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Die Erkenntnisse der Molekulargenetik be-
ruhten in der Anfangszeit ausschließlich auf
der Analyse des genetischen Materials von
Bakterien und Viren (besonders Bakterio-
phagen, vgl. Kap. E). Seit Anfang der 70er
Jahre des 20. Jahrhunderts haben sich die
Methoden zur Untersuchung von Genen dra-
matisch verändert: DNA kann nunmehr ge-
zielt zerlegt, vermehrt, neu kombiniert und
in Empfängerzellen exprimiert* werden. Die-
se Methoden werden in ihrer Gesamtheit als
Gentechnik bezeichnet. Durch die neuarti-
gen biochemischen sowie zell- und moleku-
larbiologischen Verfahren lassen sich nun
auch die Gene von Pflanzen, Tieren und
Menschen analysieren.

Gentechnische Methoden lassen sich aber
auch anwenden, um Lebewesen gezielt ge-
netisch umzuprogrammieren, d. h., ihnen
„fremde“ Gene einzupflanzen und ihnen da-
mit neue, vom Menschen gewünschte Eigen-
schaften zu verleihen. So wird heute bei der
Behandlung der „Zuckerkrankkeit“ (Diabe-
tes mellitus) Insulin eingesetzt, das mit dem

menschlichen Insulin absolut identisch ist
(Humaninsulin), aber in großtechnischem
Maßstab von Bakterien hergestellt wird (vgl.
Kap. G.2.1).

Der Begriff „Gentechnik“ wird also in zwei
verschiedenen Bedeutungen verwendet; er
bezeichnet:
● Methoden und Verfahren, mit denen

Struktur und Funktion des genetischen
Materials der Organismen analysiert wer-
den (Grundlagenforschung);

● Methoden und Verfahren zur gezielten 
Neuprogrammierung von Lebewesen zum
Zwecke der industriellen Nutzung (An-
wendung der Gentechnik).

In der öffentlichen Diskussion ist auch im-
mer wieder von „Gentechnologie“ die Rede.
Sprachlich korrekt ist mit „Gentechnologie“
nur die Erforschung der Methoden zur Neu-
kombination von DNA, mit „Gentechnik“
aber die Anwendung dieser Methoden in
Forschung und Technik gemeint. In diesem
Sinne verwenden wir hier nur den Begriff
Gentechnik.

GGen- und Reproduktionstechnik

1. Grundlagen der Gentechnik

1973 erschien in einem amerikanischen Wis-
senschaftsmagazin ein Artikel von STANLEY

COHEN und Mitarbeitern über ein Experiment,
das als die Geburtsstunde der Gentechnik
angesehen wird: Es war ihnen gelungen, im
Reagenzglas (in vitro*) DNA-Fragmente aus
zwei verschiedenen Bakterienarten neu mit-
einander zu kombinieren und in E. coli ein-

zuschleusen. Die DNA-Fragmente enthielten
die Gene für die Resistenz gegenüber zwei
verschiedenen Antibiotika. Nach der „Opera-
tion“ waren die transgenen* Coli-Bakterien
gegen beide Antibiotika resistent. 
Es sind immer fünf grundlegende Schritte,
die durchgeführt werden, damit fremde DNA
in eine Zelle eingeschleust werden kann.
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Die Abbildung auf der letzten Seite zeigt:

➀ Die DNA aus dem Spenderorganismus
wird isoliert und mithilfe eines Enzyms in
kleinere Fragmente zerlegt.

➁ Ein geeignetes Transportmolekül (ein Vek-
tor*) wird isoliert und mithilfe des glei-
chen Enzyms für den Einbau der Spender-
DNA aufgeschnitten.

➂ Spender-DNA und Vektor-DNA werden
mithilfe von DNA-Ligase (vgl. Kap. F.2.3)
verbunden.

➃ Die neu kombinierte DNA wird mit einem
geeigneten Verfahren in die Zellen eines
Empfängerorganismus eingeschleust.

➄ Die Zellen, die die neu kombinierte DNA
aufgenommen haben, werden ausgelesen
(selektiert) und vermehrt.

Was dann mit den transgenen Zellen weiter
passiert, hängt von der Zielsetzung des Ex-
periments ab:

● Ist das Ziel, größere Mengen der einge-
führten Fremd-DNA zu gewinnen, müssen
die Einzelzellen vermehrt werden; die
Fremd-DNA wird anschließend daraus iso-
liert.

● Geht es um die Gewinnung einer größeren
Menge des Proteins, das von der Fremd-
DNA kodiert wird, müssen ebenfalls die
Einzelzellen vermehrt und zur Genexpres-
sion angeregt werden (vgl. Kap. G.2.1).

● Ist das Ziel, einem höheren Lebewesen
(z. B. einer Pflanze) eine neue Eigenschaft
zu verleihen, werden aus den einzelnen
transgenen Zellen mehrzellige Organis-
men regeneriert (vgl. Kap. G.2.4).

In allen Fällen entstehen Zellen mit identi-
scher Erbinformation, die als Klone* be-
zeichnet werden. Dementsprechend wird
dieses Verfahren auch als Genklonierung be-
zeichnet.

1.1 Restriktionsenzyme

Sowohl das Zerlegen der Fremd-DNA aus
dem Spenderorganismus in Fragmente ge-
eigneter Größe (Schritt ➀) als auch das Auf-
schneiden der Transport-DNA zum Einfügen
des Spender-DNA-Fragments (Schritt ➁) er-
folgt durch ein spezielles Enzym, das aus
Bakterien gewonnen werden kann. Die Bak-
terien schützen sich mithilfe dieses Enzyms
vor eingedrungener Fremd-DNA, z. B. der
DNA von Bakteriophagen (vgl. Kap. E.4). Da-
zu wird die Phagen-DNA durch das Enzym in
Bruchstücke zerlegt („zerschnitten“); die be-
troffenen Bakteriophagen können sich in
diesen Bakterien in der Regel nicht vermeh-
ren. Nur einem von 10 000 Phagen gelingt
die Vermehrung. Wegen dieser Einschrän-
kung (Restriktion*) der Phagenvermehrung
werden die entsprechenden Enzyme als Res-
triktionsenzyme* bezeichnet. (Exakt heißen
sie Restriktionsendonukleasen, weil sie DNA
nicht vom Ende her, sondern von innen ab-
bauen.)

Die Schnittstellen, die von den Restriktions-
enzymen erkannt und „angegriffen“ werden,
sind bei jeder Enzymart hochspezifisch; die
Erkennungssequenzen einiger Restriktions-
enzyme sind in der Abbildung auf S. 145
dargestellt. Das Besondere der Erkennungs-
sequenzen besteht darin, dass sie eine spe-
zielle Form der Symmetrie zeigen: Wird die
Sequenz um 180° gedreht, hat man wieder
die gleiche Basenfolge vor Augen. (Sie kön-
nen das selbst durch Drehen des Buches
ausprobieren.) Ähnliche Strukturen sind aus
unserer Sprache bekannt: Wörter, die rück-
wärts gelesen denselben Sinn ergeben (z. B.
stets, Regallager, Reliefpfeiler); sie werden
als Palindrom* bezeichnet. Bei den Erken-
nungssequenzen der DNA besteht das Palin-
drom darin, dass vom 5’-Ende des einen
Strangs die gleiche Basensequenz existiert
wie vom 5’-Ende des komplementären
Strangs.
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Die Benennung eines Restriktionsenzyms
richtet sich nach den Bakterien, aus denen
es isoliert wurde: Eco steht für Escherichia
coli, Hae für Haemophilus aegypticus, Hin
für Haemophilus influenzae. Der Buchstabe
R hinter Eco bezeichnet den Bakterienstamm
RY 13, das d hinter Hin den Stamm Rd und
die römische Ziffer kennzeichnet die zeitli-
che Reihenfolge ihrer Entdeckung.

Alle Restriktionsenzyme greifen die Zucker-
Phospat-Verbindungen der DNA an und spal-
ten beide Stränge. Die beiden Schnitte erfol-
gen hochspezifisch zwischen den gleichen
Nukleotiden (z. B. bei HaeIII zwischen G und
C) und liegen bei manchen Enzymen (z. B.
wiederum bei HaeIII) so genau gegenüber,
dass „glatte“ Enden entstehen (vgl. Abb.
oben). Bei den meisten Enzymen sind aller-
dings die Einzelstrangschnitte um einige
Basenpaare versetzt (z. B. bei EcoRI um vier
Basenpaare), sodass nach dem Schnitt ein-

zelsträngige Enden stehen bleiben. Da diese
Einzelstrangenden zueinander komplemen-
tär sind, d. h. sich wegen der Basenpaarung
wieder zusammenfinden können, werden sie
als „klebrige“ Enden bezeichnet.

Inzwischen sind mehr als 300 verschiedene 
Restriktionsenzyme aus über 200 verschie-
denen Bakterienstämmen bekannt. Damit
steht für die Gentechnik ein breites Reper-
toire an Enzymen zum Zerschneiden von
DNA beliebiger Herkunft in Fragmente belie-
biger Größe zur Verfügung.

Die Bakterien schützen ihre eigene DNA vor
dem „Angriff“ durch die Restriktionsenzyme,
indem die Erkennungsstellen durch eine
chemische Veränderung (Methylierung) „ge-
tarnt“ werden. Da die Methylierung „verse-
hentlich“ auch an der DNA einiger weniger
Phagen vorgenommen wird, entgehen diese
dem Angriff des Restriktionsenzyms und
können sich vermehren.
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1.2 Plasmide als Vektoren

Bis vor kurzem waren Gentechniker davon
überzeugt, dass fremde DNA nicht ohne
Transportmittel (sozusagen „nackt“) in
einen Empfängerorganismus einzubringen
sei, da sie sonst nicht repliziert und auch
nicht exprimiert werden könne. Deshalb
suchten sie nach geeigneten Methoden,
Fremd-DNA einzuschleusen. Jahrelang ver-
wendeten sie bestimmte DNA-Moleküle als
Vektoren. Inzwischen wird Fremd-DNA auch
ohne Vektoren erfolgreich in Empfängerorga-
nismen verfrachtet. 

Ein Vektor eignet sich als Transportmittel
(als „Genfähre“), wenn er folgende Eigen-
schaften erfüllt:

● Er muss sich möglichst einfach mittels
Dichtegradientenzentrifugation isolieren
lassen.

● Er muss eine Replikations-Startstelle (ori
von „origin of replication“) besitzen, um
sich eigenständig zu replizieren.

● Er sollte nicht zu groß sein (weniger als
10 000 Basenpaare).

● Er muss geeignete Schnittstellen für Rest-
riktionsenzyme besitzen, um den Einbau
von Fremd-DNA zu ermöglichen.

● Er muss der Empfängerzelle einen selekti-
ven Vorteil verschaffen; damit können die
Zellen, die den Vektor aufgenommen ha-
ben, ausgelesen und gezielt vermehrt
werden.

Diese Voraussetzungen gelten für Klonie-
rungsvektoren, mit deren Hilfe Fremd-DNA
eingeschleust und vermehrt werden kann. 

Die gebräuchlichsten Vektoren können (wie
die Restriktionsenzyme) aus Bakterien ge-
wonnen werden. Es handelt sich um kleine,
ringförmige DNA-Moleküle, die neben dem
Hauptchromosom vorkommen. Sie werden
als Plasmide* bezeichnet (vgl. Kap. E.2). Die
Gene, die auf Plasmiden lokalisiert sind, ko-
dieren niemals für wesentliche Zellfunktio-
nen, sondern verleihen den Bakterien zu-
sätzliche Eigenschaften, die die Bakterien
zu ungewöhnlichen Stoffwechselleistungen
befähigen. Sie ermöglichen ihnen dadurch
das Überleben unter besonderen Umweltbe-
dingungen:

● Eine dieser Eigenschaften ist die Fähig-
keit, Laktose statt Glukose zu verwerten
(vgl. Kap. F.5.1). Die Gene für die Laktose-
Verwertung (das lac-Operon) befinden
sich nicht auf dem Hauptchromosom, son-
dern auf einem Plasmid.

● Eine weitere in der Humanmedizin ge-
fürchtete Eigenschaft ist die Antibiotika-
Resistenz. Bakterien, die solche Resis-
tenzgene besitzen, überleben eine
Behandlung, indem sie das Antibiotikum
entweder abbauen oder dessen Aufnah-
me verhindern. 

Soll die eingeschleuste Fremd-DNA exprimiert, d.h. zur Herstellung des kodierten
Proteins veranlasst werden, muss die Transkription der Fremd-DNA angeschaltet
werden. Über welche zusätzlichen DNA-Sequenzen muss ein solcher Expressions-
vektor verfügen?
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● Einige Plasmide besitzen Gene, die dafür
sorgen, dass eine Kopie der Plasmid-DNA
in eine andere Bakterienzelle einge-
schleust wird, die dann die übertragene
Information nutzen kann. Diese Transfer-
gene steuern die Kontaktaufnahme und
die Ausbildung einer Plasmabrücke mit
der Partnerzelle (Konjugation, vgl. Kap.
E.2) sowie die Herstellung und Übertra-
gung einer einsträngigen Kopie der Plas-
mid-DNA. (Das bekannteste Plasmid die-
ser Art haben wir in Kap. E.2 vorgestellt,
den F-Faktor.) Auf diese Weise können
auch Antibiotika-Resistenzgene zwischen
Bakterien ausgetauscht werden (horizon-
taler Gentransfer*), sodass es zu Mehr-
fach-Resistenzen kommen kann. Durch
dieses Phänomen werden viele gebräuch-
liche Antibiotika immer unwirksamer; lei-
der wird diese Entwicklung durch den
unkritischen Gebrauch von Antibiotika
(z. B. bei leichten Infekten, Erkältungen
und Virusinfektionen) begünstigt.

In der Gentechnik werden entweder natür-
liche Plasmide verwendet, wie sie „in der
Natur“ vorkommen, oder konstruierte Plas-
mide, die aus natürlichen hervorgehen, in-
dem man ihnen einige gewünschte Gene ein-
baut, z. B. eine Replikationsstartstelle,
Antibiotika-Resistenzgene oder Schnittstel-
len für mehrere Restriktionsenzyme (ein so
genannter „polylinker“). Solche Plasmide
werden dann nach ihrem Hersteller bezeich-
net: pSC101 ist das Plasmid, das STANLEY

COHEN bei seinem historischen Experiment
benutzte (vgl. Kap. G.1). 

Ein häufig benutztes konstruiertes Plasmid
(pBR 322) zeigt die folgende Abbildung: Es
handelt sich dabei um ein Konstrukt aus
einem Plasmid von E. coli, das die Replika-
tionsstartstelle (ori) enthält, ergänzt um ein
Gen für die Resistenz gegen das Antibioti-
kum Tetracyclin (Tc r ) aus dem Plasmid
pSC101 und ein weiteres Gen für die Resi-
stenz gegen das Antibiotikum Ampicillin
(Apr ). Beide Resistenzgene enthalten meh-
rere Schnittstellen für verschiedene Restrik-
tionsenzyme. Durch Behandlung mit einem
bestimmten Restriktionsenzym wird das
ringförmige Plasmid geöffnet (linearisiert)
und die zu klonierende Fremd-DNA kann sich
einfügen.

Gen für
Ampicillin-
resistenz

ori
Startstelle für

die Replikation

Gen für
Tetracyclin-

resistenz

EcoR I

Pst I

Hind III

BamH I

Das Plasmid pBR 322

Weshalb sollte ein Plasmid nicht mehr als eine Schnittstelle für ein bestimmtes
Restriktionsenzym besitzen?
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