . 460

Molekulare Diagnostik
Restriktionsfragment-Léngen-

polymorphismus ... . =~ 487

Zusammenfassung ........... 489

Kartierung des menschlichen

Genoms .. ... =~ 490
In-situ-Hybridisation ... 490
Somatische Zellhybride . ... 491
Physikalische Kartierung mit Hilfe

von Restriktionsenzymen ... 493



6.10.2

6.10.2.1

6.10.2.2
6.10.3

6.10.3.1
6.10.3.2
6.10.3.3

6.10.3.4

6.11
6.11.1

6.11.2
6.11.3
6.11.4
6.11.5
6.11.6
6.11.7
6.11.8

724

7.31

Panorex® — ein monoklonaler Anti-
kérper zur Behandlung von Kolon-/
Rektalkarzinomen ... .. ... .. .. 460
Adjuvante und palliative Therapie-
schemata zur Behandlung kolorek-

taler Karzinome ..... .. . ... .. 460
Der Antikérper MoAb17-1A ... 462
ReoPro® (abciximab) - ein mono-
klonaler Antikérper zur Ver-

meidung ischdmischer Komplika-

tonen ... .. ... . . . .. ... . 465
Biologie der Thrombozyten . . . . . 466
Der GPlib/llla-Rezeptor ... ... . . 467

Aktuelle medikamentdse Therapie
zur Verhiitung thrombotischer
Komplikationen der PTCA und ihre

Grenzen .......... . .. . ... . 468
ReoPro® zur Pravention der
Thrombosen .. ... ... . . . . . 469
Zusammenfassung/SchluB-
bemerkung ReoPro® . .. ... 472
Inhibierende Nukleinsiuren .. 473
Interaktion von Nukleinsauren mit
Proteinen ... ... .. . . . . 473
Inhibierende Nukleinsauren 474
Antisense-Oligonukleotide ... . 474
Katalytische RNA .. ... . . 477
Tripelhelix-Bildung ... ... . 478
Stabilisierung von Nukleinsiuren 480
PNA ... 481
Bioverfugbarkeit .. ... .. . .. 481
Zusammenfassung .... ... 483
487
Uberlappende Klonierung . .. . .. 494
Zusammenfassung . ... .. 497
Methoden 11: Pulsfeld-Gel-
Elektrophorese .. ... . = 498

Identifizierung von Genen, die
Erbkrankheiten verursachen . 507

Experimentelle Strategien zur Iden-
tifizierung krankheitsrelevanter
Gene



7.3.2
7.3.2.1

7.3.2.2
7.33
7.3.3.1
7.3.3.2
7333
734
7.35

7.3.5.1

7352

7353

7.4
7.4

7.4.2
74.3

7.5

7.51
7.5.2
7.5.3
754

7.5.5

Funktionelles Klonieren . . ... . .. 502
Funktionelles Klonieren mit Hilfe

des isolierten Genprodukts . . . . . 503
Funktionelles Klonieren auf der

Basis eines funktionellen Gentests 503

Positionelles Klonieren ... ... .. 504
Isolierung des Dystrophin-Gens . . 506
Isolierung des NF1-Gens . . .. ... 508
Isolierung des CF-Gens .. ... ... 509
Positionsunabhéangiges Kionieren

eines Kandidaten-Gens . . . .. ... 510
Positionelies Klonieren eines
Kandidaten-Gens . ........... 511

Das Rhodopsin-Gen als Kandi-
daten-Gen fir die Retinitis pig-
mentosa ................... 511
Verschiedene Fibrillin-Gene als
Kandidaten-Gene fiir verschiedene
Formen des Marfan-Syndroms .. 511
Entdeckung eines Kandidaten-

Gens fir das Waardenburg-

Syndrom Uber eine Homologie
zwischen Mensch und Maus . ... 511
Zusammenfassung . .......... 513
Methoden 12:

Automatisches DNA-Sequenzieren 514

Genetische Erkrankungen . ... 516
Autosomal dominante Krank-

heiten ... ... .. ... .. ... 518
Autosomal rezessive Krankheiten 521
X-gekoppelte Krankheiten ... .. 523
Zusammenfassung . .......... 524

Methoden 13: Sequenzautomaten 525

Molekulare Krebsdiagnostik .. 527

Zytologische Verfahren ... ... .. 527
«Jumormarker” ... ..., 528
Immunologische Verfahren zur
CD-Typisterung .. ............ 529
In-situ-Immunverfahren zum Nach-

weis von Onkogenprodukten ... 535

Zytogenetische Analysen zum
Nachweis von Aneuploidie und
Onkogen-Amplifikationen ... .. 536



7.5.6
7.5.7

7.5.8

7.5.9

7.5.10

7.5.11
7.5.12

7.6

7.6.1

7.6.1.1
7.6.1.2
7.6.1.3
7614

76.1.5
7.6.2

7.6.2.1
7.6.2.2
7.6.2.3

7624

7.7

7.71
7.7.2
7.7.3
774
7.7.5

Nukleinsdurediagnostik . . ... . .. 536
DNA-Restriktionsfragment-Lén-

genpolymorphismus (RFLP) . . . . . 537
Nachweis von Punktmutationen
durch RNase-Spaltung ....... . 539

Nachweis von Punktmutationen

durch Einzelstrang-Konformations-
polymorphismus-Analyse (SSCP) . 539
Nachweis eines Tumor-Risikos

durch Verlust einer Heterozygotie ~ 540

Analyseder RNA ... ... .. . . . 541
Expressionsanalyse durch Dot-Blot-
Verfahren . ... ... .. .. ... .. 542
Zusammenfassung . ....... ... 542
Methoden 14:

DurchfluBzytometrie . . .. ... . .. 543

Diagnose von Infektionskrank-

heiten ... ... .. .. . .. . .. .. 544
Virale Infektionen ... ... .. . . . . 544
Humanes Papillomavirus (HPV) .. 544
Herpes-Viren ... ... ... .. .. 544
Hepatitis-Viren ... ... .. . .. 545
Humanes Immundefizienzvirus

HV) oo 545
Humanes T-lymphozytotropes
Virus(HTLV) ... .. ... .. ... 546
Bakterielle Infektionen .. ... .. 546

Infektionen durch Mycobakterium 546
Infektionen mit Borrelia burg-

dorferi ................. . .. 547
Bakterien des Gastrointestin-

altraktes ...... ... ... ... .. .. 547
Infektionen des Nervensystems . . 547
Zusammenfassung . ... .. ... . 548

DNA-Charakterisierung in den
forensischen Wissenschaften . 549

ONA-Fingerprinting . ... .. .. 549
Die Methode ... ... ... . . 551
Interpretation der Daten . . ... .. 552
Datenstatistik ... ... . . . . . 552
Die Polymerase-Kettenreaktion . . 553

Zusammenfassung .. ... ... .. 553



Xvi

Inhaltsverzeichnis

H Moléi(ularbiologische Ansitze zur Wirkstoff-Findung

8.1

8.2

8.2.1

8.2.1.1

8.2.1.2

9.14
9.15

Das Hybrid-Vektorsystem aus

Hefe ... ... ... .. ... .. .. 557
Suche nach DNA-Bindeproteinen 558
Suche nach Inhibitoren fir DNA-
bindende Proteine ......... .. 559
Suche nach Proteinen, die mit an-

deren Proteinen wechselwirken . 561
Suche nach Inhibitoren, die mit
PrOtein/Protein-Wechselwirkungen
interferieren . . ..., .. . ... 562
Zusammenfassung ... ... . ... 564
In-vitro-Evolution: Konstruk-

tion neuer Wirkstoffe nach dem
Zufalisprinzip ... ... .. 565
Rekombinante Antikorperfrag-

mente (,Phagen-Display”) . . . . . . 565
PCR-Amplifikation der cDNA-Be-

reiche fur die variablen Regionen 568
Klonierung der gebildeten Ampli-

mere in einen Phagenvektor .. .. 570
Sicherheitsaspekte

Das Gentechnikgesetz und die
Regulierung gentechnischer Ar-
beiten in Deutschland . ... 591
Verordnungen zum Gentechnik-

gesetz ........ ... . . . 591
Gentechnische Arbeiten in gen-
technischen Anlagen ... .. 592
Genehmigungs- bzw. anmelde-
pflichtige Tatbestinde ... .. 592
Verfahrensablauf ... . . 592
Freisetzungen und Inverkehr-

bringen ... .. . . 593

8.2.13

8214
8.2.2

8.23

8.24

8.2.5

8.3

8.3.1

8.3.2

9.1.6

9.1.9
9.1.10

9.1.11
9.1.12

9.1.13

557

Transformation des rekombinanten

Phagenvektors in E.-coli-Zellen .. 571
Klonieren von Fab-Fragmenten .. 573
In-vitro-Mutation durch fehler-
haftesPCR ............ . . . .. 575
~Phagen-Panning”: Selektion
optimierter Antikérperfragmente 576
Konstruktion und Selektion wirk-
samer Peptide ....... ... . ... 578
Konstruktion und Selektion funk-
tioneller Nukleinsauren ... ... .. 580
Zusammenfassung ....... .. .. 581
Molekularbiologische Kombi-
natorik ... .. .. . . . . . . 582
Herstellung neuer Peptidantibiotika
durch ~Doménen-shuffling” . ... 582
Herstellung neuer Polyketide
durch ~Domdnen-shuffling” oder
Precursor-Zufiitterung . . .. .. . .. 584
Zusammenfassung .. .. ... . 588
591
Uberwachungs-, Auskunfts- und
Duldungspflichten ..., . . .. 593
Haftungsregelungen .. ... . ... 593
Sicherheitskonzept fir gentechni-
sche Arbeiten in gentechnischen
Anlagen ... . ... . . . . . . 594
Die MaBnahmen zur Verwirk-
lichung der Schutzziele .. ... 594

Beschreibung der Sicherheitsstufen 594

SicherheitsmaBnahmen ... 594
Anmelde- und Genehmigungs-
verfahren von gentechnischen

Anlagen und Arbeiten ... . 595

Freisetzung und Inverkehrbringen 595



