Bestimmung von Tierarten
mittels PCR



Einfuhrung

= Grundlage der Untersuchung ist der
Nachweis von Tierart-spezifischer Erbsubstanz.

= Fleisch, Milch sowie deren
Verarbeitungsprodukte enthalten DNA-Anteile
der verwendeten Tierarten.

= Die DNA ist so stabil, dass sie auch nach
umfangreichen Produktionsprozessen in
ausreichend vorhanden ist, um eindeutige
Tierartidentifizierungen durchzufihren.




Einfuhrung

= DNA-Isolation
= Polymerasekettenreaktion
= Gelelektrophorese




Einfuhrung

b) Gruppe 2 untersucht eine Probe auf Schweine-DNA

(Probe 2)

c) Gruppe 3 untersucht eine Probe auf Huhn-DNA
(Probe 3)

d) Gruppe 4 untersucht eine Probe auf Puten-DNA
(Probe 4)
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Einfuhrung

Untersuchung auf Rind-Anteile:

e Salami, Leberwurst, Bierschinken,
¢ Gehacktes mit Rindfleischanteil,
e Kdse mit Kuhmilchanteilen

er Rege
in ausreichender

Untersuchung auf Schweine-Anteile:

e Salami, Leberwurst, Wirstchen,

« Gehacktes, verschiedene Frischwurstartikel Qualitat und
Quantitat zur
? Untersuchung auf Huhn-Anteile: Untersuchung.
, « Gefliigelfleisch und Gefliigelleberwiirste,
N e Pasteten

Untersuchung auf Puten-Anteile:

‘ » Geflugelfleisch und Geflligelleberwiirste,
¢ Pasteten



Versuchsablauf / Zeitschema

anschlieBend davon
Zeitbedarf | Lagerung bei Zeit fur
-18°C méglich | 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
S
= | Probenvorbereitung: Zerkleinern der Proben und Abfiillen in zuvor 10 min
S | beschriftete Reaktionsgefale
<
g 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 Saulen 10 min X




Versuchsablauf / Zeitschema

Programmierung des Thermocyclers und Auftauen der

PCR-Komponenten L ity
O
a | Pipettieren der PCR-Ansatze 20 min
Dauer des PCR-Programms 25h 2,5h
Vorbereitung des Gels: Agarose auflésen, Gel gieRen,
Polymerisation des Gels, Uberschichten mit Puffer 60 min 30 min
@
§ Vorbereitung der Proben fiir das Auftragen: Proben werden mit
S | Gel-Ladepuffer in Reaktionsgefdlien oder einer Mikrotiterplatte 20 min
o | gemischt
4
g Auftragen der Proben und des DNA-Ldangenstandards auf das Gel 15 min
(NN
8 Elektr"ophoretlsche Auftrennung bei 90 V Gleichspannung 30 min 20 min
(geglattet)
Farbung des Gels und Entfarbung des Hintergrunds 45 min 15 min




Stundenorganisation

Unterrichtseinheit 1 (45 min)

e Einfiihrung in das Thema ,, Isolation von DNA*

* Praktische Ubungen zum Umgang mit den Mikropipetten

Unterrichtseinheit 2 (45 min)

* DNA-Isolation aus den mitgebrachten Proben

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



Stundenorganisation

Unterrichtseinheit 3 (2 x 45 min)

e Einfiihrung in das Thema ,,PCR"

e Auftauen der PCR-Komponenten

® Programmierung des Thermocyclers
e Pipettieren der PCR-Ansatze

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

Nach PCR-Lauf: Lagerung der Proben bei 4°C
Nach Ausharten der Gele erfolgt die Lagerung in Cellophan bei 4°C



Stundenorganisation

Unterrichtseinheit 4 (2 x 45 min)

e Einfiilhrung in das Thema ,, Gel-Elektrophorese*
* Praktische Ubungen zum Befiillen der Geltaschen

* Auftragen der PCR-Ansitze und des DNA-Langenstandards
e Gel-Elektrophorese

e Farbung / Entfarbung der Gele

* Analyse der Ergebnisse

Die Unterrichtseinheiten 1 + 2 kdnnen auch als eine Einheit gestaltet werden.



Lernziele Schuler

Beobachtung / Auswertung / Diskussion )

= Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen
Replikation und PCR erkennen

= Ablauf einer PCR selbststandig darlegen (Zyklen)

= Wanderstrecken im Agarosegel vorhersagen,
auswerten und interpretieren



z.B. Kése

® .-

1 ml Lysepuffer A 20 pl Proteinase K

Qoo
| C

v

auf- und abschiitteln

© -

Zentrifugation 5 min bei 10.000 x g
Uberstand in neues RG




DNA-Isolation

@ 300 pl klarer @

Uberstand 500 pl Bindepuffer B

O\ KQ

+ 100 pl Elutionsspuffer E

% (80°C)
i g @ DNialsilat

‘+ 650 pl Waschpuffer D '

g V"

Binden der DNA an Waschen Herauslosen aus dem
das Saulenmaterial dem Saulenmaterial




Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionsgefall PCR-ReaktionsgefaR PCR-Reaktionsgefal



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 o0




PCR-Zyklus

CCCGGATGGGACCGA

GGGCCTACC
L L L L1 1 11

3

ATGGCTCTCACCTAT

5 € Ergdnzung

Fachbegriff:

Denaturierung

Fachbegriff: 60°C

Annealing

CCCGGATGGGACCGA

Primer A
5" e—— 3

GGATG
i
CCTAC

GGG cCCTGGCT
3
Fachbegriff: 72°C
Elongation
5
CCCGGATGGGACCGA
5 Primer A )
CGATGGGA.
[NREENEN
GCGGCCTACCCTGGCT
3
Fachbegriff Ziel-DNA: 2n
Target-DNA

GCGGATGGGACCGA

CCTACCCTGGCT
3

3

TACCGAGAGTGGATA ('Erganzung

5
Kettenverldngerung
3
ATGGCTCTCACCTAT
rrrerrrrned
CCGTAGAGTGCGC
«— 3 5
Primer B

TACCGAGAGTGGATA € Erganzung
5

.
ATGGCTCTCACC
< Ergebnis
TACCGAGAGTGG
5



Gelelektrophorese

Gelkamm

=

abgewogene Agarose TAE-Puffer

\fO :

&5

100 °C

oder in der Mikrowelle bei 600 W
fur 1-3 min erhitzen




15 ul PK 15 ul NK

: Durch Auf- und Abpipettieren

vermischen und danach auf das
Agarose-Gel auftragen.

@ TAE-Puffer I

3|.l|

Gelkammer
Gel-Ladepuffer




Gelelektrophorese




Farbung des Agarosegels

Vorbereiten der

Methylenblau-Losung Gel fir 10-15 min farben.
Unter Leitungswasser ent-
farben bis Banden sichtbar.
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Gelelektrophorese
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ajjonuoyAneSaN
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a 2qoid

PCR mit
Primer
Pute

3|jonuoyAneSaN
3]|013UONAIISO
2 aqoid

PCR mit
Primer
Huhn

ajjonuoyAnesaN
9||0JJUOHA}ISOd
g 29014

PCR mit
Primer
Schwein

ajjonuoyAnedaN
3]|013UOYAI}ISOd
V 2qoid

PCR mit
Primer
Rind

prepueisuadue]-yNa



Probleme

Problem

mogliche Ursache

Lésung

kein oder wenig
DNA-Isolat

- zu wenig tierisches Probenmaterial
verwendet

- Probenmaterial nicht gentigend
homogenisiert

- Elutionspuffer E fiir die DNA-Elution
nicht vorgewarmt (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
tiberpriifen

- Programm (Uberpriifen, PCR wiederholen

PCR-Produkte in
Negativkontrolle

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

- PCR mit neuen Lésungen wiederholen, Vorsorge
gegen Kontaminationen treffen: Handschuhe
tragen, Filterspitzen und Arbeitsbereich
kontrollieren sowie Gerdte sorgfaltig 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 (berpriifen




Herstellung der PCR-Ansatze

Mastermix + Primer DNA* Wasser Endvolumen

Kiirzel Tierart R/S/H/P

48 2 (der Probe) 50
+ Gruppennummer

Positivkontrolle PK
+ Gruppennummer

48 2 (der Kontroll-DNA) 50

Negativkontrolle NK

48 2 50
+ Gruppennummer

2,0 pl DNA-Losung (100 ng/pl)

2,0 pl pro Primer (10 pmol)

1,0 pyl 10 mmol ,,dNTPs” (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

5,0 pl 10-fach konzentrierte Polymerase-Pufferl6sung
37,0 ul H20

1,0 pl Tag-Polymerase (1-5 U/pl)

50,0 pl Gesamtvolumen

MasterMix




