


Ubersicht

 Wie erhalt man DNA-Abschnitte, die man
zur Rekombination verwenden kann?

* Wie findet man aus der Genbibliothek
gewunschtes Gen heraus?

 Wie erhalt man Gensonden?



Wie erhalt man DNA-Abschnitte, die man zur
Rekombination verwenden kann?
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Genbibliothek

—>entstandene Sammlung von Phagen mit
verschiedensten DNA-Fragmenten
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Wie findet man aus der Genbibliothek
gewunschtes Gen heraus?

 mit Gensonden
= kurze, radioaktiv markierte DNA-Stucke

Vorgang:

1. infizierte E.coli-Kultur wird auf Nahrboden
ausplattiert

- jede infizierte E.coli-Zelle startet

Infektionskette —> Plaques entstehen



2. Stempeln mit Folie
aus Nitrocellulose

—>Phagen bleiben
daran haften

3. Behandlung mit
Akali und Protease

—>einzelstrangige
DNA  bleibt tbrig

4. Zugabe von
Gensonde
—> hybridisiert mit
gesuchtem DNA-
Fragment

Stempeln mit Nitro-
_ cellulose-Folie

Alkali + Pratease
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— Genklonierung, Isolierung und
Vermehrung von der Ursprungsplatte
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=»Phage mit gesuchter DNA kann durch
Radioaktivitat auf Ursprungsplatte
identifiziert werden

- Genklonierung, Isolierung und
Vermehrung von Ursprunsplatte



Wie erhalt man Gensonden?

» Zellen, die bestimmtes Protein
synthetisieren, enthalten viel mRNA fur
dieses Protein

—>|Isolierung der mRNA und Umschreibung

in DNA-Strang

* Nach Synthese des
Komplementarstrangs erhalt man
komplementare DNA (cDNA)

=»einzelstrangige und markierte cDNA-
Ctiicke



« Konstruktion von Gensonden, wenn
Aminosauresequenz des Genprodukts
bekannt ist

- Ruckubersetzung in passende
Nucleotidsequenz und Synthese



 Uber Gene aus verwandten Organismen

—>viele Proteine und dazugehorige
Nucleotidsequenzen eines verwandten
Organismus stimmen mit gesuchter DNA
uberein

* Besitzt man entsprechende, bekannte
DNA-Stucke aus verwandtem Organismus
- Gensonden



Quelle

 Grune Reihe Materialien S |l, Genetik,
Schroedel, Seite 110
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