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Niveau: weiterfiihrend, vertiefend
von Jonas Breuer und Dr. Monika Pohlmann

Methodisch-didaktische Hinweise

Vorausgesetztes Fachwissen

M 1: Hdmostase — Prozess der Blutstillung 3
M 2: Himophilie — eine genetisch bedingte nkung 5
M 3: Klonierung von Faktor VIl 6
Losungen 9
Literaturverzeichnis 16

Kompetenzprofil:

Kompetenz S5

Basiskonzept

Material

Fachwissen, Erkenn
nisge

Struktur und Funk-
tion, Steuerung und
Regelung

M 1-3




6von 16 Hamophilie » Genetik » G.3.72

M 3 Klonierung von Faktor VIII

Bis ins Jahr 2002 wurden Menschen mit klassischer Himophilie mit Trangglsionen aus

gentechnisch hergestellt. Dies bietet hohe Sicherhej
Viren. AuBerdem ist jederzeit eine ausreichende Vi

Schritt der Klonierung des Fakto-VIlI-Pro
Zuerst miissen vor bzw. hinter dem fiir Faktor V

anschlieRend durch eine Polymerase-Kettenre W vervielfaltigt. AnschlieBend

werden dieser Gen-Abschnitt un mit EcoRI geschnitten und zur
Ligation zusammengebracht. Als Expres vektoren konnen Plasmide eingesetzt wer-
den. Im Klonierungsexperim VIl codierende Gen entweder in den
Expressionsvektor an der Schi§g . Rl eingebaut oder die Ligase verkniipft nur

Teile des Expressionsvektors,

soo-Farbstoff und Galaktose spaltet. Bakterien des E.-co-
t ihrem lacZ-Gen eine Mutation, sodass diese Zellen keine

in eine enzymatisch aktive B-Galactosidase umgewandelt werden. Auf dem
ird ein kurzes Peptid (o-Peptid) der tetrameren (= bestehend aus 4 Unter-
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ersetzen kann. Dies ist aber nur moglich, solange im Plasmid kein DNA-Abschnitt
Schnittstelle des Enzyms EcoRI eingebaut wird, da sonst das lacZ-Gen seine
verliert. Idealerweise ergibt sich nach dem Ausplattieren der Zellen eine A
weille und blaue Kolonien, die als Blau-WeiR-Selektion bezeichnet wird.

Aufgaben

1. Beschreiben Sie auf molekularem Niveau die Blutgerinnu
mit klassischer Hdmophilie (M 1).

stimmen Sie fiir alle aufgefiihrten Personen des F

(M 2). (23 Punkte)

3. Erkldren Sie die Funktion der einzelnen Konfonen xpregsionsvektors (Abb.
3) und beschreiben Sie die wesentlichgn Sc er merase-Kettenreaktion
(M 3). (11 Punkte)

4. Erlautern Sie das molekulare P, Blau-Weil3-Selektion zugrunde

liegt (M 3) und beurteilen Sie be , olonien weiter behandelt wer-
den missen, um das Faktor-VIlI-Protel isoli . (13 Punkte)
5. Die Genetikerin Clara F. w oL VIII-Protein klonieren. Nach dem Ausplattie-
ren wartet sie einen Tag lan rienzellen Kolonien gebildet haben. Am

esen, wie es zu diesem Ergebnis gekommen sein
ic mindestens fiinf Merkmale, warum sich E. coli als Modell-
ent eignet. (11 Punkte)

konnte, und nenn®
organi e dieses
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