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minipcre
Auf einen Blick

Missy Baker ist verschwunden! Verwenden Sie moderne genetische Techniken, um einen
Verdachtigen zu finden.

Ubersicht tiber den Versuch

Dieser Versuch hilft den Lernenden, Sicherheit im Umgang mit wichtigen Labortechniken wie PCR,
Mikropipettieren und Gelelektrophorese zu gewinnen. Dabei erforschen sie die Mukoviszidose und

die Zusammenhange zwischen Genen und Krankheit, die personliche Identifizierung und den
Einsatz der Biotechnologie fur genetische Analysen.

TECHNIKEN THEMEN
Mikropipettieren Vom Genotyp zum Phanotyp
PCR Genetische Krankheit

Gelelektrophorese Biotechnologie
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Anforderungen an die Unterrichtszeit

Dieses Protokoll bietet eine gewisse Flexibilitat, damit Sie die benotigte Unterrichtszeit besser

einteilen kdnnen.

Schritte

Erforderliche Zeit

1. PCR

A. Pipettieren der PCR-Proben und
Starten des PCR-Programms

B. PCR durchfuhren

20 Minuten

35 Minuten

Das PCR-Programm kann wahrend des
Unterrichts gestartet und unbeobachtet
laufen gelassen werden.

Optionaler Haltepunkt: Das PCR-Produkt ist bei Raumtemperatur mehrere Tage
" lang stabil. Fur eine langerfristige Lagerung legen Sie es in den Gefrierschrank.

2. Gelelektrophorese

Vorbereiten: Gele herstellen

A. Gelladen

B. Gel laufen lassen

C. Ergebnisse interpretieren

Wir empfehlen, dass die Lehrkraft die Gele
aufBerhalb des Unterrichts vorbereitet. Planen
Sie 30 Minuten Unterrichtszeit ein, wenn Sie die
Lernenden die Gele vorbereiten lassen wollen.

10 Minuten

20-25 Minuten

Das Gel muss wahrend dieser Zeit nicht aktiv
Uberwacht werden.

5 Minuten
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Benotigte Materialien

Wird im Kit geliefert (Art.-Nr. 35018-03)

e Das Kit enthalt DNA-Proben und PCR-Reagenzien fur acht Laborgruppen.

e Bei Aufbewahrung im Gefrierschrank konnen die Reagenzien nach Erhalt 12 Monate lang
gelagert werden. Bei Aufbewahrung im Kuhlschrank sind die Reagenzien nach Erhalt 1
Monat lang haltbar.

e Reagenzien fur die Vorbereitung von Gelen, Plastikrohrchen fur die Verteilung von
Reagenzien an einzelne Gruppen, Plastikréohrchen fur die PCR und Pipettenspitzen sind
separat erhaltlich. Einzelheiten finden Sie unten.

Zur Verfigung

Inhalt gestellt Erforderlich pro Gruppe Lagerung
Simulierte DNA-Proben je 100 pl je 10 pl Gefrierschrank

e DNA Verdachtiger A

e DNA Verdachtiger B

e Kontroll-DNA H

e Kontroll-DNA D
2X EZ PCR Master Mix 700 pl 75 ul Gefrierschrank
Load Ready™
3X Primer-Mix 500 ul 50 ul Gefrierschrank
DNA-Leiter 2 150 pl 15 pl Gefrierschrank

Elektrophorese-Reagenzien und Kunststoffe separat erhaltlich

- Dieser Versuch erfordert:
e 2%ige Agarosegele mit einem fluoreszierenden DNA-Farbstoff (z.B. SeeGreen™, Art.-
Nr. 35018-71 oder 35018-72).
e Plastikrohrchen fur die Verteilung der Reagenzien an die einzelnen Gruppen und 0,2
mI| PCR-Gefale fur die Durchfihrung der PCR.
o PCR Einzelgefal3e, 0,2 ml (35928-01 oder 35928-00)
o Einmalreaktionsgefal3e, 1,5 ml (37653-02 oder 37653-00)
o Stander fur 8 x 0,2 ml Einmalreaktionsgefal3e (37652-01)
o Stander fur 20 x 1,5 ml Einmalreaktionsgefal3e (37652-00)
Mikroliterpipette 2-20 pl (47141-10)
Mikroliterpipette 20-200 pl (47141-11)
Pipettenspitzen, 2-200 ul (47148-01 oder 47148-11)
e TBE-Elektrophoresepuffer (35018-73)
- Gelelektrophorese-Reagenzien und Kunststoffe kdnnen auch von anderen Anbietern
bezogen werden.
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Erforderliche Ausriistung

Dieser Versuch kann mit jedem Thermocycler durchgefuhrt werden.

Empfohlene Thermocycler:

—  mMIiniPCR mini16X (35014-99)

—  mMIiniPCR mMini8X (35013-99)

Dieser Versuch ist mit jedem horizontalen Gelelektrophorese-System kompatibel in

Kombination mit:

—  Fluoreszierender DNA-Farbstoff (z. B. SeeGreenTM)

— Ein Transilluminator, der mit dem verwendeten DNA-Farbstoff kompatibel ist.
Fluoreszierende DNA-Farbungen erfordern in der Regel eine Beleuchtung mit blauem
Licht (~470 nm) oder UV-Licht (~260 nm).

Empfohlenes Gelelektrophorese-System (inkl. Gelgief3stand, Transilluminator und Netzgerat:

—  blueGel (35017-99)

— Set Schulerversuche TESS Genetik (15311-88)

Andere vom Benutzer bereitgestellte Materialien

Destilliertes Wasser e Einweg-Laborhandschuhe
Mikrowelle oder Kochplatte e Schutzbrillen
Hitzebestandiger Kolben oder Becher e Permanentmarker mit feiner Spitze
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Vorbereitung fur Lehrkrafte

Ubersicht

Die Reagenzien reichen fur acht Laborgruppen.

Diese Aktivitat besteht aus zwei Teilen, die sich wahrscheinlich Uber mehrere Tage erstrecken
werden.

Die folgende Tabelle zeigt, welche Vorbereitungen die Lehrkraft fur jeden Teil des Experiments
treffen muss.

Vorbereitung Erforderliche Zeit Zeitleiste

Reagenzien dosieren 15 Minuten Kann bis zu einer Woche vor der
Verwendung fertiggestellt werden.

Vorbereitung von 30 Minuten Unterschiedlich - Bei Verwendung der
Elektrophoresepuffer und Gelreagenzien von miniPCR konnen die Gele
Agarosegelen vorbereitet und bis zu funf Tage vor der

Verwendung gelagert werden.
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Reagenzien dosieren
e Die Reagenzien kdnnen bis zu einer Woche im Voraus dosiert und bis zur Verwendung im
KUhlschrank aufbewahrt werden.
e Dieses Kit enthalt ausreichend Reagenzien fur acht Laborgruppen.

Benoétigte Materialien

Aus dem Kit (im Gefrierschrank aufbewahrt): Vom Benutzer zur VerfUgung gestellt:
e DNA des Verdachtigen A e Kunststoffrohrchen flr die Abgabe von
e DNA des Verdachtigen B Reagenzien (es kdnnen 1,7 ml oder 0,2
e Kontroll-DNA H ml Réhrchen verwendet werden)
e Kontroll-DNA D e PCR-GefaRe (0,2 ml)
e DNA-Leiter?2 e 2-20 ul-Mikropipette und Spitzen

Permanentmarker mit feiner Spitze

1. Tauen Sie die Reagenzien auf, indem Sie die Rohrchen auf Raumtemperatur bringen.
Hinweis: Die Bestandteile des Kits sind bei Raumtemperatur mehrere Stunden lang stabil und
mussen nicht auf Eis gelagert werden, wahrend Sie die Reagenzien dosieren.

2. Geben Sie fur jede Laborgruppe die folgenden Reagenzien in beschriftete Plastikrohrchen. Es
kénnen 1,7 ml oder 0,2 ml Plastikrohrchen verwendet werden.
-  2X EZ PCR Master Mix 75 ul
—  3X Primer-Mix 50 ul
— DNA des Verdachtigen A 10 pl
— DNA des Verdachtigen B 10 pl

—  Kontroll-DNA H 10 pl
— Kontrolle-DNA D 10 pl
— DNA-Leiter2 15 pl

3. Wenn Sie die Reagenzien mehr als 24 Stunden vor dem Unterricht abgeben, bewahren Sie bitte
die Réhrchen bis zum Gebrauch im Kuhlschrank auf.
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Vorbereitung von Elektrophoresepuffer und Agarosegelen

1. Bereiten Sie den Elektrophoresepuffer vor.

Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers zur Herstellung der Pufferldsung.
Die benotigte Puffermenge ist je nach Gelelektrophorese-System unterschiedlich.
- FUr das blueGel-Elektrophorese-System sind 600 ml TBE-Puffer fUr mindestens acht
Gellaufe ausreichend.
- FUr andere Systeme lesen Sie bitte die Anweisungen des Herstellers:
e Das fur die Herstellung von Agarosegelen erforderliche Puffervolumen.
e Das fur die Verwendung als Laufpuffer bendtigte Puffervolumen.

2. Bereiten Sie 2%ige Agarosegele mit fluoreszierender DNA-Farbung vor.

Sie bendtigen eine Spur pro Lernenden plus eine Spur fur die DNA-Leiter pro Gruppe. Wenn
die Gruppen sich die Gele teilen, ist eine einzige Spur fur die Leiter pro Gel ausreichend.
Dieser Kit ist mit jeder Agarose von molekularer Qualitat und jedem fluoreszierenden DNA-
Farbstoff (z. B. SeeGreen™) kompatibel.

Die benotigte Gelmenge hangt von dem von |hnen verwendeten Gelelektrophorese-System
ab. Beachten Sie die Anweisungen des Herstellers.

Wenn Sie Gelelektrophorese-Reagenzien fur das blueGel verwenden, konnen die Gele bis zu
funf Tage im Voraus vorbereitet werden. Lagern Sie die vorbereiteten Gele bei
Raumtemperatur in einem luftdichten, lichtgeschutzten Behalter. Weichen Sie die Gele
NICHT in Puffer ein und wickeln Sie sie NICHT in Papiertlcher ein.
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Einrichtung eines Arbeitsplatzes
Teil 1: PCR

Jede Gruppe sollte haben:

2X EZ PCR Master-Mix, Load-Ready™ 75 ul
Primer-Mischung 50 ul
DNA-Proben je 10 ul

e Verdachtigen-DNA A
e Verdachtigen-DNA B
e Kontroll-DNA H
e Kontroll-DNA D

PCR-GefalRe (0,2 ml) 4

2-20 pl-Mikropipette und Spitzen

Platz in einem Thermocycler fur 4 Proben

Bei Verwendung von miniPCR-Thermocyclern:

e Die Gruppen benodtigen Zugang zu einem miniPCR-Thermocycler und einer
Stromversorgung.

e Laden Sie die miniPCR-App aus dem App Store herunter.

e Die Maschinen k&dnnen im Voraus von der Lehrkraft oder wahrend des Unterrichts von den
Lernenden programmiert werden.

e Wenn Sie die Reaktion wahrend des Laufs in Echtzeit Uberwachen mdchten, mussen die
Gruppen ihren miniPCR-Thermocycler mit einem Computer oder einem kompatiblen
Telefon oder Tablet verbunden bleiben, auf dem die App lauft.
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Teil 2: Gelelektrophorese

Jede Gruppe sollte haben:

PCR-Proben aus der vorherigen PCR

DNA-Leiter 2

Elektrophorese-Puffer
Das Volumen hangt von lhrem Elektrophorese-System ab

2-20 ul-Mikropipette und Pipettenspitzen

30 ul pro Stuck

15 pl

30 ml TBE bei
Verwendung eines
blueGel

5 Vertiefungen in einem 2%igen Agarosegel mit fluoreszierender DNA-Farbung
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Hintergrundinformationen

Missy Baker ist verschwunden! Zwei rivalisierende Backer, Alan Torte und Brenda Biscotti, werden
verdachtigt etwas mit dem Verschwinden zu tun zu haben. Haarproben, die aus dem Auto der
beiden Verdachtigen entnommen wurden, konnten mit dem Haar von Missy Baker
Ubereinstimmen. Sie mussen mithilfe der DNA-Analyse helfen sie zu finden!

DNA als kriminaltechnisches Hilfsmittel

In praktisch jeder Zelle Ihres Korpers befindet sich eine Kopie Ihrer DNA. Diese DNA ist einzigartig
flr Sie. Wo immer Sie hingehen, lassen Sie etwas von dieser DNA zurlck. In den Haaren, die
ausfallen, sind einige Zellen, die der Haarwurzel anhaften. Wenn man etwas anfasst, hinterlasst man
einige Hautzellen. Wenn wir feststellen mussen, ob eine Person an einem bestimmten Ort war, zum
Beispiel an einem Tatort, kbnnen wir nach der DNA suchen, die sie hinterlassen hat.

Im Fall von Missy Baker gibt es zwei Verdachtige, und Sie werden die DNA von Haarfollikeln testen,
die im Auto der beiden Verdachtigen gefunden wurden, um zu sehen, ob einer von ihnen mit der
DNA von Missy Baker Ubereinstimmt. Wir werden diese Haarproben analysieren und nach einer
Ubereinstimmung mit etwas suchen, das die DNA von Missy Baker einzigartig macht.

Missy Baker hat Mukoviszidose, die durch eine Deletionsmutation in ihrem CFTR-Gen verursacht
wird. Mithilfe von DNA-Analysen zum Nachweis dieser seltenen Mutation werden wir experimentell
prufen, ob die im Auto eines der Verdachtigen gefundenen Haarproben der vermissten Backerin
gehoéren kénnten.

Wenn die Polizei DNA zur Identifizierung eines Verdachtigen einsetzt, muss sie eine Technik
verwenden, mit der sie jede Person identifizieren kann, unabhangig davon, ob sie etwas Uber sie
weil3. Aus diesem Grund verwenden die Strafverfolgungsbehdrden eine umfassendere Form der
genetischen Analyse, die oft als DNA-Fingerabdruck bezeichnet wird. Anstatt sich auf seltene
genetische Mutationen zu konzentrieren, werden beim DNA-Fingerabdruck viele Stellen in unserer
DNA untersucht, von denen bekannt ist, dass sie bei den meisten Personen variieren, und nach
einer Ubereinstimmung gesucht.
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Das CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane regulator)

Mukoviszidose ist eine Krankheit, von der Zehntausende von Menschen in den Vereinigten Staaten
betroffen sind und die zu vielen verschiedenen Problemen im Koérper fuhren kann. (In Deutschland
sind etwa 8000 Menschen betroffen.) Vor allem leiden Menschen mit Mukoviszidose an
wiederkehrenden Lungeninfektionen. Aufgrund dieser Komplikationen haben Menschen mit
Mukoviszidose eine verkUrzte Lebenserwartung und werden in der Regel nur bis zum Alter von 30

oder 40 Jahren alt.

Functional CFTR Protein Non-functional CFTR Protein
Chloride ions move to the Chloride ions cannot move to the
outside of the cell. Water moves outside of the cell. Water remains
to the outside of the cell by trapped inside the cell. Mucus
0OSMOosis. becomes thick and sticky.

Outside
of cell

Cell
membrane

Inside
of cell

H,0
H_.O : H,0 H}O

Chloride ions

Alle Probleme, mit denen Menschen mit Mukoviszidose konfrontiert sind, lassen sich auf
Mutationen in einem einzigen Gen zuruckfuhren, das an der Bewegung von Molekulen in und aus
den Zellen beteiligt ist. Das Gen heif3t CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) und kodiert
fUr ein Protein, das in die Zellmembranen eingebaut wird. In allen Zellen Ihres Korpers gibt es
ahnliche Proteine, die dabei helfen, wichtige Molekule durch die Zellmembranen zu bewegen.
Einige dieser Proteine arbeiten wie Pumpen, die Molekule aktiv bewegen; andere arbeiten wie
Kanale, die bestimmten Molekllen einen Durchgang durch die Membran ermaoglichen. Je nach
Protein kdnnen sie Nahrungsmolekule in die Zelle transportieren, Abfallstoffe aus der Zelle
beférdern, elektrische Signale Ubertragen oder an einer Vielzahl anderer Prozesse teilnehmen. Das
CFTR-Protein ermoglicht es Chloridionen innerhalb der Zelle, sich durch die Zellmembran nach
drauf3en zu bewegen.

Normalerweise wird das CFTR-Protein in spezialisierten Zellen der Atemwege und an anderen
Stellen des Korpers produziert, die Schleim erzeugen. Wir denken bei Schleim oft an etwas, das wir
bekommen, wenn wir krank sind, aber in Wirklichkeit wird Schleim die ganze Zeit Uber produziert,
um die Oberflachen im Kérperinneren feucht zu halten. Wenn das CFTR-Protein normal
funktioniert, wandern Chloridionen durch das CFTR-Protein aus der Zelle heraus. Aufgrund der
erhohten Anzahl von lonen auf der Auf3enseite der Zelle flie3t Wasser durch die Zellmembran und
durch Osmose aus der Zelle heraus. Dies fuhrt zur Bildung von feuchtem und gut hydriertem
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Schleim auBerhalb der Zelle. Wenn das CFTR-Protein nicht funktioniert, sind die Chloridionen in der
Zelle gefangen und das Wasser kann nicht aus der Zelle in den Schleim flieBen.

Wenn kein Wasser in den extrazellularen Raum fliel3t, wird der Schleim, der bei gesunden
Menschen normalerweise dunn und wassrig ist, dick und klebrig. Die zahen Sekrete kbnnen vom
Korper nur schwer ausgeschieden werden und verstopfen die Organe, so dass sie nicht mehr richtig
funktionieren. In der Lunge und den Atemwegen kann dieser zahe, klebrige Schleim die Atemwege
verstopfen und zu regelmafigen und hartnackigen Infektionen fuhren. Komplikationen der
Atemwege aufgrund von Mukoviszidose konnen todlich sein.

Es sind Uber 1500 verschiedene Mutationen bekannt, die zu einem nicht funktionsfahigen CFTR-
Protein und zu Mukoviszidose fuhren kénnen, aber die haufigste Mukoviszidose-Mutation ist eine
Deletion. Eine Deletion liegt vor, wenn ein Teil der normalen DNA-Sequenz fehlt. Je nachdem, was in
der DNA-Sequenz fehlt, konnen Deletionen zu fehlerhaft produzierten Proteinen fUhren oder die
Produktion des Proteins ganzlich verhindern.

Genomic DNA

MbAMHIE  CFTRGene  pa
(most people)
RS, CFTRGene |
(very rare)

-
- ~ -

- -

Deletion
({missing DNA)

Mukoviszidose gilt als rezessive Erkrankung. Das bedeutet, dass eine Person zwei Kopien eines nicht
funktionsfahigen CFTR-Gens haben muss, um an Mukoviszidose zu erkranken. Eine Person mit nur
einem nicht funktionsfahigen CFTR-Gen ist im Allgemeinen gesund. Denn mit nur einer Kopie eines
funktionalen CFTR-Gens wird gentugend normales CFTR-Protein gebildet, damit die Zellen richtig
funktionieren.

PCR-Analyse des CFTR-Gens

Deletionen konnen mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) nachgewiesen werden. Bei der PCR
machen wir Milliarden von Kopien

von sehr spezifischen DNA-Stlcken, wie einem Abschnitt des CFTR-Gens. PCR-Primer, die sich Uber
die Region erstrecken, die die Deletion enthalten kann oder auch nicht, fuUhren zu PCR-Produkten
mit unterschiedlicher Lange. In diesem Fall ist ein PCR-Produkt von einem gesunden Gen in voller
Lange langer als ein PCR-Produkt von einem Gen, das eine Deletion aufweist.
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Der Versuch

Fur diesen Versuch erhalten Sie DNA-Proben, die an den beiden moglichen Tatorten gesammelt
wurden. Probe A ist eine DNA-Probe, die aus einem Haarfollikel isoliert wurde, das im Auto von Alan
Torte gefunden wurde. Probe B ist eine DNA-Probe, die aus einem Haarfollikel isoliert wurde, der in
Brenda Biscottis Auto gefunden wurde. Sie werden jede DNA-Probe testen um festzustellen, ob sie
von einer Person mit einer Deletion im Mukoviszidose-Gen wie Missy Baker stammt. AuBerdem
erhalten Sie eine DNA-Probe von einer gesunden Person und eine DNA-Probe von einer Person mit
der CFTR-Deletionsmutation, die als Kontrollen dienen.

Ihre Aufgabe ist es, eine PCR mit jeder Probe durchzufUhren und die Ergebnisse auf einem Agarose-
Elektrophoresegel zu visualisieren. Anhand der GroRe der DNA-Produkte der einzelnen Proben
kdnnen Sie feststellen, welche Probe, wenn Uberhaupt, von Missy Baker stammen konnte!
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Versuchsprotokoll fur Lernende

Pipettieren der PCR-Proben

1. Nummerieren Sie vier PCR-Gefal3e A, B, H, D. Beschriften Sie auf der oberen Seitenwand des

Gefalles.

2. Pipettieren Sie die PCR-Reagenzien gemaf der nachstehenden Tabelle in die beschrifteten
GefaBBe. Um Kontaminationen zu vermeiden, verwenden Sie fur jede Zugabe eine neue

Spitze.

Rohrchen A Rohrchen B Roéhrchen H Rohrchen D
2X EZ PCR 15 15 15 15 pl
Master Mix

3X Primer-Mix 10 pl 10 pl 10 10
DNA-Probe Verdachtiger A Verdachtiger B Kontrolle H Kontrolle D
5ul 5ul 5ul 5ul

3. Schlief3en Sie die Kappen auf den Rohrchen. Wenn sie richtig geschlossen sind, sollten Sie
spuren, wie die Kappen einrasten.

4. Schutteln Sie jedes Rohrchen, um den Inhalt zu mischen. Falls vorhanden, kann ein Vortex-
Mixer verwendet werden.

5. Vergewissern Sie sich, dass sich die gesamte FlUssigkeit am Boden des Rohrchens befindet.

Wenn Flussigkeit an den Seiten der Rohrchen klebt, schitteln Sie sie mit einer

Handbewegung oder mikrozentrifugieren Sie kurz.
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PCR durchfuhren

e Programmieren Sie Ihren Thermocycler mit den folgenden Parametern:
Denaturierung zu Beginn  94°C, 30 Sekunden

Denaturierung 94°C, 5 Sekunden
Annealing 57°C, 5 Sekunden
Extension 72°C, 8 Sekunden
Anzahl der Zyklen 30

Extension am Schluss 72°C, 30 Sekunden

e Die PCR dauert etwa 35 Minuten, wenn ein miniPCR® Thermocycler verwendet wird.

e Das PCR-Produkt ist bei Raumtemperatur mehrere Tage lang stabil. FUr eine langerfristige
Lagerung sollten die Réhrchen in den Gefrierschrank gestellt werden.

New PCR protocol

Group 1- Crime Lab

Heated lid

Initial Final
denaturation Denaturation Annealing Extension extension

94 °C 94 °C 5706 125G 725
30 s 5 s 5 s 8 s

Number of cycles 30

Save and run
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Gelelektrophorese

Dieses Labor ist mit jedem horizontalen Gelelektrophorese-System kompatibel. Beachten Sie die
Anweisungen des Herstellers fur den Betrieb |hres Gelelektrophorese-Systems.

1. Legen Sie das vorbereitete Gel in die Elektrophoresekammer.

2. Geben Sie genugend Elektrophoresepuffer hinzu, um die Kammer zu fullen und das Gel gerade
zu bedecken.
e Sie bendtigen 30 ml TBE-Puffer fur ein blueGel™-Elektrophorese-System. Fullen Sie
die Kammer nicht zu voll. Der Puffer soll das Gel gerade bedecken.
e \Wenn Sie ein anderes Elektrophorese-System verwenden, entnehmen Sie den
empfohlenen Puffertyp und das empfohlene Volumen den Anweisungen des
Herstellers.

3. Verwenden Sie eine Mikropipette, um die Proben in der folgenden Reihenfolge zu laden. Um
Kontaminationen zu vermeiden, verwenden Sie fUr jede Probe eine neue Spitze.

Spur 1: 10 pl DNA-Leiter 2

Spur 2: 10 ul PCR-Produkt des Verdachtiges A

Spur 3:10 pl PCR-Produkt des Verdachtiges B

Spur 4: 10 pl PCR-Produkt der Kontrolle H

Spur 5:10 pl PCR-Produkt der Kontrolle D

4. Lassen Sie das Gel 20-25 Minuten lang laufen.
e Das blueGel™)-Elektrophorese-Systeme arbeitt mit einer festen Spannung.
e Wenn Sie ein anderes Gelelektrophorese-System verwenden, stellen Sie die
Spannung im Bereich von 70-90 V ein.

5. Visualisieren Sie die DNA-Proben mit einem Transilluminator.
e Das blueGel™Elektrophorese-System verfugt bereits Uber einen

Base
integrierten Blaulicht-Transilluminator. Pairs
_ o 10,000 -
6. Falls erforderlich, lassen Sie das Gel so lange laufen, bis eine ausreichende Trennung 5000 -
zwischen den 300-1.000 bp Banden in der Leiter vorhanden ist, um die Ergebnisse 3,000 -
ZU interpretieren.
2,000 -
7. Falls gewlnscht, machen Sie ein Foto, um die Ergebnisse der Gelelektrophorese zu 1,500 -
dokumentieren.
1,000 -
8. Vergleichen Sie die Banden der DNA-Proben mit der DNA-Leiter, um S
Grof3enschatzungen zu erhalten.
500 -
300 -
150 -

50 =



Fragen vor dem Versuch

1.

Was sind mindestens zwei Grunde, warum eine DNA-Analyse eine gute Madglichkeit zur
Identifizierung einer Person sein kann?

Erlautern Sie in Ihren eigenen Worten, was eine Deletionsmutation ist.

Wie kann die PCR zum Nachweis einer Deletionsmutation beitragen?

Welche Rolle spielt das CFTR-Protein bei einem gesunden Menschen?

Wie wirkt sich ein nicht funktionierender CFTR-Kanal auf die Schleimproduktion aus?

Glauben Sie, dass ein Test nur auf das CFTR-Gen normalerweise eine gute Methode ist, um
die meisten Menschen zu identifizieren? Wenn Sie mit ,Ja"“ geantwortet haben, erklaren Sie,
warum Sie glauben, dass dies eine gute Methode zur Identifizierung von Menschen ist. Wenn
Sie mit "Nein" geantwortet haben, erklaren Sie, was es uns ermaéglicht, diese Methode im Fall
von Missy Baker anzuwenden.

Missy Baker hat Mukoviszidose, aber sowohl ihre Eltern als auch ihre beiden Geschwister sind
alle gesund. Konnen Sie, da Sie wissen, dass Mukoviszidose eine rezessive Erkrankung ist, ein
Punnett-Quadrat ausfullen, das zeigt, wie Missy Baker ihre Krankheit geerbt hat?



Fragen nach dem Versuch

Interpretation der Ergebnisse

1.

Sie fur jede Probe die Banden ein, die Sie auf Inrem Gel sehen.

Schreiben Sie neben jede Bande, wie lang (in Basenpaaren) die DNA in dieser Bande
ungefahr ist. Nehmen Sie die Abbildung der DNA-Leiter zur Hilfe.

Verwenden Sie |hre Gelelektrophoreseergebnisse, um die folgende Tabelle zu

vervollstandigen.

Verdachtiger | Verdachtiger | Kontrolle H Kontrolle D
A B
Normales CFTR
(700 bp)
Mutiertes CFTR
(400 bp)
Genotyp

4. Deuten die Beweise auf Verdachtigen A oder B hin? Begrinden Sie Ihre Antwort.




5. Zwei der Proben, die Sie in dieser Aktivitat verwendet haben, wurden als Kontrollen
gekennzeichnet. Erlautern Sie, was die jeweilige Probe aussagt und warum es wichtig war,
sie in das Experiment einzubeziehen:

Roéhrchen H:

Roéhrchen D:

Kritisches Denken

6. Kdénnen Sie sagen, ob Missy Baker eine Homozygote oder Heterozygote fur die CFTR-
Mutation war? Erklaren Sie, warum Sie das glauben.

7. Veranschaulichen Sie anhand von Zeichnungen eines Gels, wie die Ergebnisse dieses
Experiments Ihrer Meinung nach bei einer Homozygoten und einer Heterozygoten aussehen
wurden.

Base Pairs

10,000
5000
3,000

2,000
1,500

1,000 | e——
766 | —0—o
500 | —
300 | e—

150 | —

50




8. Diein diesem Versuch untersuchte Mutation war eine Deletionsmutation. Eine andere Klasse
von Mutationen im CFTR-Gen, die Mukoviszidose verursachen kdnnen, sind so genannte
Substitutionsmutationen. Bei einer Substitutionsmutation sind ein oder mehrere Nukleotide
in der DNA-Sequenz verandert, aber die Gesamtlange des Gens andert sich nicht. Waren Sie
in der Lage, eine Substitutionsmutation mit Hilfe von PCR und Gelelektrophorese

nachzuweisen, wie wir es in dieser Aktivitat getan haben? Erklaren Sie, warum Sie dies
glauben.



Zusatzaufgaben zu CFTR und Mukoviszidose
Die CFTR-Mutation

Mukoviszidose ist eine Erbkrankheit, die durch Mutationen im CFTR-Gen verursacht wird. CFTR ist
ein Protein, das aus 1.480 Aminosauren besteht, aber eine Veranderung an nur einer Aminosaure
kann dazu fUhren, dass das Protein nicht mehr funktioniert oder gar nicht mehr produziert wird.
Unten sehen Sie einen Abschnitt der DNA-Sequenz des CFTR-Gens. Die hier aufgefuhrten 180
Nukleotide stammen aus einem mittleren Abschnitt des Gens und kodieren fur 60 Aminosauren,
namlich die Aminosauren 501-560. Der obere Strang stellt den kodierenden Strang dar und ist in der
Richtung 5' » 3' geschrieben. Der untere Strang stellt den Matrizenstrang dar und ist in der Richtung
3'5 5'geschrieben.

L 8 ¢

5" ACCATTAAAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATACAGAAGCGTC
e e e e 1)
3" TGGTAATTTCTTTTATAGTAGAAACCACAAAGGATACTACTTATATCTATGTCTTCGCAG

5* ATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAGGACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTT
T T [ T T e e e B 1)
3" TAGTTTCGTACGGTTGATCTTCTCCTGTAGAGGTTCAAACGTCTCTTTCTGTTATAITCAA

A u
5"’ CTTG?AGAA?GTGG%ATCA?ACTG%GTGG?GGTC%ACGAGCAAG%ATTT?TTTA?CAAG%
P T L T L e [ 180
3’ GAACCTCTTCCACCTTAGTGTGACTCACCTCCAGTTGCTCGTTCTTAAAGAAATCGTTCT

Oben sind die Orte von drei der Uber 1.500 verschiedenen Mutationen, die bekanntermalRen
Mukoviszidose verursachen, markiert. Sie werden sich jede einzelne davon ansehen. Diese drei
Stellen sind zufallig die Stellen der drei haufigsten Mutationen, die Mukoviszidose verursachen.

1. Transkribieren Sie die ersten 30 Nukleotide der DNA-Sequenz in mRNA. Um Ihnen zu helfen,
haben wir die ersten 30 Nukleotide des Vorlagenstrangs nachstehend fur Sie
aufgeschrieben. Der Einfachheit halber wurden sie bereits in Codons aufgeteilt.

* * ok
DNA : 37 TGG TAA TTT CTT TTA TAG TAG AAA CCA CAA 57

RNA:

2. Verwenden Sie eine mMRNA-Codon-Tabelle, um diesen Teil der mMmRNA in eine
Aminosauresequenz zu Ubersetzen. Sie kénnen die Ein-Buchstaben-Abkurzungen fur
Aminosauren verwenden. Denken Sie daran, dass diese Sequenz aus der Mitte eines Gens
stammt und es daher keinen Startcodon gibt.

AA seq:




3. Dieals AF508 bekannte Mutation ist eine Deletionsmutation. Bei AF508 werden die
CTT an den Positionen 21-23 der DNA-Sequenz (gelb hervorgehoben und mit *
markiert) aus der DNA entfernt. Die neue Sequenz ist unten geschrieben worden.
Transkribieren und Ubersetzen Sie diese neue DNA-Sequenz.

.

DNA: 3’ TGG TAA TTT CTT TTA TAG TAA CCA CAA 5
RNA : o
AA seq:

4. Welche Anderung trat in der Aminosauresequenz auf?

5. Dieerste Aminosaure, die Sie Ubersetzt haben, entspricht der Aminosaure
501 des CFTR-Proteins. Welche Aminosaure ist von der Mutation betroffen,
die Sie gerade vorgenommen haben?

6. Transkribieren Sie nun die Nukleotide 121-156 in mRNA. Verwenden Sie dann lhre
MRNA-Codon-Tabelle, um diesen Teil der mRNA in eine Aminosauresequenz zu
Ubersetzen. Sie kdnnen die Ein-Buchstaben-Abkurzungen fur Aminosauren
verwenden. Denken Sie daran, dass diese Sequenz aus der Mitte eines Gens
stammt, es gibt also kein Startcodon.

A |

DNA: 3® GAA €CCT CTT CCA CCT TAG TGT GAC TCA CCT CCA GTT 5

RNA : L
AA Seq:

7. Eine zweite Mutation mit der Bezeichnung G542X verandert das Cytosin (C) (grun
hervorgehoben) in ein Adenin (A). Wie wirde sich diese Anderung auf das
endgultige Protein auswirken? Denken Sie daran, dass Sie zuerst in mRNA
transkribieren und dann lhre Codontabelle verwenden mussen, um lhre mRNA-
Sequenz in Aminosauren zu Ubersetzen.

RNA : L
AA Seq:

8. Beider dritten Mutation, bekannt als G551D, wird das Cytosin (C) (blau hervorgehoben) in
Position 152 durch ein Thymin (T) ersetzt. Welche Auswirkung hat diese Veranderung auf das



RNA :
AA Seq:

fertige Protein? Verwenden Sie |hre Codontabelle, um Ihre mRNA-Sequenz in Aminosauren
ZU Ubersetzen.

CFTR-Mutationen werden in sechs Klassen eingeteilt. Wir werden uns die ersten drei Klassen
ansehen.

Mutationen der Klasse | verhindern, dass die Translation ordnungsgeman
abgeschlossen wird, und es wird nie eine vollstandige Aminosaurekette gebildet.
Mutationen der Klasse Il fUhren zu einer vollstandigen oder fast vollstandigen
Aminosaurekette, die sich jedoch nicht richtig falten kann, so dass das Protein
nie in die Zellmembran eingebaut wird.

Mutationen der Klasse Ill fUhren zu einem vollstandig gebildeten Protein, das in
die Zellmembran eingebaut wird, dessen lonenkanal sich aber nicht richtig

offnet, so dass das Protein nicht mehr funktioniert.

Von den drei besprochenen Mutationen ist G542X (gelb hervorgehoben) eine Mutation der
Klasse I; AF508 (grun hervorgehoben) ist eine Mutation der Klasse II, G551D (blau
hervorgehoben) ist eine Mutation der Klasse Ill. Basierend auf Ihrer Analyse und den
bereitgestellten Informationen:

Fassen Sie zusammen, welche Auswirkungen die einzelnen Mutationen auf die
Aminosauresequenz haben.

Erlautern Sie dann, wie diese Veranderung dazu fuhren kénnte, dass das Protein als Mutation
der Klasse |, Il oder Il eingestuft wird.

G542X:

AF508:

G551D:

Das CFTR-Protein ermdoglicht den Austritt von Chlorid-lonen aus der Zelle. Die folgende Abbildung
zeigt eine Zellmembran mit sechs normalen CFTR-Proteinkanalen.
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Jeder Mensch hat zwei Kopien des CFTR-Gens, eine auf jeder Kopie von Chromosom 7. Das
bedeutet, dass typischerweise die Halfte der CFTR-Proteine in einer Zelle von einer Kopie des Gens
kodiert wird, wahrend die Halfte der Proteine von der anderen Kopie des Gens kodiert wird.
Mukoviszidose gilt als rezessive Erkrankung. Das heil3t, wenn eine Person heterozygot fur die
Krankheit ist, kann das eine funktionsfahige Gen immer noch seinen Anteil am gesunden CFTR-
Protein produzieren. Lassen Sie uns untersuchen, was das auf zellularer Ebene bedeutet.

Unten sind Membranen mit CFTR-Proteinen abgebildet. Jede Membran stellt die Zellmembran
einer anderen Person dar. Der Genotyp der Person ist links neben der Membran beschrieben.

FUr jede der nachstehenden Membranen werden Sie je nach Mutationsklasse folgende
Schritte unternehmen:
e Kreuzen Sie das Protein mit einem X an, wenn es in der Membran nicht
vorhanden sein sollte.
e Zeichnen Sie Linien, die den Kanal blockieren, wenn das Protein zwar
vorhanden ist, aber nicht funktioniert.
e lassen Sie das Protein in Ruhe, wenn es vorhanden und funktionsfahig ist.

10. Eine Person mit einer AF508-Mutation auf beiden Chromosomen. Markieren Sie die Proteine
wie in der Anleitung oben beschrieben. Glauben Sie aufgrund der Markierung der Proteine,
dass diese Person Mukoviszidose haben wird?




11. Eine Person mit einer AF508-Mutation auf einem Chromosom und einer G551D-Mutation auf
dem anderen. Markieren Sie die Proteine wie in der Anleitung oben beschrieben. Glauben Sie
aufgrund der Markierung der Proteine, dass diese Person Mukoviszidose haben wird?

12. Eine Person mit einer G551D-Mutation auf einem Chromosom und keiner Mutation auf
dem anderen. Markieren Sie die Proteine wie in der Anleitung oben beschrieben. Glauben
Sie aufgrund der Markierung der Proteine, dass diese Person Mukoviszidose haben wird?

13. Eine Person mit einer G542X-Mutation auf einem Chromosom und einer G551D-Mutation
auf dem anderen. Markieren Sie die Proteine wie in der Anleitung oben beschrieben.
Glauben Sie aufgrund der Markierung der Proteine, dass diese Person Mukoviszidose

haben wird?

14. Eine Person mit einer G542X-Mutation auf einem Chromosom und keiner Mutation auf
dem anderen. Markieren Sie die Proteine wie in der Anleitung oben beschrieben. Glauben
Sie aufgrund der Markierung der Proteine, dass diese Person Mukoviszidose haben wird?



15.

6.

17.

Mukoviszidose ist eine rezessive Erkrankung. Ist es richtig, alle Menschen mit
Mukoviszidose als Homozygote zu bezeichnen? Begrinden Sie |hre Antwort.

Ein haufiges und manchmal tédliches Symptom der Mukoviszidose sind
anhaltende Lungeninfektionen. Dies liegt daran, dass die Mutation dazu fuhrt,
dass der Schleim in der Lunge klebrig und zahflUssiger (weniger wassrig) wird.
Erklaren Sie in Ihren eigenen Worten, wie eine Mutation im CFTR-Gen zu
klebrigem Schleim in der Lunge fuhrt.

Einige Personen, die ein normales Allel fur CFTR und ein Allel mit einer Mutation
haben, zeigen leichte Symptome von Mukoviszidose, obwohl sie im Allgemeinen
gesund sind. Erlautern Sie anhand des folgenden Diagramms, warum das so sein
kdnnte. Beziehen Sie die Bewegung von Chloridionen und Wasser in lhre Antwort
ein. Erlautern Sie lhre Zeichnung in dem dafur vorgesehenen Feld.




18. Welches der obigen Diagramme (Nr. 11-15) entspricht am ehesten dem,
was man in Missy Bakers Zellmembranen finden wurde? Erklaren Sie,
warum Sie das glauben.

Amino acid codon table

o]
2
1

=]
L

L5

=
=

=
I
=

W

[=]
(=
e
<
T8

Phanylalanine
{Phe, Fi

Tyrasine
Ty )

Cyshajime
(Cya, T}

STOP

Tryptophan
(Trp, W

Leucime
fLeu, L)

Proline
{Pra, P

Higkidire
{His, HI

Glutamine
(GIn, G

Arginins
Carg, RY

laalaucing
ke, 13

Methianine
fiMet, M) START

Thraanina
{Thi, T)

Asparagine
fasm, Wi

Serine
{Bar, 5]

Lysime
{Lys, K)

Arginine
Carg, RY

Aspartic Acid
Coasp, OO

Glutamic Acid
(Glu, E)

Glyeine
(Gly, G

Third Position Nucleotide
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Erwartete Ergebnisse

Die Ergebnisse der Gelelektrophorese sollten dieser Zeichnung ahneln:

Ladder A B H D

Base

Pairs

1,000

| LI

766

500

300

150

50

Diese Zeichnung stellt einen 20-minutigen Lauf mit einem blueGel dar. Beachten Sie, dass die
Spitze der DNA-Leiter bei einem kurzen Gellauf wahrscheinlich nicht vollstandig getrennt wird, aber
das ist in Ordnung! Sie mussen die Leiter nur im Bereich von 300-766 bp trennen, um die
experimentellen Ergebnisse interpretieren zu kénnen.

Ergebnisse und Interpretation
Verdachtiger A | Verdachtiger | Kontrolle H Kontrolle D
B

Normales CFTR
(700 bp) v v

Mutiertes CFTR
(400 bp) v v
Genotyp FF ff FF ff

e Da wir wissen, dass Missy Baker eine Deletion in ihrem CFTR-Gen hat, erwarten wir, dass die
DNA von Missy Baker eine 400-Bp-Bande aufweist.
e Die Probe aus dem Auto des Verdachtigen B kdnnte zu Missy Baker gehdren.
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Troubleshooting

Wenn die fluoreszierenden DNA-Banden in einer oder mehreren Versuchsproben schwach oder
gar nicht vorhanden sind, kann Folgendes passiert sein:

Zu viel Gewebe: Die haufigste Fehlerquelle bei diesem Protokoll ist die DNA-Extraktion.
Wiederholen Sie die DNA-Extraktion und achten Sie darauf, dass die Lernenden ihre Wangen
nur leicht abkratzen, da zu viel DNA die PCR hemmen kann.

Suboptimale PCR-Amplifikation: Pipettierfehler beim PCR-Setup kénnen zu einer
suboptimalen Amplifikation fUr einzelne Proben der Lernenden fUhren.

Die DNA-Proben kédnnen nicht auf das Gel geladen werden: Das Laden der DNA-Proben fur
die Gelelektrophorese erfordert ein wenig Ubung. Die Banden erscheinen schwach, wenn die
Lernenden nicht die gesamte Probenmenge in die Vertiefungen einbringen.

Wenn auf dem Gel keine fluoreszierenden DNA-Banden zu sehen sind, auch nicht fur die DNA-
Leiter, kann Folgendes passiert sein:

Fehlende Verwendung einer fluoreszierenden DNA-Farbung: Dieses Labor erfordert
Agarosegele, die mit einem fluoreszierenden DNA-Farbstoff (z. B. SeeGreen™) hergestellt
wurden. DNA-Farbemittel, die DNA mit einer sichtbaren blauen Verbindung sichtbar
machen, sind weniger empfindlich und mit diesem Kit nicht kompatibel.

Falsche Visualisierungsbedingungen: Fluoreszierende DNA-Farbungen (z. B. SeeGreen™)
mussen mit einem Blaulicht- oder UV-Transilluminator betrachtet werden. Das blueGel
System verflgt Uber einen integrierten Blaulichttransilluminator. Vergewissern Sie sich, dass
Sie fur die DNA-Visualisierung das blaue Licht des blueGel-Systems durch Drucken der
Gluhbirnen-Taste eingeschaltet haben.

Die Proben sind aus dem Gel herausgelaufen: Wenn Sie das Gel zu lange laufen lassen,
kdnnen die DNA-Proben vom Gel abwandern. Uberwachen Sie den Fortschritt, indem Sie die
DNA-Proben gelegentlich unter einem Transilluminator Uberprufen oder den Ladefarbstoff
verfolgen, der mit dem Auge sichtbar ist. Beenden Sie den Lauf, bevor der farbige
Ladefarbstoff das Ende des Gels erreicht.

Die Reagenzien wurden unsachgeman gelagert und/oder sind abgelaufen: Der Kit kann bis
zu zwolf Monate nach Erhalt im Gefrierschrank aufbewahrt werden. Eine Lagerung unter
anderen Bedingungen oder Uber diesen Richtwert hinaus kann die Leistung
beeintrachtigen.
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Hinweise zur Versuchsdurchfuihrung

Dieser Versuch dient als Einfuhrung in DNA-Tests und genetische Krankheiten am Beispiel des
CFTR-Gens und der Mukoviszidose. Wir glauben, dass dieser Ansatz das richtige Gleichgewicht
zwischen intellektuellem Engagement, Untersuchung und Zuganglichkeit bietet. Um diese Ziele zu
erreichen, wurden bei der Konzeption dieses Labors bestimmte Elemente vereinfacht. Einige dieser
Elemente sind:

In diesem Labor wird vorbereitete DNA-Vorlage verwendet, um menschliche genomische
DNA zu simulieren.

Das haufigste Mukoviszidose-Allel beinhaltet eine Deletion von drei Basenpaaren. Eine
solche Deletion ware zwar mit PCR nachweisbar, wlrde aber empfindlichere
Elektrophoreseverfahren erfordern, als sie in einem typischen Klassenzimmer zur Verfigung
stehen. Wir haben einen Langenunterschied von etwa 300 Basenpaaren zwischen den PCR-
Fragmenten verwendet, um ein robusteres und leichter zu erkennendes Ergebnis zu
erhalten.

Wahrend dieses Labor eine forensische Ermittlungsgeschichte verwendet, um es fesselnd zu
machen, beruht die forensische DNA-Analyse auf der Analyse von Bereichen des Genoms,
die polymorphe kurze Tandemwiederholungen enthalten.

Zusatzaufgaben

Die folgenden optionalen Zusatzaufgaben bieten den Lernenden die Méglichkeit, die Themen zu
vertiefen.

CFTR und zystische Fibrose: Missy Baker hat die Erbkrankheit Mukoviszidose. Erforschen Sie den
Zusammenhang zwischen genetischer Mutation und Krankheit in dieser Aktivitat. Die Lernenden
mussen wissen, wie man mRNA-Sequenzen von der DNA transkribiert und wie man mRNA-
Sequenzen mithilfe einer mRNA-Codon-Tabelle Ubersetzt. Eine mRNA-Codon-Tabelle wird zur
Verflgung gestellt.

Lernziele und entwickelte Fahigkeiten

Lernziele fur Lernende

Korrelieren Sie Genotyp und Phanotyp
Erkennen, wie die Aminosaurezusammensetzung die Proteinfunktion beeinflusst

Zusammenhang zwischen Veranderungen in der DNA- und Aminosauresequenz und
menschlichen Krankheiten

Losen Sie reale Probleme mit Hilfe der genetischen Analyse

die Grundsatze und die Praxis der PCR zu verstehen

Fahigkeiten zur wissenschaftlichen Untersuchung

Identifizieren oder stellen Sie eine prufbare Frage

Hypothesen formulieren

Identifizierung abhangiger und unabhangiger Variablen und geeigneter experimenteller
Kontrollen

Befolgen Sie detaillierte Versuchsprotokolle
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Tabellen oder Diagramme erstellen, um ihre Ergebnisse zu prasentieren
Daten in einem Diagramm oder einer Tabelle interpretieren

Daten verwenden, um eine Hypothese zu bewerten

Eine wissenschaftlich belegte Behauptung aufstellen

Eine wissenschaftliche Behauptung mit Argumenten begrinden

Molekularbiologische Kenntnisse
e Mikropipettieren
e PCR
e Agarosegel-Elektrophorese



