
Stammzüchtung 

Selektion von natürlichen Varianten 

Ungerichtete genetische Veränderungen 
zufallsverteilte induzierte Mutagenese     

Kreuzungen – genetische Rekombination 
Sexuelle Kreuzungen 

Induzierte Zellfusion 

parasexuelle Systeme (Konjugation, Transduktion, Transformation) 

(Gezielte) Genmanipulationen – Gentechnik 

in vitro Rekombination von DNA-Fragmenten 
 Einbau und funktionelle Expression von zusätzlicher DNA in Organismen 

  eigenständig replizierende Vektoren – Integration in Chromosomen 

 Entfernen/Ausschalten von Geninformation 

in vitro Mutagenese (Gene für spezifische Proteine / Enzyme) 

 stellenspezifisch - random  („directed evolution“) 



Gentechnische Modifikation

Ungerichtete Mutation
Kreuzung

Gerichteter Transfer von zusätzlicher Geninformation 

Verändern von 

vorhandener  

Geninformation 
Zufällige  

Kombination  

von Genen aus 

verschiedenen  

Individuen 

Ungerichtete Mutation 
Kreuzung 

Gentechnische Modifikation 



Zufallsverteile Mutationen  
Basensubstitutionen 

Deletionen 

Insertionen 

Induzierte Mutagenese 

 
- Behandlung mit Chemikalien 

Alkylierende Substanzen 

Basenanaloge 

 

- Einsatz von energiereicher Strahlung 

UV 

Ionisierende Stahlung (Röntgen, ) 



Rekombinationsgenetik 

Gezieltes Kreuzen von Organismen 

 

Zellfusionen 

 

Gentransfer durch parasexuelle Mechanismen 

Immer notwendig:  

 

Screening  -  Selektion 



Evolutionäre Stammentwicklung 

Herstellung von Variantenpools  

 Ungerichtete induzierte Mutagenese 

 Kreuzungen von Varianten (Rekombination) 

  

 

Analyse einer geeigneten Anzahl von Klonen auf gewünschte Eigenschaft 

 Selektionsverfahren 

 Screeningverfahren 

 

Auswahl von “Hits” 

 

Re-screening – Bestätigung der verbesserten Eigenschaft 

 

Weitere Runden 

 

Einsatz in Laborprozess 

 

Scale-up 

 



Screening – Selektion 

Erkennen/Analyse – Wachstumsvorteil 

Individuelle Auslese 

 
Hoher Durchsatz – high throughput 

• Hoher Durchsatz an Klonen 

• geeignete analytische Verfahren 

• Automatisierung 

Methoden: 

Schüttelkolbenverfahren 

Plattentests auf Einzelkolonieebene 

Mikrotiterplattenverfahren 

Verfahren auf Einzelzellebene - FACS 

Rationales Screening und Selektionsverfahren 

 
Gezielte, auf biochemischem/genetischem Wissen basierende Verfahren 

• Isolierung gezielter Stoffwechselmutanten 

• Reportersysteme 

• Wachstumsvorteil von gesuchten Mutanten 

• Genomics – Proteomics – Metabolomics  



Generation of Variants 

* Mutation 

* Recombination 

* (Recombinant DNA) 

 

Ablauf eines evolutionären Stammentwicklungsprogramms 
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Rationale Ansätze für 

Stammverbesserung  

Wissen um Zusammenhänge 

Im Stoffwechsel 

 

Regulation 

Regulation der Genexpression 

 

Regulation der Enzymaktivität 



Rationale Ansätze für 

Stammverbesserung  

Wissen um Zusammenhänge 

bei der Funktion von 

im Stoffwechsel beteiligten  

Enzymen 

 

Regulation der Enzymaktivität 



Renneberg, Biotechnologie für Einsteiger 

Elsevier Spektrum, 2006 

Ausschalten der Feedback-Regulation 



Anthranikian,  

Angewandte Mikrobiologie 

Springer 2006 

Screening -  

Rationale Elemente  

Auxotrophe Mutanten 

Antimetabolit-resistente  

Mutanten 



Rekombinante DNA Technologie 

Transgene Mikroorganismen 

 

Transgene Pflanzen 

 

Transgene Tiere 

 

Gentherapie am Menschen 

 GVO / GVM 

Gezielte Handhabung von Geninformation 

Risikogruppen 

          Zuordnung von GVM zu einer Risikogruppe 

 

• Gruppe 1: 
- vom Empfängerorganismus nicht zu erwarten, dass er 

Krankheiten verursacht (Mensch, Tier, Pflanze)  

- Vektor und Insert nicht zu einem GVM führt, der 

  Krankheiten verursacht (Mensch, Tier, Pflanze, Umwelt) 

    

• Gruppe 2-4:   
- GVM stellt geringes, mäßiges bzw. hohes Risiko für die 

  Sicherheit dar  

 
Sicherheitseinstufung von Arbeiten mit GVO: 

   

 S1:  kein oder vernachläßigbares Risiko 

 S2:  geringes Risko  

 S3:  mäßiges Risko  

 S4:  hohes Risiko 



Herstellen von rekombinanten DNA Molekülen (Klonieren) 

isolierte 

Vektor 

DNA 

geschnittene 

Vektor DNA 

Ligation mit 

DNA Ligase 
DNA Fragmente 

Schneiden mit  

Restriktionsenzym 

Einbringen in  

lebende Zellen 

Ampr 

Ampr 

ori 

ori 
rekombinantes 

DNA Molekül 

Ampr ori 







Gewinnung von DNA Fragmenten 
 

Isolierung aus Organismen 

 gesamte genomische DNA 

 DNA aus Organellen 

 Metagenomische DNA 

 cDNA (über RNA) 

  

PCR – Polymerase Kettenreaktion 

 spezifische Gene 

 homologe Familien (degenerierte Primer) 

 

Gensynthese 

 Oligonukleotide 

 synthetische Gene 



Gentechnik – DNA Technologie 

Jede mögliche Sequenzstruktur durch 

chemische de novo DNA Synthese 

Direkte chemische Synthese:  
Oligonukleotide: 

bis zu 150 bp möglich 

Ab 100 bp Fehler höher 

Größere Genfragmente können 

biochemisch aus kleinen 

synthetischen Oligonukleotiden 

assembliert werden (PCR) 



Polymerase  

Chain  

Reaction 

Leichter Zugang 

zu Genmaterial  

Gentechnik – DNA Technologie 

Primer-Annealing

PCR

Template-DNA
Nukleotide

DNA Polymerase

Primer

t

T

Denaturierung

DNA Synthese

Thermocycler

Exponential Amplification 



Stellenspezifische Mutagenese

******GAATTCCCGTACGATACATGAT******

******CTTAAGGGCATGCTATGTACTA******
CCGTACTATAC

CCGTACTATAC           
|||||| ||||            

******CTTAAGGGCATGCTATGTACTA******

******GAATTCCCGTACTATACATGAT******

******CTTAAGGGCATGATATGTACTA******

DNA Stränge trennen und

synthetisches Oligonukleotid

mit veränderter Basensequenz

anlagern

in vitro Synthese des 2

DNA Strangs, ausgehend vom

synthetischem Oligonukleotid

Gezielte Veränderung  

von Geninformation 



Promoter 

Structural gene 

Terminator 

Pre-/Signal Sequences 

Selection marker 

Replication genes 

Expression Cassette 

Vector 

Fusion Domains / Tags 

Regulator  

Region 

Integration 

Selection marker 

E.coli functional part 

Replication genes 

Gezielte Expression von Genen in Wirtsorganismen 



Stammkonservierung 

Serieller Transfer 
• Transfer auf frische Medien (Kultivierung, Lagerung  4°C)  in Zeitabständen 

• Problem: Jeder Transfer bedeutet mehrere Replikationsrunden  genetische Anderungen 

  

Luftabschluss 
• Lagerung unter Mineralöl  nur sehr begrenzter Zeitraum 

Trocknungsverfahren 
• Trocknen an festen Trägern (Glaskugeln, Silicagel, Papier, Porzellan, Erde, etc) 

• Gefriertrocknen mit Schutzmedien (Milchpulver, etc) 

Kryoverfahren  
• einfache gekühlte Lagerung (0 – 4 °C)  in Kombination mit seriellem 

Transfer, Lagerung unter Luftabschluss, Trocknungsverfahren 

•  Einfrieren mit Schutzmedien (DMSO, Glycerin) 

 - schockgefrieren 

 - einfrieren bei kontrollierten Raten 

 - Tiefkühlschranklagerung (-20°C, -70°C) 

 - Lagerung in flüssigem Stickstoff -180°C) 

Erhalt der Leistungen von Biosystemen 

 Möglichst keine genetischen Änderungen 

Geeignete Verfahren 
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