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Biotechnik - Gentechnik

Biotechnik: Anwendung wissenschatftlicher 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

,2upstream processing”: Fermentation, Biotransformation, Auswahl
Produktionsorganismus, ungerichtete Mutation.,..

,2downstream processing” Aufarbeitung zum Endprodukt



Biotechnologie: Fermentation und industrielle Fermentertechnologie
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Biotechnik - Gentechnik

Gentechnik: Produktion von Materialien, wobeil immer ein Schritt zur
gezielten Veranderung der DNA beinhaltet ist (Isolierung DNA =
Veranderung = Wiedereinbau)

* Punktuelle, gezielte Veranderung der DNA
 haufig auch Hinzufliigen von neuer DNA
« Kombination mit DNA aus anderen Organismen ,rekombinante DNA"

Limitation: Kompatibilitat der neuen DNA mit i 5%%

Isolierung und Charak- j

dem Org anlsmus terisierung der DNA

&K

et |
Beispiele: Pflanze mit Resistenzgen bakteriellen et Grganams j/
Ursprungs, humanisierte Antikorper,
. . Zelle mit neuen Syntheseleistungen
rekombinante Proteine [ /g

:
O

neues Produkt
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Grundlagen Gentechnik 1.

Umgang mit DNA:

gezielte Veranderung durch spezifische enzymatische
Behandlung



1. Fragmentierung von DNA mittels
Restriktionsendonucleasen

« Typ-1-Restriktionsendonuclease: neben Nuclease-Aktivitat auch
Methyltransferase-Aktivitat, Cofaktor SAM, schneiden immer in
einiger Entfernung von der eigentlichen Erkennungssequenz: —
kaum brauchbar

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

« Erkennungssequenz Palindromstlcke (gleich ob von hinten
oder vorne gelesen: Otto, Anna z.B. 5'-GAATC-3" >
Komplementéarstrang - CTTAG = 5-GAATC-3’

« Schneidetechnik: entweder symmetrisch oder unsymmetrisch

(— ungleich lange Enden oder 3"- und 5"-Ende ragen Ubereinander
hinaus ,sticky ends®)

« Typ-3-Restriktionsendonuclease: spalten im Abstand von 25 BP
von der Erkennungssequenz (selten verwendet)
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Abb.2.1.5 Komplementaritit von Nukleinsduren. Nukleo-
tide sind paarweise zueinander komplementar. Die komplementa-
ren Nukleotidpaare A/T (in DNA) bzw. A/U (in RNA) werden durch
zwei Wasserstoffbriicken zwischen den Basen stabilisiert. Dage-
gen bildet das komplementare Nukleotidpaar G/C drei Wasser-

stoffbriicken zwischen den Basen aus. Komplementare Nukle-
insaurestrange sind immer antiparallel zueinander angeordnet,
d.h. am Ende eines Nukleinsauredoppelstrangs befindet sich das
5-Ende des einen und das 3-Ende des komplementaren anderen
Nukleinsaurestrangs.



DNA .,geschnitten® durch Restriktionsenzym




2. Modifikation von DNA mittels Enzymen:
DNA-Methyltransferase

Cofaktor SAM

Methylierung an einer spezifischen Erkennungssequenz,

Anwendung: methylierte Sequenzen sind geschitzt gegen

Restriktionsenzyme; Target-Gene kdnnen beliebig an- und

abgeschaltet werden

CUNA v
GAATTC
CTTAAG

EcoR I-
Methyltransferase

Me

5
3

A -3
T -5'

SAM
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GAATTC SS— A —3'
CTTAAG N T -5’
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DNA-Ligase l EcoR | - Linker
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Hydrolyse mit EcoR |
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gezielte Ligation in
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Abb. 2.2.7 DNA-Methyltransferasen konnen Erkennungs-
sequenzen fiir Restriktionsendonukleasen maskieren. Die
Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease EcoR | wird
auch von einer spezifischen Methyltransferase (EcoR -Methyl-
transferase) erkannt, die mit Hilfe des Co-Faktors S-Adenosyl-Me-
thionin (SAM) jeweils ein A-Nukleotid auf beiden DNA-Strangen
zum meA methyliert. Eine derart methylierte Sequenz wird von
der Restriktionsendonuklease EcoR | nicht mehr erkannt.

Dies kann dann wichtig sein, wenn wir ein unbekanntes DNA-Frag-
ment — beispielsweise eine cDNA — an seinen Enden mit kurzen
DNA-Linkern versehen wollen, die eine EcoR | Erkennungsstelle
besitzen (EcoR I-Linker). Da wir nach der Ligation der EcoR |-Lin-
ker die DNA mit der Restriktionsendonuklease EcoR | hydrolysie-
ren mussen, um die typischen EcoR |-Enden zu erhalten, wiirden
wir ein Zerschneiden der DNA riskieren, wenn innerhalb der un-
bekannten Sequenz eine EcoR IErkennungsstelle vorhanden
ware. Um dieses Risiko zu vermeiden, methylieren wir die DNA
vor der Linker-Ligation mit der EcoR I-Methyltransferase.



3: Modifikation von DNA mittels Enzymen:
DNA-Polymerasen

= Polymerisieren matrizenabhangig neue DNA

= depolymerisieren in Umkehrung der Reaktion DNA

Monomere <> Polymere (Gleichgewicht verschiebbar)
Beispiele:
DNA-Polymerase | aus E.coli
5"—3"-DNA Polymerase
5"—>3"-DNA Exonuklease

3"—5"-DNA Exonuklease ,proof-reading“ Aktivitat: erfolgte der
Polymerisationsschritt in der richtigen Richting?

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

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?

U U

bei Anwesenheit von bei Abwesenheit von
Deoxynucleotidtriphosphaten dNTP

5'-C ——— G G TAC—-3'
3-CATGG e C 5
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D -
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Abb. 2.2.9 T4-DNA-Polymerase als Hilfsmittel fiir die
radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten. Durch Kom-
bination der Exonuklease- und Polymerase-Aktivitat der T4-DNA-
Polymerase lassen sich DNA-Fragmente an ihren Enden radioak-
tiv markieren. Hierzu inkubieren wir die DNA fiir eine kurze Zeit in
Abwesenheit von Desoxynukleotid-Triphosphaten mit der T4-DNA-
Polymerase. Unter diesen Bedingungen dominiert die 3' — 5*-
Exonuklease-Aktivitat, da dem Enzym ja die Desoxynukleotid-Sub-
strate fur die DNA-Synthese fehlen. Pipettieren wir Desoxynu-
kleotid-Triphosphate zu, iiberwiegt die Polymerase-Aktivitat, und
das Enzym synthetisiert die DNA, die sie zuvor hydrolysiert hatte.
Enthalt das Desoxynukleotid-Triphosphat-Gemisch ein radioaktiv-
markiertes Nukleotid, so wird dieses statistisch mit in die neu-
synthetisierten DNA-Strange (rot markiert) eingebaut und das
DNA-Fragment wird an seinen Enden radioaktiv markiert.



3: Modifikation von DNA mittels Enzymen:
Reverse-Transkriptase = RNA-abhangige DNA-Polymerase

Ex Retroviren (z.B. HIV)
Erkennt RNA als Matrize und schreibt um in DNA

z.B. Herstellung cDNA (copy-DNA): mRNA — kopierte mMRNA = cDNA (enthalt
alle in Protein translatierbare DNA-Sequenzen = genomische DNA mit
zusatzlichen Abschnitten mit nichtkodierenden Sequenzen (Introns) —
einklonieren in stabilen Vektor - cDNA-Bank

o gMANA ; . Da die Reverse-Transkriptase — wie fast alle DNA-
AAAAAA-3 - L S

Oliao(dT)-Prmer Polymerasen — ein doppelstrangiges Substrat bendtigt, um DNA-

TR \ Synthese zu initiieren, verwenden wir bei der klassischen cDNA-

Y Y A Synthese einen Oligio(dT)-Primer (gelb unterlegt), der an die

Desoxy- 3-TTTTTT-5 Poly(A)-Sequenz bindet, die nahezu alle mRNAs aus Eukaryonten

nukleotide \V Reverse-Transkriptase an ihren 3-Enden tragen. In Gegenwart von Desoxynukleotid-Tri-

5 AAAAAR-S phosphaten synthetisiert dann die Reverse-Transkriptase einen

3!

T TTTTTT-5' komplementaren cDNA-Strang (rot) zur RNA-Matrize (blau).



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

A

5'- P —iRees = (O H--3' 5'- P —EEEEssaemr-OH-3'
3|—HO_ P -5' 3'_HO_— P -5

ATP \lT4-DNA-Ligase

5- P I —OH-3
J-HO-m——— @ - =)



Beispiel Ligase / Restriktionsenzym
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Methyltransferase
« Ligase baut einen
spezifischen Linker ein i L e——_
(Linker: enthalt immer
Erkennungsstelle far DAL Bace { ﬂcom Linker
Restriktionsenzym) ;:z#,::g :;
s
« Restriktionsenzym schneidet l Hydrolyse mit £coR |
die typischen Enden \
:’:ﬁ‘#ﬂé:;

« Dadurch wird ein gerichtetes

gezielte Ligation in
EcoR |-geschnittenen

Klonen maoglich Vekior

EcoR |
Me

Me

“SEcoR |



Grundlagen Gentechnik 2:

Herstellung grosserer Menge DNA:
Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion PCR



PCR

Kary Mullis, 1985 Publikation, 1993 Nobelpreis

Exponentielle Amplifikation von DNA ausgehend von sehr wenigen
Einzelmolekutlen
Bendtigt werden:

— DNA-Matrize

— 2 PCR-Primer: synthetisch hergestellte Oligonucleotide (komplementar
zu bekannten DNA-Abschnitten)

— Thermostabile DNA-Polymerase (z.B. aus TAQ-DNA-Polymerase
Thermus aquaticus, aus Vulkansee bei 73°C, z.B. Yellowstone
Nationalpark

— MgCl, als Neutralisator der Abstossung Primer-Template DNA

— PCR-Puffer mit KCl zur TAQ-Stabilisierung und TRIS zur pH-
Einstellung



Auswahl Primer:

2 Stlck
Gensequenzdatenbank des gesuchten Proteins
zwischen Exon und Funktionssequenz

maoglichst ausgewogenes Verhaltnis AT und CG (CG ergibt
starkere Bindungen zum Primer als AT, da Dreifachbindung)

ca. 300 bp
keine Primerpaare, die zueinander kompleméantar sind



Schritt 1: 5 min, 95°C: alle doppelstrangige DNA wird zu Einzelstrangen denaturiert

Schritt 2: Primer: je ein Primer flr jeweils einen Strang der Doppelstrang-DNA,;
Assoziation bei ca. 50°C, 30 sec.

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




Schritt 4: 1 min, 95°C: alle doppelstrangige DNA wird zu Einzelstrdngen denaturiert;
2 Matrizenstrange + 2 “lange Stange”

Schritt 5: erneute DNA-Polymerisation, 2. Amplifikationsrunde; auch die “Langen
Strange” dienen zusatzlich als Matrize”

—
—
—
—
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Zu ampimzierenager UNA-Bereich
| |

Aufschmelzen der DNA (I) und
Anlagerung der Primer (lI)
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nach n Zyklen: exponentielle Vervielfaltigung von DNA — Abschnitten (2")

» Zahl der Ausgangsmatrize: unverandert
» “lange Strange™: X.nN

» Amplimere: X.2"—X-nx

Thermocycler




Ausbeute (x 1000)

Limitation und Effizienz: 60—

theoretische Ausbeute

je langer der zu amplifizierende Bereich umso itsachichoiaLet ale
schlechtere Effizienz; gut 1000-10000 bp

| T
0 5 10 15 20

Anzahl der Zykien

schlecht gewahlte Primer (z.B. Dimerisierung,
da komplemantar)

Sekundarstrukturen in DNA, z.B Loops durch
hohes G/C-Verhaltnis

Primer und Substrate werden verbraucht; max.
20-30 Cyclen

Enzyme lassen in der Aktivitat 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-abhéngige DNA-Polymerase) =
DNA/RNA-Hybrid

3. Zweiter Primer bindet an DNA-Ende = + Tag-Polymerase =
komplementaren DNA-Strang

4. = normale PCR

Anwendung: Bestimmung der mRNA Expression, auch quantitativ mittels
real-time-PCR



mRNA
N ___——— L .. L

Oligo(dT)—Primer\l
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Desoxy- 3-TTTTTT-5
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= ————— - _———_ LV,
3 e | T 1T 1T -5

RNA/DNA-Hybrid
Denaturierung des Hybrids und
Anlagerung des 1. Primers

e ——————————— — ——J V.V
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l DNA-Synthese

e —————————— - ———————— ..

DNA-Doppelstrang
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i =S e - S —— el
B e i ——— e ] -5'
Amplimer

Abb. 2.3.15 Reverse-PCR. Bei der Reversen-PCR ist die
Ausgangsmatrize eine mRNA. Diese mRNA uberschreiben wir
zunachst mit Hilfe der Reversen-Transkriptase — eine RNA-abhan-
gige-DNA-Polymerase — in eine cDNA-Kopie. Da alle eukaryonti-
schen mRNAs an ihrem Ende eine poly-A-Sequenz tragen, konnen
wir ein Oligo-dT-Fragment als universellen Primer fiir das Kopie-
ren von mRNA verwenden. Nach diesem ersten Schritt wird dann
zunachst mit Hilfe des 1. spezifischen Primers (blau) und der Tag-
Polymerase der komplementare DNA-Strang zur cDNA syntheti-
siert. Danach folgt eine normale PCR.



Einfihrung von Mutationen mittels PCR

Primer werden mit einer Mutation synthetisiert

Die Bindung an die Zielsequnez wird durch genltigend lange
Primersequenzen erreicht, auch durch Wahl der Na+-Konzentration, low-
temperature = Hybridisierung bei niedriger Stringenz

Initale Amplifikationen = alle synthetisierten DNA enthalten nun die Mutation =
Veranderung 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: haufig E. coli, auch Hefe, Pflanze,.... —
Trans@on }ektion

— Y\,

/

 Einbringung mittels Transfektion oder Infektion -

\\}5\
b4

——

l

Abb. 2.4.1 Transformation vs. Infektion. Wird DNA passiv
uber eine vorgeschadigte Membran in eine bakterielle Zelle auf-

aktiV, an biOIOQiSChem genommen, so bezeichnen wir das als Transformation. Die aktive

Aufnahme von Fremd-DNA mit Hilfe von Phagen bezeichnen wir
Wege (Phage) hingegen als Infektion.

passiv, nur
physikalisch



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 mikroprazipitiert, auch Membranschaden 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, h6here Effizienz)



Vektoren fur E. coli Transformation

Definition Vektor: Einschleusungshilfe zur stabilen Ubertragung
von Fremd-DNA in eine Empfangerzelle

Plasmidvektoren (fur kleine DNA-Telle, leicht herstellbar,
Selektion der Transformaten einfach Uber Resistenzgene)

Phagenvektoren (flir grosse DNA-Fragmente, hohe
Transformationsraten)

Cosmidvektoren (Hybride aus Plasmid-/Phagenvektor)



Insert

l Restriktion ngatmn

Vektor mit
Insert



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

Vektoren fur E. coli Transformation

Plasmidvektoren persistieren neben der genomischen DNA in der Zelle
und werden unabhangig von der genomischen DNA weitergegeben

Dies wird durch eine spezielle Gensequenz bewirkt: "origin of replication
ori" = Ausgangspunkt fir eine DNA-Polymerase aus E.coli =
Vermehrung

Selektionsmarker, die der transformierten Zelle eindeutig identifizierbare
Eigenschaften zuweist, die die nicht-transformierte Zelle nicht hat =
|dentifikation (z.B. Antibiotikaresistenz, p-Lactamase-Gen: transformierte
Zelle wachst auf Ampicillin-Agar (dito Tetracyclin, Cloramphenicol etc. )

Multiple cloning site MCS: nimmt die zu klonierenden DNA-Bereiche auf;
enthéalt viele Erkennungssequenzen fur verschiedene Restriktions-
enzyme = Einbau Fremdgene

Indikator-Gen zur ldentifizierung, ob rekombinante Fremdgene
erfolgreich in die MCS integriert wurden: meist B-Glalactosidase-Gen =
Rekombinations-Kontrollgen = Reportergen



Beispiel 1
Klonierungsplasmid pBR 322

EcoR | Hind 111

Abb. 2.4.3 Das Klonierungsplasmid pBR 322. Dieses
Plasmid enthalt zwei Resistenzgene. Das eine Gen codiert fiir
eine Tetracyclin-Resistenz (TET-Resistenz, griin), das andere fiir
eine Ampicillin-Resistenz (B-Lactamase, gelb). Wie fast alle gangi-
PBR 322 gen Vektoren enthéalt auch pBR 322 einen colE1-Replikationsur-
(4.4 kBp) sprung (colE1-ori, rot), den die DNA-Polymerase aus E. coli er-
kennt und damit das Plasmid autonom, d.h. unabhangig vom
bakteriellen Genom, replizieren kann. Der colE1l-ori stammt von
einem nattirlichen Plasmid, das den Bakterien eine Resistenz ge-
gen Colicine verleiht. Colicine sind Colispezifische Bakteriocine.
Dies sind bakterizide Proteine, die im Darmtrakt fiir den 2Entero-
bakterien-Antagonismus“ verantwortlich sind. Sie dienen als Kri-
terium fiir die Coli- und Enterobakterien-Typisierung.

Nde Pvull

B colE1-ori (Replikationsursprung)

B-Lactamase

TET-Resistenz

2 Resistenzgene: Tetracyclin-Resistenz TET, 3-Lactamase

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



Beispiel 2:
pUC19 Klonierungsplasmid

Abb. 2.4.4 Das Klonierungsplasmid pUC 19. pUC 19 ent-
halt den codierenden Bereich fiir das o-Komplement der B-Galac-
tosidase als Reporter-Gen (blau). Die Transkription dieses Gens
wird durch den regulierbaren lac-Promotor/Operator kontrolliert
(siche Kapitel 3.1). Im vorderen Bereich des B-Galactosidase-
Gens befindet sich eine multiple Klonierungsstelle (MCS, orange).
Diese enthalt eine Vielzahl von Erkennungssequenzen fiir unter-
schiedliche Restriktionsendonukleasen, die das Plasmid jeweils
nur einmal schneiden. Fligen wir in die MCS ein DNA-Fragment
ein, so zerstoren wir dadurch das B-Galactosidase-Gen. Dies ist
die Basis fiir das spezifische Reporter-System, das in Abb. 2.4.7
erklart ist.

pUC 19
(2,7 kBp)

Transkriptionsstart
,—b

lac-Promotor/Operator

B  colE1-ori (Replikationsursprung)
B-Lactamase

- B-Galactosidase

1 Replikationsursprung
1 Resistenz- Gen

1 Reporter-Gen

1 MCS



B-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



rekombinanter

pUC 19
(>> 2,7 kBp)

pUC 19
(2,7 kBp)

MCS

Transformation in E. coli
und Selektion auf X-Gal-haltigen

Agarplatten
Transkription und Translation Transkription des B-Galactosidase-Gens,
des B-Galactosidase-Gens Leseraster des Gens durch Fragment zerstort
B-Galactosidase B- ase



fBr

CH,OH l
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O
H ?fjsr
OH N
H
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B3-D-
galactopyranosid (X-Gal)

Abb. 2.4.7 Blau/weiB-Selektion durch das B-Galactosi-
dase-Reporter-Gen. Zellen, in denen ein ganz bestimmter Teil-
bereich ihres B-Galactosidase-Gens deletiert ist, konnen keine B-
Galactosidase synthetisieren. Diesen Defekt konnen wir durch
Plasmide wie pUC 19 oder pGEM korrigieren (komplementieren),
da auf diesen Plasmiden der fehlende Genbereich zusammen mit
der Transkriptions-Kontrollregion (blauer Bereich auf dem pUC
19-Plasmid) vorhanden ist. Solche komplementierten Zellen kén-
nen wir leicht dadurch identifizieren, daB wir dem Medium den In-
dikator X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-8-D-galactopyranosid)
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zusetzen. Dieses farblose Substrat der B-Galactosidase wird von
dem Enzym an der glycosidischen Bindung hydrolysiert und dann
an der Luft zu einem blauen Indigofarbstoff oxidiert. Die Kulturen
farben sich also blau.

Enthalt die MCS in den Klonierungsvektoren ein Fremd-DNA-Frag-
ment, so wird dadurch das Gen fiir das B-Galactosidase-Teilpro-
tein zerstort. Zellen, die ein derartiges rekombinantes Plasmid
aufgenommen haben, konnen keine funktionsfahige B-Galactosi-
dase synthetisieren und bleiben daher auch in Gegenwart des In-
dikators farblos.



Multifunktionalere Plasmidvektoren:
Einbau von Promotoren fur RNA-Polymerase

Einbau von Promotoren fur 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 ftr
Gensonden

Warum beidseitig Promotoren?

Der eine Promotor bedient den "oberen" Strang, der andere den
"unteren”



Beispiel 3 Klonierungsplasmid
PGEM gemini vector

pGEM
(“gemini vector")
(3,0 kBp)

Transkriptionsstart

colE1-ori (Replikationsursprung)
B-Lactamase
Phagen-Replikationsursprung

B-Galactosidase

Abb. 2.4.5 Das Klonierungsplasmid pGEM. Zusatzlich zu
den Funktionskomponenten des Plasmids pUC 19 (siehe
Abb. 2.4.4) enthalt der Klonierungsvektor pGEM einen Replikati-
onsursprung fiir filamentése Phagen (Phagen-Replikationsur-
sprung, hellblau). Die Bedeutung dieses DNA-Elementes ist in
Abb. 2.4.9 erlautert. Das bereits aus pUC 19 bekannte B-Galac-
tosidase-Reporter-Gen ist in pGEM von zwei Phagen-spezifischen
Promotoren flankiert. Der eine Promotor (hellorange) wird von
der RNA-Polymerase des Phagen-T7 erkannt. Den anderen Pro-
motor (anthrazit) erkennt die RNA-Polymerase des Phagen-SP6
(siche Abb. 2.4.8). Damit bietet dieses Plasmid die Moglichkeit,
in vitro eine RNA-Kopie von der in die MCS inserierten Fremd-DNA
zu synthetisieren. Verwenden wir die RNA-Polymerase des T7-
Phagen, verlauft die Transkription von links nach rechts, und es
wird eine RNA synthetisiert, die der Sequenz des oberen DNA-
Stranges entspricht. Setzen wir hingegen die RNA-Polymerase
des SP6-Phagen ein, verlauft die Transkription von rechts nach
links, und die synthetisierte RNA entspricht in ihrer Sequenz dem
unteren DNA-Strang.



Klonierungsvektoren:
Anzahl pro Zelle

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

Bei sehr grossen DNA-Stlcken sollten aber weniger Kopien pro
Zelle verwendet werden (low-copy-Vektoren), da Zelle sonst mit
DNA Uberfrachtet = schlechtes Zellwachstum

Low-copy Vektoren auch notwendig, wenn fir die Zelle
unvertragliche oder toxische Proteine gebildet werden



