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Die pharmazeutische Industrie entdeckt, entwickelt, erzeugt und vermarktet Medikamente oder
pharmazeutische Arzneimittel fir die medizinische Anwendung, die dann Patienten verabreicht werden
oder die die Patienten sich selbt verabreichen mit dem Zweck Patiente zu heilen, zu schutzimpen oder
ihre Symptome zu vermindern. Die Arzneiform fiir ein Arzneimittel beinhaltet den Arzneimittelwirkstoff,
der der biologisch aktive Bestandteil ist. Arzneimittelwirkstoffe konnen durch chemische Synthese,
Extraktion, biologische Verfahren, durch Riickgewinnung von natiirlichen Quellen, oder durch beliebige
Kombinationen dieser hergestellt werden.

Bei biologischen Verfahren geht es hauptsachlich um Fermentation, wobei Mikroorganismen in einem
Substrat kultiviert werden um nitzliche Materialien wie z.B. Antibiotika, immunsuppressive Wirkstoffe,
Vitamine, Enzyme usw. anzufertigen. Manchmal werden Arzneimittelwirkstoffe von genetisch
modifizierten Organismen erzeugt.

Wahrend des ersten Teiles der laboratorischen Periode werden die Studenten mit einem Enzym
(bakterielle Amylase) arbeiten, das durch bakterielle Fermentation erzeugt worden ist. Sie werden die
Enzymaktivitdt messen, und die Enzymkonzentration bestimmen. Die Studenten werden die Zellen der
herstellenden Mikroorganismen mit Mikroskopen studieren.

Der zweite Teil der Laborarbeits befasst sich mit einem Arzneimittelwirkstoff, und zwar mit Ascorbinsaure,
die hauptsachlich durch bakterielle Fermentation hergestellt wird. Die Studenten sollen die
Ascorbinsaurekonzentration von einer unbekannten Losung mit Titration bestimmen.

Die Studenten werden das F&E Abteil der Pharmafirma TEVA besichtigen. Sie werden die Entwicklung des
Erregerstammes sowie Pilotfermentationen beobachten kénnen. Sie werden auch die Universitat von
Debrecen besuchen, wo viel Grundlagenforschung (z.B. Pharmaforschung) durchgefiihrt wird.
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Aufgabe 1.
Assay fiir Amylase Aktivitat (G Biosciences kit entwickelt von Ellyn Daugherty)

Zielsetzung: Was ist der Unterschied zwischen dem Verhalten von natiirlicher bakterieller Amylase und
einer durch Protein-Engineering erzeugten Variante des selben Enzyms?

Hintergrund: Die Amylase ist ein Enzym, das bei der Verdauung von Starke als Katalyst funktioniert.
Amylose ist ein Typ von Pflanzenstarke. Das Amylose Molekiil ist sehr lang, und besteht aus Hunderten
von miteinander verknipften Starkezucker Molekiilen (Abb.1.). Die humane Amylase bricht die Bindung
zwischen Starkezucker Molekiilen in der Amylose (Starke) Kette um Disaccharid, Maltose zu bilden. In
diesem Fall ist Amylose das Substrat des Enzyms, Maltose jedoch ist das Produkt des Enzyms. Einige
bakterielle Amylase (z.B. die Amylase acillus subtilis) und fungale Amylase stellen Starkezucker aus der
Starke her. In diesem Fall kann Amylose durch die Reduktionsgeschwindigkeit der
Starkekonzentration (Starkeabbau Assay) oder Anstieggeschwindigkeit der
Starkezuckerkonzentration (Starkezucker Produktion Assay) gemessen werden. In diesem
Experiment vergleichen wir zwei Amylase. Eine natrliche B. subtilis Amylase (dieses Enzym ist von
natlirlichen, nicht transformierten B. subtilis Zellen erzeugt) und die durch Protein-Engineering
hergestellte Bacillus subtilis Amylase (in diesem Fall Amylase ist von Bacillus Zellen erzeugt, die durch
rekombinante DNA (rDNA) transformiert worden sind). Amylase haben potentielle Anwendung in
einer Zahl von industriellen Prozessen sowie Lebensmittel-, Fermentations-, und Pharmaindustrie.
Pharmazeutische und klinische Branchen bediirfen Amylase von hoher Reinheit.

CH,0H CH,OH CH,0OH

O O O
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OH | OH .., 500 OH

Abbildung 1.: Molekiilstruktur der Amylose
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Verfahren:

1. Legen Sie je 1 ml Starkelosung in jede Mulde der ersten drei Reihen von je sechs Mulden einer 24-
Muldenplatte (Abb. 2.). Die unterste Reihe wird nicht gebraucht.
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Abb. 2

2. Flagen Sie 300 pl natirliche bakterielle Amylaselésung zur ersten und vierten Mulde jeder Reihe (siehe
Abbildung 2.) hinzu. Mischen Sie sie griindlich, 2 Sekunden lang mit der Spitze der Mikropipette. Wechseln
Sie die Pipettenspitzen vor Schritt 3.

3. Flgen Sie 300 pl durch Protein-Engineering hergestellte bakterielle Amylaselésung zur zweiten und
finften Mulde jeder Reihe (siehe Abbildung 2) hinzu. Mischen Sie sie griindlich 2 Sekunden lang mit der
Spitze der Mikropipette. Wechseln Sie die Pipettenspitzen vor Schritt 3.

4. Flgen Sie 300 pl 1X PBS, pH 7.0 zur dritten und sechsten Mulde jeder Reihe (siehe Abbildung 2) hinzu.
Mischen Sie sie griindlich 2 Sekunden lang mit der Spitze der Mikropipette.

Die vierte, fiinfte und sechste Mulden werden in jeder Reihe fiir die Starkeabbau Assay, die erste, zweite
und dritte Mulden jeder Reihe jedoch fiir Starkezucker Produktion Assay gebraucht.

Starkeabbau Assay:

5. Fligen Sie 20 ul Starke Indikatorlosung (Lugol’sche lodlésung) zu allen vierten, fiinften und sechsten
Mulden in jeder Reihe (Siehe Abbildung 2.) hinzu. Mischen Sie sie grindlich 2 Sekunden lang mit der
Spitze der Mikropipette. Wechseln Sie die Pipettenspitzen nach jedem Gebrauch.

6. Identifizieren Sie die negativen Kontrollen in diesem Experiment.
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7. Legen Sie die 24-Muldenplatte auf ein Stiick weilles Papier fernab von direktem Licht, da lod sich bei
Licht entfarbt. Warten Sie bis es eine auffillige Farbveranderung in den Mulden auftritt, die die natiirliche
Amylase enthalten (vierte Spalte).

8. Starke mit lod gemischt ergibt eine sehr dunkle schwarz-blaue Farbe. lod an sich, ohne Starke, sieht rot-
braun aus. Starkeabbau wird mit der Reduktion der Starke-lod Reaktion gemessen (eine Verringerung der
schwarz-blauen Farbe.)

9. Messen Sie die Menge von Starkeabbau (5 - 0 Skala) indem Sie den Grad von Aufhellung der
lodlésung von Schwarz (0) zum hellen Rot-braun oder klare Farbe (5) in den Mulden 4, 5, und 6
erfassen.

Ergebnissse von Starkeabbau Assay:

Natirliche bakterielle Amylase Durch Protein-Engineering | PBS
(vierte Spalte) erzeugte bakterielle Amylase | (sechste Spalte)
(funfte Spalte)

Durchschnittsergebnisse

10. Nach .... Minuten soll die Starkezuckerkonzentration in den Spalten 1, 2, und 3 mit Hilfe von Zucker
(Glukose) Messstreifen gemessen werden.

11. Der Messstreifen soll beim Plastikteil angefasst werden, und das Ende des Testindikators soll in die
Probe gesenkt werden. Sie sollen den Streifen Sofort wieder herausziehen, wobei Sie ihn gegen die
Muldenrande streifen, um die lberflissige Probe zu entfernen.

12. Vergleichen Sie den Messstreifen mit der Farbenkarte unten (Abb. 3.) und schreiben Sie die Ergebnisse
in mg/dl, einer Ublichen Einheit von Starkezuckerkonzentration auf.

NEGATIV % 1/10 1/4

Ergebnisse von Starkezucker Produktion Assay:
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Natirliche bakterielle Amylase Durch Protein-Engineering | PBS

(erste Spalte) erzeugte bakterielle Amylase | (dritte Spalte)
(zweite Spalte)

Durchschnittsergebnisse

Datenanalyse und Schlussfolgerung:

Besprechen Sie die Ergebnisse des Experiments, einschlieRlich ihrer Beobachtungen beziiglich das
Benehmen von der natirlichen bakteriellen Amylase im Vergleich mit dem Benehmen von der
bakteriellen Amylase die durch Protein-Engineering hergestellt worden ist.

Seite 6 /17



Aufgabe 2.
Bestimmung der Amylasekonzentration in einer Losung (G Biosciences kit entwickelt von Ellyn
Daugherty)

Zielsetzung: Wie ist die Konzentration von zwei unbekannten Amylaselosungen?

Hintergrund: Die Pharmafirma braucht gereinigte Proteine, die aktiv, stabil und von relativ hoher
Konzentration sind. Wenn Proteine aus einer Losung gereinigt werden (Zytoplasma,
Fermentationbriihe, usw.) muss das Produkt {iberpriift werden um zu sehen, wie viel Protein darin
enthalten ist. Die Proteinkonzentration wird im allgemeinen in milligram per milliliter (mg/ml)
oder mikrogram per milliliter (ug/ml) gemessen. Da die Proteinmolekiile submikroskopischer
Grosse sind, muss man sie mit indirekten Methoden messen. Zuerst bereitet man Losungen von
bekannten Konzentrationen und man liest ihre Absorbierung an einer gegebenen Wellenlénge ab.
Dann produziert man eine Kurve, die ,,beste-Anpassung®, die zu zeigen ist, wie die Konzentration
die Absorbierung von der getesteten Molekiile beeinflusst. Dann wird die Absorption der
unbekannten LoOsung bestimmt. Von der ,besten-Anpassung™, Kalibrationskurve wird die
Konzentration der unbekannten Losung bestimmt, aufgrund des Punktes wo sich der
Absorptionswert die Kalibrationskurve durchkreuzt.

Verfahren:

Bereiten der standard (bekannten) Proben durch Verdiinnungsreihen der bekannten Proben
beginnend mit der 0.5 mg/ml Amylase Stammldsung.

1. Beschriften Sie fiinf Mikrozentrifugenréhrchen No.1 bis No. 5

2. Fiigen Sie 500 pl von der 0.5 mg/ml Amylase Stammldsung ins Réhrchen No. 1 hinzu.

3. Fiigen Sie 500 pl von 1XPBS Puffer zu jedem Testrohrchen No. 2-5 hinzu.

4. Nehmen Sie 500 pl von der 0.5 mg/ml Amylase Stammldsung und fiigen Sie sie zum Rohrchen
No. 2 hinzu. Pipettieren Sie die Losung ganz sanft auf und ab um sie zu mischen. Was ist die
Proteinkonzentration in diesem Rohrchen?

5. Nehmen Sie 500 pl von der Losung in dem Rohrchen No.2 und fiigen Sie sie dem Rohrchen
No. 3 hinzu. Pipettieren Sie die Losung ganz sanft auf und ab um sie zu mischen. Was ist die
Proteinkonzentration in diesem Rohrchen?

6. Setzen Sie diese Verdiinnungen fort mit den tbriggebliebenen Rohrchen. Nachdem das
Rohrchen No. 5 bereitet ist schiitten Sie die extra 500 pl weg, damit alle R6hrchen No. 1 bis No.
5 die gleiche Menge (500 pL ) von Losung haben. Schreiben Sie die jeweilige Konzentrationen in
den Roéhrchen 1-5 in die Tabelle unten auf.

7. Diese 5 Rohrchen enthalten die ,,bekannten® Standardproben von bekannten Konzentrationen,
die dazu gebraucht sind die Kalibrationskurve zu erstellen, die wiederum fiir das Ermitteln der
Konzentrationen von unbekannten Proben gebraucht werden.
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Bereitung von Proben fiir Spektrophotometrie:

Wenn man den Spektralphotometer benutzt muss man schnell arbeiten um die Absorbtion all der
Proben ablesen zu konnen. Um im Vis Spektralphotometer gemessen werden zu kénnen, miissen alle
Proben (Puffer-Blank genauso wie die unbekannten Proben) in entsprechende Rohrchen transferiert
werden um dort mit dem farbigem Proteinindikator (Bradford Reagens) vermischt zu werden. Jede
Probe und Bradford Reagens werden in einem separaten ProberShrchen gemischt und dann fiir die
Analyse in eine Kiivette transferiert.

1. Pipettieren Sie die ganze Menge der Standardproben in das Prober6hrchren beschriftet
»Mischungsrohrchen. (Benutzen Sie eine frische Spitze fiir jede Probe.) Beschriften Sie diese
Rohrchen mit ihrer Konzentration in mg/ml.

2. Der Spektralphotometer soll jetzt aufgewdrmt werden. Die Absorptionsangaben werden bei der
Wellenlénge 595 nm abgelesen. Stellen Sie den Spektralphotometer auf die Wellenlédnge 595 nm.

3. Deponieren Sie 500 pl von der unbekannten Probe 1 in ein Mischungsréhrchen. Beschriften Sie
das Testrohrchen ,,U1

4. Deponieren Sie 500 pl von der unbekannten Probe 2 in ein Mischungsrohrchen. Beschriften Sie
das Testrohrchen ,,U2*

5. Deponieren Sie 500 pl von der 1X PBS Pufferlosung in das Mischungsrohrchen. Beschriften Sie
das Testrohrchen ,,B*, fiir blank.

6. Gehen Sie erst weiter mit Schritt 8 wenn der Spektralphotometer den Sie benutzen werden frei und
bereit ist. Sobald Sie den Bradford Reagens zu den Proben hinzufiigen, muss die Absorbierung jeder
Probe binnen 3 Minuten abgelesen werden.

7. Benutzen Sie eine Transferpipette und fiigen Sie vorsichtig, ohne die innere Seite des Rohrchens zu
beriihren, 2.5 ml von dem 1XBradford Reagens zur Blindprobe, zu jeder standard bekannten Probe,
und zu den zwei unbekannten Proben. Seien Sie vorsichtig die Losung in den Rohrchen nicht zu
beriihren, auszuschiitten, oder zufillig eine Probe mit einer anderen zu kontaminieren. Sanft und
griindlich mischen, ohne dass es in der Mixtur Blasen bilden. Stellen Sie den Spektralphotometer auf
Null mit Hilfe der Blindprobe. Binnen 3 Minuten miissen alle Proben mit dem Spektralphotometer
abgelesen werden.

Entwerfen einer Kalibrationskurve fiir Proteinkonzentration:

1. Nachdem die Absorbanzdaten erhoben worden sind, nehmen Sie die Absorbanz von der bekannten
Standardproben um eine Kalibrationsgrafik zu erstellen. Zeichnen Sie die Konzentration (mg/mL) auf
die x-Achse auf, die Absorbanz dagegen auf die y-Achse. Fiigen Sie hinzu die Absorbanzdaten fiir die
bekannten Standards. Die Punkte sollen ,sich aufreihen da die Absorbanz mit der Zahl der
vorhandenen Molekiile korreliert,die das Licht, das die Probe passiert zu absorbieren haben. Es gibt
allerdings einen optimalen Bereich von Konzentrationen, den der Spectralphotometer entdecken kann.
Soll die Konzentration der Probe zu ,,hoch* sein, so wird der Spektralphotometer diese falschlich
niedriger zeigen als sie tatsdchlich ist. Diese Daten werden der Kalibrationskurve eine Schiefe
verleihen. Wéhlen Sie die besten 3-4 Datenpunkte fiir die beste Anpassung Kalibrationskurve, und
ignorieren Sie die Proben die die Grafik offensichtlich schief erscheinen lassen.

2. Legen Sie fiir eine beste Anpassung eine Gerade durch die Datenpunkte der bekannten Proben. Die
am besten anpassende Gerade schitzt ab, was eine Probe von Amylasemolekiilen im Bereich von
Konzentrationen absorbieren wird. HINWEIS: Sollten Sie die Grafik mit Hilfe von Microsoft®
Excel® erstellen, zichen Sie ,Charte‘ ,,Chart® in dem Menii, wahlen Sie ,addieren Sie Trendlinie‘ ,,Add
Trendline* und wihlen Sie ,lineare Regression® ,linear regression®. Das wird fiir Sie eine bestens
anpassende gerade Linie hinzufiigen. Doppelklicken Sie auf ,best-fit Trendlinie ,,Best-fit Trendline*.
Waihlen Sie ,Optionen‘ ,,Options®. Klicken Sie auf ,Achse durch 0° ,,axis through 0* und dann auf
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,Zeigen die Gleichung der Linie‘,,Show equation of the line“. Das wird dann die spdter zu
gebrauchende ,Gleichung der Linie‘ ,,equation of the line bestimmen.

Bestimmung der Protein Konzentration mit der Kalibrationskurve:
Wenden Sie die Gleichung an um die Konzentrationene der unbekannten Proben zu bestimmen.

Berechnung des Konzentrationsdurchschnitts der Gruppe:

Sammeln Sie die Konzentrationsbestimmungen fiir jede unbekannte (y=mx+c) von den anderen
Gruppen in der Klasse (mehrfache Replikationen). Fiihren Sie diese Daten in eine neue Datentabelle.
Berechnen Sie die Durchschnittskonzentration jeder Probe fiir alle Replikationen des Experiments.
Diese Durchschnitte sind die besten Schétzungen fiir die Konzentration der Unbekannten.

Resultate:
Absorbanz Werte
Standards (mg/mL) Unbekannte Probe blind
0.5 1 2
0
Gleichung:

Berechnung der Konzentrationen von unbekannten Proben (ihre eigene Bestimmung)

Unbekannte Probe
1 2
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Berechnung der Durchschnittskonzentration der Gruppe:

Unbekannte Probe

1

2

Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 3

Gruppe 4

Gruppe 5

Durchschnitt

Schlussfolgerung:
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Aufgabe 3.
Studium der Morphologie der Zellen eines Amylase herstellenden Bacillus subtilis Stammes.

Zielsetzung: Was fiir eine Form haben die Bacillus subtilis Zellen?

Hintergrund: Bakterielle Zellen sind ungefdhr ein Zehntel so gross wie die eukaryotischen Zellen
und typisch 0.5-5 mikrometer lang. Die meisten bakteriellen Arten sind entweder kugelférmig,
sogenannte Kokken (singular Kokkus), oder stabformig, sogenannte Bazillen (singular Bazillus). Einige
Bakterien, sogenannte vibrio, sehen aus wie ein wenig gebogene Stibe, oder Komma-férmig; andere
konnen spiralformig sein, und sind Spirillen oder wenn straff aufgerollt, Spirochdten genannt.

Verfahren:

Gebrauchen Sie Gummihandschuhe! Nach dem Verfahren ziehen Sie die Gummihandschuhe aus!

1. Nehmen Sie einen Objekttrager, und legen Sie einen Tropfen der gegebenen Fermentationsbriihe ins
Zentrum des Objekttragers.

2. Placieren Sie eine Seite des Deckglasese schrig gegen den Objekttrager so dass es den dulleren Rand
des fliissigen Tropfens bertihrt.

3. Lassen Sie das Deckglas langsam herunter, so dass es sich keine Luftblasen bilden.

4. Entfernen sie das tiberfliissige Wasser mit einem Stiick Papiertuch.

5. Finden Sie die bakteriellen Zellen unter dem Mikroskop und zeichnen Sie sie.

Wie gebraucht man ein Mikroskop?

1. Drehen Sie den Revolverkopf (2) so dass das kleinste Objektiv (z.B. 4x) in die Position einklickt.
2. Legen Sie den Objekttriager auf den Objekttisch und befestigen Sie ihn mit den Objekthaltern.

3. Schauen Sie das Objektiv (3) und den Objekttisch von der Seite an, und drehen Sie den Feintrieb (4)
so dass der Objekttisch sich nach oben bewegt. Bewegen Sie den Objekttisch so hoch wie moglich
ohne dass das Objektiv das Deckglas beriihrt.

4. Schauen Sie ins Okular (1) und bewegen Sie den Feintrieb bis dass das Bild ins Blickfeld riickt.

5. Stellen Sie den Kondensor (7) und Lichtintensitét aufs hochte Grad.

6. Bewegen Sie den Objekttrager herum bis die Probe ins Zentrum des Blickfeldes (was Sie sehen)
kommt.

7. Betdtigen Sie den Feintrieb (4) um die Probe in den Brennpunkt zu riicken, und stellen Sie den
Kondensor (7) und die Lichtstirke nach, um das moglichst klarste Bild zu bekommen (im Falle von
Objektiv mit kleiner Vergrosserung miissen Sie vielleicht die Lichtstirke reduzieren oder den
Kondensor schliessen).

8. Wenn Sie mit dem kleinstmoglichen Objektiv ein klares Bild von der Probe haben, kdnnen Sie auf
die nichsten Objektive wechseln. Sie brauchen vielleicht die Probe nachzustellen um sie in den
Brennpunkt zu bekommen und/oder, den Kondensor und die Lichtintensitit nachzustellen. Wenn Sie
nicht auf ihre Probe fokussieren konnen, wiederholen Sie Schritte 3-5 mit dem Objektiv mit grosserer
Vergrosserung. Die Objektive diirfen den Objekttriger nicht beriihren!

9. Wenn Sie fertig sind, lassen Sie den Objekttisch herunter, klicken Sie das kleinste Objektiv in
Position, und entfernen Sie den Objekttriger.
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Nach diesem Experiment benutzen Sie eine Desinfizierungslosung.
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Ergebnisse:
Vergrosserung des Mikroskops:
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Schlussfolgerung:
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Aufgabe 4.
Die Bestimmung von Ascorbinsiurekonzentration einer unbekannten Losung

Zielsetzung: Wieviel Ascorbinsdure ist gelost in der unbekannten Losung?

Hintergrund:

Vitamin C, auch als Ascorbinséire oder L-Ascorbinsdure bekannt, ist ein Vitamin, das in verschiedenen
Lebensmitteln zu finden ist, und auch als Nahrungserginzungsmittel verkauft wird. Es ist angewendet
Skorbut vorzubeugen und zu behandeln. Vitamin C ist ein wesentlicher Nahrstoff, der in der
Gewebeausbesserung und in der enzymatischen Herstellung von bestimmten Neurotransmitter eine
Rolle spielt. Es ist benotigt fiir das Funktionieren von mehrerer Enzyme, und es ist unerlésslich fiir das
Funktionieren des Immunsystems. Es funktioniert auch als Antioxidans. Vitamin C wurde 1912
entdeckt, 1928 isoliert und 1933 als erstes Vitamin chemisch hergestellt. Teilweise flir seine
Entdeckung bekam Albert Szent-Gyorgyi den Nobel-Preis in Physiologie und Medizin und Walter
Norman Haworth in Chemie.Vitamin C ist auf zwei Hauptrouten von Glucose produziert. Das
Reichstein Verfahren ist eine einzige Pra-Fermentation gefolgt von einer rein chemischer Route. Das
moderne zweistufige Fermentationsverfahren wendet eine zusétzliche Fermentation an um einen Teil
der spiteren chemischen Stufen zu ersetzen.

Der Ascorbinsduregehalt einer Losung ist normalerweise mit iodometrischer Titration bestimmt.

Die Reaktion von Ascorbinsiure mit lod:

HOH-.,Cli HOH ,-‘.'I:
HO HOHG
O 0O 1 0O O
f ¢ 1, == S_f + 2K+ 2
HO OH O O
Ascorbinsiure
Verfahren:

1. Fiillen Sie eine Biirette mit genau 0.0500 mol/l Todlsung.

2. Nehmen Sie 10.0 ml von der unbekannten Losung, die in einem Erlenmeyerkolben von 100mL ist.
3. Fiigen Sie 5.0 mL 1% Stérkeldsung hinzu.

4. Titrieren Sie die Losung Tropfen fiir Tropfen bis eine stabile blaue Farbe erreicht ist.

5. Wiederholen Sie die ganze Prozedur dreimal.
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Ergebnisse:

Erste Titration

Zweite Titration

Dritte Titration

Menge der
lodlosung (mL) V'

Konzentration von
Iodlosung (mo/L)

0.0500

0.0500

0.0500

lod (mol)

Ascorbinsdure (mol)

Konzentration von
Ascorbinsdurelosung
(mol/L)

Durchschnittliche
Konzentration von

Ascorbinsdureldsung
(mol/L)

Berechnung von lod Mol: V #0.0500

Ascorbinsdure Mol sind dieselbe wie lod Mol.

1000

Berechnung die Konzentration von Ascorbinsdurelosung (Mol/L): Ascorbinsdure Mol*100
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