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Einblick in die Gentechnik

Christoph HALLER
ZUSAMMENTFASSUNG

Seit ibrer Begriindung in den friihen 70er Jabren erlebte die Gentechnik eine stiirmische
Entwicklung undgewinnt in vielen Bereichen der Wissenschaft und Wirtschaft zunebmend
an Bedeutung. Die Voraussetzung fiir einen Einblick in die Gentechnik bildet die
grundlegende Kenntnis des zentralen Begriffsin der Genetik — der genetischen Information
(DNA). Das Wissen um die Struktur und die Funktion der DNA sowie der prinzipiellen
Mechanismen in der Genetik ermiglicht die Anwendung dieser Prinzipien in der
wichtigsten Methode der Gentechnik ~ der DNA-Klonierung. Diese Arbeitstechnik
begriindete neue weitreichende Fortschritte in der biologischen Grundlagenforschung,
wobingegen die Anwendung in der Biotechnologie noch in ihren Anfingen steckt. Nur die
Ideen der Wissenschaftler lassen erabnen, wie beinabe grenzenlos die Miglichkeiten der
Gentechnik sind; aber gerade diese Grenzenlosigheit wirft fiir uns heute grofse, vor allem
ethische Probleme auf.

Stichworter: DNA, Genexpression, Genregulation, Geniibertragung, DNA-Klonierung,
Anwendung der Gentechnik in der Medizin

ABSTRACT

Sincethe beginning of Gene Engineeringintheearly 1970sithasgonethrough aratber stormy
development and bas gained great importance in many fields of science and business. The
prerequisite for an insight into Gene Engineering is the basic understanding of its central
functional idea - Genetic Information (DNA). The knowledge of the structure and the
Junction of DNA as well as the principal mechanisms of Gene Engineering makes the use
of theseprincipalspossible in themostimportant method of genetechnology DNA-Cloning.
This kloning technique cansed new wide reaching progress in fundamental biological
research although its use an Bio-technology is still in the process of development. The many
ideas of the scientists alone let us imagin the almost boundless possibilities that Gene
Engineeringpresents. It isexactly this boundlessnes which brings up so many great problems
Jor us today; especially those of ethical nature.

keywords: DNA, gene expression, gene regulation, gene transfer, DNA-kloning, use of
gene engineering in medicin
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11E Organismen haben Eigenschaften, die

von Generation zu Generation weiterge-
geben werden: Jede Sonnenblume zum Beispiel
hat den fiir ihre A rt charakteristischen Bliitenstand
aus vielen Einzelbliiten, eine relativ hohe Wachs-
tumsgeschwindigkeit des Sprosses, eine bestimm-
te Anordnungund Form der Blitter, die Fahigkeit
zur Photosynthese und viele Eigenschaften in der
Strukturund Funktion der Zelle, die nicht nur fiir
Sonnenblumen, sondern fiir alle griinen Pflanzen
oder alle héheren Organismen charakteristisch
sind.

Zur Ausbildungall dieser vererbten Eigenschaf-
ten werden, von einer Generation zur nichsten,
Informationen weitergegeben, die in einer einzi-
gen Ei- oder Spermienzellelokalisiert sein miissen.
Wie diese Informationen beschaffen sind, wie sie
vervielfiltigt und weitergegeben werden und wie
sie Eigenschaften bestimmen, wird von einem
Teilgebiet der Biologie, der Genetik, analysiert
und ein zentraler Begriff in der Genetik ist daher
der der genetischen Information.

Das Verstindnis der Mechanismen in der Gene-
tik bildet die Voraussetzung fiir das Begreifen der
Prinzipien der Gentechnik, Daher sind die beiden
ersten Kapitel iiberblicksmiflig einer Einfiihrung
in die Genetik gewidmet, wobei sich diese auf
eine kurze Erklirung der wichtigsten Begriffeund
Konzepte beschriinkt.

1. Der Begriff der genetischen Information, deren
stoffliche Grundlage in den Nukleinsiuren so-
wie deren Konformation in der Zelle.

2. Die Voraussetzung fiir die Umsetzung dieser

genetischen Information in charakteristische
Merkmale fiir die Zelle sowie die Umsetzung
oder Genexpression selbst. Stichworte: Repli-
kation, Transkription, Translation, Genregu-
lation...
Die weiteren Kapitel beschiftigen sich dann mit
dem noch jungen Arbeitsgebiet der Gentech-
nik, in das im Rahmen dieses Artikels ein Ein-
blick gegeben werden soll.

3. Die theoretischen Vorbedingungen der Gen-
oder DNA-Rekombinationstechnik und die Be-

sprechung einer wichtigen Arbeitsmethode die-
ser Technik, die DNA-Klonierung.

4. Derzeitige Anwendungsgebiete der Gentech-
nik in Forschungund Biotechnologie mit einem

kurzen Ausblick in die Zukunft.

Weiters befindet sich im Anhang ein Glossar der
wichtigsten Begriffe in alphabetischer Reihenfolge.

1. Die genetische Information

Ein wichtigerSchritt hin zur Entdeckung der che-
mischen Grundlage des Trigers der genetischen In-
formation waren Beobachtungen von F. Griz-
FITH im Jahre 1928, die er an pathogenen und
nicht-pathogenen Stimmen des Bakteriums Di-
plococcus pneumoniae, dem Erreger der Lun-
genentziindung, gemacht hatte.

Die beiden Stimme unterscheiden sich dar-
in, daf} die Zellen des pathogenen Stammes eine
schiitzende Polysaccharidkapsel besitzen und da-
durch vor dem Abbau durch kérpereigene En-
zyme des Wirtes geschiitzt sind. Daher sind sie
im Gegensatz zum nicht-pathogenen Stamm,
dem dieser Schutz fehlt, infektids und verursa-
chen bei Injektion in Miusen den Tod durch
Blutvergiftung.

Wenn man nun pathogene Baktetien durchKo- -
chen abtétetund sie gemeinsam mitlebenden Bak-
terien des harmlosen, nicht-pathogenen Stammes
in Miuse injiziert, dann sterben einige der Tierean
Blutvergiftung, obwohl keine der beiden Kom-
ponenten allein bei Miusen zum Tod fithren kann.
Aus dem Blut der toten Tiere kann man dann
Bakterien mit den Eigenschaften des pathogenen
Stammes isolieren.

Es mufiten also, so schlofl GrirrrrH, die leben-
den Bakterien des harmlosen Stammes Molekiile
der abgettteten pathogene Bakterien aufgenom-
men haben, die gleichzeitig die genetische Infor-
mation zur Ausbildung der schiitzenden Polysac-
charidhiille beinhalteten. Der Vorgang der Uber-
tragung von genetischer Information wird heute
allgemein als Transformation bezeichnet,

Seite 260

Band H/Nr. 4



C.Hauer Einblick in die Gentechnik

Imago Hominia

HO H IT'
P 0 c—c
/ - / O\H
o N c— C——NH2
. S
HO/ H |
b 8
% # Zucker Organische Base
Phosphosdurerest (Desoxyribose) (Cytosin)

Abb.1: Chemische Struktur eines Nukleotids

Erst im Jahr 1944 gelang es O. T, Avery etal.
dieses Phinomen durch systematische Versu-
che mit verschiedenen isolierten Zellbe-
standteilen zu kliren und die Desoxyribonu-
kleinsiure (internationale Abkiirzung DNA
tiir Desoxyribonucleidacid) als Ubertrigermo-
lekiile im  Transformationsversuch zu
identifizieren,

Dieses und viele andere Ergebnisse verschie-

. denster Untersuchungen haben uns heute zur Er-
kenntnis gefiihrt, dafl die DNA allgemein als Tri-
ger der genetischen Information gelten kann.

Ausnahmen bilden nur einige wenige Viren
(sogenannte Retroviren), die RNA als Erbsub-
stanz enthalten,

1.1 Das genetische Material

Die stoffliche Grundlage der genetischen Informa-
tion aller Zellen sind die Nukleinsiuren. Man un-
terscheidet die Desoxyribonukleinsiure (DNA)
und dieRibonukleinsiure (RNA).

Die biologische Bedeutung der Nukleinsiu-
ren liegt vor allem in der Fihigkeit, die geneti-
sche Information zu speichern und zu verviel-
filtigen (vorwiegend durch DNA) sowie die
Ubertragung der Information von der DNA zu
den Orten der Proteinsynthese (durch ver-
schiedene Typen von RNA).

Die Nukleinsiuren sind lineare Ketten, die
durch ein Aufeinanderreihen von gleichartig
zusammengesetzten  Bauelementen,  den
(Mono)Nukleotiden,  entstehen.  Diese
Nukleotide sind polymere Makromolekiile,

das bedeutet, dafd sie aus verschiedenen Mole-
kiilkomponenten zusammengesetzt sind:

* einer organischen Base - A(denin), G(uanin),
T(hymin) oder C(ytosin)

einem ringformigen Zuckermolekiil aus 5
Kohlenstoff(=C)-Atomen, der Pentose (Des-
oxyribose in der DNA oderRibose in der RINA)
einem Phosphor(=P)siurerest
Hanptbestandteile der DNA sind vier verschie-
dene Nukleotide, die sich durch ihre Stick-
stoffbasen unterscheiden. Diese Basen lassen
sich von zwei ringférmigen Molekiilen mit ei-
nem  Geriist aus Kohlenstoff und
Stickstoff(=N) (Beispiel fiir eine Base in
Abb.1), dem Purin, wie A und G, und dem

*

' Pyrimidin, wie T und C, ableiten.

Dementsprechend ist die RNA aus vier Nu-
kleotiden zusammengesetzt, welche denen der
DNA entsprechen, nur findet man anstelle des
Thymins in der RNA das Pyrimidinderivat
Ulracil), das in seinen chemischen und physika-
lischen Eigenschaften dem Thymin dhnlich ist.

Die Verkniipfung der einzelnen Nukleotide
im linearen Polynukleotidstrang erfolgt, wie
in Abb.2 schematisch gezeigt, zwischen der
Phosphatgruppe in der 5' -Position des einen
Nukleotids und der Hydroxyl(= OH)-Gruppe
am 3' C-Atom (siehe auch Abb.1) des zweiten
Nukleotids.

Durch diesen Bau der Nukleotide und durch
ihre Verkniipfung weist die entstandene
Polynukleotidkette, deren Riickgrat aus einer
alternierenden Folge von Phosphatsiureresten
und Zuckermolekiilen besteht, wihrend die
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Phosphorsaurerest
Zuckermolekdl

Polaritst von 5 nach 3°

Abb.2: Struktur eines Polynukleotidstranges und
komplementire Anordnung in einer DNA-
Doppelhelix

organischen Basen die genetisch informativen,
variierenden Elemente darstellen, eine 5°-3°-
Polaritiit (vom 5‘Ende zum 3‘Ende) auf.

1.2 Konfrontation der genetischen Information
inder Zelle

Die Zellen sind die Bausteine allen Lebens und
stellen deren kleinste Einheit dar. Im allgemei-
nen sind Zellen sehr klein und mit weit weni-
ger als einem Millimeter Durchmesser fiir das
blofle Auge unsichtbar.

Jede Zelle besteht aus dem Kernmaterial,
das in einem Zellkern organisiert sein kann,
und dem Zytoplasma, einer nicht-homogenen,
proteinhaltigen Substanz, in der die Zellbe-
standteile, auch das Kernmaterial, eingelagert
sind, Das Zytoplasma ist nach auflen durch

eine Zellmembran abgeschlossen und wird als
Protoplast bezeichnet. Dieser Protoplast kann
zusitzlich von einer Zellwand, die vorwiegend
eine mechanische Funktion erfiillt, umhiillt
sein, was bei den Pflanzenzellen, aber auch bei
den meisten Bakterienzellen der Fall ist.

Das Kernmaterial (=das genetisches Materi-
al), die Nukleinsiuren, haben eine hdchst regel-
mifige Gestalt. Die lineare Abfolge der einzel-
nen Nukleotide in der Polynukleotidkette der
DNA und der RNA, die Nukleotidsequenz,
wird als Primdrstruktur bezeichnet.

Die DNA aber liegt, mit wenigen Ausnah-
men, in ihrer natiirlichen Form als dop-
pelstringiges Molekiil vor. Zwei lange
Polynukleotidketten winden sich wendel-
treppenformig in Form einer Doppelschraube
umeinander und bilden die sogenannte Dop-
pelhelix (Modell nach Watson und Crick,
1953). Die beiden Ketten sind durch Was-
serstoffbriicken zwischen den Basen miteinan-
der verbunden (siehe Abb. 2). Diese Bindung,
die Basenpaarung, ist sehr spezifisch und das
wichtigste Postulat des Modells der Doppelhe-
lix. Denn nur zwei entsprechende Basenpaare,
nimlich A-T und G-C koénnen stabile Bin-
dungen iiber Wassenstoffbriicken eingehen.
Wegen dieser spezifischen Basenpaarung liegt
mit der Nukleotidsequenz der einen Kette zu-
gleich die der Partnerkette fest. Man bezeich-
net die beiden sich erginzenden Nukleotid-
stringe als einander komplementir. Diese
regelmiflige Anordnung der DNA in der
Doppelhelix nennt man Sekunddrstruktur.

Die RNA besteht in der Regel aus nur einer
Polynukleotidkette und diese hat keine einheit-
liche Selundirstruktur. Sie ist stark abhingig
von der Funktion der RNA in der Zelle.

Im einfachsten Fall, bei niederen, einzelligen
Organismen wie Prokaryoten (Bakterien) und
Viren, besteht die gesamte genetische Infor-
mation (= das Genom) aus einer einzigen
linearen, ,nackten®, das heifit ohne Proteine
besetzten DNA-Doppelhelix, die oft zu einem
Ring geschlossen ist.
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Obwohl Prokaryoten im Gegensatz zu den
héheren, vielzelligen Organismen, keinen ech-
ten Zellkern besitzen, so ist ihre DNA doch auf
einen bestimmten Bereich der Zelle, der Nu-
kleoid-Region, konzentriert.

Das Darmbakterium Escherichia Coli zum
Beispiel besitzt eine solche ringférmige DNA
aus circa 4 Millionen Basenpaaren, was einem
Umfang von etwa 1,4 Millimetern entspricht.
Damit ein so langes, dimeres (doppel-
stringiges) Polynukleotidmolekiil in einem
nur 0,001 Millimeter grofien Bakterium unter-
gebracht werden kann, muff der Ordnungszu-
stand der DNA in der Zelle extrem hoch sein.

Fiir die Ausbildung der Eigenschaften von ho-
heren Organismen, den Eukaryoten, ist eine
noch gréfere Menge an genetischer Information
notwendig. Die Hauptmenge der DNA, die im
Gegensatz zu den Prokaryoten nicht ,nackt“ ist,
sondern aus einem Komplex mit Proteinen be-
steht, liegt auf einer Anzahl von Untereinheiten
im Zellkern. Diese Untereinheiten bilden die
stoffliche Manifestation des extrem hohen Ord-
nungszustandes der DNA und werden als Chro-
mosomen bezeichnet. In dieser strukturellen
Untereinheit ist die DNA nochmals ineinander
aufgewunden und gefaltet.

Auf dem Chromosom liegen funktionelle Ein-
heiten, die Gene, jene Abschnitte der DNA, die die
Information fiir die bestimmten Eigenschaften
bzw. Merkmale der Zelle beinhalten, oder, anders
ausgedriickt, jene Abschnitte, die bestimmte Ei-
genschaften bzw. Merkmale der Zelle codieren.

Beim E.Coli-Bakterium sind es ungefihr
3.000 Gene, die hintereinander iiber sein Ring-
chromosom angeordnet sind.

Bei den Eukaryoten ist es komplizierter.
Man erkannte, dafl auf der DNA hoherer Orga-
nismen die informationshiltigen Abschnitte
der Gene von DNA-Abschnitten ohne In-
formation unterbrochen werden. Diese infor-
mationslosen oder nichtcodierenden Abschnit-
te werden als intervenierende Sequenzen oder
Introns bezeichnet, im Gegensatz zu den co-
dierenden Genabschnitten, den Exons.

Diese Tatsache erklirt auch, warum die An-
zahl der Gene in Eukaryotenzellen gegeniiber
einem Bakterium nicht in demselben Faktor
anwichst wie die DNA-Menge selbst. Wih-
rend die DNA-Menge jeder Zelle des Men-
schen etwa das 1000fache der eines E.Coli-
Bakteriums betrigt, rechnet man beim Men-
schen mit ,nur® 100.000 Genen (etwa das
30fache einer E. Coli-Zelle), wobei viele auch
mehrmals im Genom vorkommen kénnen.,

2. Die Verwirklichung der genetischen In-
formation

Das Modell der DNA-Doppelhelixstruktur

brachte die GewifSheit, dafl das genetische Pro-

gramm durch die Nukleotidsequenz in einer
der beiden Ketten der DNA bestimmt ist. Diese

Information wird von Zelle zu Zelle, von

Generation zu Generation weitergegeben. Da-

mit bei der Vererbung alle charakteristischen

Eigenschaften erhalten bleiben, muf es zuerst

zu einer exakten, originalgetreuen Verdopp-

lung der DNA, der Replikation, kommen.

Die genetische Information der DNA wird
dann ganz oder nur teilweise in den einzelnen
Zellen in Form von bestimmten Eigenschaften
und Merkmalen verwirklicht. Diese Verwirkli-
chung der Gene in charakteristische Merkmale,
die Genexpression, basiert auf dem Prozef der
Proteinbiosynthese, in dem Proteine, die fiir
die Ausprigung der Merkmalen verantworlich
sind, synthetisiert werden. In diesen Prozef}, der
in zwei Teilschritten abliuft, ist die andere Art
der Nukleinsiure, die RNA, eingeschaltet.

1. Die Herstellung von RNA-Arbeitskopien der
DNA, die Transkription, wobei der Begriff der
Transkription selbst schon auf die Erhaltung
der richtigen Nukleotidsequenz hinweist.

2. Die Entschliisselung der genetischen Infor-
mation, bei der die Nukleotidsequenz der RNA-
Arbeitskopie mittels des genetischen Codes
in eine Aminosiurensequenz eines Proteins
tibersetzt wird. Diesen Vorgang bezeichnet
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Abschrift der genat, genst. Information
Genetlsche Information Informatlon
Proteln
Transkriptlon Translatlon ( nzy )
o™
Repiikatlon
Substrat - Produkt
Enzymatlsche
Katalyse
GENE== MERKMAL

Abb.3: Zentrales Dogma der Genetik (informationsfluB vom Gen zum Merkmal)

man als Translation, welche die eigentliche
Proteinsynthese darstellt.

elterliche
DNA-Doppethelix

nauentstandene
DNA-Doppalhallx
geméR dan Basen-
paarungsregaln

Abb.4: DNA-Replikation

2.1 Die Replikation

Bei jeder Zellteilung erhalten die Tochterzel-
len eine vollstindige Ausstattung an geneti-
schem Material. Damit die genetische Informa-
tion auch iiber Generationen hinweg erhalten
bleibt, muf} es zuvor in der Mutterzelle zu einer
Verdopplung der DNA kommen, Die Fihig-
keit der DNA zur Selbstverdopplung griindet
sich auf die komplementire Struktur. Die bei-
den Stringe der elterlichen Doppelhelix
entwinden sich und dienen - gemif} den Basen-
paarregeln, dafl sich nur A mit T und G mit C
paaren kann - als Matrize fiir die Synthese neu-
er Tochterstringe. Dieser Vorgang wird durch
mehrere Enzyme katalysiert und wird als Re-
plikation bezeichnet,

Bei Eukaryoten gibt es einen in sehr genaue
Phasen eingeteilten Zellzyklus (= Zeitraum
zwischen zwei Zellteilungen), wobei eine Pha-
se der DNA-Synthese und Replikation vorbe-
halten ist. :

In Prokaryoten ist der Prozefl der DNA-Re-
plikation sehr schwer einzugrenzen. Bakterien
beispielsweise scheinen im fliissigen Ndhrme-
dium wihrend des gesamten Zellzyklus DNA
zu synthetisieren; neueste Erkenntnisse weisen
aber ebenfalls auf einen phasigen, allerdings
sehr viel flexibleren Zellzyklus hin.

Seite 264

Band II/Nr. 4



C.Hatter Einblick in die Gentechnik

Imago Hominis

codlarender Strang der DNA '
(d.h. dleser Strang enthiit dla Gensequenz
aldantlsch mit nausynthatislarter RNA)

Matrizenstrang der DNA
(=komplamantfir zur neusynthetislerten RNA)

nausynthetlslerta RNA

begrenzte Entwindung
der DNA-Doppaihelix

Abb.5: Transkription

Der Vorgang der Replikation muf} verstind-
licherweise sehr exakt ablaufen. Darum besitzt
jede Zelle Mechanismen, die es ihr erlauben,
Fehler in der Basenpaarung, die wihrend der
Synthese passieren, zu reparieren. Diese
Reparaturmechanismen beinhalten eine gan-
ze Reihe von Enzymen, die die falsch gepaarten
Basen erkennen. Eine solche Stelle wird da-
durch repariert, daf§ ein Teil der bereits gebil-
deten Polynukleotidkette wieder in ihre Be-
standteile zerlegt und an der vorgegebenen Stel-
le eine korrekte Basenpaarung durchgefiihrt
wird. Aufgrund dieser Reparatursysteme ist es
sehr selten, daf3 eine falsche Basenpaarung bei
der DNA-Replikation erhalten bleibt. Sollte
dies doch der Fall sein, so spricht man von ei-
nem genetischen Fehler oder einer Mutation.
Die Folgen eines solchen Irrtums sind zwei-
fach: erstens wird der Fehler an alle zukiinfti-
gen Generationen weitergegeben und zweitens
kann er wichtige Auswirkungen auf die Zelle
haben, je nachdem, wo die Mutation erfolgt ist.

2.2 Die Transkription

Mit der Transkription beginnt die Umsetzung,
die Expression der genetischen Information,

Die DNA selbst kann nicht als Matrize dienen,
an der die Aminosiuren zu Proteinen aneinan-

dergereiht werden. Denn einerseits ist die DNA
viel zu kostbar, um direkt am Prozef der Protein-
biosynthese beteiligt zu sein, da schon eine winzi-
ge Beschidigung gentigt, und ein Fehler wiirde an
alle nachfolgenden Zellgenerationen wei-
tergegeben werden. Andererseits ist die DNA bei
héheren Organismen fast ausschliefSlich im Zell-
kern lokalisiert, wihrend die zellulire Synthese
der Proteine meist im Zytoplasma stattfindet.

Deshalb wird die genetische Information der
DNA zuerst auf ein zwischengeschaltetes Molekiil
ibertragen (transkribiert), das dann ins Zytoplas-
ma zu den Orten der Proteinbiosynthese wan-
dert. Dieses intermediire Molekiil ist ein RNA-
Polynukleotid, das als ,Boten oder messanger-
RNA (m-RNA) bezeichnet wird, Die m-RNA
stellt die komplementire Abschrift des Matrizen-
DNNA-Stranges dar, was bedeutet, daf} sie mit der
Gensequenz des codierenden DINA-Stranges
identisch ist. Ihre Synthese verliuft, durch ein En-
zym katalysiert, dhnlich der der DNA-Re-
plikation, wobeisich allerdings anstelle von T die
Base U(racil) mit A paart.

Wihrend bei den Prokaryoten die entstandene
m-RNA durch das Fehlen eines Zellkerns sofort
fiir den Prozef der Proteinsynthese herangezo-
gen werden kann, muf sie bei den Eukaryoten
zuerst durch die Zellkernmembran geschleust
werden.
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Bei der Transkription der eukaryotischen
Gene im Zellkern wird von der DNA eine m-
RNA Kopie gemacht, die die Gene samt allen
Introns enthilt. Auf dem Weg ins Zytoplasma zu
den Ribosomen, den Orten der Proteinsynthese,
wird diese m-RNA gespleifit. Spleiflen ist der
Vorgang, bei dem alle Introns entfernt werden
und nur die Exons zu einem funktionstiichtigen
Gen zusammengeschlossen werden.

2.3 Die Translation

Als Translation bezeichnet man die Uberset-
zung der Nukleotidsequenz der m-RNA in die
Aminosiurensequenz der Proteine. Der
Schliissel fiir die Ubersetzung der Erbinforma-
tion ist der Genetische Code.

2.3.1 Der Genetische Code

Der Genetische Code stellt die gesetzmiBige
Beziehung zwischen der Reihenfolge der
Nukleotide in der m-RNA und der der Amino-
sduren in einem Protein dar. Er erklirt das
Prinzip der Verschliisselung und die Art der
Unmsetzung der genetischen Information.
Aufgrund genetischer Experimente lag die
Vermutung nahe, daf§ die codierende Einheit

a) b)

o

Cc
+ 1 -
st//H\\coo
] Py
Aminogruppe Carboxylgruppe

R
I
2 AN

fiir eine Aminosiure mindestens aus einer
Dreiergruppe aufeinanderfolgender Nukleoti-
de der DNA, sie werden als Triplett oder Co-
don bezeichnet, besteht. Denn ein Code aus
nur einem oder auch zwei Nukleotiden wiirde
nicht ausreichen, um die zwanzig in den Protei-
nen vorkommenden Aminosiuren zu codie-
ren. Ein Dreiercode aus den vier verschiedenen
Nukleotiden A, T, C, G hingegen erméglicht
4x4x 4 = 64 Codewdrter, genug Kombinationen
zur Codierung von zwanzig Aminosiuren.

Dieser Code wird als degeneriert bezeichnet,
weil manche Aminosiuren durch mehrere der
64 moglichen Codons festgelegt sind. Aber,
und das ist entscheidend, es gibt kein Codon,
das mehr als eine Aminosiure festlegt.

In der genetischen Information ist durch den
Triplettcodeund durch die Festlegung der Leserich-
tung vom 5‘zum 3‘Ende sowohl die Art der
jeweiligen Aminosiure als auch die genaue
Reihenfolge der Aminosiurensequenz im Pro-
tein definiert.

2.3.2 Die Proteine und thre Bausteine
Die Grundbausteine der Proteine oder
Polypeptide sind Aminosiuren. Es gibt 20 na-

tiirliche Aminosiuren, die mit Ausnahme von
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Abb.6: a) Grundstruktur einer Aminosdure

b) Peptidbindung
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Prolin alle dieselbe Grundstruktur aufweisen
(siehe Abb. 6 a), bestehend aus einem zentralen
Kohlenstoffatom, an welches eine Amino-
(=NH3)gruppe, eine Carboxyl(=COO)grup-
pe und ein Wasserstoff(=H)atom gebunden
sind. Der andere Teil der Aminosiure wird mit
R fiir Rest bezeichnet. Dieser Rest ist bei allen
Aminosiuren der variierende Teil, der die
Aminosiuren voneinander unterscheidet.

Er verleiht der Aminosiure ihre chemischen
Eigenschaften, und die Sequenz der Aminosiu-
ren verleiht dem Protein letztendlich seine en-
zymatischen, also stoffwechselaktiven Merk-
male, Die Aminosiuren sind miteinander iiber
Peptidbindungen zu einer Polypeptidkette
verbunden (siche Abb. 6 b). Sie werden zwi-
schen der Carboxylgruppe einer Aminosiure
und der Aminogruppe der anderen Amino-
sdure unter Abspaltung eines Molekiils Wasser
gekntipft.

Die Orte der Proteinsynthese sind die Riboso-
men, die Eiweiffabriken im Zytoplasma der
Zelle. Die Ribosomen sind komplex struk-
turierte Partikel, die etwa zu 50% aus Proteinen
und zu 50% aus einer weiteren Art von Ribonu-
kleinsdure, der ,ribosomalen“-RNA (r-RNA)
aufgebaut sind. Die m-RNA, welche fiir ein be-
stimmtes Protein codiert, wird vom 5* -Ende aus

entlassene
leere --RNA wachsende
@ Polynukleotidkette
‘ Ribosom

\ ¢

Startcodon
m-RNA 5

Bewegungsrichtung
der Ribosome

durch das Ribosom gezogen. Die Nukleo-
tidsequenz wird in Codons abgelesen, sodaf} je-
weils eine Aminosiure pro m-RNA-Codon in
die Polypeptidkette eingebaut wird. Um diese
sehr spezifische Beziehung zwischen den Co-
dons der m-RNA und der passenden Aminosiu-
re herzustellen, ist wieder ein zwischengeschal-
tetes Verbindungsmolekiil notwendig.

Dieses Verbindungsmolekisl ist die dritte Art
von Ribonukleinsiure, die ,Uberbringer
oder transfer“-RNA (t-RNA). Jede t-RNA
besitzt ein Nukleotidtriplett, das Anticodon.
Es ist zu dem Triplett der m-RNA, das die je-
weilige Aminosdure codiert, komplementir.
Eine Aminosiure kann nur an die t-RNA ge-
koppelt werden, welche eine fiir sie charakte-
ristische Anticodonsequenz aufweist. Zur Be-
ladung der t-RNA mit einer ihr entsprechen-
den Aminosiure sind spezifische Enzyme
vorhanden, die die geringen Unterschiede
zwischen den verschiedenen t-RNA Arten er-
kennen miissen. Die so entstandenen, belade-
nen t-RNA-Molekiile kénnen dann ihre
Aminosiuren an den Ort der Proteinsynthese
fiir den Syntheseprozef} der Proteine zur Ver-
fiigung stellen. Fiir jedes translatierte Codon
wird die Aminosiure an die wachsende
Molekiilkette angefiigt. Dieser Vorgang wie-

freigeselzies
Protein

mit Aminosdure
beladene t-RNA

Abb.7: Translation
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derholt sich solange, bis alle Codons der m-RNA
translatiert sind.

Erreicht der Translationsapparat schliefSlich das
Terminationssignal in Form eines Stop-Co-
dons, wird diefertige Polypeptidkette freigesetzt.

Wenn dieses Protein ein Enzym ist, kann es,
wie in Abb. 3 dargestellt, eine bestimmte Reak-
tion katalysieren, deren Endprodukt das letzte
Glied der Umsetzung der genetischen Informati-
on in eine Wirkung darstellt.

2.4 Die Genregulation

Das Wissen, wie sich der Informationsfluf} von
einem Gen tiber Transkription und Translation
hin zum Protein abspielt, ist nur ein Aspekt bei
den Untersuchungen zur Genexpression. Ein
anderer ist die Frage nach Regulation der Genex-
pression.,

Noch bevor der Genetische Code tiberhaupt
entschliisselt war, stand fest, daf} es ausgekliigel-
te molekulare Mechanismen in der Zelle geben
muf, welche die Anzahl und den Umfang der
jeweiligen Proteine steuern.

Bakterien beispielsweise leben gewdhnlich in
Umgebungsbedingungen, die sich schnell 4n-
dern konnen. Ein Protein oder ein Enzym, das in
einem Moment noch dringend gebraucht wurde,
kann im anderen Moment schon nutzlos oder
gar hinderlich sein. Umgekehrt brauchen sie
plotzlich Enzyme, die vorher unndtig waren.

Eine Méglichkeit fiir die Bakterien, mit sol-
chen Situationen fertig zu werden, wire, alle En-
zyme und Proteine gleichzeitig herzustellen,
ohne Riicksicht darauf, ob sie gebraucht werden
oder nicht. Da eine solche Vorgehensweise rein-
ste Verschwendung wire, machen es die Bakteri-
en anders.

Viele der bakteriellen Gene sind darauf ausge-
legt, unterschiedlich stark zu arbeiten. Sie stellen
nur dann m-RNA in nennenswerter Menge her,
wenn diese Gene durch irgendwelche dufieren
Signale dazu animiert werden, Die Substanzen,
die solche Signale fiir eine differenzierte Protein-
synthese vermitteln, nennt man Induktoren.

2.4.1 Welche Substanzen kinnen als Induktor
wirken?

Beim Abbau von Substraten als Energiequelle ftir
Bakterien ist es Skonomisch, daf} die abbauenden
Enzyme nur dann gebildet werden, wenn das Sub-
strat vorliegt, d.h. das Substrat induziert die
Transkription der Gene fiir die Enzyme, die
das Substrat abbauen sollen - die Substratin-
duktion.

In manchen Fillen wirkt auch das Endpro-
dukt einer Proteinsynthese selbst als Induktor
fir die Transkriptionsregulation, indem es
selbst seine weitere Synthese hemmt, wenn be-
reits geniigend gebildet wurde - die sogenannte
Endproduktrepression.

Bis etwa 1970 hatten sich die bisher behandelten
Erkenntnisse tber die grundlegenden Ei-
genschaften genetischer Systeme allgemein durch-
gesetzt, Trotz des Einvernehmens dariiber, daf}
alle genetischen Systeme in ihren grundlegenden
Eigenschaften tibereinstimmen, wufite man {iber
die der prokaryotischen Organismen wesentlich
mehr als iiber die der Eukaryoten, was auch ver-
stindlich war, denn durch die einfache Handha-
bung und Kultivierbarkeit der Bakterien war die
genetische Analyse der kleineren und weniger
komplexen Bakteriengenome um vieles leichter.

Biochemische Experimente zur eukaryoti-
schen Genexpressionund Genregulation wurden
dadurch erschwert, dafl die Eukaryoten beziiglich
der Organisation ihrer Zellen viel komplizierter
gebaut sind. Thre Zellen sind durch viele
Membransysteme in verschiedene Kompartimen-
te unterteilt, wobei die Genexpression an mehre-
ren Orten der Zelle, dem Kem und Zytoplasma,
stattfindet. Auch die Grdfle und Struktur
eukaryotischer Geneund ihrer durch Introns und
Exons aufgebaute mosaikartige Anordnung in
der DNA der Chromosomen bedingten viele
Probleme. Auflerdem konnte und kann man
noch immer keine Kulturen wachsender hoherer
Zellen auf die selbe konventionelle Art wie bei
Bakterien miteinander genetisch kreuzen. Selbst
wenn die gleichen Mechanismen der Genregu-
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lation der Bakterien auch in hoheren Zellen vor-
gekommen wiren, war damals die Chance, sie ge-
netisch nachzuweisen aus den oben genannten
Griinden sehr gering gewesen. Solange esunmdg-
lich war, aus dem groflen Chromosom hoherer
Organismen die spezifischen DNA-Abschnitte
zu isolieren, die fiir bestimmte Proteine codieren,
lieen sich auch keine Regulationsmodelle auf-
zeigen,

Was fehlte, war ein neuer experimenteller An-
satz, der die molekulare Analyse eukaryoti-
scher Zellgenome erleichtert hitte. Dieser An-
satz wurde mit der Entwicklung der DNA-
Rekombinationstechnik in der ersten Hilfte
der 70er Jahre gefunden.

Heute, um das begonnene Kapitel abzu-
schlieflen, kann man sagen, daf3 die Regulation
der Genwirkung bei Eukaryoten eine wesent-
lich gréflere Vielfalt an Mechanismen aufweist
als bei den Bakterien.

3. DNA-Rekombinationstechnik- Das Prinzip
der Klonierung

Bevor auf die Entwicklung der rekombinanten
DNA-Technik eingegangen wird, sollten einige
praktische und theoretische Voraussetzungen
fir diese Technik niher erldutert werden.

3.1 Geniibertragung zwischen Zellen

Eine Methode, um die genetischen Informatio-
nen zweier Individuen zu mischen, ist die sexu-
elle Fortpflanzung. Bei Tieren geschieht diesim
Zuge der Befruchtung, bei der die elterlichen
Chromosomensitze der Ei-bzw. der Spermienzel-
le zusammengefiihrtund in der Zygote vereinigt
werden. Dabei kommt es zu einer Rekombina-
tion (Newordnung) der Chromosome. Der ent-
sprechende Vorgang bei Pflanzen ist die Be-
stdubung.

Dieser sexuellen Neuordnung des geneti-
schen Materials stehen parasexuelle Vorginge
gegeniiber, zu denen auch die Rekombination

der Merkmale bei Prokaryoten gehort. Bakte-
rien kdnnen eine neue genetische Information
tiber mehrere Wege aufnehmen, die Vorginge
unterscheiden sich in der Art des Transfers der
DNA indie Zelle. Man kennt die Transformati-
on, Konjugation und Transduktion.
Jedoch egal wie die Fremd-DNA in die Emp-
fingerzelle (Rezipienten) gelangt, sie kann den
Genotyp veridndern. wenn sie
a) sich mithomologen Sequenzen im Genom des
Empfingerorganismus paart und neu re-
kombiniert

b) alsautonomes DNA-Stiick auflerhalb des Chro-
mosoms bestehen bleibt.

3.1.1 Transformation

bezeichnet die Verdnderung des Genotypen einer
Zelle durch Aufnahme von freien, 18slichen DN A-
Molekiilen aus einem Kulturmedium. Diese na-
tiirliche Aufnahmebereitschaft fiir DNA bei
Bakterien wird als Kompetenz bezeichnet.

Da sich die Spender- oder Donor-DNA mei-
stens mit dem Genom des Empfingers rekombi-
niert, ist eine solche Transformation gewthnlich

stabilund erblich.
3.1.2 Konjugation

ist der DNA-Transfer zwischen zwei
Bakterienzellen, die miteinander tiber eine
Konjugationsbriicke aus Proteinen in
unmittelbaren Kontakt treten. An einer beson-
deren Stelle im Chromosom der Spenderzelle
beginnt die DNA-Replikation, und ein Exem-
plar der gerade verdoppelten DNA wird in die
Empfingerzelle geschleust. Diese gerichtete
Ubertragung bricht ab, wenn die Briicke zer-
stort wird.

3.1.3 Transduktion
bezeichnet die Ubertragung von DNA in eine

Empfingerzelle durch Bakteriophagen. Bakterio-
phagen sind Viren, die Bakterien infizieren,
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Abb.8: Fehlerhafte Excision

sich in diesen vermehren und sie dann - manch-
mal erst nach einer lingeren Stillhalteperiode -
bei der Freisetzung der neu gebildeten Virus-
partikel durch Lyse der Zellwand zerstéren.

Es lassen sich zwei Arten unterscheiden: die
allgemeine Transduktion sowie die spezielle
oder spezifische Transduktion.

3.1.4 Spezielle oder spezifische Transduktion

Sie tritt bei Bakteriophagen auf, deren Infek-
tionszyklus durch den Einbau des Virusgenoms
ins Chromosom der infizierten Zelle unterbro-
chen wird. Dieser Einbau erfolgt an ganz be-
stimmten, spezifischen Stellen.

Wenn das Phagengenom, nachdem es gemein-
sam mitdem Chromosom der Wirtszelle repliziert
und an die Tochterzellen weitergegeben wurde,
wieder herausgeschnitten wird, verlduft dies
normalerweise sehr prizise und das freige-
setzte Phagengenom entspricht genau der ur-
spriinglich eingebauten DNA. Gelegentlich
kommt es jedoch zu Fehlern. Es werden Bak-
teriengene, die auf einer Seite direktan das inte-
grierte Phagengenom angrenzen, anstelle der
eigenen Virusgene auf der anderen Seite heraus-
geschnitten und in das Genom der nach-
kommenden Phagen eingebaut.

Beim nichsten Infektionszyklus wird diese
rekombinierte Phagen-DNA wieder in eine
Bakterienzelle eingeschleust, in deren Chro-
mosom integriert, und so erhilt die Empfin-
gerzelle neben dem Phagengenom auch geneti-
sche Information, die vom vorigen Wirt des
Phagen stammt. Ein Phage wirkt so als Trans-
portmittel oder Vektor bei der Gensibertragung
von einer Zelle auf eine andere.

Auf diese Weise lassen sich aber nur Gene
{ibertragen, die direkt an der Integrationsstelle
des Phagengenoms anschlieflen. Da sich aber
verschiedene Phagen an unterschiedlichen
Stellen im Wirtsgenom integrieren, kénnen je-
desmal andere Gene iibertragen werden.

Heute jedoch ist man in der Lage, Phagen durch
verschiedene Manipulationen zu veranlassen,
auch Fremd-DNA aufzunehmen, die nicht direkt
an einer Integrationsstelle angrenzt. Eine solche
Bakterien-DNA kann an jeder beliebigen Stelle
des Phagengenoms eingebaut werden.

Durch einen solchen Einbau von fremder
DNA in das Chromosom eines transduzie-
renden Phagen lassen sich diese fremden Balte-
riengene gewaltig anreichern, da sie als integrier-
ter Bestandteil des Virusgenoms gemeinsam mit
diesem repliziert werden. Diese Tatsache wird
bei der DN A-Klonierung ausgenutzt.

Durch die DNA-Rekombinationstechnik
oder Gentechnik entstand eine véllig neue Me-
thode, mit der man Experimente planen und
ausfiihren konnte, etwas, was bis dahin unmag-
lich erschien. Auch wenn sich das Experi-
mentieren nicht einfach gestaltete, so war es
doch erfolgreich.

Als wichtigste Methode dieser neuen Tech-
nik erwies sich das Verfahren der DNA-Klonie-
rung. Um nun besser verstehen zu kdnnen, wie
die besprochenen Prinzipien der Geniiber-
tragung zwischen Zellen in der DNA-
Rekombinationstechnik abgewandelt werden,
muf man den Begriff des Klonierens niher er-
kldren. ‘

3.2 DNA-Klonierung

Ein Zellklon stellt eine genetisch identische Zell-
population dar, die aus nur einer Stammzelle
abgeleitet ist. Analog bezeichnet klonierte
DNA® die durch Replikation hergestellte identi-
sche Kopie einer Ausgangs-DNA. Wenn nun in
eine Stammzelle fremde DNA eingebracht
wird, dann muf jede der Zellen eines Klons die-
se fremde, klonierte DNA enthalten.
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3.2.1 Strategie eines Klonierungsexperiments

Diese besteht aus mehreren grundlegenden
Schritten:
* Ein DNA-Fragment, das das zu klonierende

Gen enthilt, wird mit dem DN A-Molekii eines -

Vektorsrekombiniert.

* Der Vektor dient als Vehikel und transportiert
das fremde Gen in die Wirtszelle.

* In der Wirtszelle wird der Vektor repliziert,
sodaf} viele identische Kopien der Vektor-
DNA mit dem fremden Gen entstehen.

* Wenn sich die Wirtszelle teilt, werden die
Kopien des rekombinierten DNA-Molekiils
auf die Tochterzellen weitergegeben, in de-
nen sich der Vektor erneut vermehrt.

* Durch viele weitere Zellteilungen entsteht
eine ganze Kolonie, ein Klon gleichartiger
Wirtszellen. Jede Zelle des Klons enthilt das
rekombinierte DNA-Molekiil in einer oder
mehreren Kopien. Man spricht nun davon,
dafl das fremde Gen in dem rekombinierten
Molekiil kloniert wurde.

Fiir jeden einzelnen Teilschritt zur DNA-Klo-

nierung sind mehrere spezielle Hilfsmittel und

Methoden erforderlich.
3.2.2 Die Reinigung von DNA aus lebenden Zellen

Eine der genannten Voraussetzungen fiirein Experi-
ment mit rekombinierter DNA ist die Verfligharkeit
von DNA-Fragmenten aus einem Genom, welche die
Gene, diekloniert werden sollen, enthalten.

Um DNA aus einer lebenden Zelle zu isolieren,
war und ist ein enormer chemisch-priparativer Auf-
wandnotwendig, Esgibt heutezwarschon sehrverein-
fachte Méglichkeiten, aber die verschiedenen Metho-
den zu derartigen Verfahren sollen nicht Bestandteil
dieser Betrachtung sein. Wirwollenunsmit der Tatsa-
che begniigen, daf} die Isolierung mdglich ist.

3.2.3 Die Manipulation der gereinigten DNA

Nachdem die gesamte DNA aus der Zelle in ge-
reinigter Form vorliegt, folgt der zweite Schritt

des Klonierungsexperiments: die Konstruktion
eines rekombinierten DNA-Molekiils durch Ver-
kniipfung der zu klonierenden Fremd-DNA
mit einer Vektor-DNA. Damit dieses zu-
sammengesetzte Molekiil entstehen kann, mis-
sen sowohl der Vektor als auch die DNA, die
man klonieren mdchte, an bestimmten Stellen
geschnitten und dann in vorbestimmter Weise
verbunden werden. Die Manipulation des
Schneidens und Verkniipfens der DNA bildet
das Kernstiick der Klonierung,

Man kann die DNA-Molekiile aber nicht nur
schneiden und verkniipfen, sondern auch ver-
kiirzen und verlingern, replizieren oder trans-
kribieren und sie durch Anfligen oder Entfernen
bestimmter chemischer Gruppen abwandeln,
Alle diese Mdglichkeiten der DNA-Manipulation
kénnen im Reagenzglas ausgefithrt werden und
man bedient sich dabei gereinigter Enzyme, En-
zyme sind Proteine, die in der Zelle an
lebenswichtigen Vorgingen katalytisch beteiligt
sind. Viele derartige Enzyme kann man auch
dannunter kiinstlichen Bedingungen, wenn sie in
isolierter und gereinigter Form vorliegen, dazu
bringen, ihre natiitliche Funktion auszufiihren.

3.2.3.1 Das Enzymerepertoire zur DNA-Manipu-
lation

Dem Gentechnologen steht heute eine Auswahl
von Enzymen zur Verfiigung, die esihm erlaubt,
jedes beliebige DNA-Fragment in ein Replikon,
d.h. in ein selbstvermehrungsfihiges System zu
verwandeln. Nur mit enzymatischen Methoden
lassen sich kleinste Mengen von DNA so hand-
haben, wie es der Gentechnologe braucht, und
nur Enzyme arbeiten so selektiv, wie es die Gen-
technik erfordert.

Man kann diese Enzyme nach den Reaktio-
nen, die sie katalysieren, in mehrere grofle
Klassen einteilen: die wichtigsten davon sind
Nubkleasen, Ligasen, und Polymerasen.

* Nukleasen sind Enzyme, die Nukleinsiure-
molekiile schneiden, verkiirzen oder abbauen,
indem sie die Phosphodiesterbindung zwi-
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schen den Nukleotiden eines DNA- oder
RNA-Stranges spalten.

Von besonderer Bedeutung sind  die
Restriktionsendonukleasen. Sie schneiden
doppelstringige DNA nuran einer bestimmten
Anzahl von Stellen, da sie ganz spezifische Nu-
kleotidsequenzen ffnen. Beim Klonieren ist es
unabdingbar, daf man die DNA-Molekiile sehr
genau und immer in gleicher Weise schneiden
kann. Nur mit den gereinigten Restriktions-
endonukleasen kann man DNA-Molekiile so
priizise und reproduzierbar schneiden, wie es
fiir diese Technik erforderlich ist.

*  Ligasen dienen zum Verkniipfen von DNA-
Molekiilen. Sie schlieflen die Phosphor-
diesterbindungen zwischen den
Nukleotidmolekiilen. Der Vorgang der Liga-
tion, welche diese Enzyme katalysieren, ist der
letzte Schritt bei der Konstruktion eines
rekombinanten DNA-Moleliils,

* Polymerasen sind Enzyme, die einen neuen
Nukleinsiurestrang anhand einer komplemen-
tiren DNA- oder RN A-Matrize synthetisieren,
wie esaus den Abschnitten iiber die Replika-
tion und Transkription bereits bekannt ist.

Wir waren damit beschiftigt, ein rekombinan-

tes DN A-Molekiil aus Fremd-DNA und Vek-

Vektor-DNA
Spender-DNA

\r.u onierendes DNA-Fragment

Schneiden mit derselben
Restriktionsendonuklease

Verimipfen mit
Ligase

l

rekombinieries
Vektos-Molekdll

Abb.9: Herstellung eines rekombinierten DNA-
Vektormolekiils

tor-DNA herzustellen. Das Genom, das die zu
klonierenden Gene enthilt, und das DNA-Vek-
tor-Molekiill werden mit derselben Re-
striktionsendonuldlease geschnitten, damit bei allen
DNA-Stiicken dieselbe Schnittstelle entsteht. Diese
machen esleicht, DNA-Fragmente verschiedener
Herkunft zu verbindenund damit rekombinierte
DNA-Molekiile herzustellen,

Wie sieht das nun in der Praxis aus? Die
aus dem Genom einer Zelle entstandene DNA-
Fragmentansammlung, von der ein Fragment auch
das Gen, das kloniert werden soll, enthilt, mischt
man mit einer Anzahl von gleichartigen Vektor-
molekiilen, diealle mit derselben Nuklease an einer
Stelle gespalten wurden. Die Enden der Vek-
tormolekiile und der einzubauenden Fragmen-
te lagern sich aneinander und werden durch
Ligation zu einem rekombinierten DNA-Mole-
kiil verkniipft.

3.2.4 Das Einfithren von DNA in lebende Zellen
und die Selebtion der rekombinanten Zellen

Ein nichster Schritt besteht darin, die
rekombinierten Molekiile in lebende Zellen ein-
zuschlensen. Meist handelt es sich bei den Zel-
len um Bakterien, die auch nach dem DNA-
Transfer wachsen und sich teilen sollen, sodafl
Klone entstehen kdnnen,

Ein wesentliches Element in der Klonierung
ist der sogenannte Vektor, der als Teil des re-
kombinierten DNA-Molekiils das fremde Gen
in die Wirtszelle transportieren und dort fiir
seine Vermehrung sorgen soll.

3,2.4.1 Vektoren — Plasmide und
Bakteriophagenchromosorme

Zu dem Zweck des Gentransfers in eine Empfin-
gerzelle mufl ein Vektor folgende Merkmale be-
sitzen:

* Das Vektorr-DNA-Molekiil sollte ein Replikon
tragen, d.h. einen Abschnitt von Genen auf sei-
ner DNA, die es ihm erlauben, sich in sei-
nem Wirt zu vermehre.
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* Der Vektor sollte relativ klein sein und nur
jeweils eine Schnittstelle fiir mdglichst viele
Restriktionsendonukleasen enthalten, in die
hinein dann kloniert werden kann. Dies be-
dingt, dafd nicht mehr als ein DNA-Fragment
aufgenommen werden kann,

* Der Vektor sollte Information (selektierba-
re Marker) tragen, auf deren Anwesenheit
oder Verlust ein Selektionsverfahren fiir den
Vektor bzw. das rekombinierte DNA-Mole-
kiil aufgebaut werden kann.

* Es ist aullerordentlich hilfreich, wenn die
Struktur des Vektors, d.h. seine Nukleotid-
sequenz bekannt ist. Nur so kénnen Mar-
ker, Schnittstellen ~ von  Restrik-
tionsendonukleasen usw. genau identifiziert
und gezielt eingesetzt werden.

In Bakterienzellen findet man zwei Arten von

DNA-Molekiilen, die diese Anforderung erfiil-

len; Plasmide und Bakteriophagenchromo-

some

3.2.4.2 Plasmide

Plasmide sind ringformige DNA-Molekiile, die
sich in einer Bakterienzelle unabbingig von
Chromosomen der Wirtszelle vermehren kén-
nen. Oft enthalten sie Gene, die fiir eine niitzliche
Eigenschaft derbetreffenden Bakterienzelle ver-
antwortlich sind. So geht die Fihigkeit von Bak-
terien, gegen Antibiotika resistent zu sein, hiufig
auf ein Plasmid zuriick, welches das Gen fiir die
Antibiotikaresistenz trigt. Manche Plasmide
vermehren sich aber auch, indem sie sich in das
Bakterienchromosom #ntegrieren. Diese soge-
nannten Episome konnen in dieser Form stabil
tiber viele Zellteilungen erhalten bleiben.

Wie wird nun die rekombinierte DNA in das
Bakterium transportiert und wie erfolgt die Se-
lektion der Rekombinanten?

Bei Plasmiden erfolgt die Aufnahme {ber
zwei Wege: der Transformation und der Kon-
jugation
* Transformation: Wie bereits bekannt, kon-

nen die meisten Bakterienarten freie, 16sli-

che DNA-Molekiile aus einem Kulturme-
dium aufnehmen. Meist werden diese frem-
den Molekiile von zell- eigenen Enzymen
der Bakterien abgebaut, manchmal aber
bleiben sie in der Wirtszelle erhalten und
kdnnen sich replizieren. Das geschieht dann,
wenn es sich bei dem DNA-Molekiil um ein
Plasmid handelt, dessen Replikationsstart-
punkt von den Enzymen der Wirtszelle er-
kannt wird.

Nicht alle Bakterien sind in der Lage, DNA mit
der gleichen Effizienz anfzunchmen. Die mei-
sten Bakterienarten nehmen sie unter norma-
len Bedingungen nur in begrenztem Umfang
auf. Um Bakterien wirksam zu transformie-
ren, mufl man die Zellen einer physikali-
schen und/oder chemischen Behandlung un-
terziehen, welche ihre Fihigkeit, DNA aufzu-
nehmen verstirkt, Solche Zellen werden
dann als kompetent bezeichnet.

Trotzdem: Die Transformation kompeten-
ter Zellen bleibt ein ineffizienter Vorgang.

* Konjugation: Charakteristisch fiir konjugati-
ve Plasmide ist ihre Fihigkeit, den Konjuga-
tionsvorgang bei Bakterien in Gang zu set-
zen, Gesteuert werden Konjugation und
Plasmidiibertragung durch einer Gruppe
von Genen, die konjugative Plasmide von
nichtkonjugativen unterscheidet.

Nun muf} ein Weg gefunden werden, die (weni-

gen) Zellen, die ein Plasmid aufgenommen ha-

ben, von den vielen nicht transformierten bzw.
konjugierten Zellen zu unterscheiden.
Dies geschieht mit Hilfe von selektierbaren

Markern, die auf dem Plasmid enthalten sind.

3.2.4.3 Bakteriophagenchromosome

Bakteriophagen sind Viren, die spezifisch Bak-
terien infizieren. Wie alle Viren haben auch die
Phagen eine sehr einfache Bauweise: sie beste-
hen aus einem DNA-(oder gelegentlich RNA-Mo-
lekiil), das verschiedene Gene trigt (zum Bei-
spiel fiir die Infektion einer Zelle, fiir die eigene
Replikation oder fiir die Synthese der Virus-
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bausteine u.s.w.) und einer Schutzhiille aus Pro-

teinen, dem Capsid, das die Nukleinsiure um-

hiillt. Diese Struktur wird als Phagenkopf be-
zeichnet.

Der Schwanz des Phagen kann sehr kompli-
ziert gebaut sein, Er ist wesentlich an der Anhef-
tung des Phagen an das Bakterium beteiligt.

Fiir das Einfiibren von Phagen-DNA in
Bakterienzellen gibt es grundsitzlich zwei ver-
schieden Moglichkeiten: Transfektion und in vi-
tro-Verpackung.

* Die Transfektion entspricht dem Verfahren der

Transformation, allerdings mit dem Unter-
schied, dafl dabei keine Plasmide, sondern ge-
reinigte Phagen-DNA oder rekombinierte
Phagenmolekiile von kompetenten Zellen di-
rekt aus einer Zellsuspension aufgenommen
werden. Die Transfektion der Phagen-DNA
ist, ahnlich der Transformation mit Plasmi-
den, nicht sehr ergiebig.
Viel effizienter wire es, wenn man die Phagen-
DNA, ob mit einem DNA-Fragment rekom-
biniert oder nicht, im Reagenzglas in die Kopf-
Schwanz-Struktur des Phagen verpacken
kénnte,

*  Genau diese Konstruktion eines Bakteriopha-
gen wird bei der Methode der in vitro-Verpak-
kung angewandt.

Ein solcher Phage libertrigt dann nach dem Prin-

zip der Transduktion seine DNA in Bakterien.

Das letzte Stadium im Zyklus der Phagen ist die

Lyse der Wirtszelle und die Freisetzung der rei-

fen Viren. Wenn nun die infizierten Zellen un-

mittelbar nach Zusetzen der Phagen oder nach

Transfektion mit Phagen-DNA auf ein festes

Nihrmedium verteilt werden, kann man die Lyse

der Zellen in Form von Plaques (das sind rande

Locher in einem Bakterienrasen auf einer

Agarplatte) durch das Auflsen der Bakterienzell-

winde sichtbar machen.

Auch hier stellt sich die Frage nach der Selek-
tion der Plagues, die von rekombinanten Phagen
verursacht wurden.

Und auch hier bedient man sich wieder selek-
tierbarer Marker.

Durch solche und ihnliche, oft komplexere
Versuchsanordnungen, die aber alle demselben
Prinzip entsprechen, kann man schluflendlich
alle die Zellen, die rekombinante DNA-Mole-
kiile enthalten, identifizieren. Diese Zellen
kénnen dann isoliert und gesondert vermehrt
werden, sodaf Kolonien gleichartiger Wirtszel-
len, die Klone entstehen.

Jeder Klon enthilt einen einzigartigen DNA-
Abschnitt eines Genoms, das zu Anfang des
Klonierungsexperiments aus einer lebenden Zelle
isoliert wurde. Eine solche Sammlung von geklon-
ten DNA-Fragmenten, deren Zahl so grofYist, daf§
in ihnen wahrscheinlich jedes Gen einer Aus-
gangszelle vorhanden ist, nennt man DNA-Bi-
bliothek, Man spricht auch von Gen- oder Ge-
nombibliotheken oder von Genbanken.

3.2.5 Selektion des gewsinschten Klons

Erfolg oder Miflerfolg eines Klonierungsexpe-
riments hiingen davon ab, ob ein Verfahren ge-
funden wird, dasklonierte DNA-Fragment mit
dem Gen zu selektionieren, fiir welches man
sich interessiert, Das Kriterium fiir diese Suche
nach dem gewiinschten Klon mufl ein spezifi-
sches, eindeutig nachweisbares Merkmal der
integrierten Fremd-DNA sein.

Es gibt nur zwei derartige Merkmale: Zum
einen die Struktur der betreffenden DNA-Se-
quenz, d.h. die Nukleotidsequenz des Gens (Se-
lektion nach dem Gen), zam anderen das Gen-
produkt des geklonten Gens (Selektion nach
dem Genprodukt). Diese beiden Eigenschaften
macht man sich in unterschiedlicher Weise zu-
nutze, um viele Klone zu untersuchen und den
gewiinschten zu identifizieren.

3.2.5.1Selektion nach dem Gen

Zu diesem Zweck kann man ein wichtiges Verfah-
ren der molekularen Genetik einsetzen, dasauf Auf-
16sung (Denaturierung) bzw. Aneinanderlagern
(Renaturierung) komplementirer DNA-Striinge be-
ruht: die Nukleinsinrenbybridisierung
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Zwei einzelstringige Nukleinsduremolekiile
tragen immer das Bestteben in sich, Basenpaa-
rungen miteinander auszubilden. Solche Hy-
bridstrukturen sind in den meisten Fillen sehr
instabil, weil zwischen den beiden Molekiilen
nur wenige Bindungen entstehen. Sind die Poly-
nukleotide jedoch zueinander komplementir,
so kommt es aufgrund der Basenpaarungsregeln
zu umfangreichen Basenpaarungen und es ent-
steht ein stabiler Doppelstrang.

Mit der Nukleinsiurenhybridisierung kann
man einen bestimmten rekombinierten Klon
identifizieren, wenn man eine in der Regel ra-
dioaktiv markierte RNA- oder DNA-Sonde
besitzt, die zu dem gesuchten Gen komplemen-
tir ist. Um allerdings eine solche Sonde her-
stellen zu kdnnen, mufl das Ger in seiner gan-
zen, oder zumindest in einem Teil seiner Ny-
kleotidsequenz bekannt sein.

3.2.5.2 Selektion nach dem Genprodukt

Eine Alternative zum Verfahren der Nukleinsiu-
renhybridisierung, wenn man die Nukleotid-
sequenz des gewiinschten Gens nicht kennt und
deshalb keine Sonde herstellen kann, ist der Nach-
weis des Genprodukts, zum Beispiel durch seine
Enzymaktivitit oder durch seine immunologi-
schen Reaktionen mit seinen Antikorpern,

Diese Methoden setzen einerseits voraus, dafl das
geklonte Gen in der Wirtszelle exprimiert wird, um
das dazugehdrige Protein zu produzieren, anderer-
seits darf dieses Protein nicht von Naturaus in der
Wirtszelle vorkommen.

Hat man den gewiinschten Klon identifiziert,
kann man diesen isolieren und ihn vielfiltigen
Analysen und Manipulationen unterziehen, um
weitere Aufschliisse iiber das Gen und/oder sein
Genproduktzu bekommen.

Zur Aufbewahrung klonierter Zellen und Vi-
ren in einer DNA-Bibliothek gibt es einfache, ver-
liliche Kulturbedingungen. Man braucht dann
theoretisch nur eine einzige Zelle oder ein einziges
Phagenpartikel aus einem Klon, um neuerlich
Wachstum oder Vermehrung in Gangzu setzen.

3.3 Klonierung von eukaryotischen Genen in
Bakterien

Was zunichst wie eine recht einfache Vor-
gangsweise aussah, erwies sich jedoch bei ge-
nauerer Betrachtung als duflerst kompliziert,
Die Probleme, die auftraten, zeigten deutlich
die Unterschiede zwischen pro- und eukaryoti-
schen Genen.

a) Gene aus hdheren Organismen werden in
Bakterien normalerweise nicht exprimiert,
weil die Signale zur Genregulierung fiir
die Transkription und Translation verschie-
densind.

Ein Ausweg liegt hier im Einbau der Fremd-
DNA in einen Vektor, der unter dem Einfluf§
der Bakterienexpressionssignale steht. Klonie-
rungsvektoren, die Signale enthalten, die Ex-
pression des klonierten eukaryotischen Fremd-
gens in der Bakterienzelle in Gang setzen, be-
zeichnet man als Expressionsvektoren.

b) Bei der Transkription der eukaryotischen
Gene im Zellkern wird von der DNA eine
m-RNA Kopie gemacht, die die Sequenz des
Gens samt allen Introns und sich wiederho-
lenden Genomabschnitten enthilt. Auf dem
Weg ins Zytoplasma zu den Ribosomen
wird die m-RNA gespleifit und diese ge-
spleifite m-RINA enthilt dann nur noch die
fiir das Genprodukt codierenden Genom-
sequenzen.

Bei Bakterien fehlen solche Spleiffmechanis-

men, und sie sind deshalb nicht in der Lage,

eine richtige m-RNA fiir eukaryotische Gen-
produkte herzustellen.

Das Problem konnte man l8sen, indem man
eine Methode verwendete, die auch zur Klonierung
von RNA dient. Bei Klonierungsexperimenten
von eukaryotischen Genen in Bakterien nimmt
man nicht direkt das Gen mit all seinen Introns,
sondern fertigt eine komplementire DNA (c-
DNA) seines gespleifiten m-RNA-Transkripts
an. Durch Enzyme, die von der Replikation her
bekannt sind, die DNA-Polymerasen, und den
c-DNA-Strang als Matrize kann man ein dop-
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pelstringiges DNA-Molekiil aufbauen, wel-

ches nach dem behandelten Schema kloniert

werden kann.

o) BeiEukaryoten werden die Genproduktebei der
Translation oft nur als Vorstufe zum Protein
synthetisiert und erst spiter chemisch so verin-
dert, daf sie ihre enzymatischen Aufgaben erfiil-
len kénnen. Dasist wieder ein Vorgang, dervon
Bakterienzellen nichtausgefithrt werden kann,

Die Schwierigeit bei der Weiterverarbeitung
desunvollstindigen Genproduktsaus der Trans-
lation wird umgangen, indem man das Bakteri-
um veranlafit, unmittelbar das aktive Protein
herzustellen. Dabei wird in das rekombinierte

Plasmid nicht die ganze -DNA der gespleifiten

m-RNA eingefiigt, sondern nur der DNA-Ab-

schnitt, der dasaktive Endprodukt codiert,

Diese Vorgangsweise wird spiter im Kapitel
4.1.2.1 iiber die Arzneiproduktion bei der die

Herstellung von Insulin noch genauer behan-

delt werden.

d) Ein Hindernis ganz anderer Art ist die Tatsache,
daft viele der eukaryotischen Genprodulste auf
ein Bakterium, vor allem auf sein Wachstum,
toxisch wirken, von bakteriellen Enzymen abge-
baut werden oder sich zu funktionsunfihigen
Aggregaten in der Bakterienzelle zusam-
menlagern.

DasProblem, daf} fremde Proteine fiir Bakterien

vielfach toxisch wirken, 1488t sich auf der Ebene

der Genregulation umgehen. Man kann die

Bakterienzelle veranlassen, die Transkription

der m-RNA fiir das gewiinschte Protein solange

hinauszuzdgern, bis die Zellen fast vollstindig -

gewachsen sind und so das Wachstum und die
Vermehrung nicht mehr gestort werden,

Angesichts dieser vielen Schwierigkeiten hat
es sich 7 vielen Fillen, vor allem dann, wenn es
nicht um die Untersuchung von Genen geht,
sondern um die Synthese wichtiger
Stoffwechselprodukte, als ginstiger erwiesen,
das rekombinierte Gen nicht in Bakterien, son-
dern in eukaryotischen Zellen (z.B. Hefezel-
len oder Kulturen aus Siugerzellen) zu ex-
primieren.

4. Anwendungsgebiete der DNA-
Rekombination in Forschung und Biotech-
nologie

Durch die Forschung mit den neuen Methoden
der molekularen Genetik wurde viel zum Ver-
stindnis der biologischen Strukturen, Systeme,
und deren Funktion beigetragen.

Aber die Fortschritte der Gentechnik kon-
nen nur dann von allgemeinem Nutzen sein,
wenn es auch gelingt, ihre Arbeitsmethoden in
Produktionsverfahren umzusetzen. Das fiihrt
zu einer wichtigen Wachstumsindustrie unse-
rer Zeit - der Biotechnologie.

4.1 Angewandte oder industrielle Mikrobiologie

Die Biotechnik ist, wie in der Offentlichkeit oft
falsch gedeutet, kein neues Verfahren der
industriellen Produktion, aber sie hat in den
letzten Jahren durch ihre Fortschritte mehr
Aufmerksamkeit auf sich gezogen.

Als Biotechnologie wird der Einsatz lebender
Organismen in industriellen oder dhnlichen
Prozessen verstanden. Schon die Babylonier
und Sumerer nutzten Hefe, um Bier zu brau-
en,und die alten Agypter wufiten bereits, dafl
die Hefe im Teig Kohlendioxid produziert, wo-
durch das Brot lockerer wurde.

4.1.1 Gentechnische Proteinproduktion

Nachdem 1929 entdeckt wurde, daf} der Pilz Pe-
nicilium einen wirksamen antibakteriellen
Wirkstoff produziert, begann man, Pilze und
Bakterien in groflem Umfang fiir die Herstel-
lung von Antibiotika zu verwenden., Die Perfek-
tion der dafiir notwendigen Fermentations- und
Aufarbeitungstechnik sorgte dafiir, dafl Mikroor-
ganismen verschiedene Verbindungen in grofen
Mengen erzeugten. Aber nicht nur die Technik,
sondern auch die Selektion neuer Mikroorganis-
men zur Stammverbesserung nach den klassi-
schen Methoden sorgten fiir Optimierung der
Produktion.
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Viele wichtige Proteine werden aber nicht von
Mikroorganismen, sondern von héheren Orga-
nismen produziert, die man aber nach diesem
Verfahren nichtgewinnen konnte.

Erst die Methoden der DINA-Klonierung mach-
ten es mglich, dafl eukaryotische Geneausihrer
natiirlichen Umgebung heraus in Bakterien klo-
niert werden kénnen. Daff dieser Sprung tiber die
Artgrenzen hinwegnicht so einfach ist, wie er auf
den ersten Blick erscheinen mag, ist aus dem letz-
ten Kapitel hinlénglich bekannt.

Die grofilen kommerziellen Erfolge hat die
Gentechnik auf dem Gebiet der Pharmazeutika,
Deshalb eignet sich z.B. das Insulin aus dem Be-

reich der Arzneimittelproduktion zur Erliute-

rung gentechnisch hergestellter Proteine.

4.1.2 Gentechnik und Medizin

4.1.2.1 Gentechnische Arzneimittelproduktion

Viele Erkrankungen des Menschen haben die Ur-
sache im Fehlen oder in mangelhafter Funktion
eines Proteins, das im gesunden Kérper syntheti-
siert wird. So wird bei Diabetes mellitus das Hor-
mon Insulin von der Bauchspeicheldriise nicht in
ausreichender Menge produziert. Da das Hormon
die wichtige Aufgabe der Steuerung der Blutzuk-
kerkonzentration hat, 4uflert sich ein Mangel in ei-
nem Komplex von Symptomen, welcher ohne Be-
handlung tddlich sein kann. Der Patient kann viele
Formen der Zuckerkrankheit durch stindige
Insulininjektionen abschwichen. Das Insulin, das
bei dieser Art von Behandlung eingesetzt wird,
stammtaus den Bauchspeicheldriisen von Schwei-
nenund Rindern. Durch geringfiigige Unterschie-
de zwischen dem tierischen und menschlichen
Protein kommt es bei manchen Patientenzu uner-
wiinschten Nebenwirkungen. Auflerdem gestaltet
sich das Reinigungsverfahren als duflerst schwie-
rig, sodafd gefihrliche Verunreinigungen nicht voll-
stindig ausgeschlossen werden kénnen.

Aller dieser Probleme hitte man sich mit einem

Schlag entledigt, wenn es geldnge, menschliches In-

sulin auf gentechnischem Wege herzustellen.

Insulin hat zwei Eigenschaften, die seine Pro-
duktion mit der DNA-Rekombinationstechnik er-
leichtern. Einerseits mufi das Protein nach der
Translation nicht chemisch modifiziert werden,
weil das geklonte Gen bereits das aktive Gen-
produkt codiert. Andererseits ist Insulin ein relativ
kleines Molekiil. Es setzt sich aus zwei Polypeptid-
ketten zusammen, der A- und B-Kette. In den Zel-
len des Pankreas werden beide gemeinsam als
Vorldufermolekiil Priproinsulin synthetisiert,
welches nach der Translation noch einmal ge-
schnitten wird, bis schliefllich die beiden Polypep-
tidketten A und B entstehen, die durch zwei
Disulfidbriicken verbunden sind.

Zur gentechnischen Herstellung von Insulin

verwendet man zwei Plasmide, die jeweils den
DNA-Abschnitt fiir eine Kette enthalten. Die bei-
den Polypeptidketten entstehen in verschiedenen
Bakterienkulturen und werden erst nach ihrer Rei-
nigung gemischt, sodaf} das fertige Insulinmolekiil
entsteht.,
. Mitihnlichen Vorgehensweisen gelang auch die
Synthese anderer tierischer Proteine in Bakterien,
z.B. Somatostatin, ein Antiwachstumshormon,
das zur Behandlung mehrerer menschlicher
Wachstumsstdrungen dient. Oder Somatotropin,
das menschliche Wachstumshormon, das als
Gegenspieler des Somatostatin ebenfalls in der
Behandlung von Wachstumsstérungen von Bedeu-
tung ist. Weiters Interferone, eine Gruppe von re-
gulatorischen Proteinen der Zellphysiologie mit
antiviralen, immunstimulierenden und tumor-
hemmenden Eigenschaften.

Trotz der angefiihrten Beispiele fiir die Erfolge
der gentechnischen Proteinherstellung bzw. Arz-
neimittelproduktion in Bakterien, die verdeutli-
chen, daf} diese trotz aller Schwierigkeiten in der
Genexpression von allgemeinem Nutzen sein
kann, haben Exkaryoten die Bakterien als Wirtszel-
len fiir diese Produktionstechnik fast vollig verdriingt,
denn bei vielen tierischen Produkten gibt es gar
keine andere Méglichkeit, als eukaryotische Wirte
zu verwenden, wenn man sie mit klonierten Ge-
nen herstellen will.
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Der menschliche Blutgerinnungsfaktor VIIL,
zum Beispiel, der von zentraler Bedeutung fiir die
lebenswichtige Blutgerinnung ist, kann nur iiber
die DNA-Klonierung vollig frei von jeder
Verunreinigung gewonnen werden, Dies gelang
bei der fritheren Gewinnung durch Reinigung aus
dem Spenderblut nicht.

Da das Gen fiir die Codierung dieses Proteins
sehrgrof istund da viele Modifikationen nach der
Translation zur Herstellung des aktiven Genpro-
dukts, die in der Bakterienzelle unmdglich sind,
durchgefiihrt werden miissen, war der Umstieg auf
Eukaryotenzellen als Wirtsorganismus zwingend.

4.1.2.2 Gentechnische Impfstoffberstellung

Impfstoffe sind Antigenpriparate. Antigene (oder
Immunogene) sind kdrperfremde Substanzen, die
ins Blut injiziert, eine Antwort des menschlichen
Immunsystemsanregen. Als Antwort auf diese an-
tigene Stimulation produziert der Kérper Proteine,
die sogenannten Antikorper oder Immunglobu-
line, die dann, einfach ausgedriickt, sehr spezifisch
mit dem Antigen reagieren und diese unschidlich
machen., Aufgrund der verwendeten Antigenmate-
rialien unterscheidet man bei den verfiigbaren
Impfstoffen zwischen Lebend- und Totimpfstoff.
Totimpfstoffe enthalten entweder inaktivierte (ab-
getdtete), aber komplette Erreger oder aber nur das
immunologisch relevante, aus dem Erreger ge-
reingte Antigenprotein, Demgegeniiber bestehen
Lebendimpfstoffe aus vermehrungsfihigen, abge-
schwichten und daher nicht krankmachenden
Infektionskeimen, Die Produktion von Impfstof-
fen barg bisher einige Probleme n sich, wiezB. die
reine Gewinnung der Antigenproteine aus einem
Erreger sowie die vollstindige Inaktivierung oder
die ausreichende Abschwichung.

Durch die Gentechnik ist man heutein der Lage,
gereinigte Antigenproteine herzustellen, Dabei wer-
den die Gene, die fiir diesen Teil des Erregers co-
dieren, in Expressionsvektoren eingebaut und ver-
mehrt,

Aulerdem besteht die Mdglichkeit, einen Le-
bendimpfstoff aus rekombinierten Vacciniaviren het-

zustellen, Der Einsatz lebender Vacciniaviren als
Impfstoff geht bis ins Endedes 18. Jahrhunderts zu-
riick, als man erkannte, daB dieser Virus, der fiir
Menschen unschidlich ist, Immunitit gegeniiber
Pocken verleiht.

Die Idee, die nun dahinter steht, ist folgende:
Man rekombiniert das Genom des Virusmit frem-
den Genen, die fiir die Antigene bestimmter
Krankheiten codieren. Wird das fremde Gen im
Virus mit den eigenen Genen exprimiert, werden
erhebliche Mengen des Antigens produziert, die
eine Inmunantwort (= Produktion von Antikdr-
pern) desKdrpers bedingen und so eine Immunitit
gegen diese Krankheit erzeugen.

Das Problem dabei ist, ob die Forschung genug
{iber solche Erregersysteme weif}, um sie ohne Ge-
fahr fiir das Olcosystem freizusetzen.

4.1.2.3 Genomanalyse

Humanes Genom Projekt: Die Sequenzierung
von Genomen sind fiir die Klirung der Funk-
tion von Genen und zur Gewinnung von Ein-
blicken in die Funktionsweise der Organismen
von gréfiter Bedeutung.

Dieses Projekt erdffnet den biologischenund
medizinischen Wissenschaften noch nie dage-
wesene Forschungsperspektiven:

* Grundlagenforschung der Erbkrankheiten

* Prinatale Diagnose

* mogliche Anwendungsgebietein AIDS-und
Krebsforschung sowie Erforschung polyge-
nischer Krankheiten, die auf dem
Zusammenspiel mehrerer Genprodukte be-
ruhen.

4.1.2.4 Erforschung von Erbkrankheiten

Wir kennen heute tiber 4000 Krankheiten, die
jeweils durch den Ausfall eines einzelnen Gens
verursacht werden, davon etwa 1000 Erbkrank-
heiten. Mit Hilfe der Gentechnik lassen sich
die Lage der betreffenden Strukturgene auf dem
Chromosom lokalisieren und ihre Funktions-
weise untersuchen,
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Von Bedeutung sind daher diagnostische Un-
tersuchungsmethoden, die zeigen kénnen, ob die
Krankheit von erbkranken Eltern an ihre Kinder
weitergegeben worden ist. Es gibt auch bereits
Méglichkeiten, die im prinatalen Stadium sber-
priifenkdnnen, ob das Gen aktiv oder defekt ist.

Die Kenntnis der Sequenz des Gens erméglicht
nicht nur die Herstellung von Gensonden zur

Identifizierung des Gendefekts, sondern liefert in

naher Zukunft vielleicht auch Hinweise auf die
biochemische Natur des Defekts, anhand wel-
cher man dann eine mdogliche Behandlung oder
sogar Heilung ableiten kann,

Ein Begriff dazu ist der der Gentherapie, bei der
man durch gezielte Eingriffe ins Erbgut des Orga-
nismus die Mutationen, welche die Krankheit be-
dingen, beheben kann.

4.1.2.5 Der Kampf gegen AIDS

Die DNA-Rekombinationstechnik ist der Schliis-
sel zur Bekiimpfung von HIV und der AIDS-Epi-
demie. In den wenigen Jahren seit Isolierung von
HIV haben sich mit immenser Geschwindigkeit
Erkenntnisse iiber das Virusund die Erkrankung
selbst angesammelt. Die Schwierigkeiten, dieses
Wissen nun klinisch umzusetzen, sei es in Arznei-
oder Impfstoffen, diirfen aber nicht unterschitzt
werden. Ein Ende dieser Schwierigkeiten ist lei-
der noch nicht in Sicht.

4.1.2.6 Andere Anwendungsbereiche

* Wahrscheinlich werden zukiinftig in der Me-
dizin bei der Therapie mehrund mehr kbrpet-
eigene Substanzen eingesetzt, z.B. Enkephali-
ne als natiirliche Schmerzstiller oder kérper-
eigene Peptide als Blutdruckregler.

* Weitere Bedeutung wird die Gentechnik auf
dem Gebiet der Diagnostik erhalten. Es geht
hier um die Herstellung diagnostischer Enzy-
me, wie z.B. die Glucose-Dehydrogenase zur
Blutzuckerbestimmung oder monoklonaler

Antikdrper zur Diagnose von tumorartigen Er-
krankungen.

4.2 Gentechnik bei Pflanzen und Tieren

Die DNA-Rekombinationstechnik bedeutet
nicht nur im medizinischen Bereich einen Fort-
schritt; auch in der landwirtschaftlichen Bio-
technologie gab sie den Anstof§ zu vielen Ent-
wicklungen bei Pflanzen und Tieren.

4.2.1 Pflanzen

Bei Pflanzen ist das Klonen fiir Ziichter be-
reits eine alltigliche Methode. Aus einer ma-
nipulierten Pflanzenzelle kann man iiber den
Kallus ohne weiteres die gesamte Pflanze
regenerieren. Solcherart genetisch verinderte
Pflanzen werden als transgene Pflanzen be-
zeichnet.

4.2.1.1 Infektionresistenz fiir Pflanzen

Fiir viele wichtige Nutzpflanzen stellen Pflan-
zenviren ein ernsthaftes Problem dar, weil die
Infektionen Wachstum, Ertragund Qualitit der
Nutzpflanzen beeintrichtigen.

Pflanzen, die man mit einem kaum schidli-
chen Virusstamm infiziert, lassen sich vor einer
Infektion durch schidlichere Stimme schiitzen.
Der Mechanismus dieses genetischen Tricks,
der sogenannte Kreuzschutz (cross-protection)
war lange nicht vollig geklirt, Man vermutete
aber besondere Virusproteine, die fiir die schiit-
zende Wirkung verantwortlich sind. Mittels
Klonierung viraler Nukleinsiuren, die fiir
verschiedene Pflanzenvirusproteine codieren,
konnte gezeigt werden, dafl das schiitzende
Agens das Virushiillprotein ist, das durch seine
Exprimierung eine Virusresistenz gegeniiber an-
deren verwandten Viren bewirkte.

4.2.1.2 Pflanzenschutz vor Insekrenbefall durch
Bakterientoxine

Pflanzen konnen durch Insektenbefall von
Schidigungen, die oft enorme Kosten verursa-
chen, bedroht sein. Gegenwiirtig sind chemi-
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sche Insektizide die wichtigste Waffe gegen
Schidlinge. Durch den Willen, den Einsatz der
chemischen Pestizide zu verringern, und die
Kenntnis von natiitlichen Systemen pestizid-
produzierender Mikroorganismen (z.B. ver-
schiedene Stimme von Bacillus thuringiensis
Bf) kamen die Gentechniker auf dieIdee, Pflan-
zen zu ziichten, die dieses Toxin der Mikroor-
ganismen in ihren Zellen selbst bilden.

Das Bt-Toxin entfaltet seine Wirkung erst
durch Bindung an die Oberflichenrezeptoren
von Darmzellen der toxinempfindlichen Insek-
tenlarven. Durch verschiedene Modifikatio-
nen des Gens und seinen Einbau in starke
Expressionsvektoren gelang bis heute der
Schutz gegen mehrere Schidlinge von Pflan-
zen, Gegenwirtig versucht man das Toxinpro-
tein so zu verindern, daf} es gegen ein breiteres
Spektrum von Insektenarten wirksam ist.

Solcherart resistente Pflanzen konnten,
wenn sie die strengen Sicherheitsanforderun-
gen an die Freilandtests erfiillen, zum Einsatz
kommen.

4,2.1.3 Pflanzen:mit neven Bliitenfarben und formen

Auch die Blumenindustrie hat es nicht verabsiumt,
mit der DNA-Rekombinationstechnik zu experi-
mentieren, um Pflanzen mit neuen Eigenschaften zu
erzeugen, Mit der Méglichkeit, Gene in Pflanzen ein-
zuschleusen und daraus Pflanzen zu regenerieren,
kann man heute Blumen mit neuen Bliitenfarben,
Formenund Wachstumseigenschaften ,,erzeugen®.

4.2.1.4 Pflanzen als Proteinproduzenten

Durch die Entwicklung von Gentransfermethoden
fiir Pflanzen stieg das Interesse, Pflanzen als Produ-
zenten von Fremdproteinen zu verwenden, Bislang
hat man nur Laborexperimente durchgefithrt, um
zuuntersuchen, welche Pflanzenarten tiberhaupt in
der Lage sind, Fremdproteine zu exprimieren, Es
konnten bisher beispielsweise das menschliche
Neuropeptid Enkephalin  und  menschliches
Serumalbumin in Pflanzen exprimiert werden.

Bevor aber Pflanzen als Bioreaktoren mit
den derzeit gebriuchlichen Systemen konkur-
rieren konnen, mufy die Expressionsrate der
Fremdproteine noch stark gesteigert werden.

4.2.2 Tiere

Im Gegensatz zu Pflanzen wird bei Wirbeltie-
ren zwar die Zell- und Gewebeziichtung in vi-
tro gut beherrscht, aber die Aufzucht vollstin-
diger transgener Tiere durch Klonieren einer
einzigen somatischen Zelle ist nicht maglich.
Selbst eine Differenzierung solcher Zellen
wird nur selten erreicht.

Dagegen ist die Aufzucht von manipulierten
Eizellen, deren Genom durch eine Kerntrans-
plantation verindert wurde, schon gelungen.

Auch das Inserieren von neuen Genen in die
Keimbabn wurde bereits an Miusen demon-
striert. Einer Maus wurde das Gen fiir das Rat-
ten-Wuchshormon stabil in die Chromosomen
eingebaut., Als Folge davon wurde die transge-
ne Maus doppelt so grofi.

Bei Rindern kann man durch Behandlung
mit gentechnisch hergestellten Rinderwachs-
tumshormonen die Milchproduktion stimulie-
ren, die Futterverwertung verbessern sowie
magereres Fleisch produzieren. Ahnliches gilt
fiir Schweine.

Einem transgenen Tier, das natiirlicherweise
dieses Protein in groflen Mengen produziert,
braucht man diese Substanz nicht injizieren,
wie man es beispielsweise heute bei Rindern
noch tut. Daher ist man heute bestrebt, Metho-
den und Verfahren zu entwickeln, um Transge-
ne Nutztiere zu erzeugen.

Wie bereits bekannt, gibt es zum Beispiel the-
rapeutisch einsetzbare Proteine, die nicht aus
Bakterienkulturen, sondern nur aus Kulturen
mit Siugerzellen gewonnen werden kdnnen, da
nur in ihnen das richtige, aktive Genprodulkt
entstehen kann, Die Produktion von solchen
Proteinen in Transgenen Tieren kdnnte eine Al-
ternative zu den teuren Zellkulturen sein.
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4.2.3 Infektionsschurz fiir Tiere

Eine weitere Mdglichkeit der Gentechnik
wire, 1hnlich zu den Pflanzen, Nutztiere durch
die transgene Expression viraler Hiillproteine
vor Virusinfektionen zu schiitzen.

Die bislang beschriebenen Beispiele zeigen
nur den Anfang dessen, was iiberhaupt méglich
ist. Auch in Zukunft werden in der Grundla-
genforschung neue molekulare Feinheiten ent-
hiillt werden, die biologischen Prozessen
zugrundeliegen. Und die Ergebnisse mancher
dieser Versuche werden dann in der Praxis zur
Anwendung kommen.

4.3 Ausblick in die Zukunft

Seit jeher befindet sich der Mensch auf der Suche
nach dem Ursprung des Lebens. Die Genetik hat
ihm ein probates Mittel fiir diese Suche in die Hand
gegeben - die genetische Information. Die Gene
enthalten die Information {iber ihre eigene Evolu-
tion, eine Evolution, die in strukturellenund orga-
nisatorischen Ahnlichkeiten zwischen Genenund
in der Erhaltung funktionstragender Sequenzen
mit dhnlichen Aufgaben zu finden ist.

Mit Hilfe der Gentechnik kann man die gene-
tische Information der verschiedenen Organis-
men analysieren und feststellen, wie sich die
Genome im Laufe der Evolution gewandelt ha-
ben. Dadurch lassen sich die verwandtschaftli-
chen Verhiltnisse kldren.

Daneben trug die Grundlagenforschung der
Gentechnik sehr viel zum Verstindnis der kom-
plexen biologischen Systeme bei, wobei aber die
grofRe Fiille an Einzelheiten noch kein umfassen-
des Wissen darstellt, Im Gegenteil, die Unkenntnis
tiberwiegt heute noch bei weitem das Wissen.

Auch die Anwendung der Gentechnik in der
Biotechnologie steckt noch in ihren Anfingen. Die
derzeitigen Erfolge kniipfen unmittelbar an den
Fortschritt in der Grundlagenforschung an. Die
bislang in diesem Kapitel beschriebenen Beispiele
sind erst der Beginn dessen, was {iberhaupt einmal
méglich sein wird, denn nur die Ideen der Wissen-

schafter lassen erahnen, wie beinahe grenzenlos

die Méglichkeiten der Biotechnologie sind.

Aber gerade diese Grenzenlosigkeit der Mdg-
lichkeiten 18st in grofien Teilen der Offentlichkeit,
dieder raschen Entwicklung der Gentechnik in der
Biotechnologie, nicht zuletzt durch ihre Unwis-
senheit, mit einer gewissen Hilflosigkeit gegen-
{ibersteht, diverse Angste und emotionale Ableh-
nungaus. Diese Angste diirfen auf keinen Fall mif3-
achtet werden, denn obwohl ich persénlich der
Meinung bin, daf8 der Nutzen des neuen geneti-
schen Wissens nicht geleugnet werden kann, wird
dieser durch andere Bedenken oft relativiert:

* Die natiirliche Evolution der Arten hat weder
Niitzlinge noch Schidlinge definiert. Erst der
Mensch hat zu seinem eigenen Vorteil die Lebe-
wesen in oft zweifelhafte Kategorien eingeteilt.
Die prinatale Diagnostik gibt ihm nun ein Mit-
tel in die Hand, Fehlentwicklungen bereits am
Embryo zu erkennen, die dann in einem
Schwangerschaftsabbruch enden kénnen. Aber
egal, wie man zum Thema der Schwanger-
schaftsunterbrechung allgemein steht, muf}
man sich die Frage stellen, was die Normen fiir
Jkrank oderlebenswert” sind und vor allem wer
diese Richtlinien, nach denen selektioniert wer-
den soll, definieren kann oder darf.
Ahnlichesgiltfiir die Gentherapie in der Keim-
bahn, bei der die Veridnderungen des Erbguts
auf die folgenden Generationen weitergegeben
werden,

* Durch die Genomanalyse des Menschen im
Humanen Genomprojekt wichst die Angst vor
dem ,glisernen Menschen®, Die genetische Pri-
vatsphire muf3 zu einem wichtigen Thema wer-
den, um jedwede Art der Diskriminierung zu
verhindern.

* Die Unkenntnis iiberwiegt noch das Wissen.
Dies gilt es zu bedenken, wenn es darum geht,
ob das heutige Wissen tiber die Manipulationen
in transgenen Pflanzen oder Tieren sowie iiber
die verschiedensten Erregersysteme und deren
Interaktionen in der neuen Umgebung aus-
reicht, um eine gefahrlose Freisetzung in der
Umwelt garantieren zu kénnen,

Band II/Nr. 4

Seite 281



Tmago Hominis

Focus

Die meisten dieser Angste sind allerdings erst Pro-
bleme der vielleicht nahen Zukunft, da die Verwir-
kichung heute noch an der Begrenztheit der techni-
schen Mglichheiten scheitert.

Die Gentechnik birgt aber ein gewisses Risiko-
potential in sich, auf das die Wissenschafter selbst
gleich nach Bekanntwerden der neuen Méglich-
keiten in der DNA-Rekombinationstechnik hinge-
wiesen haben, und dem durch Beachtung von vor-
geschriebenen  Sicherheitsrichtlinien  und
Gentechnikgesetzen begegnet wird.

Obwohl nach fast zwanzigjihriger Erfahrung
mit gentechnischen Experimenten festgestellt wer-
den kann, dafl von Trigern rekombinierter Nulde-
insiuren kein nachweislich groferes Gefahrenpo-
tential ausgeht, als dies durch die Eigenschaften des
Empfingerorganismus, des Klonierungsvektors
und der Spender-DNA angezeigt ist, muf§ der frei-
willige Weg der Selbstkontrolle konsequent wei-
tergegangen werden. '

Es bedarf auch weiterhin einer aktiven Diskus-
sion der ganzen Gesellschaft,um nicht in Zukunft
von bereitsbekannten oder heute noch unbekann-
ten Problemen tiberrascht zu werden.

Glossar

Aminosiure, Baustein eines Proteins.

Anticodon, zum Codon komplementires Nu-
kleotidtriplet.

Antigen, ein Molekiil, das, wenn es in den Or-
ganismus gelangt, zur Synthese eines Anti-
kdrpers fiihrt.

Antikérper, ein vom Immunsystem gebildetes
Protein, das ein bestimmtes fremdes Anti-
gen erkennt und damit eine Inmunantwort
auslost.

Bakteriophage, Virus, das Bakterien infiziert.
Die DNA-Molekiile mancher Bakteriopha-
gen dienen als Klonierungsvektoren.

Base, der variierende Teil eines Nukleotids.
Man unterscheidet fiinf Basen: Adenin, Thy-
min, Guanin, Cytosin, Uracil

Basenpaarung, ein A-T oder G-C-Paar in einer
DNA-Doppelhelix.

Biotechnologie, der Einsatz lebender Organis-
men in industriellen Prozessen.

¢DNA, ein zu einer RNA komplementirer
DNA-Einzelstrang, durch reverse Tran-
skription entstanden.

Chromosom, abgegrenzter Teil des Genoms
mit vielen Genen. Besteht aus nur einem
DNA-Molekiil und kann sich selbst unter
bestimmten Umstinden replizieren.

Codon, Nukleotidtriplett, das eine Aminosiu-
re oder ein Terminationssignal codiert.

DNA Klonierung, Einbau eines DNA-Frag-
ments in einen Klonierungsvektor mit an-
schliefender Vermehrung des rekombinier-
ten DNA-Molekiils in einem Wirtsorganis-
mus.

3% Ende, jenes Ende der Polynukleotidkette,
welches durch eine Hydroxylgruppe am 3°-
C-Atom des Zuckermolekiils gebildet wird.

5% Ende, jenes Ende der Polynukleotidkette,
welches durch eine Phosphatgruppe am 5°-
C-Atom des Zuckermolekiils gebildet wird.

Enzyme, Proteine, die als Katalysatoren stoffli-
che Umsetzungen in der Zelle beschleuni-
gen. '

Eukaryoten, hdhere Organismen mit einem
echten Zellkern.

Exon, genetisch aktiver DNA-Abschnitt der
Gene von Eukaryoten, der in dem gespleif}-
ten m-RINA-Transkript noch vorhanden ist.

Expressionsvektor, Klonierungsvektor, derso
gestaltet ist, dafl ein eingebautes Fremdgen
in dem Wirtsorganismus exprimiert wird.

Gen, DNA-Abschnitt, der eine RNA und/oder
ein Proteinmolekiil codiert.

Genetischer Code, beschreibt die Beziehung
zwischen der Nukleotidsequenz der m-
RNA und der Aminosiurensequenz des
Proteins.

Genexpression, Umsetzung der genetischen
Information in eine RNA oder ein Protein,
das fiir eine bestimmte Eigenschaft verant-
wortlich ist; Transkription und Translation.

Genom, die gesamte Genausstattung eines Or-
ganismus.
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Genombibliothek, eine Sammlung von klo-

nierten DNA-Fragmenten, die zusammen

alle Gene eines Organismus enthalten.

Genprodukt, umgesetzte Information eines
Gens in Form einer funktionellen RINA-Se-
quenz oder eines fertig synthetisierten Pro-
teins.

Genregulation, Steuerung der Genexpression.

Gentechnik, Experimentelle Verfahren zur
Herstellung von DNA-Molekiilen, die neue
Gene oder Genkombinationen enthalten.

Gentransfer, Geniibertragung, Einbringung
von DNA in Zellen auf verschiedene Arten:
Transformation, Transfekftion, Transduk-
tion, Konjugation, in vitro-Verpackung.

Genotyp, genetische Konstitution = Gesamt-
heit aller Erbfaktoren eines Organismus.

Homologe Sequenzen, Sequenzen mit einer
dhnlichen (mindestens 85% Ubereinstim-
mung) oder gleichen Nukleotidreihenfolge
in ihrer Polynukleotidkette. Homologe
Gene oder Chromosomen kénnen miteinan-
der rekombinieren.

Induktoren, kleine Molekiile, die, als ufleres
Signal, an einen Repressor binden und die
Transkription eines Gens vom Promotor
aus in Gang setzen.

Intron, genetisch inaktiver DNA-Abschnitt in
Genen von Eu-karyoten, der transkribiert
wird, der aber aus dem Transkript durch
Speifien der angrenzenden Exons entfernt
wird.

In vitro-Verpackung, Verpackung einer
Fremd-DNA in Bakteriophagenpartikel und
Einfiihrung in eine Wirtszelle {iber den Weg
der Transduktion.

Kallus, Zellhaufen, der sich in einer Kultur aus
einer Pflanzenzelle entwickelt.

Klon, Population gleichartiger Zellen oder
Molekiile, die mit einem gemeinsamen Vor-
ldufer identisch sind.

Klonierungsvektor, Plasmid oder Bakterio-

phage, benutzt fiir Einbau von Fremd-DNA
zum Zweck der Vermehrung oder der Pro-
duktion eines Proteins.

Kompetent, Eigenschaft einer Bakterienkul-
tur, die so behan-delt wurde, daf} die Zellen
freie DNA leichter aufnehmen kénnen.

Komplementir, Eigenschaft zweier Polynu-
kleotidketten, die sich durch Basenpaarung
zu einem doppelstringigen Molekiil verbin-
den kdnnen.

Konjugation, ,Paarung® zwischen zwei Bakte-
rien iiber eine voriibergehende Verbindung
(Konjugationsbriicke), wobei es zu einem
Austausch genetischen Materials von einer
Zelle zur anderen kommt.,

Ligase, Enzym, das in der Zelle zum Verkniip-
fen von DNA-Einzelstrangbriichen durch
die Bildung einer Phosphorsiurerest-Zuk-
kerbindung zwischen den Nukleotiden
dient.

Lyse, Tod eines Bakteriuns durch Auflésung
der Zellwand am Ende des Bakteriophagen--
zyklus.

Mutation, Anderung der Nukleotidsequenz ei-
nes Gens.

Nuklease, Enzym, das Nukleinsiuremolekiile
schneiden kann.

Nukleinsiuren, aus Nukleotiden zusammen-
gesetzte lineare Polynukleotidketten, die
Triger der Erbinformation sind; DNA und
RNA.

Nukleinsiurenhybridisierung, Bildung eines
doppelstringigen Polynukleotidketten-Mo-
lekiils durch Basenpaarungen zwischen ho-
mologen oder komplementiren Polynu-
kleotiden.

Nukleotid, Bausteine einer Nukleinsiure; be-
steht aus mehreren Komponenten,

Plaque, durchsichtiger Bereich in einem trii-
ben Bakterienrasen, der entsteht, weil die
Zellen durch infektidse Phagen lysiert wer-
den.

Plasmid, autonomes, selbstreplizierendes,
ringférmiges DNA-Molekiil auflerhalb des
Chromosoms in einer Bakterienzelle.

53‘-Polaritit, in einer Polynukleotidkette,
bedingt durch den Bau und die Verkiipfung
der Nukleotide in der Kette,
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Polymerase, Enzym, das einen neuen DNA-
oder RNA-Strang anhand einer komplemen-
tiren Nukleinsiuren-Matrize hinzusyntheti-
sieren kann,

Polynukleotidkette oder -strang, kettenfor-
miges Verkniipfungsprodukt der Nukleoti-
de.

Prokaryoten, niedere Organismen ohne ech-
ten Zellkern, z.B. Bakterien,

Protein oder Polypeptid, aus Aminosiuren
aufgebaute polymere Molekiile, die vielfil-
tige Funktionen in den Organismen {iber-
nehmen.

Proteinbiosynthese, Translation der Proteine
an den Ribosomen. :

Rekombination, Verbindung von DNA-Mole-
kiilen aus verschiedenen Quellen.

Replikation, identische Verdopplung der
DNA.

Replikon, ein Nukleinsiuremolekiil mit der
Fihigkeit, sich selbst identisch zu vermeh-
ren.

Restriktionsendonuklease, Enzyme, die
DNA-Molekiile sehr spezifisch immer an
derselben Stelle schneiden kénnen.

Ribosome, Orte der Proteinsynthese, Komple-
xe im Zytoplasma, die die Information der
m-RNA in Proteine {ibersetzen.

Selektierbarer Marker, Gen in einem Klonie-
rungsvektor, das einer Zelle, die dem Vektor
oder ein von ihm abgeleitetes rekombinier-
tes DNA-Molekiil enthilt, eine erkennbare
und selektierbare Eigenschaft verleiht,

Spleiflen, Entfernen von Introns und Verbin-
den der Exons in der zu translatierende m-
RNA von eukaryotischen Genen.

Transduktion, Ubertragung eines Bakterien-
gens durch einen Phagen von einem Bakteri-
um zum anderen.

Transfektion, Aufnahme von gereinigter Pha-
gen-DNA durch kompetente Bakterienzel-
len.

Transformation, Aufnahme von freier, gels-
ster DNA durch kompetente Zellen einer
Zellsuspension.

Transgen, Eigenschaft von vollstindig trans-
formierten hoheren Organismen.

Transkription, Umschreibung der DNA in
eine RNA-Arbeitskopie.

Translation, Ubersetzung der Information der
m-RNA in eine Aminosiurensequenz der
Proteine an den Ribosomen.

Triplet, siehe Codon.

Vektor, siche Klonierunsvektor.

Wirtszelle, Zelle als selbststindiger Organis-
mus, die eine Wirtsfunktion fiir eine subzel-
lulire Struktur iibernimmt, z.B. ein Virus
oder Plasmid.

Zellzyklus, Zeitraum zwischen zwei Zelltei-
lungen
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