Tierart-Kit SK1-12

Tierart-Kit

|dentifizierung von Tierarten mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR)
unter Verwendung artspezifischer Primer

DNA-Nachweis der Tierarten Rind, Schwein, Huhn und Pute
in Fleisch- und Milchprodukten

Je 3 Untersuchungen pro Tierart - inklusive DNA-Isolation
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Einleitung

Der Tierart-Kit SK1-12 enthdlt die notwendigen Materialien, um verarbeitete Tierarten in gdngigen Fleisch- und
Milchprodukten, z.B. Wurst oder Kése zu bestimmen.

Ein Lehrerheft und flinf Schilerhefte, alle durchgehend farbig illustriert, ergdnzen den Kit. Das Lehrerheft umfasst
insgesamt 36 Seiten und gliedert sich in einen theoretischen und praktischen Teil. Im theoretischen Teil werden
arbeitstechnische Grundlagen, Unterrichtsorganisation und didaktische Hinweise aufgeftihrt. Arbeitsbldtter mit
Aufgaben fiir die Schiler und Antworten fr die Lehrkréafte vervollstandigen den Theorieteil. Anschliefend wird
im praktischen Teil die Versuchsdurchfiihrung ausfthrlich dargestellt. Hinweise zur Sicherheit, Entsorgung und
dem Umgang mit Gefahrstoffen bilden den Abschluss des Lehrerheftes.

Das Schillerheft umfasst insgesamt 8 Seiten. Einleitend werden die fachlichen Grundlagen der Polymeraseketten-
reaktion erldutert. Es folgt wiederum eine ausfiihrliche Versuchsbeschreibung, bevor die Sicherheitshinweise den
Abschluss des Schilerheftes bilden.

Praktische Grundlage

Grundlage der Untersuchung ist der Nachweis von Tierart-spezifischer Erbsubstanz (DNA). Sowohl Fleisch als
auch Milch sowie deren Verarbeitungsprodukte enthalten DNA-Anteile der verwendeten Tierarten. Die DNA ist
so stabil, dass sie auch noch nach umfangreichen Produktionsprozessen in ausreichender Quantitat und Qualitat
vorhanden ist, um eindeutige Tierartidentifizierungen durchfiihren zu kénnen.

Die Untersuchung gliedert sich in drei Abschnitte, in denen verschiedene grundlegende Techniken der DNA-
Analytik angewandt werden:

(1) DNA-Isolation

Im ersten Teil wird aus der zu untersuchenden Probe, z.B. kleine Wurst- oder Kasestticke, DNA isoliert. Diese
Proben werden zunéchst enzymatisch aufgelost, um die DNA-Molekiile aus den Zellen freizusetzen. Im Anschluss
wird die DNA von den Ubrigen Bestandteilen abgetrennt und steht dann fiir die PCR-Analyse zur Verfligung.

(2) PCR

Im zweiten Teil erfolgt eine PCR mit Tierart-spezifischen PCR-Primern. Diese Primer sind so konstruiert, dass sie
nur mit der DNA einer bestimmten Tierart (Rind, Schwein, Huhn oder Pute) PCR-Produkte bilden, sofern sich
diese in der Probe befinden. Es spielt keine Rolle, ob weitere Tierarten in den Lebensmitteln verarbeitet wurden.

(3) Gel-Elektrophorese

Im dritten Teil wird Gberpriift, ob Tierart-spezifische PCR-Produkte gebildet wurden, d.h. ob eine bestimmte
Tierart in der untersuchten Probe verarbeitet worden ist. Die Priifung erfolgt mittels Agarose-Gel-Elektrophorese,
wonach synthetisierte PCR-Produkte durch Anfarbung sichtbar gemacht und dokumentiert werden kdnnen.

Als Untersuchungsmaterial eignen sich géngige rohe, gebriihte und gekochte Produkte. Bis zu einer Nachweis-
grenze von ca. 0,5% lassen sich die 4 Tierarten Rind, Schwein, Huhn und Pute in Produkten identifizieren.

Die gesamte Untersuchung kann auf drei bis vier verschiedene Unterrichtseinheiten aufgeteilt werden. Sowohl
nach der DNA-Isolation als auch nach der PCR konnen die Proben beliebig lange eingelagert werden, so dass
bei der Durchfiihrung im Unterricht eine groRe Flexibilitdt gegeben ist.



Bestandteile des Tierart-Kit SK1-12
(fir 3 mal je 4 Gruppen)

(1) DNA-Isolation

(ftir 12 Isolationen)

e Sdulen inkl. Auffanggefafe (12 Stiick)
e Zusdtzliche Auffanggefale (24 Stiick)

‘ Lysepuffer A (14 ml)
@ Proteinase K (260 pl)
‘ Bindepuffer B (7 ml)
Waschpuffer C (6 ml)
‘ Waschpuffer D (9 ml)
‘ Elutionspuffer E (2 ml)

Da die oben angegebenen Binde- und Waschpuffer Detergentien bzw. Guanidin enthalten,
muss Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe, Schutzbrille) getragen werden.

(2) PCR-Reaktionen

(fuir je 3 PCR-Nachweise von Rind-, Schwein, Huhn- und Puten-DNA und den zugehorigen
Positiv- und Negativ-Kontrollen)

e Kontroll-DNA von Rind, Schwein, Huhn und Pute: je 20 pl

* Reaktionsmix (bestehend aus DNA-Polymerase, MgCl,, Puffer, dNTPs): 1,8 ml
® PCR-Primer von Rind, Schwein, Huhn und Pute: je 50 pl

* H,O (steril): 1 ml

(3) Gel-Elektrophorese

(Auswertung der Untersuchung)

e Gel-Ladepuffer (6fach-konzentriert) fur die Gel-Elektrophorese: 120

* DNA-Ldngenstandard (ausreichend fiir 12 Agarose-Gele & 15 pl DNA-Langenstandard): 200 pl
* DNA-Férbelosung (200fach-konzentriert): 6 ml

® Agarose: 6 g

e TAE-Elektrophoresepuffer (25fach-konzentriert): 5 x 20 ml

Lagertemperatur beachten!

Wichtig: Sdulen, AuffanggetdlSe und Puffer fiir die DNA-Isolierung sind bei Raumtemperatur,
alle anderen Lésungen und Referenzen sind bei —18°C zu lagern!



Erforderliche Ausstattung

In der folgenden Tabelle sind Gerate, Materialien und Chemikalien aufgefihrt, die fir die Untersuchungen
benotigt werden, aber nicht im Kit enthalten sind!

optimale Ausstattung Alternative
Laborwaage (bis 1 mg) Abschatzung der Menge (2-5 mm?)
Tisch-Zentrifuge fur 1,5 ml oder 2,0 ml Reaktionsgefafe (mind. bis
10.000 x g)
Wasserbad (bis 70°C) mit Thermometer
Mischen per Hand: ldngere Zeit mit
& | Probenmischer (z.B. Vortex) dem Finger anschnipsen und auf den
g Labortisch klopfen
v PCR-Thermocycler (moglichst mit Deckelheizung) %E)/Zisc'sﬁirciﬁﬁrdz?Fl’éllirqunsétze
Agarose-Gel-Apparatur + Spannungsgerat mit geglatteter Gleichspannung
Digitalkamera + Durchlichtgerat
Gefrierfach / -schrank -18 °C
Mikrowelle (600 W fiir 1-3 min) Herdplatte + Kochtopf
Kittel, Einmalhandschuhe, Laborbrille
Kiichenkrepp
Petrischalen + Skalpelle U.r.1tertasse 0-4., kleines
Klchenmesser
Mikropipette 20 pl, verstellbar
Mikropipette 100 pl, verstellbar
= Mikropipette 1000 pl, verstellbar ;E:{I;i:nmlt 100 pl-Pipette
% 1,5 ml ReaktionsgefaBe, steril
E | PCR-ReaktionsgefiBe (steril), passend zum Thermocycler
.§ Pipettierspitzen fiir Mikropipetten, steril (fir die PCR-Ansétze im Idealfall
T,: mit Filter)
_ﬁ, S i el s e R Selbstanfer’iigung aus Schaumgummi,
@ Styropor 0.4.
& | Erlenmeyerkolben (ca. 100 ml)
Messzylinder (ca. 40 ml)
Mikrotiterplatten Reaktionsgefale
Féarbeschale fiir das Gel
Kiichen-Pfannenwender fiir die Entnahme der Gele
Abfallbehdlter
e Zur Reinigung der Arbeitsflichen: Spiilmittel und Ethanol (70%ig)
e Fir die Auswertung: Lineal, Millimeterpapier und halblogarithmisches Papier

Hinweis: Die im Handel erhéltlichen Kunststoffartikel sind produktionssteril und miissen nicht zusétzlich sterilisiert
werden.

Hier ist eine kleine Auswahl von Herstellern aufgelistet, die oben genannte Gerdte, Materialien und Chemikalien
vertreiben:

CONATEX-DIDACTIC Lehrmittel GmbH, Internet: www.conatex.com

Biozym Diagnostik GmbH, Steinbrinksweg 27, D-31833 Hessisch Oldendorf
Tel.: +49 (0) 5152 / 9020, FAX: +49 (0) 5152 / 2070, Internet: www.biozym.com

Carl Roth GmbH & Co., Schoemperlenstrale 1-5, D-76185 Karlsruhe
Tel.: +49 (0) 721 / 56060, FAX: +49 (0) 721 / 5606149, Internet: www.carlroth.de



Untersuchungsmaterial und Gruppenarbeit

Die Durchfiihrung der Analysen kann beispielsweise in 4 Gruppen erfolgen, wobei jede Gruppe eine mit-
gebrachte Fleisch-, Wurst- oder Késeprobe auf eine der Tierarten Rind, Schwein, Huhn oder Pute untersucht.

Gruppe 1 untersucht eine Probe auf Rind-DNA (Probe 1)
Gruppe 2 untersucht eine Probe auf Schweine-DNA (Probe 2)
Gruppe 3 untersucht eine Probe auf Huhn-DNA (Probe 3)
Gruppe 4 untersucht eine Probe auf Puten-DNA (Probe 4)

Mit einem Kit kann die Untersuchung in der beschriebenen Form insgesamt dreimal durchgefiihrt werden.

Es ist nattrlich auch moglich, pro Gruppe gleichzeitig 2 oder 3 Proben zu untersuchen. Bei gleichzeitiger Bear-
beitung mehrerer Proben pro Gruppe sollten jedoch schon Erfahrungen im Umgang mit den Gerédten und im
Arbeiten mit einer Mikropipette vorhanden sein.

Als Proben fiir die Untersuchung bieten sich folgende Produkte an:

Untersuchung auf Rind-Anteile:

e Salami, Leberwurst, Bierschinken,
e Gehacktes mit Rindfleischanteil,
o Kise mit Kuhmilchanteilen

Untersuchung auf Schweine-Anteile:

e Salami, Leberwurst, Wirstchen,
e Gehacktes, verschiedene Frischwurstartikel

Untersuchung auf Huhn-Anteile:

o Geflugelfleisch und Gefliigelleberwirste,
¢ Pasteten

Untersuchung auf Puten-Anteile:

o Geflugelfleisch und Geflligelleberwrste,
® Pasteten



Praktische Grundlagen

Arbeiten mit Mikropipetten

Da die Pipettierschritte der Untersuchungen unter Verwendung von Mikropipetten durchgefiihrt werden sollten,
ist der Umgang damit vor dem eigentlichen Versuch zu (iben. So wird nicht nur sichergestellt, dass die richtigen
Volumina eingesetzt werden, sondern es reduziert sich auch der Zeitbedarf fiir die Pipettierschritte.

Hinweis:

Das Pipettieren kann mit verdiinnter Tinte gelibt werden. So haben die Schiler zu Beginn des Pipettierens eine
gute optische Kontrolle ihrer Tatigkeit.

Um das Beflillen der Taschen eines Agarose-Gels einzutiben, wird anteilig der beiliegende 6fach-konzentrierte
Ladepuffer mit H,O (10 pl Puffer + 50 pl H,O) verdiinnt und in die nicht fiir die eigentlichen Elektrophorese der
PCR-Produkte benoétigten Taschen pipettiert.

Fur die Teilschritte ,,DNA-Isolation” und , Gel-Elektrophorese” kdnnen normale sterile Spitzen verwendet werden.
Fur die PCR-Ansatze sollten (im Idealfall) Spitzen mit Filter verwendet werden, um Kontaminationen zu vermeiden.

Bedienungsknopf fiir Aufnahme Aufbau der Mikropipette

und Abgabe von Fldssigkeiten Mikropipetten werden von vielen verschiedenen Herstellern

{ angeboten. Meist werden Pipetten verwendet, die variable
Volumeneinstellung (4 sy Fillmengen zulassen. So sind beispielsweise Pipetten im
Handel, die fiir Volumina von 2-20 pl, 5-100 pl oder 100-
1000 pl geeignet sind.
Fur die experimentelle Durchfiihrung sind drei Pipetten mit
unterschiedlichen, maximalen Pipettiervolumina notwendig:

Spitzenabwerfer

\J

1. Pipette bis zu einem Volumen von 20l
I et e e e e 100 pl
3. - e e 1000 pl

Die Pipetten werden immer mit aufgesteckten, passenden
Spitzen verwendet.

Jede Spitze darf nur einmal benutzt werden!

Die aufgesteckte Spitze ist steril und darf daher nur mit der
zu pipettierenden Lésung in Berlihrung kommen.

Pipetten mit geftillter Spitze diirfen nicht auf dem Tisch abge-
legt werden, da sonst Flussigkeit in die Pipettenschafte ein-
dringt. Die Pipettenspitze darf auf keinen Fall mit den Fingern
in Kontakt kommen, da die Haut DNAsen enthalt, die die
Versuchsansatze zerstéren.

<— Pipettierspitze

Nach dem Gebrauch werden die Spitzen in einem Abfallbehalter fur die Entsorgung gesammelt.

Pipettierschema

1. Gewdinschtes Volumen durch Drehen am Bedienungsknopf einstellen.

2. Spitze aufstecken.

3. Bedienungsknopf bis zum 1. Druckpunkt herunterdriicken und festhalten.

4. Spitze in die Lésung halten.

5. Bedienungsknopf langsam loslassen, die Spitze fullt sich.

6. Spitze an die Wand des zu fiillenden ReaktionsgefdB halten.

7. Bedienungsknopf langsam bis zum 2. Druckpunkt herunterdriicken und festhalten, Spitze leert sich.
8. Spitze mit gedriicktem Bedienungsknopf aus dem GefaB herausziehen.

9. Bedienungsknopf loslassen und Pipette Uber Abfallbehdlter halten.

10. Spitzenabwerfer herunterdriicken und Spitze abwerfen.



Versuchsablauf und Zeitschema

Die folgende Tabelle gibt den ungeféhren zeitlichen Ablauf der Untersuchung wieder. Der tatsachliche
Zeitbedarf kann z.B. in Abhédngigkeit von der Gruppengréfe oder praktischem Vorwissen schwanken.

anschlieBend davon
Zeitbedarf | Lagerung bei Zeit fiir
-18°C maglich | Theorie
Vorbereitung des Arbeitsplatzes 10 min
Vorbereitung der Kit-Komponenten: Inkubation des Elutionspuffers E; .
. . 10 min
ggf. Losen von ausgefallenen Komponenten im Lysepuffer A
c
o
& | Probenvorbereitung: Zerkleinern der Proben und Abfiillen in zuvor 10 min
9 | beschriftete Reaktionsgefale
<
E Lyse-Vorbereitung der Proben mit Lysepuffer und Proteinase K 5 min
Lysieren der Proben im Wasserbad 30 min 25 min
Zentrifugation, Waschschritte und Elution der DNA von den Sdulen 10 min X
Programmierung des Thermocyclers und Auftauen der .
15 min
PCR-Komponenten
-2
E Pipettieren der PCR-Ansédtze 20 min
Dauer des PCR-Programms 25h X 25h
Vorbereitung des Gels: Agarose auflésen, Gel gieRen, . .
Polymerisation des Gels, Uberschichten mit Puffer 60 min 30 min
(]
q:) Vorbereitung der Proben flr das Auftragen: Proben werden mit
9 | Gel-Ladepuffer in ReaktionsgefaBen oder einer Mikrotiterplatte 20 min
o | gemischt
e
)
<5 | Auftragen der Proben und des DNA-Lingenstandards auf das Gel 15 min
w
8 EIektrf)phoretlsche Auftrennung bei 90 V Gleichspannung 30 min 20 min
(geglattet)
Farbung des Gels und Entfarbung des Hintergrunds 45 min 15 min




Stundenorganisation

Das unten stehende FlieRdiagramm skizziert einen moglichen Unterrichtsgang.

Beachten Sie bitte, dass die praktische Durchfiihrung, wenn dies erforderlich ist, an verschiedenen Stellen
unterbrochen und in spéteren Stunden fortgefiihrt werden kann.

Unterrichtseinheit 1 (45 min)

e Einfhrung in das Thema , Isolation von DNA*
e Praktische Ubungen zum Umgang mit den Mikropipetten

U

Unterrichtseinheit 2 (45 min)

* DNA-Isolation aus den mitgebrachten Proben

Nach DNA-Isolation: Lagerung der DNA bei -18°C.

&

Unterrichtseinheit 3 (2 x 45 min)

e Einfuhrung in das Thema ,PCR"

e Auftauen der PCR-Komponenten

® Programmierung des Thermocyclers
e Pipettieren der PCR-Ansétze

e Start des PCR-Programms (ca. 2,5 h)
e Agarose-Gele giellen

Nach PCR-Lauf: Lagerung der Ansdtze bei 4°C.
Nach Aushiartung der Gele: Lagerung der Gele mit etwas Puffer in einer Folie bei 4°C.

L

Unterrichtseinheit 4 (2 x 45 min)

e Einfihrung in das Thema , Gel-Elektrophorese "

* Praktische Ubungen zum Befiillen der Geltaschen

e Auftragen der PCR-Ansétze und des DNA-Ldngenstandards
¢ Gel-Elektrophorese

e Farbung / Entfarbung der Gele

¢ Analyse der Ergebnisse

Anmerkung: Unterrichtseinheiten 1 und 2 kénnen auch als eine Unterrichtseinheit gestaltet werden!



Vorkenntnisse der Schiiler

1. Aufbau eines DNA-Nukleotids und eines DNA-Makromolekiils.
(DNA-Nukleotid = Phosphatrest, Desoxyribose und eine Base z.B. Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin;
DNA-Makromolekdl = 2 Polynukleotidstrange)

2. Grundlage des Zusammenhalts zwischen den 2 Polynukleotidstrangen und die Ladung des DNA-Makro-
molekiils in einer alkalischen Pufferlésung im elektrischen Feld.
(Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den gegentliberliegenden Basen; DNA-Makromolekdl tréagt negative
Ladung aufgrund der Phosporsaure)

3. Lokalisation der DNA bei Eukaryoten und Prokaryoten.
(Eukaryoten = DNA im Zellkern; Prokaryoten = DNA liegt ungeordnet in der Zelle vor)

4. Ablauf der Replikation im lebenden Organismus.
(Abschnittsweise reiBverschlussartige Offnung der wie eine Kordel verdrehten DNA; Verkniipfung der Bruch-
stellen nach der Entschraubung; Losen der Wasserstoffbriickenbindungen durch das Enzym Helicase; Anlage-
rung der komplementdren Nukleotide an die freigewordenen DNA-Abschnitte; Katalysation der Reaktion durch
das Enzym DNA-Polymerase; als Bindungs- und Startstelle wird ein Primer benétigt, der durch das Enzym
Primase hergestellt wird; DNA-Synthese erfolgt in 5' = 3’ — Richtung, daher an einem Strang kontinuierliche
Synthese, am anderen Strang fragmentweise; Verkniipfung der Fragmente durch das Enzym DNA-Ligase)

5. Entwicklungsjahr und Erfinder der Polymerasekettenreaktion = polymerase chain reaction = PCR.
(1983 durch Kary B. Mullis)

6. Einsatz und Funktion der in der PCR benétigten Substanzen.
(Vorlagen-DNA = Template-DNA, hitzestabile DNA-Polymerase z.B. Tag-Polymerase; desoxyribo-Nukleotide
dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Vorwaérts- und Riickwérts-Oligonukleotide = Forward- und Reverse-Primer)

7. Ablauf und korrekte Bezeichnung der einzelnen Schritte innerhalb eines PCR-Zyklus.
(Aufschmelzen/Auftrennen der DNA-Makromolekiile = Denaturierung; Primer-Anlagerung = Hybridisierung
= Annealing; DNA-Synthese = Kettenverldngerung = Elongation)

8. Richtige Bezeichnung des erhaltenen Ergebnisses.
(PCR-Produkt = Ziel-DNA = Target-DNA)

10



Lernziele der Schiiler

1.

8.

9.

Einen bestatigenden Versuch durchfiihren, der die Phasen:
a) Fragestellung / Hypothesenbildung
b) Planung und Versuchsaufbau
c) Versuchsdurchfiihrung
d) Registrieren des beobachtbaren Ergebnisses
e) Auswertung bzw. Interpretation des Ergebnisses, Moglichkeit des Transfers
beinhaltet.

. Die Replikation und die PCR hinsichtlich ihrer Gemeinsamkeiten und Unterschiede vergleichen kénnen.
. Die korrekte Bezeichnung und die Funktion der Komponenten einer PCR wiedergeben.

. Die korrekte Bezeichnung und die Funktion der einzelnen Schritte eines PCR-Zyklus wiedergeben.

. Die Visualisierung der DNA in einem Agarose-Gel darstellen.

. Den Versuch anhand des Schiilerheftes eigenstdndig unter Beriicksichtigung der Sicherheitshinweise durch-

fuhren.

. Bei Versuchsaktivitdten wie Zentrifugation der Proben und PCR-Reaktionen im Thermocycler eine Absprache

mit den Mitschiilern zur gemeinsame Benutzung der Geratschaften treffen (Kooperation, Teamarbeit).
Eine korrekte Abschatzung der visualisierten DNA-Bandengrofen vornehmen.

Die Wanderungsstrecken der Gelbanden mit Hilfe eines Lineals ausmessen.

10. Ein Diagramm erstellen fir den DNA-Langenstandard mit der X-Achse ,, Wanderungsstrecke [mm]" und der

11.

12.

13.

14.

Y-Achse , Basenpaare [bp]*“.

Eine korrekte DNA-BandengroBenbestimmung der eigenen PCR-Produkte anhand des erstellten Diagramms
vornehmen.

Ergebnisse objektiv, also wahrheitsgemaB, ermitteln und an die Mitschiller weitergeben.

Die Erkenntnis gewinnen, dass die vier Tierarten Rind, Schwein, Huhn und Pute mittels PCR aus verarbeite-
ten, tierischen Lebensmittel nachzuweisen sind.

Nach Ende des Versuchs die Entsorgung der Gebrauchsmaterialien gemal den Angaben durchfiihren, um
die Gefahrdung des eigenen Lebens bzw. anderer Menschen zu vermeiden.

11



Arbeitsblatt 1 (Aufgaben flr den Schiler)

DNA-Isolation

1) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Nukleotids.
2) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Makromolekuls und erldutern Sie dessen Zusammenhalt.

3) Erlautern Sie begriindet, warum Sie lhre mitgebrachte Probe nicht direkt in die PCR einsetzen.

PCR

1) Begriinden Sie den Einsatz der PCR.
2) Nennen Sie die Komponenten, die in der PCR benétigt werden.

3) Nennen Sie die Schritte in einem PCR-Zyklus und erldutern Sie deren Funktion.

Gel-Elektrophorese

1) Begriinden Sie die elektrische Ladung eines DNA-Makromolekdls in einer alkalischen Pufferldsung und
erldutern Sie die Wanderungsrichtung des DNA-Makromolekiils im elektrischen Feld.

2) Nachdem die PCR-Produkte in die Geltaschen pipettiert werden, wandern sie durch die Gelmatrix.
Begriinden Sie die Wanderungsgeschwindigkeiten von groBen und kleinen Produkten und leiten Sie daraus
ab, an welcher Stelle die jeweiligen Produkte auf dem Agarose-Gel zu finden sind.

3) Beschreiben Sie die Visualisierung der DNA im Agarose-Gel.

12



Arbeitsblatt 1 (Musterldsungen fiir die Lehrkraft)

DNA-Isolation

1) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Nukleotids.

Ein DNA-Nukleotid besteht aus einem Phosphatrest, einer Desoxyribose und einer Base (Adenin, Cytosin,
Guanin oder Thymin).

2) Nennen Sie die Bausteine eines DNA-Makromolekuls und erldutern Sie dessen Zusammenhalt.

Ein DNA-Makromolekiil besteht aus zwei Polynukleotidstrdngen, die (iber die Wasserstoffbriicken der sich
gegenliberliegenden Basen zusammengehalten werden.

3) Erlautern Sie begriindet, warum Sie lhre mitgebrachte Probe nicht direkt in die PCR einsetzen.

Die Probe enthélt Proteine und Fette, die eine PCR stéren und die DNA liegt nicht frei in der Probe vor,
sondern muss erst aus den Zellen isoliert werden.

PCR

1) Begriinden Sie den Einsatz der PCR.

Da die DNA in geringer Menge vorliegt, muss sie in groBer Menge vermehrt werden, um sie mittels
Gel-Elektrophorese mit anschlieSender Fdrbung nachweisen zu kénnen.

2) Nennen Sie die Komponenten, die in der PCR benétigt werden.

Es werden ein Template (eine Vorlagen-DNA), eine hitzestabile DNA-Polymerase (Enzym), (desoxyribo-)
Nukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP, Vorwdrts- und Riickwdrts-Primer und eine Pufferlésung benétigt.

3) Nennen Sie die Schritte in einem PCR-Zyklus und erldutern Sie deren Funktion.
Ein PCR-Zyklus besteht aus 3 Schritten:

Im 1. Schritt werden die Wasserstoffbriicken der sich gegeniiberliegenden Basen bei 94°C
aufgebrochen und es entstehen komplementére Einzelstrdnge der DNA = Denaturierung.

Im 2. Schritt binden die beiden Primer bei Temperaturen zwischen 40 bis 60°C an den jeweiligen
komplementéren Einzelstrang der DNA = Annealing.

Im 3. Schritt synthetisiert die DNA-Polymerase bei 72°C von den 3'OH-Enden der Primer ausgehend
Template-abhdngige neue DNA-Strdnge (Ziel-DNA = Target-DNA) = Elongation.

Gel-Elektrophorese
1) Begrlinden Sie die elektrische Ladung eines DNA-Makromolekiils in einer alkalischen Pufferlésung und
erldutern Sie die Wanderungsrichtung des DNA-Makromolekdils im elektrischen Feld.

Ein DNA-Makromolekiil ist negativ geladen aufgrund der freien negativen Ladungen der Phosphatreste und
wandert daher zum Pluspol (Anode).

2) Nachdem die PCR-Produkte in die Geltaschen pipettiert werden, wandern sie durch die Gelmatrix.
Begriinden Sie die Wanderungsgeschwindigkeiten von groBen und kleinen Produkten und leiten daraus ab,
an welcher Stelle die jeweiligen Produkte auf dem Agarose-Gel zu finden sind.

Die kleineren Produkte wandern am schnellsten und befinden sich am Ende des Gels, da sie bei ihrer
Wanderung durch die Gelmatrix den geringsten Widerstand erfahren. Die gré8eren Produkte wandern
langsamer wegen des gréBeren Widerstandes und befinden sich am oberen Ende des Gels.

3) Beschreiben Sie die Visualisierung der DNA im Agarose-Gel.

Nach der Gel-Elektrophorese wird ein Farbstoff, z.B. Methylenblau, auf das Gel gegeben, der sich an die
DNA bindet und dadurch die Banden sichtbar macht.
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Arbeitsblatt 2 (Aufgaben flr den Schiler)
Unten ist ein unvollstdndiger PCR-Zyklus schematisch abgebildet:

a) Ergdnzen Sie die fehlenden DNA-Abschnitte in dem PCR-Schema unter Verwendung der Modell-Primer A
und B.

b) Benennen Sie die Schritte eines PCR-Zyklus mit den internationalen Fachbegriffen in den zugehdrigen
Kastchen.

¢) Tragen Sie die Funktion dieser Schritte in den zugehdrigen Kastchen ein.

d) Nach 2" Zyklen entstehen als Ergebnis der PCR viele DNA-Fragmente. Nennen Sie den internationalen
Fachbegriff dieser Ziel-DNA.

e) Zeichnen Sie als letztes die Ziel-DNA des gewdhlten Beispiels ein.

Primer A (Vorwarts)
5'-GGATG-3'

Primer B (Rickwarts)
5'-GGTGA-3'

3

rrrrrTrrr T rr T T T T T T T T T T T T
ATGGCTCTCACCTAT

& Ergdnzung

Fachbegriff: 94°C

& Erganzung
40°C
Fachbegriff: 66°C

3

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T
ATGGCTCTCACCTAT

& Ergdnzung

Fachbegriff: 72°C

5‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||3‘
CCCGCGATGGGACCGA ATGGCTCTCACCTAT

& Ergdnzung

Fachbegriff Ziel-DNA: 2n

& Ergebnis
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Arbeitsblatt 2 (Musterldsungen fir die Lehrkraft)
Unten ist ein unvollstdndiger PCR-Zyklus schematisch abgebildet:

a)

b)

c)
d)

e)

Ergénzen Sie die fehlenden DNA-Abschnitte in dem PCR-Schema unter Verwendung der Modell-Primer A

und B.

Benennen Sie die Schritte eines PCR-Zyklus mit den internationalen Fachbegriffen in den zugehorigen

Kastchen.

Tragen Sie die Funktion dieser Schritte in den zugehdrigen Kastchen ein.

Nach 2" Zyklen entstehen als Ergebnis der PCR viele DNA-Fragmente. Nennen Sie den internationalen

Fachbegriff dieser Ziel-DNA.

Zeichnen Sie als letztes die Ziel-DNA des gewdahlten Beispiels ein.

Primer A (Vorwarts)
5'-GGATG-3'

Primer B (Riickwarts)
5'-GGTGA-3'

31

5 < Ergdnzung

3A 111 1 1 1 | | | | ]]./]1./]]/]]/]
Fachbegriff: 94°C
Denaturierung Aufschmelzen der DNA
1o 2 e e e e A
CCCGGATGGGACCGA ATGGCTCTCACCTAT
GGGCCTACCCTGGC CCGAGAGTGG .
3A|||||-:V/|\|||-’|'|||-:V||||||||||||||||T?|||A||A||T||/:TA| SIéErganzung
40°C
Fachbegriff: 60°C
Annealing Primeranalgerung, Hybridisierung
5‘||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||3‘
CCCGGATGGGACCGA ATGGCTCTCACCTAT
AGTGG
Primer B
Primer A
5 MR 5
PN 5
GGGCCTACCCTGGCT TACCGAGAGTGGATA éErganzung
3A||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||5!
Fachbegriff: 72°C
Elongation Kettenverldngerung
1o R e e e A
CCCGGATGGGACCGA ATGGCTCTCACCTAT
| N T T Y A I A I |
CGTAGAGTGG
Primer A ? Primer B >
PCGATGGGA®
R .
GGGCETACCLTGGCT TACCGAGAGTGGATA & Ergdnzung
3A||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||51
Fachbegriff Ziel-DNA: 2n
Target-DNA

< Ergebnis
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Arbeitsblatt 3

Bestimmung der FragmentgroBen: _ L—2176
= 1766
a) Abschidtzen der GroBe des PCR-Produktes mit Hilfe des DNA-Liangenstandards = =C%§(3)
Der DNA-Lédngenstandard enthélt 10 Einzelbanden und eine Doppelbande mit den ent- — 32
sprechenden GrolRen in Basenpaaren (siehe Bild rechts). Durch Vergleich der Laufstrecken = =%
aller untersuchten Tierart-PCR-Produkte, also auch die von lhren Mitschiilern, mit den — :%gg
Banden des DNA-Léngenstandards lassen sich die ungefdhren GréBen (in Basenpaaren = = [ 220
bp) abschatzen. — ™

Ergebnisse:

Das PCR-Produkt ,,Rind” hat etwa eine GréBe von ........ bp.
Das PCR-Produkt , Schwein" hat etwa eine GroBe von ........ bp.
Das PCR-Produkt ,,Huhn" hat etwa eine GréRe von ........ bp.
Das PCR-Produkt , Pute” hat etwa eine GréBe von ........ bp.

b) Grafische Ermittlung der FragmentgroRe

Genauer kann die GroBe einer PCR-Bande aufgrund der im elektrischen Feld zurtickgelegten Wanderungs-
strecke bestimmt werden:

Mit einem Lineal oder Millimeterpapier wird die Wanderungsstrecke der jeweiligen PCR-Bande ausgemessen.
Daflir messen Sie die Strecke (in Millimetern) von der Unterkante der Geltasche bis zur Mitte der entsprechenden
PCR-Bande und tragen sie in die Tabelle auf der Seite 17 ein. Dafiir werden zuerst die Wanderungsstrecken der
Banden 1 bis 11 des DNA-Langenstandards ausgemessen und in die Tabelle eingetragen. Nun tragen Sie fiir die
Banden 1 bis 11 die Wanderungsstrecken in Abhangigkeit von den Basenpaaren sowohl auf Millimeterpapier als
auch auf halblogarithmischem Papier auf. Verbinden Sie mit einem Lineal die Datenpunkte in allen Diagrammen
mit einer Linie und verlangern diese bis zur rechten Seite des Diagramms. Jetzt messen Sie die Wanderungs-
strecken aller untersuchten Tierart-PCR-Produkte aus, also auch die von lhren Mitschiilern, und bestimmen nun
mit Hilfe der gezeichneten Kurve bzw. Geraden und der zurlickgelegten Wanderungsstrecke die GroRe des jewei-
ligen PCR-Produktes.

Ergebnisse:

Die GroBe des PCR-Produktes ,Rind" betrdgt nach grafischer Ermittlung ........ bp.
Die GroBe des PCR-Produktes ,Schwein" betrdgt nach grafischer Ermittlung ........ bp.
Die GroBe des PCR-Produktes ,Huhn" betrdgt nach grafischerErmittlung ........ bp.
Die GroBe des PCR-Produktes ,Pute” betrdgt nach grafischer Ermittlung ........ bp.

Hinweis: Ein Gel mit den DNA-Banden aller 4 Tierart-PCR-Produkte im Vergleich zum DNA-Ldngenstandard ist
auf Seite 27 abgebildet.
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DNA-Isolation

Im ersten Schritt wird hochmolekulare DNA aus einem kleingeschnittenen Teil der Probe isoliert. Zunéchst
werden die Zellen, die die DNA enthalten, in den Proben lysiert und im Anschluss erfolgt die eigentliche DNA-
Isolierung. Dazu wird das Lysat auf eine Sdule gegeben, die spezifisch die DNA bindet. In zwei Waschschritten
werden alle Probenbestandteile — auBer der DNA — entfernt. Zum Schluss wird die gereinigte DNA von der
Saule abgelost und aufgefangen. Bis auf die Reaktionsgefdle sind alle fiir die DNA-Isolierung erforderlichen
Losungen, Saulen und Auffanggefdle im Tierart-Kit SK1-12 enthalten.

Wichtig: Alle Puffer mlssen vor der Verwendung vollkommen klar sein. Eventuell ausgefallene Bestandteile —
sichtbar durch milchige Triibung und Schlierenbildung — werden durch Erwarmen bei ca. 37 °C aufgelost.

Der Elutionspuffer E sollte vor der Verwendung auf ca. 80°C erwdrmt werden, um die DNA-Ausbeute bei der
Isolation zu erhdhen.

Um Kontaminationen zu vermeiden, missen alle verwendeten Gerate und Arbeitsflachen vor Beginn des
Versuchs mit Einmalpapier sorgfaltig gereinigt werden. Dafiir zunachst warmes Wasser mit etwas Spulmittel und
anschliefend Ethanol (70%) verwenden.

Um Verunreinigungen durch DNA-Verschleppung zu verhindern, ist — insbesondere bei gleichzeitiger Bearbeitung
mehrerer Proben — das Tragen von Einmalhandschuhen zu empfehlen.

Im Folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte ausfihrlich beschrieben. Um optimale Ergebnisse zu erzielen,
sollte die Anleitung zunachst vollstdndig durchgelesen und besprochen werden.

(1) Vorbereitung und Lyse der mitgebrachten Produkte

z.B. Kése
1a. Feste Lebensmittelprobe (z.B. Wurst oder Kase)

wird vorbereitet:
1 ml Lysepuffer A 20 pl Proteinase K Um ein reprasentatives Untersuchungsergebnis
‘ i @ zu erhalten, wird zunéchst eine groBere Menge
\ K an Probenmaterial aus verschiedenen Proben-
bereichen homogenisiert. Anschliefend werden
100-200 mg (ca. 2-5 mm?) des vorbereiteten
Probenmaterials in ein ReaktionsgefaB (RG) tber-
fuhrt.
Reaktionsgefal 1b. Fliissige Lebensmittelprobe (z.B. Milch) wird
vorbereitet:
Zur Untersuchung von Milch werden 5 ml Probe
flir 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert und das
v Sediment zur weiteren Untersuchung eingesetzt.

f- und abschttel
aut-und abschuttein 1.1 Zum RG mit Probe 1a oder 1b werden 1 ml klarer

v Lysepuffer A und
/ S 1.2 20 pl Proteinase K-Losung gegeben. Der Deckel
30 min des RGs wird geschlossen, das RG wird zwischen
65°C Daumen und Zeigefinger gehalten und mehrfach
auf- und abgeschiittelt.

<« 1.3 Das RG wird ftir 30 min im Wasserbad bei
65°C inkubiert und dabei ab und zu auf- und
(IP abgeschiittelt.
1.4 Die lysierte Probe wird fiir 5 min bei 10.000 x g
Zentrifugation 5 min bei 10.000 x g zentrifugiert, um nicht-lysierte Bestandteile zu
Uberstand in neues RG sedimentieren. Der Uberstand wird in ein neues

18 RG pipettiert.



(2) Gewinnung der DNA aus den lysierten Produkten

300 pl klarer 2.1 300 pl des relativ klaren Uberstandes werden in ein neues
Uberstand 500 ul Bindepuffer B 1,5 ml RG pipettiert.

\V f 2.2 Dazu werden 500 pl Bindepuffer B pipettiert und alles fiir 30 s

ohne Schaumbildung kraftig gemischt.

2.3 Ein AuffanggefdB und eine Sdule werden kombiniert und der
Deckel der Sdule mit der Gruppennummer beschriftet.

+ 650 pl Gemisch .
2.4 650 pl des Gemisches aus Uberstand und Bindepuffer werden
auf eine Séule inkl. Auffanggefal pipettiert.

2.5 Die Saule inkl. AuffanggefaB wird fiir 1 min bei 10.000 x g
C zentrifugiert. AnschlieRend wird das AuffanggefaB inkl.

Durchfluss verworfen.

— 4/l

+ 400 pl Waschpuffer C
2.6 Die Sdule wird auf ein neues AuffanggefaB gesetzt und
werden hinzu pipettiert.

i)

2.7 Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g (s.0.). Das
Auffanggefall inkl. Durchfluss wird verworfen.

2.8 Die Sdule wird auf ein neues AuffanggefaB gesetzt und

+ 650 l Waschpuffer D 650 pl Waschpuffer D werden hinzu pipettiert.

2.9 Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g (s.0.). Das
Auffanggefal’ inkl. Durchfluss wird verworfen.
2.10 Die Saule wird auf ein steriles und beschriftetes 1,5 ml RG
C gesetzt.

2.11 100 pl des auf 80°C erwdrmten Elutionspuffer E werden auf

+100 pl Elutionsspuffer E die Saule pipettiert.
(80°C)

2.12 Das RG wird fiir 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
% DNA- 'Solat 2.13 Zentrifugation, 30 s bei 10000 x g,

Achtung: jetzt wird nur die Sdule verworfen.
C 2.14 Das Eluat im RG enthélt die isolierte DNA.
2.15 Fir die PCR wird die DNA in einem neuem RG 1:10 verdinnt

(z.B.: 5 pl Eluat + 45 pl Elutionspuffer).

Das DNA-Isolat kann direkt fiir die PCR-Reaktion eingesetzt oder bei —18°C langerfristig gelagert werden.
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PCR

Mit einem Teil der DNA-Isolate werden PCR-Reaktionen im Thermocycler durchgefiihrt. Hierbei werden die
Tierart-spezifischen PCR-Primer eingesetzt, mit denen entweder Rind-, Schwein-, Huhn- oder Puten-DNA
nachgewiesen wird.

Die PCR-Ansédtze bestehen prinzipiell aus folgenden Komponenten:

A) Reaktionsmix (besteht aus Pufferlésung, MgCl, Tag-Polymerase, dNTPs)
B) PCR-Primer (L6sung mit jeweils 2 artspezifischen Oligonukleotiden)
C) DNA aus Probe und DNA aus Positivkontrolle

Pro Arbeitsgruppe sollte auch eine Negativkontrolle durchgefiihrt werden. Dabei wird anstelle von DNA
destilliertes Wasser im gleichen Volumen zugegeben.

Als sehr sensitive Methode erfordert die PCR eine entsprechende Sorgfalt. Daher ist im Pipettierbereich auf
absolute Sauberkeit zu achten. Das Tragen von Einmalhandschuhen sowie die Verwendung von Pipettenspitzen
mit Filtern sind unbedingt zu empfehlen. Weiterhin muss der Arbeitsbereich vor Beginn des Arbeitens gut
gereinigt werden.

Um Verwechslungen zu vermeiden, missen alle verwendeten ReaktionsgefaBe wasserfest beschriftet werden.
Sie sollten mit der Gruppenbezeichnung und der nachzuweisenden Tierart gekennzeichnet sein. Bei den PCR-
Ansdtzen missen die Positiv- und Negativkontrolle und die Probe unterschieden werden.

Im Schulexperimient kdnnte die Aufteilung auf 4 Gruppen wie folgt aussehen:

Gruppe 1 testet auf Rind und verwendet die Primer und die Kontroll-DNA ,, Rind* aus dem Kit.
Gruppe 2 testet auf Schwein und verwendet die Primer und die Kontroll-DNA , Schwein* aus dem Kit.
Gruppe 3 testet auf Huhn und verwendet die Primer und die Kontroll-DNA , Huhn" aus dem Kit.
Gruppe 4 testet auf Pute und verwendet die Primer und die Kontroll-DNA , Pute” aus dem Kit.

(3a) Herstellung des Mastermix inklusive Primer (MMP)

Ein steriles 1,5 ml RG wird mit ,, MMP", dem Kurzel fur die
jeweilige Tierart

135 ul Reaktionsmix 15 pl Primer

O, O e @
/ und der Gruppennummer beschriftet.

135 pl des Reaktionsmix werden in das beschriftete RG
pipettiert.

>

15 pl Primer der jeweiligen Tierart werden hinzu pipettiert.
Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werden die Lésungen
vermischt.

Die Flussigkeit wird evtl. ganz kurz zentrifugiert oder es wird
vorsichtig auf den Tisch geklopft, so dass sich die gesamte
Flussigkeit wieder am Boden des RGs befindet.
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(3b) Herstellung der PCR-Ansétze

Jede Arbeitsgruppe beschriftet nun 3 PCR-ReaktionsgefdBe (0,2 oder 0,5 ml; je nach Vorgabe des Thermo-
cyclers) und pipettiert in der angegebenen Reihenfolge hinein:

PCR-Ansatz Mastermix + Primer DNA* Wasser Endvolumen

(MMP) [pl] [pl] [pl] [pl]

Kurzel Tierart R/S/H/P 48 2 (der Probe) 50
+ Gruppennummer

Positivkontrolle PK 48 2 (der Kontroll-DNA) 50
+ Gruppennummer

Negativkontrolle NK 48 5 50
+ Gruppennummer

*ACHTUNG: Es wird immer neue sterile Spitze mit Filter benutzt und vorsichtig auf- und abpipettiert. Nach
Zugabe der DNA wird das RG sofort verschlossen.

DNA-Probe Mastermix / Positivkontrolle Mastermix / Negativkontrolle Mastermix /
Tierart Primer Tierart Primer H.O Primer

- O OO NS

PCR-Reaktionsgefald PCR-Reaktionsgefald PCR-Reaktionsgefald

Wenn die PCR-Reaktionsgefédle aller Gruppen fertig sind, werden sie — nach Gruppen sortiert — in den
Thermocycler gestellt und das PCR-Programm wird gestartet.

(4) PCR-Programmierung

1x initiale Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 45 s
45 x Annealing 45°C 45 s
Elongation 72°C 60 s
1x finale Elongation 72°C 5 min
1x Kihlung 15°C oo

Die PCR-Produkte kdnnen entweder direkt fiir die Auftrennung in der Agarose-Gel-Elektrophorese verwendet
werden oder bei 4 °C fiir Wochen gelagert werden (-18°C fur langerfristige Lagerung).
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Gel-Elektrophorese

Die PCR-Produkte werden in die Geltaschen pipettiert und die amplifizierten DNA-Fragmente im
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und angefarbt. Durch das Farben werden die DNA-Fragmente
sichtbar gemacht und die entsprechende Tierart kann identifiziert werden.

Uberlegungen zur Herstellung des Agarose-Gels

Die GroRe der Elektrophoresekammer und die Anzahl der aufzutragenden Proben bestimmen die GréRe des
Agarose-Gels. Sind nur kleine Elektrophoresekammern vorhanden, missen mehrere kleine Gele gegossen wer-
den, sind nur groRe Kammern vorhanden, muss die Probenzusammenstellung sinnvoll erfolgen.

Fur die hier durchgefiihrte Untersuchung werden pro Gruppe / Tierart 3 Probentaschen (4 Gruppen & 3 PCR-
Ansétze = 12 Taschen) sowie 1 Tasche fir den Langenstandard benétigt, also insgesamt 13 Geltaschen bei
einem grofRen Gel!

Jede Elektrophoresekammer enthdlt einen Geltrager, dessen Male die Menge an Agarose und das Volumen des
Elektrophoresepuffers fiir das GieRen des Gels bestimmen.

Volumenberechnung [ml] des Elektrophoresepuffers zum Giefen des Gels:
Lange Geltrager [cm] x Breite Geltrager [cm] x Hohe Gel [cm]; dabei entsprechen 1 cm® =1 ml.
Die Hohe eines Gels betrdgt gewdhnlich 0,4-0,5 cm.

Menge [g] an Agarose bei einem 1%igen Gel: 1/100 x Volumen des Elektrophoresepuffers.

(5) Vorbereitung des Agarose-Gels

5.1 Der 25fach-konzentrierte TAE-Elektrophoresepuffer wird mit destilliertem Wasser verdiinnt (1 ml TAE +
24 ml Wasser).

5.2 Der Geltrager wird nach der jeweiligen Betriebsanleitung vorbereitet. Hier: das obere und untere Ende des
Geltragers wird mit Tesafilm abgedichtet und das Band fest auf die Ecken des Geltragers gedriickt, so dass
keine Flussigkeit austreten kann. Der Gelkamm wird bereit gelegt.

5.3 Die Agarosemenge wird fiir ein 1%iges Gel abgewogen und in einen 100 ml Erlenmeyerkolben gegeben.
5.4 Der 1fach-konzentrierte TAE-Puffer wird im Messzylinder abgemessen und in den Erlenmeyerkolben gegeben.

5.5 Die Agarose wird in der Mikrowelle oder im Topf mit kochendem Wasser solange erhitzt, bis sie vollstdndig
aufgeldst und blasenfrei ist. In der Mikrowelle wird der Erlenmeyerkolben mehrmals alle 30 s vorsichtig ge-
schwenkt. Zum Anfassen werden Kiichenhandschuhe getragen.

Vorsicht: Die Agarose kann plétzlich durch Siedeverzug herausspritzen.

5.6 Die flussige Agarose lasst man auf ca. 60°C abkuhlen. AnschlieBend wird sie in den Geltrdger gegossen.

5.7 Dann wird der Kamm gerade eingesteckt. Die Zdhne des Kamms dirfen nicht den Boden des Geltragers
bertihren. Es missen sich Taschen mit Boden ausformen kdnnen. Die Agarose erstarren lassen (ca. 20 min).
Das Gel erscheint triib bzw. opak, wenn es gebrauchsfertig ist.

5.8 Der Geltrager mit fester Agarose und noch steckendem Kamm wird in die Gelkammer gelegt und vollstandig
mit TAE-Puffer Uberschichtet.

5.9 Erst danach wird der Kamm vorsichtig herausgezogen. Durch die Zéhne des Kamms sind in der festen
Agarose Geltaschen entstanden, in die spater die Proben pipettiert werden.

ACHTUNG: Der gebrauchsfertige 1fach-konzentrierte TAE-Elektrophoresepuffer kann mehrfach verwendet
werden, auch nach der Gel-Elektrophorese.
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(6) Vorbereitung der Proben fiir die Elektrophorese

Dazu verwendet man entweder eine saubere Mikrotiterplatte oder jede Gruppe erhélt drei nebeneinander
stehende kleine Reaktionsgefafe.

Hier die Beschreibung flr die Benutzung von kleinen ReaktionsgefaBen:
Pro Gruppe bzw. pro Tierart werden 3 pl Gel-Ladepuffer in die entsprechende Anzahl von kleinen Reaktionsge-
falRen (max. 4 Tierarten & 3 PCR-Ansdtze) pipettiert.

Der Gel-Ladepuffer hat zwei Funktionen fur die Elektrophorese:

1. beschwert der darin enthaltene Glycerin-Anteil die DNA-L&sung, so dass diese nach dem Einfillen in die
Geltaschen nicht wieder heraus diffundiert und

2. zeigt der enthaltene Farbstoff den Verlauf bzw. die Geschwindigkeit der Elektrophorese an.

Die vorbereiteten Reaktionsgefafe werden entsprechend mit , X" fiir die DNA aus Rind/Schwein/Huhn/Pute,
mit ,PK" fir die Positivkontrolle und ,NK" fiir die Negativkontrolle beschriftet. AnschlieBend werden 15 pl der
jeweiligen PCR-Ansdtze in die beschrifteten Reaktionsgeféle pipettiert.

15 pl X 15 pl PK 15 pl NK

O 0 O
—-— /
Durch Auf- und Abpipettieren

vermischen und danach auf das

Agarose-Gel auftragen.
0 3l 3l 3l ‘ ]

>

-«

Gel-Ladepuffer
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Die entsprechend vorbereiteten Proben werden in einer protokollierten Reihenfolge in die Geltaschen pipettiert.
Hierbei ist besonders darauf zu achten, dass die Taschen nicht Uberlaufen.

In eine Tasche (am Rand des Gels oder zwischen zwei Untersuchungsansatzen auf verschiedene Tierarten) wird
zuséatzlich der im Tierart-Kit SK1-12 enthaltene DNA-Langenstandard, in dem der Gel-Ladepuffer schon enthal-
ten ist, pipettiert. Der Langenstandard ist gebrauchsfertig und es werden 15 pl aufgetragen.

Je nach Anzahl der Taschen auf einem Gel kdnnen die Proben der 4 Arbeitsgruppen auch verteilt auf 2 Gele

aufgetragen werden. Die Untersuchungsansétze einer Tierart sollten aber praktischerweise auf einem Gel
erfolgen und nicht auf mehrere Gele aufgeteilt werden.

7)

° ®

DNA-
Léangenstahdard

Gleichspannung 3 Gleichspannung
90 V 90 V

_ @

(7) Durchfiihrung der Elektrophorese

Das Spannungsgerat mit geglatteter Gleichspannung wird nun angeschlossen, dabei befindet sich der Minuspol
auf der Seite mit den Taschen und der Pluspol auf der entgegengesetzten Seite. Die Elektrophorese wird sofort
nach dem Auftragen der Proben gestartet. Die angelegte Spannung ist abhangig von der verwendeten Gel-
kammer.

Als Faustregel gilt ein Spannungswert von 5 V pro cm Elektrodenabstand.

Der Lauf wird beendet, wenn die untere Farbstoffbande des DNA-Langenstandards ca. 3 der gesamten Gellange
erreicht hat.
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(8) Farbung des Gels

8.1 Zunéchst wird die DNA-Farbeldsung vorbereitet, indem

@ 1 ml des Konzentrats der Gelfdrbeldsung mit 200 ml destil-
1 ml 200 ml liertem Wasser verdiinnt wird.
Gelfarbelosung destilliertes Wasser
Um Verfarbungen von Kleidung oder Haut vorzubeugen,
‘ \,f wird mit Handschuhen und Laborkittel gearbeitet.
Die Lésung kann mehrfach verwendet werden. Sie wird
jeweils nach Verwendung in einem verschlieBbaren Gefaly
im Kihlschrank bei ca. 4°C gelagert.
@ 8.2 Nach der Elektrophorese wird das Agarose-Gel vorsichtig
mit dem Kiichen-Pfannenwender in die Gelfarbeschale
Ubergefuihrt und mit der Farbelésung tGibergossen.

v 4

@
8.3 Das Gel wird 10—15 min gefarbt. Ist die Farbeldsung
l bereits schon mehrfach eingesetzt worden, verlangert sich
die Farbezeit mit jeder weiteren Verwendung um ca. 2-3 min.
Damit eine gleichméaRige Farbung erzielt wird, sollte die

Schale wahrend des Farbens hin und wieder leicht ge-
schwenkt werden.

Anschliefend wird die Farbelésung in eine Aufbewahrungs-
flasche abgegossen und das Gel mit Leitungswasser solange
entfarbt, bis der Hintergrund ausreichend entfarbt ist.

Wahrend des Entfdrbens werden die DNA-Banden im
Gel sichtbar. Die blau-gefarbten DNA-Banden kénnen
durch Fotografieren des Gels im Durchlicht (z.B. auf einem
Leuchtkasten zur Dia-Betrachtung) dokumentiert werden.
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Auswertung der Untersuchung

Die untere Abbildung stellt ein Gel dar, auf dem die DNA-Banden aus der Untersuchung aller 4 Tierarten gezeigt
werden:
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Die Probe A enthélt nach der Auswertung Rind, da mit dem Primer ,Rind" ein PCR-Fragment von der richtigen
GroBe mit 431 bp (bp = Basenpaar) gebildet wurde. Entsprechende Fragmente sind auch in der Positivkontrolle
mit Rind-DNA aus dem Kit sichtbar.

Analog enthélt die Probe B Schwein-, die Probe C Huhn- und die Probe D Puten-DNA. Die GréRen der
PCR-Fragmente betragen fiir Schwein 769 bp, Huhn 416 bp und Pute 550 bp.

Wichtig ist auch, dass in den Negativkontrollen keine PCR-Fragmente gebildet werden, da diesen Ansatzen
keine DNA zugefligt worden ist.
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Probleme, mégliche Ursachen und Lésungen

Problem

mogliche Ursache

Lésung

kein oder wenig
DNA-Isolat

- zu wenig tierisches Probenmaterial
verwendet

- Probenmaterial nicht gentigend
homogenisiert

- Elutionspuffer E fur die DNA-Elution
nicht vorgewdrmt (80°C)

- mehr Probe einsetzen

- Probe starker homogenisieren, um die Lyse der
Zellen zu verbessern

- Elutionspuffer E vorwarmen und Saulen-
Kombination nach dem Auftragen des
Elutionspuffers E 1-2 min im Wasserbad (70°C)
inkubieren

kein PCR-Produkt in
Positivkontrolle

- Fehler bei der Durchfiihrung der PCR
- Reaktionsmix geschadigt

- Kontroll-DNA geschadigt

- PCR wiederholen

schwaches PCR-Produkt
in Positivkontrolle

- falsches Volumen pipettiert
- Reaktionsmix geschadigt

- Kontroll-DNA geschadigt

- Falsches PCR-Programm

- PCR wiederholen, Eichung der Pipetten
Uberprifen

- Programm Uberpriifen, PCR wiederholen

PCR-Produkte in
Negativkontrolle

- Negativkontrolle mit DNA verunreinigt
durch PCR-Ansatz, Pipettenspitzen,
Reaktionsgefale usw.

- PCR mit neuen Lésungen wiederholen, Vorsorge
gegen Kontaminationen treffen: Handschuhe
tragen, Filterspitzen und Arbeitsbereich
kontrollieren sowie Gerate sorgféltig reinigen

unscharfe Gelbanden

- Falsche Elektrophoresebedingungen

- Elektrophorese wiederholen

unspezifische Banden
oberhalb des PCR-
Produkts

(ohne Einfluss auf die
Untersuchung)

- Kontamination eines PCR-Zusatzes
oder der Probe durch z.B. menschliche
Hautzellen

- Falsches PCR-Programm

- Experiment wiederholen
- PCR-Programm Uberpriifen
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Sicherheit und Entsorgung

Sichere Laborversuche

Steriles Arbeiten

Der sichere Umgang mit Laborgerdten und Chemikalien setzt ein
gewisses MaR an Grundwissen und SicherheitsmalRnahmen voraus.
Wahrend des Versuchs sollten Laborkittel und Schutzbrillen getragen
werden. In den Lésungen flir die DNA-Isolation sind Detergentien
enthalten, die zwar nicht giftig sind, aber bei direktem Kontakt zu
Reizungen der Schleimhdute flihren kénnen.

Auch der Umgang mit den Gerdten sowie Risiken bei der Nutzung sollten bekannt sein.
So missen z.B. lange Haare zusammengebunden werden, damit sie nicht in Kontakt mit
Chemikalien oder offenen Flammen geraten.

Untersuchungsmethoden auf der Basis von DNA-Analysen erfordern sterile Arbeitstechniken.
DNA ist zwar relativ stabil, kann aber z.B. durch Enzyme (DNasen) abgebaut werden. Sie
befinden sich nahezu Gberall, auch auf der Haut oder im Speichel. Aus diesem Grund sollten
wahrend der Untersuchung Labor-Einmalhandschuhe getragen werden.

Um Verunreinigungen durch Fremd-DNA zu verhindern, miissen die verwendeten Arbeits-
materialien (ReaktionsgefdBe, Pipettenspitzen) vor Verwendung autoklaviert werden. Alternativ
sind die Materialien in der Regel auch steril und DNA-frei im Handel erhaltlich.

Die Arbeitsbereiche (Tische, Geréte etc.) und alle anderen nicht autoklavierbaren Gegenstdnde,
die mit den Proben in Kontakt kommen, sind zunédchst mit spilmittelhaltigem, warmen Wasser
und anschlieBend mit Ethanol (70%ig) abzuwaschen. Es ist weiterhin empfehlenswert, den

unteren Teil der Pipetten abzureiben. Zum Reinigen ist Papier von der Kiichenrolle zu empfehlen.

Die dem Kit beigefligten Sdulen und AuffanggefaBe sowie alle Losungen werden steril gelie-

fert. Da die Lésungen mehrfach verwendet werden, ist insbesondere beim Pipettieren auf sorgfiltiges Arbeiten
zu achten. Beispielsweise darf keine Pipettenspitze mehrfach verwendet werden. Auch sollte der Pipettenschaft
nicht an die Innenseiten der GeféBe stoRen.

Weitere Hinweise sind in den , Richtlinien zur Sicherheit im Unterricht” (GUV-SI 8070-SH; Internet) zu finden.
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Hinweise zum Umgang und zur Entsorgung der Lésungen aus der DNA-Isolation

alte Gefahrstoffsymbole und R + S-Satze

Proteinase K

Xn

X

Gesundheits-
schéadlich

neue GHS-Symbole und H + P-Satze

O @

Gesundheitsschddlich Gefahr
R36/37/38, R42/43 H315, H317, H319, H334, H335
S2 P280
Bindepuffer B (enthdlt 2-Propanol)
Xn F

G:i%ggﬁgﬁs- Leichtentziindlich
Reizend Leicht entziindlich Gefahr
R11, R36, R67 H225, H319, H336

S7,516, 524/25, S26

P210, P233, P280, P305 + P351 + P338

Waschpuffer C (enthélt Guanidinthiocyanat)

Xn

X

Gesundheits-
schéadlich

St

Gesundheitsschddlich Gefahr
R20/21/22, R32, R52/53 EUHO032, H301, H311, H332, H412
S2,513 P270, P280
Waschpuffer D (enthalt Ethanol)
F
Leichtentztndlich
Leicht entztindlich Gefahr
R11 H225
S7 P210, P233

Entsorgung aller Losungen: Halogenfreie, organische Lésungsmittel.
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Hinweise zum Umgang und zur Entsorgung der Losungen aus der Gel-Elektrophorese

DNA-Langenstandard und Gel-Ladepuffer

Der DNA-Langenstandard enthélt einen Glycerin-Anteil sowie die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol.
Der Gel-Ladepuffer enthdlt einen Glycerinanteil und den Farbstoff Xylencyanol.

Xn

X

Gesundheits-
schadlich

Reizend Achtung
R36/37/38 H315, H319, H335
S36/37/39 P280, P305 + P351 + P338

Entsorgung: Halogenhaltige, organische Losungsmittel.

DNA-Férbelosung

Die DNA-Farbeldsung besteht aus einer alkoholischen Losung von Methylenblau.

Xn

X

Gesundheits-
schadlich

Gesundheitsschddlich Achtung
R22 H302
S2,S36/37/39 P270

Entsorgung: Halogenhaltige, organische Lésungsmittel.

TAE-Elektrophoresepuffer

Die TAE-Pufferlosung besteht aus einer wassrigen Losung aus TRIS, Natriumacetat und EDTA.

Xn —
=
0 s UF%”
x » i [

Gesundheits-
schadlich

Gesundheitsschéddlich, reizend, dtzend Gefahr
R10, R22, R35, R36/37 H226, H302, H314, H319, H335
S24/25, S36/37/39 P270, P280, P305 + P351 + P338

Entsorgung: Halogenfreie, organische Lésungsmittel.
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Erklarung R-Satze:

R10

R11
R20/21/22
R22

R32

R35

R36
R36/37
R36/37/38
R42/43
R52/53
R67

Entziindlich.

Leicht entztindlich.

Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Berlihrung mit der Haut.
Gesundheitsschédlich beim Verschlucken.

Entwickelt bei Bertihrung mit Sdure sehr giftige Gase.

Verursacht schwere Veratzungen.

Reizt die Augen.

Reizt die Augen und die Atmungsorgane.

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut.

Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt méglich.

Schédlich fur Wasserorganismen, kann in Gewdssern langerfristig schadliche Wirkungen haben.

Dampfe konnen Schléfrigkeit und Benommenheit verursachen.

Erklarung S-Satze:

S2

S7

$13

$16
S24/25
S26
S36/37/39

32

Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

Behélter dicht geschlossen halten.

Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten.

Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen.

Bertihrung mit den Augen und der Haut vermeiden.

Bei Bertihrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser absptilen und Arzt konsultieren.

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille tragen.

E-7
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Erklarung H-Satze:

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H226 Flissigkeit und Dampf entziindbar.

H301 Giftig beim Verschlucken.

H302 Gesundheitsschédlich bei Verschlucken.

H311 Giftig bei Hautkontakt.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden.
H315 Verursacht Hautreizungen.

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H332 Gesundheitsschédlich beim Einatmen.

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen.
H335 Kann die Atemwege reizen.

H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

H412 Schédlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

EUHO032 Entwickelt bei Berlihrung mit Sdure sehr giftige Gase.

Erklarung P-Satze:

P210 Von Hitze/Funken/offener Flamme/heien Oberflaichen fernhalten. Nicht rauchen.
P233 Behalter dicht verschlossen halten.

P270 Bei Gebrauch dieses Produktes nicht essen, trinken oder rauchen.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.

P305 + P351  Bei Berlihrung mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspilen. Eventuell
+ P338 vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter ausspulen.

& & ® O
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Notizen
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Notizen
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Verantwortlich fur die Entwicklung und den Inhalt des Tierart-Kit SK1-12:

BEHRENS — LABORTECHNIK
Bultmannstr. 27a
D-33330 Glutersloh

Tel.: +49 (0)5241 - 92 75 69
Fax: +49 (0)5241 - 92 75 71

E-Mail: info@behrens-labortechnik.de
Internet: http://www.behrens-labortechnik.de

Vertrieb des Tierart-Kit SK1-12:

Conatex-Dipactic LEHRMITTEL GMmBH
CONATEX Rombachstrasse 65

ce FOR

rormseevsneren - 66539 Neunkirchen / Deutschland

Tel.: +49 (0)6821 - 94 11-0
Fax: +49 (0)6821 - 44 11

E-Mail: didactic@conatex.com
Internet: http://www.conatex.com

Kostenfreie Rufnummern in D, CH, A und L:
Kundenservice: 00800 0266 2839 (008000 CONATEX)
Bestellfax: 00800 0266 2329 (008000 CONAFAX)

(Ihr Telefon/Fax muss fiir Auslandsgespréche freigeschaltet sein)
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