Angewandte Biologie

Gentechnik - Gentechnologie

1.Definitionen

Siehe AB Gentechnologie – was ist das? 

Quelle: RAABits, Reihe 2, Material S 3 , Febr. 2002
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Quelle: http://www.scheffel.og.bw.schule.de/faecher/science/biologie/molangewandt/1gentec/gentec.htm
Frage: Wie kann genetisches Material in das Erbgut eines Organismus übertragen werden? ( sog. „Gentransfer“ )

 Zur Erinnerung: Was geschah bei den Versuchen von GRIFFITH & AVERY? Übertragung von Eigenschaften bei Mäusen durch DNA: „Transformation“(siehe Skript Molekulargenetik!)

Der Gentransfer – die Übertragung genetischen Materials von einer Zelle auf eine andere - 

Nicht zu verwechseln mit dem „natürlichen Gentransfer“ bei der Fortpflanzung, wo vorhandene Erbanlagen neu kombiniert werden (Rekombination), aber keine neuen Erbinformationen entstehen (wie bei der Mutation)

· geschieht auf folgende Weisen:

· Transformation (Aufnahme von DNA durch Bakterien)
· Plasmide (kleine, kreisförmige, sich selbst verdoppelnde Moleküle, die in Bakterienzellen vorkommen, aber nicht zum Bakterienchromosom zählen, also extrachromosomal sind. Sie sind vererbbar und zwischen Bakterien übertragbar).
· Transduktion ( Genübertragung zwischen Bakterien durch Viren)
· Transfektion ( Einbringen von Fremd – DNA in eukaryotische Zellen und deren Umwandlung in Tumorzellen )

Quelle: www.wikipedia.org
Vgl. Klett Natura Seite 124/125
Aufgabe 1,2 und 3 als Hausaufgabe

Exkurs: Parasexualität bei Bakterien
Quelle:http://www.scheffel.og.bw.schule.de/faecher/science/biologie/molekulargenetik/3parasex/parasex.htm
Exkurs: Konjugation bei Bakterien
Quelle: http://www.zum.de/Faecher/Materialien/beck/13/bs13-6.htm
2. Die Herstellung gentechnisch veränderter Zellen

Gentechnisch veränderte Zellen nennt man transgene Zellen
Exemplarisches Beispiel: Die Plasmid – Technik bei Bakterien.

Das wichtigste Werkzeug zur Herstellung von transgenen Zellen sind die 

Restriktionsenzyme
Dies sind Enzyme, die natürlich in Bakterien vorkommen, als Schutz vor eingedrungener Fremd-DNA dienen und die diese an bestimmten Stellen zerschneiden.
siehe: AB Restriktionsenzyme
Erklärung der Plasmidtechnik:
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Def:
Einbau eines Fremdgens in ein Bakterienplasmid zwecks Produktion eines gewiinschten Proteins
Bsp.: Humaninsulin

Ablauf:

1) Isolierung eines menschlichen Gens, z. B. Insulin-Gen
(dentifiziering des Insulingens = B. ducch Kinstliche komplementive m-RNA-Abschaitte die gemiss der
Cadle-Sonne hergestel wurdes); solienung des Inswli Gens nit Hilfe von Sehneideerzymen. (5.1
oder: Tsolierung der mRNA des betreffenden Gens und anschiefend Umschreibung in
doppelsirangige DNA mit Hiffe des Enzyms Reverse Transkriptase > c(opy)DNA
2) Isclierung der Plasmide aus Bakterienzellen
(Homogerisieren, i Dichtegradienten zesifugieres)
3) Aufschneiden des Plasmids mit Restriktionsenzymen = Schneideenzym, die nach einer
bestimmten Basensequenz aufschneiden (,sticky-ends-Methods™ —*Klebrige Enden).
4) Einsetzen des Fremdgens in das Plasmid mit dem "sticky end"-Prinzip und Verkmipfung
mit dem Enzym Ligase.
5) Einbau der neukombinierten Plasmide in die Bakierienzelle; (Transformation)

6) Isolierung der Bakterienzelle mit geglitcktem Einbau des neu kombinierten Plasmids und
Rultiviernng (Vermehrung) der Bakterienzelle; (= Selektion der Rekombinanten)

7) Gewinnung des Insulins aus den in Reinkultur vermehrten Bakterien

Vorteil: &) keine Allergie gegen Schweine- oder Rinder-Insulin
b) billigere groftechnische Herstellung

Risiko: Mutationen im Insulin-Gen , die zu einen inaktiven oder giftigen
Nebenprodukt fihren wirden.






	Schema: Plasmidtechnik:
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	Schematische Skizzen zu 1) und 3) : Aufschneiden der DNA
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Schematisch:
GGACCTA
CCTGGATC

Da das Insulin-Gen mit dem gleichen Schneideenzym herausgeschnitten wurde mit dem auch

das Plasmid geoffnet wurde, figt sich das Insulin-Gen von selbst in das Plasmid ein
(Verknipfung mit dem Enzym Ligase)






Quelle:http://www.scheffel.og.bw.schule.de/faecher/science/biologie/molangewandt/1gentec/gentec.htm

Dieses Verfahren lässt sich auch gut auf folgender Webseite nachlesen: 

http://www.u-helmich.de/bio/gen/reihe4/seite42-s.html
Definitionen:

Werden Gene in Empfängerzellen von Wirten eingeschleust, so geschieht dies mit sog. „Genfähren,“ Vektoren genannt. Dies können Viren sein(der Vorgang heißt dann Transduktion) oder Plasmide ( hier heißt das dann Transformation). Ein Plasmid oder ein Virus mit der eingebauten DNA heißt Expressionsvektor.

Um herauszufinden, welche Bakterien den Vektor aufgenommen und die DNA eingebaut haben (Selektion), verwendet man die Stempelmethode.

Diese funktioniert so:
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	Der erfolgreiche Einbau des Insulin-Gens wird mit Hilfe von 2 Resistenzgenen ermittelt, die sich auf dem Plasmid befinden. Das Restriktionsenzym wird so gewählt, dass es ein Resistenz-Gen zerschneidet und damit unwirksam macht. Vorher war das Bakterium gegen die Antibiotika Ampicillin und Tetracyclin resistent. Nach dem erfolgreichen Einbau ist es nur noch gegen Ampicillin resistent. Durch Kultur auf bestimmten Nährböden können die Bakterien mit erfolgreichem Einbau des Fremdgens in Reinkultur isoliert werden. 


	Selektion/Isolierung mit der Stempeltechnik: 
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Dieses Verfahren lässt sich auch gut auf folgender Webseite nachlesen:

http://www.u-helmich.de/bio/gen/reihe4/seite41-s.html
Daneben gibt es für die Selektion noch die Gensonden – methode 

( siehe: AB Gensonde aus : RAABits: M8) fakultativ, Referat?

Siehe Klett, Natura, Seite:126-129
_1183891777.bin

