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Biotechnik - Gentechnik 

• Biotechnik: Anwendung wissenschaftlicher und verfahrenstechnischer 
Methoden zur Produktion biologischer Materialien unter Ausnutzung der 
vorhandenen biologischen Syntheseausstattung (z. B. Enzyme). Keine 
Manipulation am Genom

• Beispiel: Bierbrauen, Wein, Yoghurt (Lactobacillus), Antibiotika, 
Steroide, in vitro Fertilisation, Organtransplantation, Schaf Dolly

• „upstream processing“: Fermentation, Biotransformation, Auswahl 
Produktionsorganismus, ungerichtete Mutation.,..

• „downstream processing“ Aufarbeitung zum Endprodukt



Biotechnologie: Fermentation und industrielle Fermentertechnologie



Biotechnik - Gentechnik

Gentechnik: Produktion von Materialien, wobei immer ein Schritt zur 

gezielten Veränderung der DNA beinhaltet ist (Isolierung DNA 

Veränderung Wiedereinbau)

• Punktuelle, gezielte Veränderung der DNA

• häufig auch Hinzufügen von neuer DNA

• Kombination mit DNA aus anderen Organismen „rekombinante DNA“

Limitation: Kompatibilität der neuen DNA mit

dem Organismus

Beispiele: Pflanze mit Resistenzgen bakteriellen 

Ursprungs, humanisierte Antikörper, 

rekombinante Proteine



Isolierung des 

gewünschten

Gens

Definition des 

gewünschten Proteins

Gen

Herstellung

Gen-Übertragungs-

Vektor

Einschleusung Gen 

in Produktions-

organismus PO

(Transformation)

PO exprimiert

Fremdprotein

Vermerhrung

PO

Isolierung 

Protein, Reinigung
Formulierung

BIOTECHNIK

GENTECHNIK





Grundlagen Gentechnik 1:

Umgang mit DNA: 

gezielte Veränderung durch spezifische enzymatische 

Behandlung



1: Fragmentierung von DNA mittels 

Restriktionsendonucleasen

• Typ-1-Restriktionsendonuclease: neben Nuclease-Aktivität auch 
Methyltransferase-Aktivität; Cofaktor SAM, schneiden immer in 
einiger Entfernung von der eigentlichen Erkennungssequenz: 
kaum brauchbar

• Typ-2-Restriktionsendonuclease: Cofaktor Mg; Spaltung direkt 
an Erkennungssequenz

• Erkennungssequenz Palindromstücke (gleich ob von hinten 
oder vorne gelesen: Otto, Anna z.B. 5´-GAATC-3´
Komplementärstrang CTTAG = 5´-GAATC-3´

• Schneidetechnik: entweder symmetrisch oder unsymmetrisch 

( ungleich lange Enden oder 3´- und 5´-Ende ragen übereinander 
hinaus „sticky ends“)

• Typ-3-Restriktionsendonuclease: spalten im Abstand von 25 BP 
von der Erkennungssequenz (selten verwendet)



Paarung:

A/T

G/C





2: Modifikation von DNA mittels Enzymen:

DNA-Methyltransferase

• Methylierung an einer spezifischen Erkennungssequenz, 
Cofaktor SAM

• Anwendung: methylierte Sequenzen sind geschützt gegen 
Restriktionsenzyme; Target-Gene können beliebig an- und 
abgeschaltet werden



3: Modifikation von DNA mittels Enzymen:

DNA-Polymerasen

Polymerisieren matrizenabhängig neue DNA

depolymerisieren in Umkehrung der Reaktion DNA

Monomere  Polymere (Gleichgewicht verschiebbar)

Beispiele:

DNA-Polymerase I aus E.coli

5´ 3´-DNA Polymerase 

5´ 3´-DNA Exonuklease

3´ 5´-DNA Exonuklease „proof-reading“ Aktivität: erfolgte der 

Polymerisationsschritt in der richtigen Richtúng?

Klenow-Fragment der DNA-Polymerase aus E.coli I: Peptidischer Verdau mit reduzierter 

Aktivität

5´ 3´-DNA Polymerase

3´ 5´-DNA Exonuklease 

DNA-Polymerase aus T4-Phage: dito



3: Modifikation von DNA mittels Enzymen:

DNA-Polymerasen

Wann Polymerase und wann Exonuklease?

bei Anwesenheit von bei Abwesenheit von

Deoxynucleotidtriphosphaten dNTP



3: Modifikation von DNA mittels Enzymen:

Reverse-Transkriptase = RNA-abhängige DNA-Polymerase

Ex Retroviren (z.B. HIV)

Erkennt RNA als Matrize und schreibt um in DNA

z.B. Herstellung cDNA (copy-DNA): mRNA kopierte mRNA = cDNA (enthält 

alle in Protein translatierbare DNA-Sequenzen genomische DNA mit 

zusätzlichen Abschnitten mit nichtkodierenden Sequenzen (Introns) 

einklonieren in stabilen Vektor cDNA-Bank



4: Modifikation von DNA mittels Enzymen:

DNA-Ligase

• Zur Verbindung verschiedener DNA-Fragmente

• z.B. T4-DNA-Ligase: kuppelt 3´-OH mit der 5´-PO4-Gruppe eines anderen 

Fragmentes 



Beispiel Ligase / Restriktionsenzym

• Ligase baut einen 

spezifischen Linker ein 

(Linker: enthält immer 

Erkennungsstelle für 

Restriktionsenzym)

• Restriktionsenzym schneidet 

die typischen Enden

• Dadurch wird ein gerichtetes 

Klonen möglich



Grundlagen Gentechnik 2:

Herstellung grösserer Menge DNA:

Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion PCR



PCR

• Kary Mullis, 1985 Publikation, 1993 Nobelpreis

• Exponentielle Amplifikation von DNA ausgehend von sehr wenigen 

Einzelmolekülen

• Benötigt werden:

– DNA-Matrize

– 2 PCR-Primer: synthetisch hergestellte Oligonucleotide (komplementär 

zu bekannten DNA-Abschnitten)

– Thermostabile DNA-Polymerase (z.B. aus TAQ-DNA-Polymerase 

Thermus aquaticus, aus Vulkansee bei 73°C, z.B. Yellowstone 

Nationalpark

– MgCl2 als Neutralisator der Abstossung Primer-Template DNA 

– PCR-Puffer mit KCl zur TAQ-Stabilisierung und TRIS zur pH-

Einstellung



• Auswahl Primer:

– 2 Stück

– Gensequenzdatenbank des gesuchten Proteins

– zwischen Exon und Funktionssequenz

– möglichst ausgewogenes Verhältnis AT und CG (CG ergibt 

stärkere Bindungen zum Primer als AT, da Dreifachbindung)

– ca. 300 bp

– keine Primerpaare, die zueinander komplemäntär sind



Schritt 2: Primer: je ein Primer für jeweils einen Strang der Doppelstrang-DNA; 

Assoziation bei ca. 50°C, 30 sec.

Schritt 1: 5 min, 95°C: alle doppelsträngige DNA wird zu Einzelsträngen denaturiert

Schritt 3: 72°C, 1-2 min: optimale Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase 

DNA-Amplifikation 



Schritt 5: erneute DNA-Polymerisation, 2. Amplifikationsrunde; auch die “Langen 

Stränge” dienen zusätzlich als Matrize”

Schritt 4: 1 min, 95°C: alle doppelsträngige DNA wird zu Einzelsträngen denaturiert;

2 Matrizenstränge + 2 “lange Stänge”   



Denaturierung DNA 

zur Strangtrennung 

(94°C, 5 min)

Denaturierung 

DNA-Stränge 

(94°C, 30 sec)

Synthese 

neuer DNA-

Stränge (65-

75°C, 2-3 min)

Binden der Primer an 

den 

Komplementärstrang 

(30-65°C, 30 sec)

Temperaturführung PCR





nach n Zyklen: exponentielle Vervielfältigung von DNA – Abschnitten (2n)

 Zahl der Ausgangsmatrize: unverändert

 “lange Stränge”: x . n

 Amplimere: x . 2n – x - nx

Thermocycler



Limitation und Effizienz:

je länger der zu amplifizierende Bereich umso 

schlechtere Effizienz; gut 1000-10000 bp

schlecht gewählte Primer (z.B. Dimerisierung, 

da komplemäntär)

Sekundärstrukturen in DNA, z.B Loops durch 

hohes G/C-Verhältnis

Primer und Substrate werden verbraucht; max. 

20-30 Cyclen

Enzyme lassen in der Aktivität nach, da 

Temperturschwankungen



Reverse-PCR (RT-PCR)

Amplifikation von RNA

RNA Umschreibung in DNA PCR

1. Isolierte RNA Anlagerung Primer (z.B. auch Oligo-dT, der am Poly-A-

Schwanz bindet) 

2. Reverse Transkriptase (RNA-abhängige DNA-Polymerase) 

DNA/RNA-Hybrid

3. Zweiter Primer bindet an DNA-Ende + Taq-Polymerase 

komplementären DNA-Strang

4. normale PCR 

Anwendung: Bestimmung der mRNA Expression, auch quantitativ mittels 

real-time-PCR





Einführung von Mutationen mittels PCR

Primer werden mit einer Mutation synthetisiert

Die Bindung an die Zielsequnez wird durch genügend lange 

Primersequenzen erreicht, auch durch Wahl der Na+-Konzentration, low-

temperature Hybridisierung bei niedriger Stringenz

Initale Amplifikationen alle synthetisierten DNA enthalten nun die Mutation 

Veränderung der Bedingungen (hohe Na, hohe Temp) Hybridisation bei 

hoher Stringenz  



Grundlagen Gentechnik 3:

Klonierung



Klonierung

• Eine beliebige DNA Sequenz wird in einen Vektor (z.B. Plasmid) 

eingebracht. Eine Wirtszelle wird nachfolgend mit dem Konstrukt aus 

Vektor+Gen  transformiert. Ziel einer Klonierung ist die entsprechenden 

DNA-Sequenz zu vermehren oder das entsprechende Protein rekombinant 

zu exprimieren.   

• Vektor = Transportvehikel

• Wirtszelle: häufig E. coli, auch Hefe, Pflanze,....

• Einbringung mittels Transfektion oder Infektion

passiv, nur 

physikalisch
aktiv, auf biologischem 

Wege (Phage)



Transformationssysteme:

Einschleusung von in vitro kombinierter DNA auf passivem Wege in 

die Zelle

• Agrobacterium tumefaciens

• Genkanone

• Elektroporation

• Mikroinjektion



Transformation

Coinkubation Zelle + Ca + Fremd-DNA, 30 min, 0°C  (DNA wird als Polyanion 
durch Ca auf der membran mikropräzipitiert, auch Membranschäden durch 
Ca+2)

4 min, 37°C dann 10 min 25°C DNA wird aufgenommen (Mechanismus 
unklar)

Regeneration 50 min, 37°C

Ansatz auf Agar, Selektion

Alternativ: Elektroporation (Transformation im elektrischen Feld, höhere Effizienz)



Vektoren für E. coli Transformation

• Definition Vektor: Einschleusungshilfe zur stabilen Übertragung 

von Fremd-DNA in eine Empfängerzelle

• Plasmidvektoren (für kleine DNA-Teile, leicht herstellbar, 

Selektion der Transformaten einfach über Resistenzgene)

• Phagenvektoren (für grosse DNA-Fragmente, hohe 

Transformationsraten)

• Cosmidvektoren (Hybride aus Plasmid-/Phagenvektor)



http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Klonierung2.png


Vektoren für E. coli Transformation

• Plasmidvektoren persistieren neben der genomischen DNA in der Zelle 

und werden unabhängig von der genomischen DNA weitergegeben

• Dies wird durch eine spezielle Gensequenz bewirkt: "origin of replication 

ori" = Ausgangspunkt für eine DNA-Polymerase aus E.coli 

Vermehrung

• Selektionsmarker, die der transformierten Zelle eindeutig identifizierbare 

Eigenschaften zuweist, die die nicht-transformierte Zelle nicht hat 

Identifikation (z.B. Antibiotikaresistenz, -Lactamase-Gen: transformierte 

Zelle wächst auf Ampicillin-Agar (dito Tetracyclin, Cloramphenicol etc. )

• Multiple cloning site MCS: nimmt die zu klonierenden DNA-Bereiche auf; 

enthält viele Erkennungssequenzen für verschiedene Restriktions-

enzyme Einbau Fremdgene

• Indikator-Gen zur Identifizierung, ob rekombinante Fremdgene 

erfolgreich in die MCS integriert wurden: meist -Glalactosidase-Gen 

Rekombinations-Kontrollgen = Reportergen



Beispiel 1 

Klonierungsplasmid pBR 322

2 Resistenzgene: Tetracyclin-Resistenz TET, -Lactamase

1 ori-Gen: Replikationsgen colE1-ori (natürliches Gen aus E.coli isoliert)



Beispiel 2:

pUC19 Klonierungsplasmid

1 Replikationsursprung

1 Resistenz- Gen

1 Reporter-Gen

1 MCS



-Galactosidase-Gen (lacZ) als Reportergen

• lacZ liegt innerhalb MCS

• Transkriptionskontrolle durch lac-Promotor/Operator

• Aktives lacZ Spaltung Chromophor-Gal in Gal und 5-Brom-4-

3-OH-chloroindol Oxidation zu dimerem Farbstoff (blau)

• Werden Fremdgene erfolgreich in MCS integriert, kann lacZ 

nicht mehr aktiviert werden

nicht-rekombinante Zellen: blau

rekombinante Zellen: farblos







Multifunktionalere Plasmidvektoren:

Einbau von Promotoren für RNA-Polymerase

• Einbau von Promotoren für RNA-Polymerase an den Endseiten 

der MCS: 

• Z.B. RNA-Polymerase-Promotor aus T7-Phage auf der einen 

Seite und aus SP6-Phage auf der anderen Seite

• Sinn: in vitro kann die MCS-DNA-Sequenz durch Zugabe der 

entsprechenden RNA-Polymerase in RNA umgeschrieben 

werden bei Zugabe von radioaktiv markierter Nucleotiden 

(P32-markiert) Herstellung markierter RNA ideal für 

Gensonden

• Warum beidseitig Promotoren?

• Der eine Promotor bedient den "oberen" Strang, der andere den 

"unteren"



Beispiel 3 Klonierungsplasmid

pGEM gemini vector



Klonierungsvektoren:

Anzahl pro Zelle

• Normal: ca. 50 Kopien pro Zelle aus wenigen Zellen gute 

Ausbeute 

• Bei sehr grossen DNA-Stücken sollten aber weniger Kopien pro 

Zelle verwendet werden (low-copy-Vektoren), da Zelle sonst mit 

DNA überfrachtet schlechtes Zellwachstum

• Low-copy Vektoren auch notwendig, wenn für die Zelle 

unverträgliche oder toxische Proteine gebildet werden 


