Isolierung von DNA aus Fischstäbchen 


online
Material 4

Um die Template-DNA für die PCR zum Nachweis bestimmter Sequenzen verwenden zu können, wird zunächst die DNA isoliert.
Material

Iglo® Lachs-Fischstäbchen (tiefgefroren), Aldi® Eskimo Fischstäbchen (tiefgefroren),                                                        Kabeljau-Filet (Kontrolle; vom Markt oder tiefgefroren), Lachs-Filet (Kontrolle; vom Markt oder tiefgefroren); Pipetten verschiedener Volumina; mehrere sterile Eppendorf-Tubes (2 ml); ein Heizblock (minimal 37 °C, maximal 50 °C); eine Zentrifuge (bis 12.000 rpm); ein Gefrierfach (-20 °C); Lysispuffer (enthält: 50mM Tris-HCl pH 8,0; 50mM EDTA; 100mM NaCl; 1% SDS; in Aqua dest.); Proteinase K (kommerziell); 100 % Ethanol, 70 % Ethanol; TE-Puffer (10mM Tris pH 8,0; 1mM EDTA; in Aqua dest.); RNase (kommerziell ) 

Durchführung
1. Füllen Sie kleine Fisch-Stückchen (0,5 cm x 0,5 cm; roher bzw. tiefgekühlter, unbehandelter Lachs, Kabeljau sowie Iglo® Lachs-Fischstäbchen und Discounterfischstäbchen – möglichst ohne Panade) in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße und beschriften Sie diese. 

2. Überschichten Sie anschließend alle Proben mit 600µl Lysispuffer und 1,4µl Proteinase K (1mg/ml). 

3. Inkubieren Sie die Proben für 12 Stunden im Heizblock bei 50°C. 

4. Geben Sie anschließend 600µl 5M NaCl zu jeder Probe.

5. Zentrifugieren Sie die Proben bei 12.000 rpm für 10 min.

6. Überführen Sie nach der Zentrifugation den Überstand in ein neues 2ml Eppi und überschichten diesen mit 700µl eiskaltem 100 % Ethanol. 

7. Inkubieren Sie die Proben für 5 min bei Raumtemperatur.

8. Frieren Sie anschließend die Proben für zwei Stunden bei -20°C ein. 

9. Zentrifugieren Sie die Proben für 10 min bei 12.000 rpm und verwerfen Sie den Überstand. 

10. Resuspendieren Sie das Pellet mit 700µl 70% Ethanol und zentrifugieren Sie anschließend für 10 min bei 12.000 rpm. 

11. Verwerfen Sie den Überstand erneut und nehmen das trockene DNA-Pellet in 80µl TE-Puffer mit 0,2µl RNAse auf. 

12. Inkubieren Sie die Proben anschließend bei 37°C im Heizblock für 40 min. 

13. Zur endgültigen Lagerung oder bis zur weiteren Verwendung können Sie die isolierte DNA im Kühlschrank aufbewahren. 

14. Für die PCR verwenden Sie 1 µl dieser DNA-Proben für einen Standard 50 µl PCR-Ansatz. 

Glossar 
Agarose-Gelelektrophorese
Methode, bei der in einem Agarose-Gel (Gel aus Polysacchariden einer Alge) eine Auftrennung von Biomolekülen anhand ihrer Größe stattfinden kann.

Amplifizierung
«Vervielfältigung», hier bezogen auf die Vervielfältigung der eingesetzten DNA Sequenz während der PCR.

Annealing
«Bindung», gemeint ist hierbei die Phase der PCR, bei der nach vorausgegangener Denaturierung bei 94-96 °C, bei ca. 50-65 °C die Primer an die denaturierten DNA-Einzelstränge binden. Die Primer sind dabei die Startpunkte für die DNA Polymerase, welche die Amplifizierung der DNA Sequenzen durchführt.

Anti-sense-/ Sense-Strang
Die DNA ist aufgebaut als eine Doppelhelix (siehe auch DNA), dabei gibt es einen DNA Strang, der als sense-Strang und einen Strang, der als anti-sense-Strang bezeichnet wird und auf die Orientierung des Strangs hinweist. Der anti-sense-Strang besitzt dabei eine 5’-3’ Orientierung, während der sense-Strang eine 3’-5’ Orientierung besitzt.

Denaturierung
Phase der PCR, in der die DNA auf 95 °C erhitzt wird, was dazu führt, dass sich die Wasserstoffbrücken zwischen den Basen lösen und der DNA-Doppelstrang zu zwei Einzelsträngen wird.

Elongation
Phase der PCR, in der das Tube und sein Inhalt auf 72 °C erhitzt wird. Bei dieser Temperatur handelt es sich um das Optimum der DNA Polymerase, die die freien Nukleotide mit dem DNA Einzelstrang verknüpft. 

Ethidiumbromid
Ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der in der Molekularbiologie verwendet wird, um Nukleinsäuren (DNA und RNA) nachzuweisen. Das Farbmolekül lagert sich in die Doppelhelix der Nukleinsäuren und ist durch die UV-Bestrahlung der Wellenlänge 254 - 366 nm anregbar. Aufgrund der Tatsache, dass sich Ethidiumbromid in die DNA einbauen und diese somit verändern kann, gilt dieser Farbstoff als krebserregend.

Eppi
Reaktionsgefäß, siehe auch Tube. Hiermit wird ein Standard-Reaktionsgefäß der Firma Eppendorf bezeichneit, welches für unterschiedliche Volumina oder Zwecke erworben werden kann, z.B. 1,5 ml oder 2 ml oder eben auch als Tube für einen PCR-Ansatz.

Hybridisierung
Bezeichnet die Anlagerung von komplementärer DNA an einen DNA-Einzelstrang, z.B. das Anlagern der Primer an den in der Denaturierung hergestellten DNA Einzelstrang.
in vitro
Kommt aus dem Lateinischen und bedeutet “im Glas”. Generell bezieht sich die Bezeichnung in vitro daher auf organische Vorgänge, die nicht in lebenden Organismen, sondern unter künstlichen Bedinungen, wie im Reagenzglas oder im PCR-Tube, stattfinden.

Leitstrang
Derjenige DNA Strang der Doppelhelix, der in 5’ zu 3’ Richtung verläuft. Wird im Englischen auch als leading strand bezeichnet.

Lyse
Unter einer Lyse versteht man allgemein die Zersetzung oder den Verfall von organischem Material. In diesem Experiment wurde die Lyse künstlich unter Verwendung des Lysepuffers bei einer bestimmten Temperatur herbeigeführt, so dass sich die organischen Zellbestandteile der Proben zersetzen und die gewünschte DNA aus den Zellen befreit und somit abtrennbar wird, siehe auch Präzipitation der DNA.

Matrize
siehe auch Template; Die Matrize ist die Vorlage oder Schablone, die zur Vervielfältigung von etwas benötigt wird – während einer PCR fungiert eine bestimmte DNA Sequenz als Matrize oder Template.

Marker (Größenstandard)
Um in der Agarose-Gelelektrophorese die Größen der in der PCR entstandenen Fragmente bestimmen zu können, wird ein Größenstandard mitgeführt. Er enthält DNA-Fragmente verschiedener Basenpaar-Größen und wird bei jeder Gelelektrophorese auf das Gel aufgetragen. Die verschieden großen DNA-Fragmente erscheinen als Banden und können so mit den Fragmenten aus der PCR verglichen werden.

Methylenblau
Ist ein Phenothyazin-Derivat und wird als Färbemittel der DNA verwendet. Sein Vorteil ist die Ungefährlichkeit, was aber zu Lasten der Färbesensitivität geht.


Negativ-Kontrolle
Ein wichtiger Kontrollansatz, der in allen Punkten mit dem experimentellen Ansatz identisch ist bis auf das Fehlen eines Faktors, der Gegenstand oder essentiell für die Untersuchung ist (z.B. in diesem Experiment: PCR-Ansatz ohne DNA). Mit der Negativ-Kontrolle soll der Hintergrundwert oder Fehler des Experiments ermittelt werden.
Nukleotid
Grundbaustein der Nukleinsäuren, der immer aus drei Bestandteilen aufgebaut ist: 1) einer Phosphorsäure, 2) einem Pentose-Zucker und 3) einer der fünf Nukleobasen: Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin in der DNA– und Uracil statt Thymin in der RNA.

PCR
Ist eine molekularbiologische Methode, um DNA in vitro zu vervielfältigen. Dazu wird ein Enzym verwendet, die DNA Polymerase. Der Begriff Kettenreaktion beschreibt in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass die Produkte vorheriger Zyklen als Matrizen für den nächsten Zyklus dienen und somit eine exponentielle Vervielfältigung ermöglichen.



Die PCR läuft dabei nach dem folgenden Schema ab: 1) Initiale Denaturierung der DNA Doppelhelix für 5 min. bei 94 °C, 2) Denaturierung für 50 Sekunden bei 94 °C, 3) Annealing der Primer bei 58 °C für 50 Sekunden, 4) Elongation durch die DNA Polymerase für 2 min. Bei 72 °C (die Schritte 2 bis 4 werden 39 Mal wiederholt, bevor man zu Schritt 5 geht), 5) finale Elongation bei 72 °C angepasst an die Fragmentgröße, dabei gilt 1 min. für 1000 bp.

Positiv-Kontrolle
Ein weiterer, wichtiger Kontrollansatz in einem Experiment, bei dem eine bekannte Substanz eingesetzt wird, um ein bestimmtes Ergebnis hervorzurufen (z.B. in diesem Experiment: PCR-Ansatz mit Fisch-DNA). Damit wird sichergestellt, dass das angewendete Testverfahren richtig funktioniert. Gegensatz dazu ist die Negativ-Kontrolle, in der keine Wirkung hervorrufen wird.

Präzipitation der DNA
Durch die Fällung wird es möglich, die DNA aus dem Gemisch an aufgelöstem organischen Material abzutrennen. 
Primer (Oligonukleotid)

kurze (zwischen 20 und 28 Basenpaaren), einzelsträngige DNA-Stücke, die als Startpunkte der DNA Polymerase bei der Amplifizierung einer DNA Sequenz dienen. Die DNA Polymerase benötigt für ihre Arbeit eine freie Hydroxylgruppe als Startpunkt für ihre erste Verknüpfung – dies wird durch die Primer zur Verfügung gestellt. Für die Amplifizierung eines bestimmten DNA Fragmentes werden zwei Primer benötigt – für den Start- und den Endpunkt der DNA Polymerase Aktivität. Die Primer müssen dabei so gewählt werden, dass sie revers-komplementär zur gewünschten DNA Sequenz sind. 

Resuspendieren
Das Resuspendieren beschreibt die Wiederaufnahme oder auch Lösung eines Moleküls, beispielsweise der DNA, in einer Flüssigkeit.

Template
siehe auch Matrize; Das Template ist die Vorlage oder Schablone, die zur Vervielfältigung von etwas benötigt wird – während einer PCR fungiert eine bestimmte DNA Sequenz als Matrize oder Template.

Tube
Reaktionsgefäß, siehe auch Eppi. Hiermit wird ein Standard-Reaktionsgefäß der Firma Eppendorf bezeichneit, welches für unterschiedliche Volumina oder Zwecke erworben werden kann, z.B. 1,5 ml oder 2 ml oder eben auch als Tube für einen PCR-Ansatz.

Wasserstoffbrücken
elektrostatische Bindung zwischen Wasserstoff und Sauerstoffatomen. Es handelt sich dabei um eine reversible und recht schwache Bindung, welche beispielsweise durch Wärme/Hitze getrennt und durch Abkühlung erneut geschlossen werden kann.

Versuchsanleitung für Lehrer

Im folgenden Versuch geht es um den eventuellen Nachweis von Kabeljau-, bzw. Lachs-DNA in Lachs‑Fischstäbchen, sowie in Fischstäbchen vom Discounter. Dieser Nachweis soll mittels PCR durchgeführt werden. Die Schüler arbeiten dabei in Gruppen zusammen. Das folgende Protokoll soll hier als ein Beispiel-Protokoll dienen, das beliebig abgewandelt werden kann z.B. durch das Verwenden anderer Materialien oder Chemikalien sowie durch Verwendung eines Thermocyclers anstelle von Wasserbädern. 

Im Folgenden finden sich die Materialien, Lösungen und die Anleitung, die zur Durchführung der PCR benötigt werden.

[image: image1.jpg]bp

10,000
8,000
£,000

|- 5000
2,000

3,000
2,500

2,000
1500
1,000

750
500

250,
253

0.7% agarose



Im Anschluß und zur Auswertung der PCR wird eine Gelelektrophorese und eine Färbung des Gels durchgeführt, mit der die Ergebnisse der PCR sichtbar gemacht werden.
1. Material

· „Werkzeug“

i. Pipetten

1. 0,1 – 10µl
(benötigt weiße Spitzen)

2. 2 – 20µl

(benötigt gelbe Spitzen)

3. 20 – 200µl
(benötigt gelbe Spitzen)

ii. Elektrophoresekammer und Spannungsquelle

iii. Zentrifuge

iv. Heizblock

v. Drei beheizbare Wasserbäder (für Denaturierung,

Annealing & Elongation)

vi. Thermometer (zur Kontrolle der Wasserbäder)

vii. Timer/ Stoppuhr (zum Einhalten der Zyklenschritte

der PCR) 

viii. Floatie (schwimmfähiges Halterung für PCR-Tubes

· Verbrauchsmaterial

i. 10 PCR-Tubes

ii. Eis

iii. Gelbe und weiße Pipettenspitzen

iv. Handschuhe

v. Parafilm (zum sicheren Verschließen der PCR-Tubes in den Wasserbädern)

vi. 1,5 ml und 2 ml Eppis


· Lösungen & Chemikalien

i. Allgemein:

1. Tris
2. HCl
3. EDTA
4. Bromphenolblau
5. Essigsäure, p.a.
6. NaCl
7. SDS
8. Aqua dest.
9. Ethanol (100%, 70%)
10. Proteinase K
11. RNAse A
ii. Für die PCR

1. H2O

2. 5x Taq-Puffer (Polymerase Puffer)*

3. MgCl2 (25mM)

4. dNTPs

5. Primer:

a. im MM 1 mit:
LF
(Lachs Forward Primer)
LR 
(Lachs Reverse Primer)

b. im MM 2 mit:
KF 
(Kabeljau Forward Primer)
KR 
(Kabeljau Reverse Primer)

6. Taq-Polymerase

7. DNA (Template)

a. Wasser ( Negativ-Kontrolle (keine DNA)

b. DNA aus Lachs

c. DNA aus Kabeljau

d. DNA aus Iglo® Lachs-Fischstäbchen

e. DNA aus Discounter Fischstäbchen

* Als Alternative zu „normalem“ Taq-Puffer ist ein eingefärbter 5x Taq Puffer (colored) im Handel erhältlich, der das spätere Hinzugeben von 6x Ladepuffer für die Agarose-Gel-Elektrophorese ersetzt.


iii. Für die Gel-Elektrophorese

1. Agarose-Gele (1%)
2. 50x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer): 2 M Tris, 5,71%  (v/v) Essigsäure p.a., 50 mM EDTA pH 8.0 (in 1x Konzentration verwenden

3. 6x Ladepuffer (60% Glycerol; 60mM EDTA; 0,1% Bromphenolblau)

4. DNA Marker (DNA Leiter)


iv. Für die Färbung

1. Methylenblaulösung (0,02% Methylenblau in H2O)

2. Methoden
· PCR im Wasserbad/ Thermocycler


i. Beschriftung der PCR-Tubes

1. 10 PCR-Tubes

2. Beschriftung mit einem wasserfesten Stift auf dem Deckel der PCR-Tubes (zur Wiedererkennung der Proben); mit Parafilm zukleben, falls eine PCR im Wasserbad durchgeführt wird.

3. 5 Tubes pro MM 
a. (5 Tubes für MM 1 und 5 Tubes für MM 2 – mit dem Zusatz, welche DNA noch hinein pipettiert werden muss:
i. Wasser (Keine DNA)

( - (Minus)
ii. Lachs DNA


( L
iii. Kabeljau DNA


( K
iv. Iglo® Lachs-Fischstäbchen DNA
( I
v. Aldi® Eskimo Fischstäbchen DNA
( D 

Beschriftungsschema

Tabelle 2: Beschriftung der PCR-Tubes

	1. Tube
	2. Tube
	3. Tube
	4. Tube
	5. Tube

	1-
	1L
	1K
	1I
	1D

	2-
	2L
	2K
	2I
	2D


Damit die Tubes jeder Arbeitsgruppe eindeutig zugeordnet werden können, muss noch ein Gruppenkürzel hinzugefügt werden.


ii. Zusammenpipettieren der PCR-Ansätze

Alle Chemikalien und Lösungen für die PCR befinden sich auf Eis. Die Komponenten für eine PCR-Reaktion sehen folgendermaßen aus:
Tabelle 3: Pipettierschema eines PCR Ansatzes mit einem Endvolumen von 50µl

	Schritt
	Chemikalie/ Lösung
	Volumen

	1
	H2O
	37,5 µl

	2
	5x Taq-Puffer
	5 µl

	3
	MgCl2 (25mM)
	4 µl

	4
	dNTPs
	1 µl

	5
	Forward Primer
	0,5 µl

	6
	Reverse Primer
	0,5 µl

	7
	Taq-Polymerase
	0,5 µl

	8
	DNA Template

(entweder -, L, K, I oder D)
	1 µl


Diese Angaben beziehen sich nur auf eine Reaktion. In dem hier geplanten Versuch gibt es jedoch fünf Reaktionen: fünf Reaktionen mit dem MM 1 und ein weiteres Mal fünf Reaktionen mit dem MM 2. Daher müssten die obigen Volumina mit dem Faktor fünf multipliziert werden, um einen Mastermix für fünf Reaktionen zu ergeben. Um „auf Nummer sicher“ zu gehen rechnet man gebräuchlicherweise immer für eine Reaktion mehr, in diesem Fall würde man also alle Substanzen mit dem Faktor 6 multiplizieren.
Es empfiehlt sich bei diesem Versuch noch nicht beide Mastermixe vollständig vorzulegen. Von den Schülern sollten z.B. noch die beiden Primerpaare und die Polymerase hinzugegeben werden, weiterhin natürlich auch noch das jeweilige Template in das entsprechende PCR-Tube. Dabei kann das folgende Pipettierschema helfen:

Tabelle 4: Pipettierschema für 10 PCR Ansätze

	Die zehn beschrifteten PCR Tubes

Angaben in µl

	Inhalt
	1-
	1L
	1K
	1I
	1D
	
	2-
	2L
	2K
	2I
	2D

	1
	47,5
	47,5
	47,5
	47,5
	47,5
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	47,5
	47,5
	47,5
	47,5
	47,5

	LF
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	
	
	
	
	
	

	LR
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	
	
	
	
	
	

	KF
	
	
	
	
	
	
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	KR
	
	
	
	
	
	
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	-
	1
	
	
	
	
	
	1
	
	
	
	

	L
	
	1
	
	
	
	
	
	1
	
	
	

	K
	
	
	1
	
	
	
	
	
	1
	
	

	I
	
	
	
	1
	
	
	
	
	
	1
	

	D
	
	
	
	
	1
	
	
	
	
	
	1

	Polymerase
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5


iii. Benutzung des Wasserbads/ Thermocyclers
Nachdem alle PCR Ansätze in den Tubes zusammenpipettiert sind und die Tubes korrekt beschriftet wurden, werden sie in den Thermocycler bzw. einen „Floatie“ und anschließend ins erste Wasserbad gestellt. Falls die Wasserbad-Variante gewählt wird, sollten drei Wasserbäder vorhanden sein – ein Wasserbad für die Denaturierung bei 94°C, ein Wasserbad für das Primer Annealing bei 58°C und das dritte Wasserbad für die Elongation durch die Taq-Polymerase bei 72°C. 
Das Programm für die PCR sieht folgendermaßen aus:
1. Initiale Denaturierung

94°C

5min.
2. Denaturierung


94°C

50sec
3. Annealing


58°C

50sec
4. Elongation


72°C

2min
5. Finale Elongation

72°C

5min

Die Durchführung der PCR dauert etwa 2 ½-3 Stunden. 

· Gelelektrophorese
Das Auftragen der PCR-Ansätze auf ein Agarose-Gel

Anschließend können die PCR-Proben, bzw. eventuell schon fertige Proben auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen werden. Erst durch die Gelelektrophorese und eine anschließende Färbung des Gels können die Ergebnisse der PCR sichtbar und somit „auswertbar“ gemacht werden.

Vor dem Probenauftrag noch drei Hinweise: 
6. Zu den Proben muss ggf. noch 10µl 6x Ladepuffer hinzugegeben werden.
a. Ladepuffer direkt in jedes PCR Tube geben. 
b. Der Ladepuffer enthält Glycerin, so dass sich der PCR Ansatz nicht im Laufpuffer der Elektrophoresekammer verteilt sondern in die Taschen absinkt, zusätzlich ist ein Farbstoff enthalten, um das Auftragen zu erleichtern.

7. Die gegossenen Gele in die Gelkammer legen und vollständig mit 1xTAE bedecken. 
Wichtig beim Auftrag der Proben auf das Gel – immer einen Marker/ Standard (eine „DNA-Größen-Leiter“) mit auftragen.
a. Ohne einen Marker ist kein Größenvergleich und somit keine Überprüfung der Ergebnisse möglich.

8. Tragen sie jeweils nur eine Probe pro Tasche auf.


Auftragsschema für ein Gel mit 11 Taschen:

Tabelle 5: Beispielhafter  Auftrag auf das Agarosegel
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11



	5µl Marker
	20µl

1-
	20µl

1L
	20µl

1K
	20µl

1I
	20µl

1D
	20µl

2-
	20µl

2L
	20µl

2K
	20µl

2I
	20µl

2D


Nach dem Auftragen der Proben auf das Gel wird die Gelkammer an eine Spannungsquelle angeschlossen. Es wird eine Spannung von 100-120 Volt angelegt. 
Durch den gefärbten Ladepuffer kann nun das Fortschreiten der Elektrophorese im Gel beobachtet werden (Lauffront). Wenn die DNA ausreichend weit gelaufen ist, wird die Elektrophorese gestoppt.

iv. Färbung des Agarosegels mit Methylenblau
Das Gel wird aus der Elektrophoresekammer genommen und in eine Schale gelegt, in der anschließend die Färbung stattfindet. Diese Färbung ist nötig um die spezifischen Banden im Agarosegel sichtbar zu machen.

1. Überschichtung des Gels mit Methylenblaulösung 
a. 15min schütteln
2. Entfärbung des Gels in einer weiteren Schale mit H2O
a. 15min schütteln

v. Dokumentation der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Färbung des Agarosegels werden photographisch festgehalten. 
Durchführung der PCR 






Kreuzen Sie bitte an!

1) Der Einweisung in die Benutzung der Pipetten zuhören; Benutzung ggf. üben

2) Handschuhe anziehen!

3) Beschriften der zehn kleinen PCR Tubes mit einem wasserfesten Stift nach dem folgenden Schema:

	1./2. Tube
	3./4. Tube
	5./6. Tube
	7./8. Tube
	9./10. Tube

	1-
	1L
	1K
	1I
	1D

	2-
	2L
	2K
	2I
	2D


a. Das Gruppenkürzel nicht vergessen!


4) Pipettieren der DNA in die gerade beschrifteten PCR Tubes:

a. Verwendet wird dafür eine passende Pipette mit den entsprechenden Spitzen.

b. Pipettenspitze unbedingt nach jedem Pipettiervorgang wechseln!

c. Die Proben (-, L, K, I, D) befinden sich auf Eis

i. 1µl Wasser in die Tubes 1- und 2-



ii. 1µl Lachs DNA in die Tubes 1L und 2L


iii. 1µl Kabeljau DNA in die Tubes 1K und 2K


iv. 1µl Iglo® DNA in die Tubes 1I und 2I


v. 1µl Discounter DNA in die Tubes 1D und 2D

5) Zwei Mastermix Tubes vom Eis holen.

6) Beschriften der Mastermix Tubes mit 1  und 2

7) Pipettieren der Primer:

a. Verwendet wird dafür eine passende Pipette mit den entsprechenden Spitzen.

b. Pipettenspitze unbedingt nach jedem Pipettiervorgang wechseln!

c. Die Primer stehen auf Eis

i. 3µl vom Lachs Forward Primer (LF) in das Eppi 1
ii. 3µl vom Lachs Reverse Primer (LR) in das Eppi 1
iii. 3µl vom Kabeljau Forward Primer (KF) in das Eppi 2
iv. 3µl vom Kabeljau Reverse Primer (KR) in das Eppi 2

8) Pipettieren der Polymerase:

a. Verwendet wird dafür eine passende Pipette mit den entsprechenden Spitzen.

b. Pipettenspitze unbedingt nach jedem Pipettiervorgang wechseln!

c. Polymerase steht auf Eis

i. 3µl Taq-Polymerase in Tube 1
ii. 3µl Taq-Polymerase in Tube 2

9) Pipettieren der fertigen Mastermixe 1 und 2 in die mit DNA-befüllten PCR Tubes

a. Verwendet wird dafür eine passende Pipette mit den entsprechenden Spitzen.

b. Pipettenspitze unbedingt nach jedem Pipettiervorgang wechseln!

c. Tube mit Mastermix 1:

i. 49µl aus Mix 1 (enthält Lachs Primer) in PCR Tube 1-
ii. 49µl aus Mix 1 (enthält Lachs Primer) in PCR Tube 1L
iii. 49µl aus Mix 1 (enthält Lachs Primer) in PCR Tube 1K
iv. 49µl aus Mix 1 (enthält Lachs Primer) in PCR Tube 1I
v. 49µl aus Mix 1 (enthält Lachs Primer) in PCR Tube 1D
d. Tube mit Mastermix 2:

i. 49µl aus Mix 2 (enthält Kabeljau Primer) in PCR Tube 2-
ii. 49µl aus Mix 2 (enthält Kabeljau Primer) in PCR Tube 2L
iii. 49µl aus Mix 2 (enthält Kabeljau Primer) in PCR Tube 2K
iv. 49µl aus Mix 2 (enthält Kabeljau Primer) in PCR Tube 2I
v. 49µl aus Mix 2 (enthält Kabeljau Primer) in PCR Tube 2D
10) im Falle einer Wasserbad-PCR: Deckel der PCR-Tubes mit Parafilm zur Sicherheit zusätzlich verschließen und in einen „Floatie“ stellen.

11) PCR Reaktionen nun auf Eis aufbewahren, bis sie in den Thermocycler bzw. das erste von drei Wasserbädern gestellt werden können.


12) Proben in den Thermocycler/ das Denaturierungs-Wasserbad (94°C) stellen, Programm starten bzw. PCR selbst durchführen.

Für den Fall einer Wasserbad-PCR ist eine Gruppe der Schüler dafür verantwortlich, dass die PCR Tubes nach dem folgenden Zeitplan in die insgesamt drei Wasserbäder mit den unterschiedlichen Temperaturen zu stellen:

· Wasserbad 94°C: 5 min. ( Initiale Denaturierung

· Wasserbad 94°C: 50 sek. ( Denaturierung

· Wasserbad 58°C: 50 sek. ( Primer Annealing

· Wasserbad 72°C: 2 min. ( Elongation


· Wasserbad 72°C: 5 min. ( finale Elongation

13) Auftragen der durchlaufenen PCR Proben auf Agarose-Gele

a. Verwendet wird dafür eine passende Pipette mit den entsprechenden Spitzen.

b. Pipettenspitze unbedingt nach jedem Pipettiervorgang wechseln!

c. ggf. 6x Ladepuffer hinzugeben

d. Pro Tasche nur eine Probe auftragen!

e. Auftragen nach folgendem Schema:

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11



	5µl Marker
	20µl

1-
	20µl

1L
	20µl

1K
	20µl

1I
	20µl

1D
	20µl

2-
	20µl

2L
	20µl

2K
	20µl

2I
	20µl

2D


i. 5µl Marker in Tasche 1

ii. 20µl Probe 1- in Tasche 2

iii. 20µl Probe 1L in Tasche 3

iv. 20µl Probe 1K in Tasche 4

v. 20µl Probe 1I in Tasche 5

vi. 20µl Probe 1D in Tasche 6

vii. 20µl Probe 2- in Tasche 7

viii. 20µl Probe 2L in Tasche 8

ix. 20µl Probe 2K in Tasche 9

x. 20µl Probe 2I in Tasche 10

xi. 20µl Probe 2D in Tasche 11


14) Anschließen der Elektrophoresekammer an eine Spannungsquelle

a. Einstellung einer Spannung von 100-120V

b. Elektrophorese stoppen, wenn die Proben weit genug gelaufen sind (ca. Hälfte des Gels).


15) Färbung des Gels in Methylenblaulösung

a. Gel aus der Kammer nehmen.

b. Färbung in Methylenblau ( 15min schütteln

c. Entfärbung in Wasser ( 15min o. länger schütteln


16) Dokumentation.
Tabelle � SEQ Tabelle \* ARABIC �1�: Abkürzungslegende


Abkürzungslegende�
�
Abk.�
Bedeutung�
�
dNTPs�
Desoxyribonukleosid-triphosphate�
�
MM�
Master Mix�
�
1�
Master Mix mit Lachs Primern�
�
2�
Master Mix mit Kabeljau Primern�
�
LF�
Forward Primer Lachs�
�
LR�
Reverse Primer Lachs�
�
KF�
Forward Primer Kabeljau�
�
KR�
Reverse Primer Kabeljau�
�
-�
Negativ Kontrolle, keine DNA ( Wasser�
�
L�
Lachs DNA�
�
K�
Kabeljau DNA�
�
I�
Iglo® DNA�
�
D�
Discounter DNA�
�









„Master Mix“ (MM)


Ein Mix aus den hier aufgeführten Lösungen & Chemikalien – er enthält Komponenten, die für mehrere PCR Reaktionen essentiell sind. Zugegeben werden muss am Ende nur noch die jeweilige DNA (vgl. Pipettierschema weiter unten).





MM





30 Mal





�Abbildung � SEQ Abbildung \* ARABIC �5�: Größenstandard 1kb (Marker) der Firma Promega. 








30 Mal wiederholen








