Gentechnik
	Unter Gentechnik versteht man die gezielte Übertragung

von Genen in das Genom einer Zelle oder eins Organismus.


· Die Werkzeuge der Gentechnik
· Restriktionsenzyme (Schneideenzyme), die die DNA an festgelegten Stellen aufspalten und in Spaltstücke zerlegen.

· Ligasen (Verknüpfungsenzyme), di die fremde DNA an den „klebrigen Enden“ der Wirts-DNA einbauen.

· Vektoren, das sind Transportenzyme, die die fremde DNA in die Zelle einschleusen

· Verlauf einer Übertragung

1. Die DNA wird aus dem Spendeorganismus isoliert.
2. Die DNA wird mit Hilfe von Enzymen in Fragmente zerlegt.
3. Zur Übertragung der Spender-DNA wird ein Vektor. Die Vektor-DNA wird mit Hilfe desselben Enzyms aufgeschnitten, sodass die Spender-DNA anlagern kann.
4. Durch das Enzym DNA-Ligase werden beide DNA-Moleküle miteinander verbunden.
5. Die neu zusammengefügte („rekombinante“) DNA wird in die Zelle eines Empfängerorganismus eingebracht.
6. Zellen, die die rekombinante DNA aufgenommen haben, müssen erst selektiert und dann erst vermehrt werden.
[image: image1.jpg]DNA aus Spenderorganismus

7(’ X X

Schnittstelle

I IR
4w YA
Schmttstellen
Zerschneiden durch ein Enzym

o
D800 P HUR TR an """ (1o P9 10 Autschneiden

durch ein Enzym

Aneinanderlagerung

Zelle mit
Verbinden durch rekombinanter DNA
erbinden durc
DNA-Ligase Chromosom
Einbringen in den
Empfanger- Plasmid mit
organismus Fremd-DNA
Selektion und
Vermehrung

Tochterzellen





(1) Das Schneiden von DNA
· Allgemeines über Restriktionsenzyme
· Die Benennung der verschiedenen Restriktionsenzyme richtet sich vor allem nach den Bakterien, aus denen sie isoliert wurden
· Restriktionsenzyme sind wirkungs- und substratspezifisch

· Jedes Restriktionsenzym spaltet die DNA an einer bestimmten Schnittstelle, die sie an der DNA-Sequenz erkennt = Erkennungssequenz
· Die Basensequenz liegt immer als Palindrom vor
· Restriktionsenzyme spalten das Zucker-Phosphat-Rückrad der DNA-Stränge.
· Dabei schneiden sie zwischen den gleichen Nucleotiden. 
· Es bleiben nach dem Schneiden einsträngige Enden stehen. Da diese Einzelstrang-Enden zueinander komplementär sind und sich wegen der Basenpaarung wieder zusammenfinden können, werden sie als „klebrige Enden“ bezeichnet.
· Da jede DNA, die mit demselben Enzym geschnitten wurde, die gleichen klebrigen Enden aufweist, lassen sich DNA-Bruchstücke verschiedener Organismen miteinander verknüpfen, wenn sie mit DNA-Ligase miteinander verknüpft werden.
(2) Das Übertragen der DNA
· Allgemeines über Vektoren 
· Für die Übertragung von DNA braucht man Vektoren
· Vektoren sind DNA-Moleküle folgende Eigenschaften haben müssen:
1. Sie müssen replizierbar sein. Das heißt sie müssen eine Sequenz aufweisen, die als Replikationsursprung dient

2. Die Vektor-DNA muss Markergene enthalten, also zumindest für ein erkennbares Merkmal codieren, sodass sich leicht überprüfen lässt, ob die Übertragung erfolgreich war
· Allgemeines über Plasmide

· In gentechnischen Verfahren werden häufig konstruierte Plasmide verwendet: sind aus mehreren natürlichen Plasmiden zusammengebaut.
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(3) Selektion transgener Zellen
Ob sich die DNA tatsächlich an die klebrigen Enden angelagert hat, ist nicht sicher.
· Diejenigen Zellen, die das gewünschte Gen aufgenommen haben, müssen herausgesucht werden

· Selektion am Beispiel des pBR322
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	· Transformation

· Bei der Übertragung von DNA auf Plasmide entstehen im Reagenzglas DNA-Ringe mit und ohne Fremd-DNA, die sich zunächst nicht unterscheiden lassen

· Selektion

1. Die Zellen, die überhaupt ein Plasmid aufgenommen haben, werden selektiert

2. Die Zellen, die Fremd-DNA enthalten müssen gefunden werden
· Man kultiviert Bakterien auf einem Närhboden, der das Antibiotikum Tetracyclin enthält. Dabei sterben alle Zellen, die kein Plasmid aufgenommen haben, weil sie nicht resistent sind
· Man überträgt die überlebten Zellen mit einem Samtstempel auf einen zweiten Nährboden
· Auf diesem Nährboden befindet sich das Antibiotikum Ampicillin. Hier wachsen nur die Bakterien, die zwar ein Plasmid aber keine Fremd-DNA haben
· Durch Vergleich kann man die Kolonien, die von transformierten Bakterien stammen, identifizieren




