GeneProfile™

Der Genetische Fingerabdruck:
Verwandtschaftsnachweis mit PCR

Experimentierkit fiir den Biologieunterricht
in der Oberstufe an Gymnasien

Lehrerhandbuch

Entwickelt in Zusammenarbeit mit dem
Oberschulamt Karlsruhe
und dem

Zentrum flir Molekulare Biologie
der Universitiat Heidelberg

2 Oberschulamt E?()LFELUgﬁ
Karlsruhe Z

TEACHING SCIENCE-LIVE




Impressum:

GeneProfile™: Dr.Rolf Lutz, bioteach
Texte, Glossar: Hans Stobinsky, Dr. Rolf Lutz
Grafik, Layout: RolfBiichsenstein

Text, Layout und Grafiken sind urheberrechtlich geschiitzt.

Jede kommerzielle Verwendung ist untersagt. Die Verwendung der Experimentier-
vorschriften oder Grafiken in anderen Publikationen erfordert die Zustimmung des
Vertreibers.

Der Einsatz zu Unterrichtszwecken in der Schule ist gestattet.



GeneProfile™

Der Genetische Fingerabdruck:
Verwandtschaftsnachweis mit PCR

Experimentierkit fur den Biologieunterricht
in der Oberstufe an Gymnasien

L ehrerhandbuch v6.11

Entwickelt in Zusammenarbeit mit dem
Oberschulamt Karlsruhe
und dem

Zentrum fUr Molekulare Biologie
der Universitat Heidelberg (ZMBH)

Vertrieb:
Dr. Rolf Lutz bioteach, Franz-Holzmann-Str.18, 69214 Eppelheim,
Tel. 06221 - 796906, Mail: info @ bioteach.de



Inhaltsver zeichnis

1 Konzeption und Gestaltung der bioteach-Experimentierkits

Inhalt der CD ROM ZUM Kt ...cveieiiicieiieieiee e 5
2 Moalekularbiologie des Genetischen Fingerabdrucks
21 AlIgEMEINES ..ottt nnens 7
22.  VNTRadsindividueleKennzeichen ........ccccoveviincincineens 9
2.3,  Anwendungauf das EXperiment ..........ccocevererereeeeieniesiesnnesnens 9
2.4.  Nachweisder genetischen Unterschiede ........ccccoeevevvvcvcinnene 11
3 DiePolymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)
T N = 10Vl o o = g O S 12
32  Der Ablauf der PCR ..ot 12
33  Materid fUr diePCR .....oooiieee e 16
4 DieGelelektrophorese
41  Prinzip der EIeKrophoreSe ......ccvevevvvvesieseveeseeseeseeeseseanens 17
4.2  Anwendung flr DNA-TIENNUNGEN ....oovveeereeveerieiereeeereeesennens 18
4.3  Tragermaterialien fir die Elektrophorese........occovevvvcvevnviennns 18
44. Farbstoffe fir die Gel-Elektrophorese von DNA-Proben .......... 19
5 Organisatorische und technische Hinweise
51  Zeitkakulationfir das EXperiment .........ccoceevvereereriereeesennenns 21
52  Tippszum erfolgreichen Experimentieren ........ccccoceeevveveennenn, 22
53 Bestandtalle deSKitS. ... 23
Die Reagenzien fur die PCR-Reaktion .........cccccevevvevevennnne, 23
Die Reagenzien fur die Gelelektrophorese..........ccccevevenenee. 24
DEr GEIEIESALZ ...t 25



6 Experimentieranleitungen

6.1  DurchfUhrungder PCR........cccooeveieeeeeeees e 26
Vorbereiten der DNA-Proben fir den Thermocycler ........... 26
Start der PCR Reaktion im Thermocycler ........cccevveveenene. 28
6.2  Geleektrophoreseder vervidfatigten DNA ..o vvvivveeeneee 29
Vorbereiten der Galkammer ... 29
Vorbereiten der Proben fiir den Gelauftrag ..........cceevevreeeee 31
Auftragen der Proben und Start des Gel-Laufes .................. 32
6.3  Sichtbarmachung der DNA IMGE ......ccccevvvvvvvenie e, 34
Farbung mit ungiftigem DNA-Farbstoff ............cccveeveenens 34
6.4  Auswertung desEXPEMENLS ....cccoveerereeere e seeeeeeeeseenens 35
Ergebniss der EleKtrophorese .......oooevveveveneniesecinesennens 35
Auflosung der Fragestellung ......cccoeveeeeeeieeesece e 36
6.5  Fehlersuche(, Troubleshooting”) ........cocevvvverevereisiciereseeicienans 37

7 Anhang
7.1 Chemikalien und PUFfEr ..o 38
7.2  Sicherheitseinstufung von Ethidiumbromid ...........ccccccceeveeenee. 39
8 GlOSSAI e 40
O NOLIZEN: ot 44



4 Der Genetische Finger abdruck:

1 Konzeption und Gestaltung der bioteach-Experimentierkits

Die Experimentierkits aus der bioteach Serie erlauben es, Experimente aus der mo-
dernen Biologie durchzufihren und damit die theoretischen Inhalte der schulischen
Aushildung praktisch zu begleiten.

Die Experimente kdnnen mit den aktuellen Lehrplénen der Oberstufein den Fachern
Biologie oder Chemie kombiniert werden und bieten Anknupfungspunkte zu bereits
bekannten Lerninhalten zum Beispiel aus der Genetik oder der Biochemie.

Die Konzeption und Gestaltung der Kitswird vom Ober schulamt Karlsruhe und
dem Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitat Heidelberg (ZMBH) im
Rahmen einer K ooperati on wissenschaftlich-padagogi sch unterstiitzt.

Ein bioteach-Experimentierkit enthalt neben den Materialien und Gerdten zur Durch-
flhrung der Experimente zusétzlich ein ausfihrliches Begleitheft fir die Lehrkraft
sowie eine CD ROM mit umfangreichem Zusatzmaterial.

Diessist gegliedertin einen L ehrertext” und einen ,, Schilertext”. Die ausfihrli-
chere L ehrerversion enthélt neben ausfihrlichen Hinter gr undinfor mationen zum
Themaauch Prasentationsvor lagen und die Experimentier anleitung mit den er-
warteten Versuchsergebnissen.

Die kompakte Schiilerversion dagegen ist auf Ubersichtlichkeit und Einfachheit op-
timiert. Durch die M oglichkeit der Bearbeitung von L lickentexten vor dem eigentli-
chen Experiment kénnen die Schiilerinnen und Schiller zum aktiven Durchdenken
und zum bewussten Durchftihren des Experiments angeregt werden, was die Gefahr
desAbarbeitensvon Versuchsprotokollen nach,, Kochrezeptmanier” minimiert. Alle
Dokumente auf der CD ROM sind im PDF-Format gespeichert und konnen bel Be-
darf ausgedruckt werden.

Zur Veranschaulichung der Experimentieranleitung sind diewichtigsten Ablaufe des
Experiments zusétzlich in einem Begleitfilm dargestellt, der Gber Computer oder
DVD-Player abgespielt werden kann.

Auf der CD im Kit sind zusétzlich Filmseguenzen vorhanden, die in eine Power-
point-Préasentati on eingebaut werden kénnen um die Handgriffe bei der praktischen
Durchfihrung des Experiments zu verdeutlichen.

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004
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Theoretischer Hintergrund des Experiments

Dieser Tell enthdlt die Ziel setzung und Strategi e desVersuchs, die erwarteten Ergeb-
nisse sowie die Erklarung der verwendeten Methoden. Dieser Teil solltevor der Ver-
suchsdurchfiihrung mit den Schillern, eventuell vom Praktikumstermin zeitlich ge-
trennt, besprochen werden. Er liefert die Grundlage fiir die Bearbeitung des L licken-
textes.

Experimentieranleitung

Bei der Konzeption der Experimentewurde Wert auf eine zligige und einfache Durch-
fuhrbarkeit gelegt. Ebenso wurde der Darstellung grundlegender biologischer Prinzi-
pien Vorrang gegentiber dem Erlernen von Experimentiertechniken eingeréumt.

Desha b enthélt dasKit die Verbrauchsmaterialien und - soweit moglich und sinnvoll
- Chemikalien, Enzyme in vorportionierter Form. Dies soll Lehrern und Schillern
helfen, den Uberblick nicht zu verlieren. Mit den im Kit enthaltenen Verbrauchsma-
terialien kénnen sechs oder zwolf Arbeitsplétze (Version S bzw. L) komplett ausge-
stattet werden, ein Experiment kann also zum Beispiel in sechs Dreiergruppen durch-
gefuhrt werden.

DieArbeitsanleitungen sind bildhaft, mit wenig Text, moglichst redlitétsnah gestaltet
(,Arbeitsplatz auf dem Papier”). Alle Beschriftungen der GefalRefinden sichauchin
der Anleitung wieder.

U -Késtchen erleichtert die Dokumentation der einzelnen Schritte.

Ein Ubersichtsschemadient der kompakten Zusammenfassung der theoretischen Er-
klérung und bietet wahrend des Arbeitens eine standige Orientierung Uber den Fort-
gang des Experiments.

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004



6 Der Genetische Finger abdruck:

Arbetsblatter / L Uckentext

Damit die Schiiler vor der Durchfihrung den Ablauf aktiv durchspielen kdnnen, ist
die Schillerversion der Anleitung zusétzlich als L ickentext gestaltet. Alle entschei-
denden Begriffe (Vorgange, Substanzen) miissen vom Schiller eingefiigt werden.
DieBeschreibung wird parallel zur Anleitung auf dem gleichen Blatt dargestelIt. Der
Schler erinnert sich dadurch beim Abarbeiten der Anleitung an die von ihm selbst
eingesetzten Begriffe.

Glossar

Das Glossar enthdlt eine Zusammenstellung der wichtigsten Begriffe, diein der An-
leitung vorkommenden. Dies erleichtert das Bearbeiten und Verstehen der theoreti-
schen Beschreibung sowie dasAusflllen des L iickentextes.

Die Entscheidung Uber den Einsatz der Arbeitsblétter ist der Lehrkraft Uberlassen.

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004
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2 Molekularbiologie des Genetischen Fingerabdrucks

21 Allgemenes

DieAufklarung von Verwandtschaftsverhd tnissen ist sicherlich eine der dtesten bi-
ologischen Fragestellungen. Spétestens mit der Entwicklung von Theorien, welche
die Entstehung der Artenvielfalt a seinen historischen Prozessbeschreiben, war klar,
dass die Verwandtschaftshezi ehungen zwischen verschiedenen Arten oder Individu-
en einer Art im Erbgut niedergelegt sein miissen. Eine genaue Analyse wurde aber
erst mit den modernen Techniken der Molekularbiologie méglich.

Wahrend man bei den ersten geneti sch begriindeten Verwandtschaftsuntersuchungen
(zum Beispiel durch Chromosomenvergleiche) meist nur Unterschiede zwischenAr-
ten aufdecken konnte, kann mit der Analyse der DNA das einzelne I ndividuum auf
molekularer Ebene charakterisiert werden. In Anlehnung an einen Fingerabdruck,
der einen einzelnen Menschen eindeutig wiedererkennen I&sst, wurde der Begriff
» Genetischer Fingerabdruck” (engl. fingerprint) geprégt.

Waren die friheren Verwandtschaftsanalysen weitgehend akademischer Natur, so
wurde der ,, Genetische Fingerabdruck” sehr schnell zu einem Tell unseres dltégli-
chen Lebens, daer in zunehmendem MalRe bei der Aufklarung von Verbrechen (Fo-
rensik), aber auch fir Vaterschaftsnachwei se eingesetzt wird.

An die Stelle des individuellen Verlaufes der Hautleisten und des Stempelkissens,
das sich auf Papier Ubertragen und damit dokumentieren |&sst, treten beim ,, Geneti-
schen Fingerabdruck” Unterschiedeinder DNA, diemit molekularbiologischen Me-
thoden nachgewiesen werden.

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004
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Abb. 2 Vererbungsmuster eines VNTR Polymorphismus.

Die unterschiedlichen Allele (A, a, B, b) des in diesem Experiment untersuchten
VNTR-Polymor phismus liegen an einem Genort auf Chromosom 4 des menschlichen
Genoms. Die méglichen Allelkombinationen der Nachkommen sind in der Tabelle dar-

gestellt.

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004
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2.2.  VNTR alsindividuelle Kennzeichen

Beim genetischen Fingerabdruck macht man sich dieindividuelle Unterschiede (He-
terogenitét) der Genome héherer Eukaryoten zunutze.

In Ubertragung eines Begriffesausder beschreibenden Biologie (Morphol ogie) spricht
manvon,, Polymorphismen®. Innicht-kodierenden DNA-Abschnitten eukaryotischer
Genome, wiezum Beispiel dem desMenschen, findet man haufig mehrfache Wieder-
holungen von DNA-Sequenzen (repetitive Sequenzen). Es handelt sich um kurze
Abfolgen von 2 bis 6 Basenpaaren, die an vielen Genorten (Loci) im Genom vor-
kommen und deren Anzahl stark variieren kann. Man bezeichnet diese Polymorphis-
men as , variable number of tandem repeats’ oder kurz VNTR (deutsch: variable
Anzahl benachbarter Sequenzwiederholungen).

Die Wiederholungseinheiten kénnen mehrere hundertmal hintereinander vorkom-
men und Uber tausende von Loci im Genom verstreut vorliegen. Jedes Individuum
besitzt eine charakteristische Anordnung dieser repetitiven Sequenzen und eine
charakteristische Anzahl dieser Wieder holungsber eiche. Jedem Individuum kénnte
damit eineArt ,, Nummernschild* zugeordnet werden.

DaV NTR-Polymorphismen wie (kodierende) Gene vererbt und von Vater und Mut-
ter in nahezu gleichen Tellen auf die Nachkommen weitergegeben werden, kénnen
sieauch dsgenetische Kennzeichnungen (Marker) fur die Genomkartierung oder fur
die Erstellung von Stammbéaumen eingesetzt werden.

2.3. Anwendung auf das Experiment

Im Experiment wird in vereinfachter Form das Prinzip einer Vaterschaftsuntersu-
chung durchgefhrt (Abb. 3). Das gewéahlte Beispiel hat folgende Kennzeichen:

a. Estreten zundchst 4 Polymorphismen unterschiedlicher Lénge auf:
1587 bp, 1268 bp, 1010 bp und 311 bp

b. DieVNTR-Polymorphismen stellen 4 verschiedene Allele (A, a, B, b) fir einen
Genort dar; esliegt dso ein Beispiel fur multiple Allelie vor.

c. Der Genort liegt auf Chromosom Nr. 4.

d. Untersucht wird ein Elternpaar mit zwei Kindern, wobei die Vaterschaft desMan-
nes Uberpriift werden soll.

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004
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Abb. 3 Prinzip der Erstellung des genetischen Fingerabdrucks mithilfe der PCR
und Gelelektrophorese.

Gezeigt sind je zwei Chromosomen zweier Personen, die unterschiedlich lange VNTR-
Polymor phismen aufweisen. In diesem Beispiel werden 2 Polymorphismen einer Per-
son analysiert. Zum deren Nachweis muss jeweils ein eigenes Primerpaar eingesetzt
werden.

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004
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24.  Nachweisder genetischen Unterschiede

Fur die Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks kdnnen zwei methodische Stra-
tegien verfolgt werden:

a. Southern Blot

Grundlagefir dieindividuelle Charakterisierung sind kleine Basensequenzunterschie-
de in bestimmten DNA-Abschnitten, wodurch diesesichinihrer Lange etwas unter-
scheiden (RFLP, Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus). Zunéchst wird die
gesamte DNA in kleine Bruchstiicke zerschnitten, die danach durch Elektrophorese
aufgetrennt werden. Zur Detektion der RFL Ps werden markierte DNA-Sonden ein-
gesetzt. Diese Methode wird hier nicht welter besprochen.

b. PCR

Zur Charakteriserung einzelner Individuen auf genetischer Ebene dienen VNTR-
Polymorphismen, die zunéchst in grofer Zahl vervidfaltigt werden. Damit steht so-
vidl DNA-Materia fir die Elektrophorese zur Verfiigung, dass die verschiedenen
Abschnitteauf dem Gel unmittelbar durch Anférbung sichtbar gemacht werden kon-
nen.

Dasdabei entstehende charakteristische Muster aus DNA-Fragmenten unterschiedli-
cher Langen bezeichnet man auch als,, Genetisches Profil“ und das Verfahren dem-
zufolgeals,, genetic profiling®.

Je nach Anzahl und Variahilitét der untersuchten VNTR-Polymorphismen liegt die
Wahrscheinlichkeit, dasszwei Individuen - sofern essich nicht umeinelige Zwillinge
handelt - den gleichen genetischen Fingerabdruck besitzen, bei etwa1 zu 10° bis 108.

Der entscheidende Vorteil des DNA-profilings mittelsPCR liegt in der extrem hohen
Empfindlichkeit der M ethode: wahrend die Nachwei sgrenzebei der klassischenAna-
lyse mittels Southern Blot bei etwa20ng (20 - 102 g) DNA liegt, reicht fiir die PCR-
Analyse der DNA-Gehalt einer einzige Zelle (etwa 3 - 1012 g) aus. Die Methodeist
zudem noch schneller und kostenguinstiger als der Southern Blot.

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004
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3 Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)

31 Prinzipder PCR

Die PCR stellt ein Verfahren dar, mit dessen Hilfe milliardenfache K opien einer be-
stimmten DNA-Sequenz erzeugt werden kénnen. Sie beruht auf der Laboranwen-
dung natlrlich vorkommender Enzyme. Mit ihrer Hilfe laufen im Laborgefal ( ,,in
vitro*) Reaktionen ab, die der DNA-Replikation in der Zelle (,,invivo*) sehr ahn-
lich, wenngleich deutlich einfacher sind.

3.2 Der Ablauf der PCR

Fur den Ablauf der PCR miissen fUr die einzel nen Reaktionsschrittejeweilsbestimmte
Zeiten und Temperaturen eingehalten werden. Kernstiick desVerfahrensist eine Re-
aktionsfolge zur Vermehrung des gewtinschten DNA-Abschnittes, die stdndig wie-
derholt wird (Amplifikationszyklen).

ZuBeginn einer Anwendung lauft ein prinzipiell éhnlicher Startzyklusab, indem aus
der gesamten DNA der gesuchte Bereich ,, herauskopiert” wird (Vergleich: Der Leh-
rer kopiert aus einem Buch einen bestimmten Abschnitt heraus und druckt diesen
danach asKlassensatz fur die Schller).

In einem Abschlusszyklus werden alle unvollsténdig synthetisierten DNA-Strange
komplettiert (Der Lehrer erganzt von Hand unvollstandig gedruckte Kopien).

Ein Amplifikationszyklus setzt sich ausdrei Schritten zusammen:

a. Aufspaltung der DNA-Doppelhdix in ihre Einzelstrange (Denaturierung)
Die doppel strangig vorliegende DNA (, Matrize") wird durch Erhitzen auf 94°Cin
ihre Einzelstrénge aufgetrennt.

b. Annealing

Die anschlief¥end eingesetzte DNA-Polymerase bendtigt eine Startsequenz aus 15-
20 Nukleotiden, den sogenannten Primer, der bereits an dem Matrizenstrang kom-
plementér angelagert sein muss.

DieNotwendigkeit eines Primerswird im PCR-Verfahren intelligent genutzt: Dader
eingesetzte Primer nur zu den Basensequenzen am Anfang der gewlinschten Ab-
schnitte passt, wird damit auch diese Sequenz gezielt aus der gesamten DNA , her-
ausgesucht”. Diese Basenabfolgen miissen eventuel | in Vorversuchen ermittelt wer-

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004
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Abb. 4 Prinzip der DNA-Vermehrung durch die PCR-Reaktion

Esfolgen jeweils drei Schritte aufeinander: 1. Aufspaltung der doppelstréngigen DNA
bei 94°C. 2. Anlagerung der Primer (Annealing). Die DNA-Polymerase benétigt zu
Anfang der Synthese eine Sartsequenz, den Primer. Fir seine Anlagerung durch kom-
plementére Basenpaarung muss die Temperatur auf 52°C erniedrigt werden. 3. DNA-
Neusynthese. Durch eine DNA-Polymerase werden bei 72°C die gewiinschten DNA-
Abschnitte an beiden Teilstrangen neu synthetisiert.

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004



14 Der Genetische Finger abdruck:

den. Fir jeden Abschnitt wird ein Primerpaar fir die belden komplementéren Matri-
zenstrange bendtigt.

Die Temperatur muss auf 50-60°C abgesenkt werden, damit die Primer mit ihren
Wasserstoffbriicken komplementér koppeln kdnnen. Die genaue Temperatur ist von
der Primerlange undihrem Gehalt an AT- beziehungswei se GC-Basenpaaren abhan-
gig. Esgilt die Faustregel, dass ein AT-Basenpaar mit zwel Wasserstoffbriickenbin-
dungen 2°C, ein GC-Basenpaar mit drei Wasserstoffbriickenbindungen 4°C zur Sta
bilitét des Primer-Matrizen Hybridstranges beitrégt.

neue Ziel-DNA
mit definierter Lange
R
=" ne
L. —
i imers [ -~
Ausgangs-DNA L
5 3 L. —
3 5 — —
—
Primer 2 |—> ~
L
N
L e
L

Abb. 5 Dieersten drei Vermehrungszyklen einer PCR-Reaktion

Die Gesamtzahl der DNA-Molekiile (2 ") steigt exponentiell mit der Anzahl der \Ver-
mehrungszyklen.

Man beachte, dass bei der Vervielfaltigung von Teilbereichen von DNA-Molekilen
(Ziel-DNA) erst beim dritten Synthesezyklus Fragmente der gewtinschten Lange ent-
stehen. Die Bildungsrate dieser Fragmente verlauft exponentiell und wird beschrie-
ben durch die Formel (2"- 2n) (n=Anzahl der Vermehrungszyklen). Die DNA-Mole-
kile mit unerwiinschter Lange werden hingegen nur linear amplifiziert (2 n).

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004



Verwandtschaftsnachweis mit PCR 15

c. Syntheseneuer DNA-Halbstrénge (Elongation)

Unter der Einwirkung einer DNA-Polymerasewird an jedem Matrizenstrang ein neuer,
komplementérer Strang synthetisiert, die DNA-Menge a so verdoppelt.

Damit nicht nach jeder Denaturierungsphase neue Polymerase zugesetzt werden muss,
werden besonderstemperaturstabile Enzyme eingesetzt. Sol che Enzymekonnten aus
Bakterien gewonnen werden, diein heif3en Quellen leben, wiezum Beispiel Thermus
aguaticus. Von seinem Namen leitet sich die Bezeichnung ,, Tag-Polymerase” ab.

Dieneusynthetisierte DNA besitzt ebenfallswieder die Bereiche zur Anlagerung der
Primer. Fir den folgenden Zyklus sind aber nur die Anlagerungsstellen an den 3'-
Enden des gewtinschten DNA-Abschnittesvon Bedeutung, dadie Polymerasenur an
diesen ihre Synthesearbeit beginnt. (Polymerasen lesen die Matrize in 3' > 5-Rich-
tung ab und synthetisieren in entgegengesetzter, dsoin 5' > 3-Richtung.)

Jeder der drei Schrittelauft bel einer bestimmten Temperatur ab. Dadurchist esmog-
lich, durch Einstellen der jewelligen Temperaturen die verschiedenen Reaktionen
gezidt , einzuschalten”, ohne das Reaktionsgemisch verandern zu miissen. Friher
musste man die Versuchsansétze von Hand in Wasserbader mit den drel Temperatu-
ren einstellen. Durch den Einsatz von programmierbaren Hei zbl cken, sogenannten
Thermocyclern, kann die PCR-Reaktion heute automatisiert ablaufen.

Diesich mehrfach wiederholenden Reaktionsfolgen (Zyklen) werden von einer Sart-
phase, inder zunéchst die gesamte DNA denaturiert wird und einer Abschlussphase,
inder unvollstandig synthetisierte DNA-Abschnitte noch fertig gestellt werden, ein-
gerahmt. So kann beispiel sweise folgendes Temperaturprofil entstehen:

Arbeitschritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Denaturierungszyklus ........... M°C..evvee 3Min ... I
AMplifikKatioNSZYKIEN ...cc.ecveveeeeees e 25

Denaturierung ........ccceveeeenens AU°C..evvve 30s

Annealing .....cceeeveeieeienenne 52°C i, 30s

Elongation ..........ccccvevvennnne 72°C e, 60s

Abschlusszyklus..........ceee.... 72°C e 3Min ... I

Abb. 6 Programmeinstellungen des Thermocyclers
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3.3 Material fur diePCR

Um fir dieAuftrennung durch Gel el ektrophorese ausreichende Mengen an DNA zu
erhaten, wird die kleine Menge der Probe durch PCR vervidfaltigt.

Fur die PCR werden bendtigt:

1. DNA-Proben

2. Tag-Polymerase
Ein Enzym, dasnach dem Prinzip der semikonservativen Replikation einen DNA-
Halbstrang zu einem DNA - Doppel strang erganzt.

3. Primer
Kurze DNA-Sequenzen an denen die Polymerase zu arbeiten beginnt
(alePolymerasenlesen dievorhandene DNA in 3" >5 -Richtung ab, synthetisie-
ren dabei in5" > 3 '-Richtung neue DNA).

4. DNA-Nukleotide
alsBaumaterial fur die Synthese neuer DNA-Strange.

5. Puffer-Ldsung
Stellt den fur die Polymerase geeigneten pH-Wert einund enthélt dievon der Taqg
Polymerase benttigten Mg?*-lonen.

(Die Komponenten 3 bis5 sind zusammenim ,, PCR-Mix"* enthaten.)
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4  Die Gelelektrophorese

41  Prinzip der Elektrophorese

Die Elektrophorese ist ein Trennverfahren, das darauf beruht, dass sich geladene
Teilchen in einem el ektrischen Feld bewegen. Daher dasWort: phorein (gr.) = weg-
tragen; die Teilchen werden im Feld transportiert; vergleiche: Phosphor =, Lichttra
ger* oder ,, Semaphor”: Zeichentréger, Zeichentelegraf.

Die Auftrennung kommt dadurch zustande, dass die Geschwindigkeit, mit der ein
Teilchen im elektrischen Feld bewegt wird, proportiona zur seiner Ladung ist. Der
Trenneffekt wird dadurch verstérkt, dass die Wanderung der Tellchen in einem Tr&
germaterial ablauft, dasein mehr oder weniger engmaschigesNetzwerk darstel It (Tré:
germatrix). Seine Porengrofde bremst die Geschwindigkeit verschiedener Teilchen
unterschiedlich stark. Dabel ist die zurlickhaltende Kraft im Prinzip umgekehrt pro-
portional zur Teilchenmassse. Ein Vergleich zwischen der bekannten Chromatogra-
fieund der Elektrophorese kann die Zusammenhénge verdeutlichen:

Chromatografie Elektrophorese
treibende Kraft kapillareBewegungdes  elektrischesFeld,
LaufmittelsmittelsLés-  Ladung der Proben-
lichkeitim Laufmittel teilchen
(Ahnlichkeit zur Polari-
tét)
zurlckhaltendeKraft ~ zwischenmolekulare PorengréfRe des Tréger-
Kréftezwischhen Probe  materials, Grolie der
und Trégermaterial Probenteilchen
trennend wirkende Polaritét (Lodichkeit Ladung und Groéfie der
Eigenschaften der beziehungsweiseAd- Tellchen
Probenteilchen hasion, Teilchengrofie

Abb. 7 Vergleich von Chromatografie und Elektrophorese
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4.2 Anwendung fir DNA-Trennungen

Im physiologischen pH-Bereich, der im Trennverfahren durch geeignete Puffer-
|6sungen eingestellt wird, trégt jede Phosphatgruppe eine negative L adung. Damitist
die Gesamtladung des M olekiilsdirekt proportional zur Lange der DNA-Kette (kon-
stantesMasse/ Ladungsverhdtnis).

Auf Grund dieses konstanten Verhétnissesist die Durchlaufgeschwindigkeit durch
die Poren des Tragermaterial s umgekehrt proportional zur Teilchenmasse und damit
auch zur Zahl der Basenpaare.

4.3  Tréagermaterialien fur die Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde in den dreiBiger Jahren von Tiselius (schwedischer Bio-
chemiker, 1902-1971) entwickelt, wofUr er 1948 den Nobel preiserhidlt. Er arbeitete
mit wassrigen L ésungen, die aber bald durch feste Tragermaterialien ersetzt wurden,
um Konvektionen und andere unerwiinschte Storeffekte zu verhindern.

Ahnlich der Chromatographie setzte man zunéchst Papier ein. Damit konnte die vor
alem fir die Medizin interessant Auftrennung der verschiedenen Proteineim Blut-
plasma durchgefiihrt werden. In den flinfziger Jahren kam die Agarose, etwa zehn
Jahre spéter das Polyacrylamid a's die heute vorwiegend eingesetzten Materiaien
hinzu.

Agarose

Agarose ist ein linear gebautes Polysaccharid. In den Ketten folgen abwechselnd
D-Galaktopyranose in 3-1-3-Verkntpfung und 3,6-Anhydro-L-Galaktopyranose in
a-1-4-Verkniipfung aufeinander. Sieist ein Bestandtell desfir Bakterienkulturen be-
kannten Agar, der aus den Zellwanden von Rotal gen gewonnen wird.

Agar wird auch zur Herstellung von Geleemassen (zum Beispiel Aspik fur Fleisch-
stilzen oder eingelegten Fisch) sowie as Quellmittel fir ,, Schlankheitsdrinks* ver-
wendet, daes zwar den Magen fillt, aber unverdaulich, und damit kalorienfrei ist.

Daspulverférmige Materia wird durch ErhitzeninWasser in Lésung gebracht. Beim
Abkuhlen lagern sich die K etten bereichsweise zu helikalen Strukturen zusammen,
zwischen diesen bilden sich Quervernetzungen aus, wodurch ein Gel mit einem mo-
lekularen Netzwerk entsteht. Die Dichte dieser Vernetzungen und damit die Grof3e
der Poren dieses Netzes kann durch die Konzentration des Gels gesteuert werden
(die Struktur ist mit der einestellkristallinen Kunststoffs vergleichbar).
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DiePorengréleliegt in einem 1%-igen Gel bei 150 nm und wéchst bei einem 0,16%-
igen Ansatz auf 500 nm an. Agarosegel e sind zur Auftrennung grof3er Molekille (gro-
RRer 2000 kDa, entspricht 2 - 106 u) geeignet und werden daher bei hochmolekularer
DNA (groRer 2 - 10 bis 2 - 10* bp) eingesetzt. Die im Experiment aufgetrennten
DNA-Stlicke haben eine Lange von weniger als 400 nm (etwa 1200 bp).

In Agarosegelen ist es auch maglich, topologische Isomere, wie superhelikale und
lineare DNA voneinander zu unterscheiden.

Polyacrylamid

Polyacrylamid ist ein dreidimensional vernetztes Polymer, dasausAcrylamid durch
radikalische Polymerisation bei gleichzeitiger Vernetzung mit N,N’-M ethyl bisacryl-
amid (,,Bis’, ein bifunktionelles Molekil) hergestellt wird. Vom Aufbau ist es also
mit einem vernetzten Polyurethan-Kunststoff vergleichbar.

Im Gegensatz zur Agarose, wo der Vernetzungsgrad nur durch die Konzentration
beeinflusst werden kann, ist die Menge an zugesetztem Vernetzungspartner (Bis) ein
fein dosierbares Steuerungsmittel.

Die Poren des Gelssind kleiner alsdie von Agarose, eseignet sich fir die Trennung
von Tellchen zwischen 5 und 2 000 kDa. Polyacrylamid-Gel ewerden daher zur Tren-
nung kleiner DNA-Stiicke (10-500 bp) und von Proteinen eingesetzt.

44. Farbstoffefir die Gel-Elektrophorese von DNA-Proben

DaDNA im sichtbaren Licht keine Absorption zeigt, missen die elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Banden durch Anférbungen sichtbar gemacht werden. Bewahrt
haben sich dafiir zwei Verbindungen:

Ethidiumbromid

Das positiv geladene Ethidium-lon besteht aus 4 kondensierten heterozyklischen
Ringen und &hnelt damit in seiner Raumstruktur den ebenfall s planar gebauten Ring-
molekillen der DNA-Basen.

Diese Ahnlichkeit |asst verstehen, weshalb das Ethidium-lon sich zwischen zwei
Basenpaare eines DNA-Strangeseinlagern (,, interkalieren) kann. Diese Interkal ati-
on kann aber zu Mutationen fuhren, weshalb dieser Farbstoff nur unter Beachtung
entsprechender Sicherheitsvorschriften verwendet werden darf. Der Farbstoff fluo-
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resziert im UV-Licht, die DNA-Banden werden somit erst bei Betrachtung unter ei-
ner UV-Lampe (250-350nm) sichtbar.

Dadie DNA bereits wahrend des Gel-Laufs gefarbt wird, kann der Lauf unterbro-
chen werden, um zu sehen, ob die DNA-Banden bereits ausreichend aufgetrennt
wurden. Die Farbung mit Ethidiumbromid ist etwa5 bis10 mal sensitiver alsdiemit
Methylenblau. Die DNA bleibtim Gel intakt, kann aus dem Gel wieder isoliert und
welter verarbeitet werden.

M ethylenblau

Auchmit dem ungiftigen Farbstoff Methylenblauist eineAnfarbung méglich, jedoch
bendtigt sie mehrereArbeitsschritte, erfordert mehr Zeit und ist weniger empfindlich.
Waéhrend des Laufesist die DNA nicht nachweishar, dadie Farbung erst nach Been-
digung der Elektrophorese erfolgen kann.

Nach Farbung mit Methylenblauist die DNA nicht mehr funktionsttichtig.
Zusétzlich werden den Probeansdtzen Markierungsfarbstoffe beigemischt, um das
Einpipettieren der Proben und den Fortschritt der Elektrophorese optisch verfolgen
zu kodnnen.

Bromphenalblau
Blau, in der Chemie auch ds Indikator eingesetzt (verwandt mit Bromthymolblau).

Orange G
Gelb, auch asMikroskopierfarbstoff bekannt; zei gt zusammen mit Bromphenolblau
die, Front* der elektrophoretischen Wanderung an.

Xylencyanol

Héllblau, in diesem Experiment eigentlich nicht zwingend erforderlich, aber Bestand-
teil eines,, Standardpuffers*, der auch fir andere Kits Verwendung findet.
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5 Organisatorische und technische Hinweise

5.1 Zeitkalkulation fiir dasExperiment

Bitte beachten Sie:
Die Zeitangaben kénnen je nach Anzahl der parallel durchgefiihrten Experimente,
der Tellnehmerzahl und der experimentellen Erfahrung der Schiiler variieren.

Zeitplanung Materialien / Geréte

. \orbereitung der DNA-GefaRe,
ca. 20 min. Proben fiir den <:| Tag-Polymerase,
Thermocycler PCR-Mix, Mineraldl

R

. Durchfuihrung der
ca. 90 min. PCR-Reaktion im <:| Thermocycler
Thermocycler

I S

. \orbereitung der Gel-Gefale mit Lade-
ca. 10 min. Proben fiir die Gel- <:| puffer, DNA-Grofien
elektrophorese standard

U

Durchfiihrung <:| Elektrophoresekam-

ca. 60 min. der Gel- mer mit Agarosegele,
elektrophorese Puffer, Netzteil

U

. DNA betrachten, UV-Schirm,
ca. 20 min. farben der Gele <:| Farbeldsung,
mit Methylenblau Kuhlschrank
am Auswertung der
nachsten gefarbten Gele

Tag

Abb. 8 Zeit- und Materialplanung fir das Experiment

An den gestrichelten Linien kann das Experiment unterbrochen werden, also nachdem
die Proben im Thermocycler stehen, nach der PCR-Reaktion im Thermocycler und
nach der Farbung mit Methylenblau.
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52  Tippszum erfolgreichen Experimentieren

1. Machen Sie sich zunéchst mit den Experimentieranleitungen vertraut.

2. Planen Siefir die Experimente ausreichend Zeit ein.
Rechnen Siemit Zwischenfélen.

3. Besprechen Sievorher mit der Gruppe die benttigten theoretischen Grundlagen.
Die Teilnehmer sollten bereits die Experimente kennen, um nicht einfach nur
»hach Kochbuch® zu arbeiten.

4. Achten Sieauf Sauberkeit am Arbeitsplatz (kein Essen oder Getranke!),
esmussjedoch bei keinem Arbeitsschritt steril gearbeitet werden.

5. DemKitliegen Minipipetten bei, die an Stellevon Mikroliterpi petten eingesetzt
werden kdnnen und mit denen Sie- in Kombination mit den Pipettenspitzen - dle
bendti gten Vol umina pi pettieren kdnnen.

Uben Sievor dem eigentlichen Experiment das Pipettieren:
1 Réhrehen und 1 Spitze zum Uben vor Versuchsbeginn sind vorhanden.

Fur den Volumenbereich unter 150 pl benutzen Sie bitte die Minipipette mit den
gelben Pipettenspitzen. Siekénnen anhand der Gradierung auf den Spitzen 4 exak-
teVolumina (10, 50, 100 und 150 pl) und Vielfache hiervon messen (z.B. 20 ul).

Davon abweichende Volumina miissen abgeschétzt werden. Die dadurch auftreten-

den (minimalen) Pipetierfehler sind jedoch fur das Gelingen der Versuchenicht rele-
vant.
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5.3 BestandteledesKits

Mit den im Kit enthaltenen Verbrauchsmaterialien kbnnen sechsArbeitsplétze (Ver-
sion S) kompl ett ausgestattet werden. Haben Siemehr alsein Kit bestellt, erhtht sich
dieAnzahl entsprechend.

Die Reagenzien firr die PCR-Reaktion

(Lagerung bei -15 bis-25°C)

0 6x DNA-Probe, Sohn“
[[ B D
O 6x DNA-Probe, Tochter
0 6x DNA-Probe, Vater® M Tocnier D
0 6x DNA-Probe, Mutter M@
O 6x 4 ReaktionsggefalRe mitje
| wl Tag Polymerase M@
0 6x Reaktionsgefalie mit PCR-Reagenzien
,PCR-Mix“ bestehend aus: [ Tag-Poly,_D
| Primerpaar (je 50 pmol)
Desoxyribonukleotide (je 20 uM)

PCR-
Mix

—

Ve

Reaktionspuffer fir die Tag-Polymerase

O 6x Reaktionsgefalze mit 220 pl Mineraldl”

Mineral-
0
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Die Reagenzien firr die Gelelektrophorese

O 6x 4 ReaktionsgefalRe mitje 10 pl Gel-L adepuffer (blau),
5 fach konzentriert, Lagerung bei Raumtemperatur.
»GEL-Sohn“, , GEL-Tochter*, , GEL-Vater”, , GEL-Mutter*.

O 6x Reaktionsgefald mit 20 ul DNA-Gr63enstandard,
Lagerung bel -15 bis-25°C.

0 2x gebrauchsfertiges Gel mit Ethidiumbromidférbung,
Lagerung im K Uihlschrank.

0 1x 60ml Elektrophoresepuffer, 50 fach konzentriert,
ausreichend fir 3| Elektrophoresepuffer,
Lagerung bei Raumtemperatur.

0  1x 250 ml gebrauchsfertige DNA-Farbelésung M ethylenblau.
Lagerung bei Raumtemperatur.

d 6x Minipipetten (1 ml Volumen)
O 6x Reaktionsgefane zum Uben des Umgangs mit den Pipetten

0 4x Einweghandschuhe

[
[

© © O

150 pl
100 pl

[ BEN]

50 ul

GEL
Vater

N

10 pl

N w

o lslololelolololo (=

=

GEL
Mutter

-
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Bitte Uberpriifen Sie nach Erhalt die Bestandteile des Kits auf Vollstandigkeit und
lagern Siedie einzelnen Teile bis zum Praktikumsbeginn nach den angegebenen Be-
dingungen.

Besonders bel den Enzymen und den DNA-Proben sollte ein Drei-Serne-Ge-
frierfach zur Verfligung stehen.

Die sachgerechte Lagerung ist besonders dann wichtig, wenn Sie den Reagenzien-
Kit bereits besitzen, aber die Ubrigen Teile aus dem Gerétesatz noch nicht verfiigbar
sind.

Der Geratesatz

O 1x Thermocycler (vorprogrammiert) mit 52°C, 72°C und 94°C, Kiihlung
nach Programmende

0 1x Netzgerat

O 2x Horizontal-Gelkammer zur Agarosegel el ektrophorese
0  1x UV-Schirm mit Schutzabdeckung

Zusétzlich sollte vorhanden sein:

a 1x ***Eisfach zur Lagerung der Enzyme.
(Die Styroporbox mit Trockeneisist nur ausreichend fiir den Transport!)
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6 Experimentieranleitungen

6.1  Durchflihrung der PCR

Vorbereiten der DNA-Proben flir den Thermocycler

d 1. Sellen Siefolgende Reaktionsgefale in den Styroporblock:
»DNA Sohn“, , DNA Tochter“, ,,DNA Vater“, , DNA Mutter".
Stellen Siedavor jeweils ein Reaktionsgefald,, Taq Polymerase”.

d 2. Entnehmen Sieausdem Geféd , PCR Mix* 50 pl und
pipettieren Sie diese in das erste Reaktionsgefald , Taq Polymer ase”.

d 3. Ausdiesem Tag-Polymerasegefalie entnehmen Sie das gesamte Volu-
men und Uberfiihren esin das Reaktionsgefal3,, DNA Sohn*.

Wichtig! Siekdnnen bei diesem Schritt mit der gleichen Pipettenspitze
arbeiten.

]

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004



Verwandtschaftsnachweis mit PCR 27

Wichtig! Bei Schritt 4 miissen Sie vor jeder neuen DNA-Probe die
Pipettenspitze wechseln um Ver mischungen der einzelnen Ansat-
ze untereinander zu vermeiden.

a 4. Wiederholen Sie diese Schritte mit den Gefalien
,DNA Tochter”, ,DNA Vater“ und ,DNA Mutter“

in den
Thermocycler
stellen

Mineraldl-
tropfen

a 5. Uberschichten Sie alle 4 Ansitze mit jeweils 50 pl Mineral 6l ohne den

Inhalt zu bertihren.
(Den Olropfen vorsichtig an der Gef&wand absetzen.)

Wichtig! Siekdnnen bei diesem Schritt mit der gleichen Pipettenspitze arbei-

ten, wenn Sie die DNA-Proben nicht ber Gihren (sonst Pipettenspitze
wechseln).
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Sart der PCR Reaktion im Thermocycler

Der Thermocycler aus dem Gerétesatz ist bereits programmiert. Um das Gerét zu
starten lesen Sie die Anleitung, die dem Gerét beiliegt.

Das Programm des Thermocyclers:

Arbeitsschritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Denaturierungszyklus ........... 9M°C..vvne 3MiN.ceee. I
AmMPlifiKatioNSZYKIEN ....c.coveveice e 25

Denaturierung ........cceveeeeene M°C..eeeee 30s

Annealing ....ccocoeeeeeeeeennnn, 52°C i 30s

Elongation ........ccccevevveeenene. 72°C e 60s

Abschlusszyklus...........c......... 72°C e 3MiN.ceee. I

d 6. Sdlen Siedie Ansitze aus Schritt 5in den Thermocycler und starten
Sie das Programm.

Jetzt kann das Experiment unterbrochen werden. Der Thermocycler arbeitet
nach seinem festgelegten Programm und kihlt die Proben biszur Aufar beitung
zum Gelauftrag.

Der Erfolg der PCR-Reaktion wird anschlief3end durch Gelelektrophoresein einem
Agarosegel Uberpriift.
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6.2 Geleektrophoreseder vervidfaltigten DNA

Vorbereiten der Gelkammer

a 1. Verdinnen Sieden 50-fach konzentrierten Agarosegel Elektrophorese-
puffer 1:50 mit destilliertem Wasser.
(30 ml des 50-fach Puffersin groRem Becherglas auf 1500 ml auffiillen.)

mit destilliertem
Wasser auf 1500 ml
auffullen
—
</
7‘% —— 1800
:: —— 1400
:: 2000 mL : 1000
:: |:| : 600
— L
-
50-fach konzentrierter gebrauchsfertiger
Elektrophoresepuffer Elektrophoresepuffer
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d 2. Entfernen Sevom Agarosegel vorsichtig (1) die Schutzhillen sowie die
Klebebander an den Réndern und Uber den Kémmen.
(Beim Abziehen des Klebebandes die Gelkémme niederdriicken, damit
sienicht ausdem Gel gezogen werden.)

d 3. Legen Siedas Gd in die Elektrophoresekammer und verbinden die
Kabel des Deckels mit dem Netzteil.

O 4. Beéflllen Sieeine Gelkammer mit ca. 1,3 Liter Elektrophoresepuffer.
Der Puffer soll etwa 1 cm Uber dem Gel stehen.

d 5. Entfernen Sievorsichtig die,, K&mme"* aus dem Gel durch senkrechtes
nach oben Ziehen.
Die Geltaschen diirfen dabei nicht beschadigt werden.

Beschéadigte Geltaschen nicht befiillen!

Abb. 9 Verschaltung
des Deckels der Elek-
trophoresekammer
Die Anordnung des Gels
und die Laufrichtung
der Proben wid durch
die Beschaltung des
Deckels festgelegt. Die
Geltaschen befinden
sich an der negativen
Elektrode (schwarzes
Kabel). Das rote Kabel
wird mit dem Pluspol
verbunden.

Werden mehrere Gele
verwendet ist es sinnvoll
die Gele an der Spur 1
durch Ausstechen einer
Kerbe mit einem Spatel
zu markieren.

O Netzeil q

®

Laufrichtung der Proben

f

v

!
Elektrophorese-
puffer

- | —

Gel mit
1 Thi Ethidiumbromid
o )
2 2 12 3
'
32 g 3
2 3
4 = e o
s s
16 116
17 g i v
18 5 18 5
o o
19 @ 19 ¢
i) -
110 120
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Vorbereiten der Proben fir den Gelauftrag

a 6. Entnehmen Sie nach Ablauf der PCR Reaktion die Reaktionsgefél3e aus
dem Thermocycler.

a 7. Pipettieren Sie aus den 4 Ansétzen jeweils 40 bis 50 pl der unteren (1)
Flissigkeitsphasein die entsprechend beschrifteten Reaktionsgefalie
(,GEL Sohn“, ,,GEL Tochter”, ,, GEL Vater*, , GEL Mutter*), die bereits
je 10 ul Gel-Ladepuffer (5-fach konzentriert, blau) enthalten.

Wichtig! Hier miissen Sie nach jedem Schritt die Pipettenspitze wechseln um
Ver mischungen der einzelnen Ansétze untereinander zu vermeiden.

Der Saccharosegehalt (6%) des Gel-Ladepuffers erhdht die Dichte der Proben. Die
Farbstoffe erlauben eine Kontrolle der zurlickgel egten Laufstrecke der DNA.

DNA-Probe _ zum Gel-

aus dem auftrag
Thermocycler
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Auftragen der Proben und Sart des Gel-L aufes

d 8. Tragen Sie soviel wie mdglich mindestens jedoch 20 pl der Ansétze
nebeneinander auf das Gel auff.
(Auftrageschema beachten!)

d 9. Tragen Siezusétzlich 20 pl ,, DNA-Gr6Renstandard” auf das Gel auf
(jeweils auf die Spuren 1, 6, 11 und 16).

O 10. DieElektrophoresewird fir etwaeine Sundebe etwa 120V durchge-
fuhrt.

Dadie DNA mit Ethidiumbromid geférbt wird, kann die Elektrophorese unterbro-
chen werden, um die Auftrennung der DNA zu Uberpriifen.

Die Elektrophorese wird beendet wenn der gelbe Farbstoff (Orange G) das Ende des
Gelabschnittserreicht hat.

Abb. 10 Auftei-
lung der Gruppen
Auf einem Gel mit
20 Spuren in zwel
Reihen kénnen vier

Schiilergruppen G ru ppe 3

Proben auftrennen.

Der Kleinste Kit fir JN®m3 w©w
sechs Gruppen ent- g —
halt zwel Gele. Die SfTmmmmmmmmmmmmme
Spuren 16 bis 20
des zweiten Gels

konnen verwendet Gruppe 1 Gruppe 2
werden, wenn beim
Entfernen des Gel-

. A N OO < OO I~ 0 O O
kammes einzelne ! —
Taschen beschéadigt -——— - —
wurden.
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DNA-GroRenstandard

GEL Sohn

GEL Tochter
GEL Vater

GEL Mutter

LT LT LT LT LT

Gel-Triger

P e S

GEL-Probe

Gel-Tasche

Mini-Pipette mit gelber Spitze

Elektrophoresepuffer

Gel
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Abb- 11  Auftrage-
muster der vier Proben
Jede Gruppe tragt ihre
DNA-Proben nach dem
gleichen Muster auf das
Gel auf.

Die DNA-GroRenstan-
dards sind spéter als
trennende Spuren gut zu
erkennen.

Abb- 12 Details des
Gelauftrags

Mit der Minipipette vor-
sichtig die DNA-Proben
aus den Gefallen GEL-
Sohn, Tochter, Vater,
Mutter in die Geltaschen
pipettieren. Dabei die
Pipette senkrecht in der
Faust halten und mit
dem Daumen den Kol-
ben herabdrticken.

Ein schwar zes Blatt
unter der Gelkammer
erleichtert durch Erho-
hung des Kontrastes das
Einfiillen der Proben.
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6.3  Sichtbarmachungder DNA im Gel

O 11. NachBeendigung der Elektrophorese wird das Gel auf den UV-Schirm
gelegt und mit UV-Licht einer Wellenlénge von 250-350 nm bestrahit.

Vorsicht! UV-Schutz auf den UV-Schirm auflegen, Gel nur mit Handschuhen
anfassen!

Vorsicht! DasGedl ist leicht zerbrechlich und kann leicht ausder Hand rut-

schen. Deshalb nur mit dem Geltréager transportieren und auf dem
UV Schirm vorsichtig vom Tréger herunter schieben.

Farbung mit ungiftigem DNA-Far bstoff

0 12. LegenSiedasGe in dieFarbeschale und tberschichten Sie esfir
genau 3 Minuten mit der DNA-Farbel 6sung. Schwenken Sie die Far-
bewanne wahrend des Farbeprozesses, um das Gel homogen zu férben.

0 13. Schiitten Sie nach 3 Minuten die Farbel 6sung wieder in die Flasche
zuriick.

0 14. Spllen SiedasGel mit ausreichend destilliertem Wasser, so dass
keine Reste an Farbel 6sung mehr vorhanden sind und legen esin den
Kihlschrank. Nach ca. 30 Minuten werden die DNA-Banden sichtbar.

QO 15. Uberschichten Siedas Gel fur etwa 12 Stunden mit destilliertem Was-
ser und bewahren esim K tihlschrank auf.

Jetzt kann das Experiment wieder unter brochen werden und am nachsten Tag
mit der Auswertung der Gele fortgesetzt werden.

Eine Lagerung Uber mehrere Wochen hinweg ist mdglich. Das Gel kann im Khl-
schrank fiir mehrere\Wochen gelagert werden, Austrocknung kann zum Beispiel durch
Einwickelnin Frischhatefolie verhindert werden.

Nach dem Praktikum kann das Gel mit dem Restmill entsorgt werden.
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6.4  Auswertung desExperiments

Ergebnissder Elektrophorese

Abb- 13 Ergebniss der

Elektrophorese
----e=» a=» - - - -@» | 311Bp (b) Nach der Féarbung soll-
500 — unbekanntes te |m Gel das fOI gende
e oo - Allel Banden-muster erschei-
1000 J | emmw o ool _ || 1010Bp (B)
------- - |F1268Bp (a) | O
B wm- - - - || 1587 Bp (A)
2000 4 —
3000 -
4000 —
5000 —
6000 4 —
8000 - —
10000 —
S| S | — | S— —

GEL - Mutter
GEL - Vater

GEL - Tochter

GEL - Sohn
DNA-GroRenstandard

Vergleichen Siedas Bandenmuster der genetischen Profile von Vater, Mutter, Tocher
und Sohn. Ausdem Bandenmuster kann eineAussage getroffen werden, ob der Mann
der biologische Vater der beiden Kinder ist.
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Ist der Mann der biologische Vater des Sohnes?
Begriinden Sie lhreAntwort.

Auflésung der Fragestellung

Der Mannist mit hoher Wahr scheinlichkeit der biologische Vater der Tochter, denn
die Tochter besitzt sowohl ein Allel der Mutter (Allel b) asauch einAllel desVaters
(Allel a).

Theoretischist esdenkbar, dassdie Tochter Allel avon einer anderen Person erhaten
hat, die zufdligerweise die gleiche Allelausprégung wie der Vater besitzt. Um die
statistische Wahrscheinlichkeit der Vaterschaft berechnen zu kénnen, misstedie Va
riabilitét, also die Haufigkeit desAuftretens desVNTR-Polymorphismusin der Be-
volkerung bekannt sein.

DieWahrscheinlichkeit der Vaterschaft wird umso héher, jemehr VNTR-Polymorph-
ismen man analysiert.

Der Mannist mit 100% iger Sicherheit nicht der biologische Vater des Sohnes.
Der Sohn besitzt zwar einAllel der Mutter (Allel b), jedoch keinesder beidenAllele
desVaters. Das unbekannte Allel muss somit von einem anderen biologischen Vater
stammen.

Der genetische Fingerabdruck kann also formal (mathematisch) nur der negativen

Beweisflihrung dienen. Trotzdem wird er zum Beispiel vor Gericht auch zur positi-
ven Beweisfiihrung, etwabei der Uberfiihrung eines Straftéters zugel assen.
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6.5 Fehlersuche(, Troubleshooting*)

Auf dem mit Methylenblau geférbten Gel ist zwar der DNA-Grolenstandard aber
keine PCR Amplifikate zu sehen.

[0 DiePCR Reaktion hat nicht funktioniert. Esist keine Fehlerbeseitigung mdglich.

Auf dem mit Methylenblau geférbten Gel ist weder der DNA-Gr 63enstandard
noch PCR Amplifikate zu sehen.

[0 Das Gdl ist nicht ausreichend geféarbt Wiederholen Sie den Férbe-Entfarbepro-
Zess.

Dasmit Methylenblau geférbte Gel kann nicht mehr entfar bt werden.

[0 DasGd wurde zu lange gefarbt. Entfarben Sie das Gel mehrmalsfir einige Mi-
nuten mit handwarmem (nicht zu hei3em!) Wasser, bis sich das gewiinschte Er-
gebniszeigt.

Halten Sie beim néchsten Experiment die Farbezeit (3 Minuten) genau ein.

Im Gel sehen die Banden ausgefranst, unscharf oder ungleichméldig aus.

[0 Die Spannung bzw. Stromstérke war zu hoch. Verringern Sie die Spannung.

[0 DiePufferkonzentration war falsch. Achten Sie darauf, dassder Elektrophorese-
puffer 50-fach mit destilliertem (!) Wasser verdiinnt werden muss und dass die
Pufferkonzentration im Gel und in der Gelkammer gleich sind.

Die DNA-Banden sind nicht ausreichend voneinander getrennt.

[0 Die Elektrophorese wurde zu friih beendet. Dadas Gel mit Ethidiumbromid ge-
farbt ist, kénnen Sie die Elektrophorese weiterfihren.
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7  Anhang

7.1  Chemikalien und Puffer

Gel-L adepuffer (5x)
30 % Saccharose
0,1% Bromphenolblau
0,1% Orange G
0,1% Xylencyanal

Elektrophoresepuffer (einfach konzentriert)
36 mM TrigHCI; pH 7,6
0,1 % Essigsaure
| MM EDTA

M ethylenblau-L 6sung
0,03% Methylenblau
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7.2  Sicherhetseinstufungvon Ethidiumbromid

M utagene Eigenschaften sind wissenschaftlich belegt, esist jedoch noch keine dies-
bezligliche gesetzliche Einstufung erfolgt. Auch die Hersteller und Vertreiber von
Ethidiumbromid geben nicht immer einen direkten Hinweisauf diese Stoffeigenheit.

Fa. Roth:
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken (R22),
Sehr giftig beim Einatmen (R26),
reizt die Augen, die Atmungsorgane und die Hat,
Irreversibler Schaden mdglich (R36-38),
Hinweis auf mutagene Wirkung (R40)

Fa. Merck:
Sehr giftig (R22-26),
Reizend (R36-40)
L D50 Ratte (oral): 1503 mg/kg
zum Vergleich Kochsalz: LD 50 Ratte. 3000mg/kg

Entsorgung von L ésungen mit Ethidiumbromid
Ethidiumbromidhaltige L 6sungen sind nur dann als Gefahrstoff anzusehen, wenndie
Konzentration an Ethidiumbromid mehr als 0,1% (I mg/ml) betragt.

Konzentration im Praktikum
Arbeitd dsung: 0,5 pug/ml (0,000 05%)

Damit liegt die eingesetzte Ethidiumbromidkonzentration zur Farbung von DNA in
einem Gel etwa 2000 fach unter dem Gefahrstoffgrenzwert.

L ésungen oder Gele, in denen die Ethidiumbromidkonzentration unter 0,1% liegt,

sind keine Gefahrstoffe und miissen weder as Sonderabfélle gesammelt noch als
solche entsorgt werden.
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8 Glossar

Agarose Polysaccharid, Bausteine D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose,
gewonnen ausAgar (aus Zellwandmaterial von Rotalgen); Verwendung a's
*A.gel fur die*Elektrophorese

Amplifikation
Allgemein: Erweiterung, Vermehrung ( engl. to amplify = vergrofern);
spezidl: Vervidfachung von DNA-Bereichen (natirliche Genamplifikation
oder kinstlich bewirkte Vermehrung von DNA-Abschnitten bei der * PCR)

bp
Abkurzung fir Basenpaare

Da
Einheitensymboal fir die atomare Masseneinheit , 1Daton” im angloamerikani-
schen Sprachgebrauch, entspricht dem deutschen , u*

Denaturierung
a.Proteine: Reversibler oder irreversibler Prozess, bei dem ein Protein seine
biologischen Eigenschaften verliert. Beruht auf einer Zerstérung der Sekun-
dar- oder Tertidrstruktur. Denaturierend wirken Hitze und Chemikalien.
b.DNA: Aufspatung doppelstrangiger DNA in Einzelstrénge durch Erhitzen.

Elektrophorese
Verfahren zur Auftrennung eines Gemisches von Molekiilen (z.B. DNA oder
Proteine) durch Wanderung in einem el ektrischen Feld. Je nach Trégermateria
als Papier- oder Gel-E.

Elongation,
(engl. elongation = Verlangerung), Neusynthese von polymeren Molekulen,
z.B.DNA inder *PCR

Ethidiumbromid im UV-Licht fluoreszierender Farbstoff fir DNA, wirksam ist
das mehrringig heterozyklisch gebaute Ethidium-lon, das sich durch * Interkal a-
tionindie DNA einlagert.

Fingerabdr uck, genetischer
Charakterisierung eines Individuums auf der Basisder DNA, ( *VNTR)
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fingerprint
s. Fingerabdruck

Forensik
Gerichtswesen (lat. forensis = offentlich, da Gericht 6ffentlich, auf dem forum
gehalten wurde)

Ge
Mischung aus einem makromolekularen Stoff, der durch Querverknipfungen
ein dreidimensional es Netzwerk bildet und einer FlUssigkeit, die die Poren
zwischen den Makromolekiilen ausflllt. Die Festigkeit reicht von hochviskos
bisgalertartig fest. Beispiel: Gelatine, Stérkekleister, * Polyacrylamid-, * Aga
rose-Gel

genetic profiling

Erstellung eines,, genetischen Profils‘, ein fr ein Individuum charakteristisches

Muster bestimmter DNA-Abschnitte (* VNTR-Sequenzen)

Heterogenitéat
Unterschiedlichkeit (gr. heteros= der andere, gr. genein = entstehen; vgl. hete-
rogene Mischungen)

Interkalation
Einschieben eines Fremdmol ekliles zwischen zwei Basenpaare einer DNA-
Doppel hdlix; typischerweise durch mehrringige heterozyklische Mol ekl e,
z.B.*Ethidium-lon

kDa
Abkurzung fir 1000 * Da.

Locus
Genort (lat. locus= Ort; vgl. lokalisieren)

Marker
(engl.= Kennzeichen, Markierung) Molekule, die als Markierungen dienen:
aMarkergene: phanotypisch leicht erkennbare Gene, z.B. a's Bezugspunkte
fur Genkartierungen
b.GrolRenstandards bei Chromatographie oder Elektrophorese
c.Molekule, die durch Strahlung, Fluoreszenz oder Farbe andere Molekiile
anzeigen, an die sie gekoppelt wurden.
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Matrix
(lat. matrix = Mutterboden v. mater =Mutter) Grundmasse; z.B. Tréagermaterial
bei der *Elektrophorese, vgl. mitochondriadle M.

Matrize
(von lat. mater =Mutter) Gussform; DNA oder RNA, dieds Grundlage fir die
basenkomplementédre Neusynthese dient. vgl. Druckmatrize fir Vervidfatigun-
gen.

Polyacrylamid
dreidimensional vernetztes Polymer, hergestellt ausAcrylamid durch radikali-
sche Polymeri sation und anschlief3ende Vernetzung mit N,N’ -Methylbisacryl-
amid. Verwendung als*P-Gel fir die  *Elektrophorese

PCR (polymerase chain reaction)
Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur Vervielfatigung einzel ner
DNA-Abschnitte

Polymerase
Enzym fir die Synthese eines aus vielen Einzel bausteinen aufgebauten (poly-
meren) Molekils, z.B. DNA oder RNA

Polymor phismus
Vielgestaltigkeit (gr. poly = vidl, morphe = Gestalt; vergleiche Metamorphose:
Gestaltanderung)

Primer
kleine DNA-Sequenz, dieds,, Startbereich” fir eine DNA-Replikation durch
eine* Polymerase an einen DNA-Abschnitt komplementér anlagern kann.

Repeats
Basensequenzen in der DNA, die mehrfach im Genom vorkommen. Man unter-
scheidet verschiedene Formen:
adirekte R.: liegen auf dem gleichen Strang mit gleichgerichteter Basenfolge
(Beispidl: 5-GATCnnNnGATC-3, n=beliebige Base)
b.invertierte R.: eine Einheit liegt auf dem einen, die andere auf dem zweiten
Strang der DNA, beidein gleicher Leserichtung
(Beispid: 5°- GATCnnnnCTAG-3")
¢.Tandem-R.: die Wiederholungen liegen unmittelbar hintereinander
(Beispiel: 5°-GATCGATC-3)
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d.Palindrome: Sequenzen mit doppelter Spiegelsymmetrie
(Beispiel: 5-GGATCC-3)

repetitiv
sich wiederholend; z.B. repetitive Basensequenzen in der DNA

RFLP
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus; durch Mutationenin Erkennungs-
stellen von Restriktionsenzymen verursachte L angenveranderung von DNA-
Fragmenten.

Southern-Blot
Methode zum Nachweis bestimmter DNA- Abschnitte. Elektrophoretisch auf-
getrennte DNA-Fragmente werden auf eine Tragermembran Ubertragen (,, blot-
ting") und durch Hybridisierung mit DNA-Sonden identifiziert. (E.M.
SOUTHERN, 1975)

Tag-Polymerase
Aus dem in hei3en Quellen |ebenden Bakterium Thermus aquaticus gewonne-
ne, temperaturstabile DNA-* Polymerase

Thermocycler programmierbares Gerét zur automatischen Durchfihrung der
*PCR

topologische | somere (Topoisomere) (gr. topos = Ort, vgl. Topologiein der Ma-
thematik, |sotop) Molekiile gleicher Grundstruktur (z.B. DNA-Kette), diesich
in ihrer Verknduel ungsform unterscheiden (z.B. linear, superhelikal, ringfor-

mig).

VNTR
variable number of tandem repeat, variable Anzahl benachbarter Sequenzwie-
derholungen; kurze Basenfolgen in nichtkodierenden DNA-Bereichen, werden
im* Fingerabdruck genutzt: s.a.* Repeats

Zyklus

(gr.-lat. = Kreis, Kreidauf); in der Biochemie fir eine Reihe sich sténdig wie-
derholender Reaktionen, z.B. Zitronensaurezyklus oder * PCR-Zyklus

© bioteach, blichsenstein, stobinsky, 2004



44 Der Genetische Finger abdruck:

© bioteach, biichsenstein, stobinsky, 2004




	1  Konzeption und Gestaltung der bioteach-Experimentierkits
	  Inhalt der CD ROM zum Kit  
	2  Molekularbiologie des Genetischen Fingerabdrucks
	2.1  Allgemeines 
	2.2.  VNTR als individuelle Kennzeichen 
	 2.3.  Anwendung auf das Experiment 
	2.4. Nachweis der genetischen Unterschiede 
	3  Die Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)
	3.1  Prinzip der PCR 
	3.2  Der Ablauf der PCR 
	3.3 Material für die PCR 
	4  Die Gelelektrophorese
	4.1  Prinzip der Elektrophorese 
	4.2  Anwendung für DNA-Trennungen 
	4.3  Trägermaterialien für die Elektrophorese 
	4.4.  Farbstoffe für die Gel-Elektrophorese von DNA-Proben 
	5  Organisatorische und technische Hinweise
	5.1  Zeitkalkulation für das Experiment 
	5.2 Tipps zum erfolgreichen Experimentieren 
	5.3  Bestandteile des Kits 
	Die Reagenzien für die PCR-Reaktion   
	  Die Reagenzien für die  Gelelektrophorese  
	   Der Gerätesatz  
	6 Experimentieranleitungen
	6.1  Durchführung der PCR 
	   Vorbereiten der DNA-Proben für den Thermocycler  
	   Start der PCR Reaktion im Thermocycler 
	6.2  Gelelektrophorese der vervielfältigten DNA 
	   Vorbereiten der Gelkammer 
	   Vorbereiten der Proben für den Gelauftrag 
	   Auftragen der Proben und Start des Gel-Laufes 
	6.3  Sichtbarmachung der DNA im Gel 
	   Färbung mit ungiftigem DNA-Farbstoff  
	6.4  Auswertung des Experiments 
	   Ergebniss der Elektrophorese 
	Auflösung der Fragestellung 
	6.5 Fehlersuche (�Troubleshooting") 
	7  Anhang 
	7.1 Chemikalien und Puffer 
	7.2 Sicherheitseinstufung von Ethidiumbromid 
	8 Glossar   
	9 Notizen:  

