





























Hinweise fur Kursteilnehmende

Gelelektrophorese und Visualisierung

Nach der PCR verwenden Sie die Agarosegelelektrophorese, um die PCR-Produkte bzw. Amplikons zu trennen
und sichtbar zu machen. Da jeder Primersatz ein PCR-Amplikon unterschiedlicher GréBe hervorbringt, kénnen
diese Amplikons durch Elektrophorese getrennt werden.

Als Vorbereitung auf die Laboraktivitidten vorgesehene Fragen

A. Verwenden Sie Ihre Antworten in Tabelle 1 und zeichnen Sie Ihre erwarteten Elektrophorese-
Ergebnisse in die folgende Geldarstellung ein.

1 2 3 4 5 6 7 8

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ) Spur Probe
1 Molekulargewichtsstandard (MWR)
2 PCR-Probe S
1.000 bp | em— 3 PCR-Probe C
57388 Bp — 4 PCR-Probe D1
P 5 PCR-Probe D2
6 PCR-Probe D3
200 bp 7 PCR-Positivkontroll
100 bp ositivkontrolle (+)
8 PCR-Negativkontrolle (-)

B. Inwiefern konnten Ihre Elektrophorese-Ergebnisse bestétigen, dass die PCR erfolgreich war?

C. Inwiefern konnten lhre Elektrophorese-Ergebnisse bestétigen, dass Sie erfolgreich genomische DNA
aus lhren Bakterienproben extrahiert haben?

D. Uberlegen Sie, welchen Zweck jede Versuchskontrolle hat, und fassen Sie diese kurz zusammen.

explorer.bio-rad.com 9



Hinweise fur Kursteilnehmende

Protokoll

Arbeitsplatz der Kursteilnehmenden

- Menge/
Materialien Stiickzahl
PCR-Proben aus Teil 2 (S, C, D1, D2, D3, (+), (-) 7
Molekulargewichtsstandard (MWR) 15 pl
Ladefarbstoff (LD) 40
1%iges Agarosegel mit 8 Vertiefungen 1
0,25x TAE-Elektrophoresepuffer 300 ml
100x Fast Blast DNA Farbemittel, sofern verwendet 50 ml
Horizontale Gelelektrophoresekammer 1
Netzteil 1
Volumenverstellbare Mikropipette (2—20 pl) und Spitzen 1
Gelfarbewanne (optional) 1

Gemeinsam genutzter Arbeitsplatz

- Menge/
Materialien Stiickzahl
Mikrozentrifuge 4-8

UV-Leuchtkasten (bei Verwendung von UView 6x Loading Dye 1
and Stain)

PCR-Proben laden und Elektrophorese durchfiihren
1. Zentrifugieren Sie Ihre PCR-Proben in kurzen Impulsen,

um den Inhalt auf dem Boden der Ré6hrchen zu
sammeln.

2. Geben Sie 5 ul Ladefarbstoff (LD) in jede Probe und

verwenden Sie dazu jedes Mal eine neue Pipettenspitze.

Zum Mischen vorsichtig pipettieren.

3. Legen Sie ein 1 % TAE-Agarosegel in die
Elektrophoresekammer. Achten Sie darauf, das Gel so
auszurichten, dass sich die Vertiefungen so nah wie
méglich an der schwarzen (=) Elektrode (dem minuspol
bzw. der Kathode) befinden.

4. Befiillen Sie die Elektrophoresekammer mit ausreichend =¥
TAE-Elektrophoresepuffer, um das Gel etwa 2 mm zu
liberschichten.
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Hinweise fur Kursteilnehmende

5. Verwenden Sie fiir jede Probe eine neue Pipettenspitze 4
und pipettieren Sie die Proben nach den Angaben in der
folgenden Tabelle in die Vertiefungen.

Spur Probe Volumen in ul

1 Molekulargewichtsstandard (MWR) 15

2 PCR-Positivkontrolle (+) 15

3 PCR-Probe (S) 15

4 PCR-Probe (C) 15

5 PCR-Probe (D1) 15

6 PCR-Probe (D2) 15

7 PCR-Probe (D3) 15

8 PCR-Negativkontrolle (=) 15

6. Setzen Sie den Deckel wieder auf die Elektrophorese- -

kammer und stecken Sie die Kabel in das Netzteil, rot zu
rot und schwarz zu schwarz.

7. Schalten Sie das Netzteil ein und lassen Sie das Gel
laufen. Fragen Sie den Leiter/die Leiterin Ihres Kurses
nach den Einstellungen fiir den Lauf.

DNA-Banden sichtbar machen

8. Nehmen Sie das Gel vorsichtig aus der Kammer und -
legen Sie es in eine Gelfdrbewanne (optional).

9. Farben und/oder visualisieren Sie Ihr Gel nach den
Vorgaben des Leiters/der Leiterin Ihres Kurses.
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Hinweise fur Kursteilnehmende

Datenanalyse und Argumentation

Zur Aufbereitung der Laboraktivitidten vorgesehene Fragen

A. Skizzieren Sie Ihre Elektrophoreseregebnisse. Beschriften Sie die Banden des
Molekulargewichtsstandards. Angaben zu den BandengréBen finden Sie auf Seite 9.

1 2 3 4 5 6 7 8

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) Spur Probe

Molekulargewichtsstandard (MWR)

PCR-Probe S

PCR-Probe C

PCR-Probe D1

PCR-Probe D2

PCR-Probe D3

PCR-Positivkontrolle (+)

(N[O ||| =

PCR-Negativkontrolle ()

B. Geben Sie die Ergebnisse der Kontrollen in Ihrem Experiment an und beschreiben Sie, welche
Riickschliisse daraus zu ziehen sind.

C. Kreuzen Sie in Tabelle 2 an, welche Amplikons Sie in jeder PCR-Probe festgestellt haben. Tragen
Sie ausgehend von Ihren Ergebnissen unter ,lacZ-Genstatus* Ihre Riickschliisse in Bezug auf das
lacZ-Gen in jeder Probe ein. Uberpriifen Sie, welche Ergebnisse von lhren Vorhersagen in Tabelle 1

abweichen.

Tabelle 2. Tabelle zur Erfassung der PCR-Ergebnisse

PCR-Probe 1.100 bp 650 bp 350 bp lacZ-Genstatus

-



Hinweise fur Kursteilnehmende

C. Widerlegen die Ergebnisse der Multiplex-PCR eine Ihrer Hypothesen (lhre urspriingliche Hypothese
oder Ihre alternative Hypothese) aus Teil 1? Erkldren Sie, warum bzw. warum nicht.

D. Formulieren Sie eine neue Hypothese oder eine Reihe von Hypothesen auf der Grundlage von
Beweisen (iber die Rolle der CRISPR-Geneditierung bei der Modifikation des lacZ-Gens in Bakterien,
die auf den Versuchsplatten C und D gewachsen sind. Beriicksichtigen Sie dabei die Daten aus lhrer
Bakterientransformation und aus Ihren Multiplex-PCR-Experimenten.
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Glossar

Amplikon - Ein Stlick DNA, das durch Amplifikation, oft durch PCR, erzeugt wurde. Zum Beispiel kann ein PCR-
Produkt als Amplikon bezeichnet werden.

Basenpaar (bp) — Komplementare Nukleotide, die durch Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten werden.

Cas9 - CRISPR-assoziiertes Protein 9, eine Endonuklease, die an einer bestimmten Stelle innerhalb einer groBeren
Erkennungssequenz oder Zielstelle einen Doppelstrangbruch (Schnitt) in der DNA erzeugt. Ist an der natirlichen
Abwehr bestimmter Prokaryoten gegen DNA-Viren beteiligt und wird auch h&ufig in gentechnischen Anwendungen
eingesetzt, um DNA an Stellen zu schneiden, die durch eine Guide-RNA (gRNA) vorgegeben sind.

CRISPR - gruppierte kurze palindromische Wiederholungen mit regelmaBigen Abstanden (englisch: ,,Clustered
Regularly Interspaced Palindromic Repeats”) sind Sequenzen im Genom mancher Prokaryoten, die als genomisches
Archiv friherer Virusangriffe dienen. Bakterien verwenden diese Sequenzen zusammen mit CRISPR-assoziierten
(Cas) Proteinen, um eindringende Viren kiinftig erkennen und unschédlich machen zu kénnen. In der Forschung
macht man sich dieses System flir gentechnische Zwecke zunutze.

Chromosom - Ein DNA-Molekil mit dem gesamten oder einem Teil des genetischen Materials eines Organismus.

Donor-DNA-Matrize — Eine DNA-Sequenz, die fir die homologiegesteuerte Reparatur bei Anwendungen
mit CRISPR-Geneditierung erforderlich ist. Kann eine gewlinschte Sequenz enthalten, die auf beiden Seiten
von ,Homologiearmen“ flankiert ist, die mit der Sequenz stromaufwarts und stromabwarts von dem Schnitt
Ubereinstimmen.

Geneditierung - Veranderung von genetischem Material in lebenden Zellen durch Hinzufiigen, Entfernen und
Ersetzen von DNA-Sequenzen, normalerweise mit dem Ziel, den Phé&notyp zu veréndern.

InstaGene Matrix — Mikroskopisch kleine Klgelchen, die zweiwertige Kationen in Lésung binden. Die Bindung
(»Sequestrierung”) zweiwertiger Kationen verhindert ihre Verfugbarkeit fur Enzyme, die die DNA-Matrize abbauen
kdnnen.

lacZ - Teil des lac-Operons in E. coli. Dieses Gen codiert das Enzym B-Galactosidase. Das lacZ-Gen wird seit
Jahrzehnten in der Molekularbiologie als Zielstelle fiir das Einfligen von DNA-Sequenzen verwendet, da die Farbe
der Bakterienkolonie anzeigt, ob Verdnderungen erfolgreich waren.

Mastermix — Als wichtigste Reagenzlosung, die in der PCR verwendet wird, enthalt der Mastermix alle
erforderlichen Komponenten (dNTPs, Primer, Puffer, Salze, Polymerase, Polymerase-Cofaktor).

Multiplex-PCR - Die gleichzeitige Amplifikation mehrerer Zielsequenzen durch Polymerase-Kettenreaktion. In der
Reaktion werden mehrere Primerséatze verwendet, einer flr jede Zielsequenz.

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) — Der Prozess der Vervielfachung
(»Amplifikation“) oder Herstellung (,Synthese®) von DNA im Reagenzglas (,in vitro®) unter Verwendung von Primern
und zyklischen Temperaturdnderungen.

Primer - Eine kurze Nukleotidsequenz (normalerweise 16-24 Basen lang), die eine bestimmte Nukleotidsequenz in
der DNA-Zielsequenz erkennt. Primer fiir die Polymerase-Kettenreaktion werden Ublicherweise im Labor hergestellt.

X-Gal - 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid, eine Verbindung, die aus Galactose besteht, die an ein
substituiertes Indol gebunden ist. Ihre Hydrolyse durch 3-Galactosidase ergibt ein unlésliches blaues Pigment,
welches das Vorhandensein von aktiver 3-Galactosidase anzeigt.
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