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(57) Zusammenfassung: Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenhheit von tierartspezifischer DNA in einer
Probe, wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: (a) Bereitstellen von fiir die Zwecke einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
geeigneter DNA aus der Probe, (b) Durchfiihren einer PCT Reaktion mit der DNA von Schritt (a) unter Verwenudung eines markierte
Primer umfassenden Primergemischs zur Herstellung eines PCR-Produkts, wobei die Primer mit konservierten Bereichen eines in
den zu bestimmenden Tieren ubiquitdren Gens hybridisieren und wobei das PCR-Produkt einen tiber alle interessierenden Tierarten
oder Tierrassen variablen Bereich mit einer tierartspezifischen Sequenz aufweist, (¢) Immobilisierung des markierte DNA-Sequenzen

O enthaltenden PCR-Produkts aus Schritt (b) (d) Herstellung von immobilisierter Einzelstrang-DNA aus Schritt (d) unter Hybridisie-

rungsbedingungen mit mindestens einer tierartspezifischen Sonde, (f) Detektion einer Hybridisierung in Schritt (e) zur Bestimmung
der Anwesenheit oder Abwesentheit der tierspezifischen DNA.
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Verfahren und Kit zur tierartspezifischen DNA-ldentifikation in einer Probe

GEBIET DER ERFINDUNG
Diese Erfindung betrifft ein Verfahren und einen Kit zur Bestimmung der Anwesenheit oder
Abwesenheit von tierischem Zellmaterial spezifischer Tierarten oder Klassen von Tierarten

in Proben, die tierisches Material enthalten, durch DNA Analyse.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Der Nachweis der Anwesenheit oder Abwesenheit von Material unterschiedlicher
Tierarten in Fleischprodukten, Fertiggerichten, in anderen prozessierten Lebensmitteln oder in
Tierfutter ist ein wichtiger Teil der Qualitatssicherung, da haufig tierisches Material in
Produkten enthalten ist, das nicht oder falsch deklariert wird.

Es ist bereits ein Verfahren zur Identifizierung von Material spezifischer Tierarten in
Lebensmittein bekannt (R. Meyer et al. (1995) Journal of AOAC International, Vol. 78, 1542-
1551), das in Form eines Kits vertrieben wird. Bei diesem Verfahren wird ein Fragment des
mitochondrialen Cytochrom b Gens mit Hilfe von Primern unter Anwendung des PCR-
Verfahrens amplifiziert. Das PCR-Produkt wird dann mittels Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus-Analyse einer Tierart zugeordnet. Dieses Verfahren weist jedoch eine
Anzahl schwerwiegender Nachteile auf, wodurch es unter anderem fur den Durchsatz einer
Vielzahl von Proben ungeeignet ist. Es erfordert Restriktionsenzyme, deren Qualitat und
Aktivitdt Schwankungen unterworfen ist und die teuer sind. Ferner muss jeder
Restriktionsverdau der Agarose-Gelelektrophorese unterworfen werden, was zeit- und
arbeitsaufwendig und kaum automatisierbar ist. Ferner fihrt das Verfahren zu einem hohen
Anteil an falsch positiven bzw. falsch negativen Ergebnissen oder zu nicht eindeutigen
Ergebnissen.

Es ist daher Aufgabe dieser Erfindung, ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit
oder Abwesenheit von tierspezifischer DNA in Proben bereitzustellen, das weder
Restriktionsenzyme noch Gelelektrophorese benétigt, fir einen hohen Probendurchsatz
geeignet ist und einen geringen Anteil falscher Ergebnisse lierfert.

Ferner ist es Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren der genannten Art zu schaffen, das

eine Vielzahl von Proben parallel zu analysieren gestattet.
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Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren der genannfén Art zu schaffen,
das mit einfachen Mitteln die Anwesenheit oder Abwesenheit von tierischem Zelimaterial einer

Vielzahl von Tierarten parallel zu analysieren gestattet.

ALLGEMEINE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit
von tierartspezifischer DNA in einer Probe zur Verfligung, wobei das Verfahren folgende
Schritte umfasst:

(a) Bereitstellen von flir die Zwecke einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
geeigneter DNA aus der Probe,

(b) Durchflihren einer PCR Reaktion mit der DNA von Schritt (a) unter Verwendung
eines markierte Primer umfassenden Primergemischs zur Herstellung eines
PCR-Produkts, wobei die Primer mit konservierten Bereichen eines in den zu
bestimmenden Tieren ubiquitdren Gens hybridisieren und wobei das PCR-
Produkt einen Uber alle interessierenden Tierarten oder Tierrassen variablen
Bereich mit einer tierartspezifischen Sequenz aufweist,

() Immobilisierung des markierte DNA-Sequenzen enthaltenden PCR-Produkts
aus Schritt (b)

(d) Herstellung von immobilisierter Einzelstrang-DNA des immobilisierten PCR-
Produkts aus Schritt (c),

(e) Behandiung der immobilisierten Einzelstrang-DNA aus Schritt (d) unter
Hybridisierungsbedingungen mit mindestens einer tierartspezifischen Sonde,

) Detektion einer Hybridisierung in Schritt (e) zur Bestimmung der Anwesenheit

oder Abwesenheit der tierspezifischen DNA.

Weiterhin wird ein System zur Durchfilhrung des obigen Verfahrens bereitgestellt.

Bevorzugte Ausfuhrungsformen werden in den Unteranspriichen beschrieben.

GemaR dem Verfahren dieser Erfindung wird aus einer Lebensmittel- oder
Tierfutterprobe eine DNA Praparation erstellt und diese DNA auf ihre tierische Herkunft
untersucht. Hierzu wird ein Abschnitt eines ubiquitdren Gens oder einer ubiquitaren DNA
Sequenz mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ampilifiziert, wobei der DNA Abschnitt
einen Bereich mit einer solchen Variabilitdt umfasst, dass Tierarten anhand der Sequenz

voneinander unterschieden werden kénnen. Dieser variable Bereich soll von Bereichen



WO 02/064822 PCT/EP02/01126

3

flankiert sein, die im Rahmen der relevanten Tierarten hochkonserviert sind , S0 dass der DNA-

Abschnitt mit Hilfe von Primern, die mit den hochkonservierten Bereichen hybridisieren,

unabhé&ngig von der Herkunft der DNA ampiifiziert werden kann.

Prinzipiell eignen sich viele ubiquitire Gene oder DNA Sequenzen fur dieses
Verfahren, solange die Abfolge von einem variablen Bereich und flankierenden
hochkonservierten Bereichen vorhanden ist. Ersterer soll anhand seiner Sequenz eine
eindeutige Zuordnung zu jeder speziellenTierart aus einer Klasse der relevanten Tierarten
erlauben. Vorzugsweise ist der Abstand der konservierten Bereiche so gewahit, dass das
amplifizierte PCR-Produkt fir das PCR-Verfahren eine geeignete Lange hat. Das ubiquitare
Gen ist vorzugsweise mehrfach in einer Zelle vorhanden, was die Nachweisempfindlichkeit
erhéht. Insbesondere weisen mitochondriale Gene diese Eigenschaft auf. Es hat sich
uberraschenderweise anhand eines Alignments einer Vielzahl von mit hoher Genauigkeit
sequenzierter mitochondrialer Gene des Cytochrom b verschiedener Tierarten gezeigt, dass
es einen ausgezeichneten Sequenzbereich gibt mit den folgenden Merkmalen:

a) Der ausgezeichnete Sequenzbereich umfasst eine Abfolge der folgenden
Unterbereiche: ein erster konservierter Bereich, ein variabler Bereich, ein zweiter
konservierter Bereich. Diese mussen nicht unmittelbar aneinander grenzen, solange
das PCR-Verfahren bei den verwendeten Proben erfolgreich durchflhrbar ist.

b) Der variable Bereich &ndert seine Sequenz von Tierart zu Tierart in ausreichendem
Male fiir eine Diskriminierung mit DNA Sonden.

) Der variable Bereich reicht stromauf vorzugsweise bis zur Position 666 bezogen auf
das Cytochrom b Gen des Schweins als Referenzsequenz gemaf Figur 2 und stromab
bis zur Position 750. Er kann weiter oder enger sein, solange die anschliefenden
konservierten Bereiche mit Primern fur das PCR-Verfahren hinreichend hybridisierbar
sind und solange die gewtnschte Diskriminierung maéglich ist.

d) Der stromauf gelegene konservierte Bereich reicht vorzugsweise von Position 646 bis
Position 665. Der stromab gelegene konservierte Bereich reicht vorzugsweise von
Position 751 bis Position 769 der Referenzsequenz. Weitere Sequenzen sind in Figur
3 im Alignment gezeigt.

e) Der variable Bereich ist mit Sonden fur alle in Frage kommenden Tierarten spezifisch
hybridisierbar. Die konservierten Bereiche sind hinreichend konserviert, so dass mit
einem Primergemisch gearbeitet werden kann, welches nur eine kleine Anzahl von
Primern (z.B. 1 bis 5, vorzugsweise 1 bis 4 und speziell 1 bis 3) fur jede Richtung
erfordert.
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Es kommen alle Tierarten in Betracht, die als Zelien oder als_" Zellfragmente in
Lebensmitteln oder Futtermitteln in signifikanter Menge vorkommen kénnen. Das Verfahren
eignet sich zur parallelen diskriminierenden Erfassung mehrerer verschiedener Tierarten in

-einer oder mehreren Proben, oder aber zur diskriminierenden Erfassung einer speziellen,
gegebenenfalls mehrere Rassen umfassenden Tierart, z.B. Rind oder Schwein.

Das PCR-Produkt sollte einerseits méglichst klein sein, da besonders in prozessierten
Lebens- oder Tierfuttermitteln die DNA teilweise fragmentiert vorliegt, was die Amplifizierung
erschwert. Andererseits sollte es groll genug sein, damit anhand des variablen Bereiches eine
eindeutige Zuordnung zu einer Tierart getroffen werden kann. Diese Lénge des PCR-
Produktes betragt vorzugsweise weniger als 200 Basenpaare (bp), besser\weniger als 150 bp
und am besten <125 bp.

Beim Verfahren dieser Erfindung wird- das PCR-Produkt vorzugsweise auf der
Oberflache eines Tragers immobilisiert. Zu diesem Zweck weist mindestens einer der fur die
PCR benutzten Primer eine Markierung auf, die die Immobilisierung erlaubt. Methoden zur
Immobilisierung von DNA sind bereits bekannt. Sie kénnen z.B. auf dem Prinzip der
molekularen Erkennung beruhen. Die Markierung der Primer kann ein Molekl sein, das von
einem immobilisierten Protein mit hoher Affinitat gebunden wird, wie z.B. ein Antigen, das von
einem immobilisierten Antikérper gebunden wird. In einer bevorzugten Ausfihrungsform dieser
Erfindung ist die Markierung eine Biotinylierung, die von immobilisiertem Streptavidin erkannt
und gebunden wird.

Das benutzte Primergemisch enthalt mindestens zwei Primer, einen Vdrwérts- und
einen Ruckwartsprimer. Mindestens einer dieser Primer muss zumindest teilweise eine
Markierung aufweisen. Es kdnnen jedoch auch komplexere Primergemische mit mehr als
einem Vorwarts- oder Rickwartsprimer eingesetzt werden, wobei ein oder mehrere Primer
vollstandig oder teilweise markiert sein kénnen. Dies kann beispielsweise dann vorteilhaft sein,
wenn der Grad der Konservierung in den konservierten Bereichen nicht ausreicht, um mit nur
einem Primerpaar den fraglichen Genabschnitt aller in Frage kommender Tierarten zu
amplifizieren. In diesem Fall sind vorzugsweise zumindest alle Primer fur eine Richtung
markiert. Ferner kann mehr als nur eine Markierung benutzt werden, was die Variabilitéat des
Verfahrens erhoéhen kann. Es ist jedoch besonders bevorzugt, nur eine Markierungsart zu
benutzen und ein definiertes, fur alle in Frage kommenden Tierarten benutzbares, méglichst
einfaches Primergemisch zu verwenden.

Das oder die PCR-Produkte kénnen beispielsweise auf Beads, welche magnetisch sein

kénnen, oder auf Flachen- oder Volumenelementen einer Trageroberfliche immobilisiert
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werden. Die Verwendung einer Trégeroberfliche ist bevorzugt. Dies erlaubt eine
Kompartimentierung der nachfolgenden Schritte, so dass idealerweise vi.ele Bestimmungen
auf engem Raum parallel durchgefiihrt werden kénnen und ein Vermischen von flilssigen
Reagenzien, die fur verschiedene Flachen- oder Volumeneiemente bestimmt sind, vermieden
wird. Die Kompartimentierung einer Trageroberflaiche in Flachenelemente kann auf
verschiedene Arten erreicht werden. Beispielsweise kann sie durch alternierende
‘Oberflachenbeschaffenheit erreicht werden und/oder dadurch, dass relativ zur GréRe der
Elemente sehr geringe Flussigkeitsvolumina verwendet werden. Ein Trager fur
Flachenelemente ist vorzugsweise ein Chip oder Mikrochip.

Eine Kompartimentierung einer Trageroberflache .in Volumenelemente kann durch
Vertiefungen in einem Trager erreicht werden. Solche Volumenelemente sind \}orzugsweise
die Vertiefungen einer Titerplatte.

Wenn die Oberflache eines Tragers zum Binden der Markierung der markierten Primer
verwendet wird, wird die Oberflache nach allgemein bekannten Verfahren mit dem die
Markierung bindenden Molekiil, z.B. einem Protein, beschichtet. Im Falle von
Volumenelementen genigt es im allgemeinen, wenn nur der Boden der Vertiefungen
beschichtet ist. Im Fall von Fldchenelementen kénnen entweder nur die Flachenelemente
selber, d.h. ohne eventuelle Grenzbereiche zwischen den Elementen, oder die gesamte
Flache beschichtet sein. Im letzteren Fall kann die Kompartimentierung erst durch punktuelles
Auftragen der PCR-Produkte oder sogar erst durch punktuelles Auftragen der Sonden bei
flachiger Immobilisierung eines PCR-Produktes entstehen. Dieser letzte Fall betrifft vor allem
eine Untersuchung einer Probe mit verschiedenen tierspezifischen Sonden. .

Nach dem Immobilisieren eines PCR-Produktes liegt das PCR-Produkt im allgemeinen
doppelstrangig vor. Der lediglich durch Basenpaarung mit dem markierten Strang gebundene
Strang wird nach aligemein bekannten Methoden entfernt. Dies kann z.B. durch
Warmebehandlung, durch Zugabe von schmelzpunkterniedrigenden Substanzen, durch
Denaturierung oder mittels eines kombinierten Verfahrens geschehen. Vorzugsweise wird yder
zu entfernende Strang durch Waschen der Trageroberflache endgultig beseitigt.

In Schritt (e) des Verfahrens dieser Erfindung wird die immobilisierte Einzelstrang-DNA
unter Hybridisierungsbedingungen mit mindestens einer tierartspezifischen Sonde behandelt.
Hybridisierungsbedingungen sind solche Bedingungen, unter denen hinreichend
komplementare DNA Sequenzen hybridisieren. Hierzu wird die Einzelstrang-DNA mit der
Sonde in geeigneter Lésung bei einer geeigneten Temperatur behandelt. Vorzugsweise wird
die Hybridisierung und/oder der (die) nachfolgende(n) Waschschritt(e) zur Entfernung
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nichtgebundener Sonden jedoch in Gegenwart eines die Selektivitat der Hybridisierung
erhéhenden Salzes durchgefuhrt. Ein solches Salz kann ein quartares Ammoniumsalz z.B. ein
Tetraalkylammoniumsalz, insbesondere ein Tetramethyl- oder Tetraethylammoniumsalz sein.
Als Anion eines solchen Salzes kommt jedes nicht stérende lon, z.B. ein Halogenid in Frage.
Chlorid ist besonders bevorzugt.

Eine tierartspezifische Sonde gemag dieser Erfindung umfasst eine DNA-Sequenz, die
zu mindestens einem Teil des variablen Bereichs des PCR-Produkts dieser Tierart
hinreichend komplementar ist und mit diesem hybridisieren kann. Die Lange der DNA der
tierartspezifischen Sonde und ihre Sequenz sollen so gewahit werden, dass die Spezifitat der
Hybridisierung fnbglichst hoch ist, d.h. dass die Sonde nur mit dem PCR-Produkt hybridisiert,
das von DNA der Tierart, fir die die Sonde spezifisch ist, herriihrt. Kreuzreaktionen mit PCR-
Produkt, das von einer anderen Tierart herriihrt, sollén vermieden werden. Weitere fur die
Spezifitdt der Sonde wichtige Parameter werden wie Ublich von den Hybridisierungs- »
bedingungen (insbesondere Temperatur, Puffer, die Spezifitat erhéhende Saize) gegeben.

"~ Eine spezifische Hybridisierung der Sonde mit dem PCR-Produkt muss detektierbar
sein. Wird eine Hybridisierung detektiert, gilt dies als Hinweis darauf, dass Material der Tierart,
fur die die Sonde spezifisch ist, in signifikanter Menge in der Probe enthalten ist. Kann kein
signifikantes Signal flr eine Hybridisierung detektiert werden, ist kein Material der Tierart, fur
die die Sonde spezifisch ist, in einer Menge, die Uber der Nachweisgrenze liegt, in der Probe
vorhanden. Das Ergebnis kann durch Positiv- und Negativkontrollen abgesichert werden.

Es gibt eine Reihe von Mdglichkeiten, eine Hybridisierung einer Sonde mit einem PCR-
Produkt zu detektieren. Ublicherweise wird vor der Detektion ein Waschschritt durchgefihrt,
um nicht hybridisierte Sonden zu entfernen. Beispielsweise kann die Sonde einen
Fluoreszenzmarker enthalten, dessen Fluoreszenz messbar ist. Die Absorptions- und/oder
Emmisionseigenschaften eines Fluoreszenzmarkers kénnen auch von einer Hybridisierung
abhangig sein. So markierte Sonden sind besonders fur ein Verfahren auf Chip-Basis
geeignet. In einem solchen Fall ist ein Waschschritt vor der Detektion entbehrlich. Ferner kann
eine Sonde an ein Antigen gekoppelt sein, das von einem Antikdrper erkannt und gebunden
wird. Dann kann eine Hybridisierung vorteithaft durch eine spektroskopisch, am besten
absorptions- oder fluoreszenzspektroskopisch detektierbare Reaktion nachgewiesen werden,
die von einem an den Antikérper gebundenen Enzym katalysiert wird. Besonders geeignet ist
die Verwendung einer Peroxidase als Enzym, die eine Vielzah! von farblosen Substraten zu
gefarbten Produkten oxidieren, Farbstoffe entfarben, durch Oxidation eine Farbénderungen

oder Lumineszenz bewirken kénnen. Vorzugsweise wird die Farbreaktion nach einer
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vorbestimmten Zeit abgestoppt, z.B. durch Zugabe einer Lésung, die die Aktivitat des Enzyms
stoppt. |

Ein besonders nltzlicher Vorteil des Verfahren zur tierartspezifischen Bestimmung von
DNA dieser Erfindung liegt darin, dass es einen hohen Probendurchsatz zulasst und Schritte
zur parallelen Durchfiihrung automatisiert werden kénnen. In einem soichen Fall ist es von
Vorteil, viele Hybridisierungsreaktionen auf einem gemeinsamen Trager durchzufihren. Dies
wiederum stellt besondere Anforderungen an die Spezifitat der Hybridisierung der Sonde.
Insbesondere wenn auf einem Trager Sonden verwendet werden, die flir verschiedene
Tierarten spezifisch sind, sollte die Spezifitdt jeder Sonde bei derselben Temperatur
hinreichend gut sein. Ein wesentlicher Vorteil dieser Erfindung liegt darin, dass die
Bedingungen und die Sonden, die fir viele verschiedene Tierarten spezifisch sind, so
aufeinander abgestimmt sind, dass Hybridisierung und Waschschritt zum Entfernen
ungeniigend spezifisch hybridisierter Sonden bei derselben Temperatur durchgefihrt werden
kénnen. Entscheidend kann hierbei unter anderem sein, dass ein die Selektivitdt der
Hybridisierung erhthendes Salz zugesetzt wird. Dieses hat vorzugsweise die Wirkung, dass
die Schmelzpunkte der verschiedenen Sonden mit komplementdren Sequenzen einander
angenahert werden.

Mit dem Verfahren dieser Erfindung kann beispielsweise eine Lebensmittel- oder
Tierfutterprobe auf die Anwesenheit oder Abwesenheit von DNA von einer Vielzahl von
Tierarten, vorzugsweise parallel, untersucht werden. Es kdnnen auch mehrere Proben auf die
Anwesenheit von DNA einer einzigen bestimmten Tierart wie z.B. Rind untersucht werden.
Durch gemeinsames Verwenden mehrerer verschiedener Sonden in einer
Hybridisierungsreaktion kann auf die Gegenwart eines Vertreters aus einer beliebigen Gruppe
von Tierarten getestet werden. Beispiele hierfur sind ein Test auf Geflligel durch Verwenden
eines Gemischs von Sonden, die fur Huhn, Pute, Ente, Gans u.s.w. spezifisch sind oder ein
Test von Tierfutter auf die Anwesenheit von Tiermehl durch Verwendung eines
Sondengemischs, das alle verfugbaren tierspezifischen Sonden umfasst. Diese
Anwendungsméglichkeiten kénnen selbstverstandlich auch kombiniert werden und parallel
und/oder automatisiert durchgefihrt werden.

Grundsétzlich kann das vorliegende Verfahren fur alle Tierarten angewandt werden. Es
ist jedoch besonders gut fur Saugetiere, insbesondere Rind und Schwein, Fische und Végel
geeignet.

Mit dem Verfahren dieser Erfindung kénnen selbst wenige Kopien einer tierischen DNA

in einer Probe nachgewiesen werden. Eine Nachweisgrenze von 0,5% und besser flr Material
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einer bestimmten Tierart, auf die getestet wird, kann in nahezu allen Lebensmitteln und
Futtermitteln mit beliebigem Anteil an anderem tierischen Material identifiziert werden.

Das Verfahren dieser Erfindung kann auch auf Tierarten angewandt werden, deren
Cytochrom b Sequenz hier nicht spezifisch beschrieben wird oder deren Cytochrom b Gen
noch nicht sequenziert wurde. In diesen Genen kann die Region, die gemaR dem Verfahren
dieser Erfindung ampilifiziert wird, durch Sequenzalignment z.B. mit der Schweinesequenz

unter Verwendung handelsiblicher Alignment-Programme und Standardeinstellungen
gefunden werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

Fig. 1 zeigt schematisch eine Abfolge von Verfahrensschritten, die zur Durchfithrung des
Verfahrens dieser Erfindung dienen.

Fig. 2 zeigt ein Alignment der Sequenzen des mitochondrialen Cytochrom b Gens von
Schwein (SCH), Hausschwein (HSC), Rind (RIN), Hirsch (HIR), Reh (REH), Schaf
(SHF), Ziege (ZIE), Pferd (PFE), Hund (HUN), Pute (PUT), Huhn (HHU), Vireo
(Singvogel, VO1), Kaninchen (KAN), Katze (KAT), Lachs (LAC), Aal (AAL).

Fig. 3 zeigt ein Alignment des gemaR dieser Erfindung amplifizierten Bereichs des Cytochrom
b Gens. Hier dient die Huhnsequenz als Referenzsequenz. Die (brigen Sequenzen
enthalten nur fir die Basen einen Eintrag, die sich von denen der Huhnsequenz

unterscheiden.
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DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DIESER ERFINDUNG

Im Folgenden werden bevorzugte Ausflinrungsformen dieser Erfindung beispielhaft
beschrieben. Vergleiche dazu das Flussdiagramm von Figur 1.

Das Bereitstellen von fur die Zwecke einer PCR geeigneter DNA aus einer Probe kann
gemaR allgemein bekannten Methoden erfolgen. Ublicherweise umfassen diese Methoden
eine Homogenisierung, einen Proteinaseverdau sowie eine DNA Extraktion.

Die so erhaltene DNA wird zur Amplifikation eines geeigneten Bereichs eines
ubiquitdaren Gens, vorzugsweise des mitochondrialen Cytochrom b Gens verwendet. Als
Vorwartsprimer kann vorzugsweise Primer Cytb_CON1 (Nr. 186) verwendet werden. Als

Rickwartsprimer eignen sich z.B. die Primer Bio-Cytb_CON2 (Nr. 192) oder Bio-Cytb_CON3
(Nr. 227). Diese Primer haben die folgenden Sequenzen:

Cytb_CON?1 (Nr. 186), mitochondriales Cytochrom b Gen, Position 646-665:
5'-gac aaa att cca ttY cac cc-3', wobei Y fur ¢ oder t steht,

Bio-Cytb_CON2 (Nr. 192), mitochondriales Cytochrom b Gen, Position 751-769:
5'-bio-tgt agt tgt ctg ggt ctc ¢-3',

Bio-Cytb_CON3 (Nr. 227), mitochondriales Cytochrom b Gen, Position 751-769:
5'-bio-tgt agt tgt ctg ggt ccc ¢-3',
wobei bio fur eine Biotinylierung der Primer steht.

Die Positionsangaben beziehen sich auf die in Figur 2 gezeigte Schweinesequenz als
Referenzsequenz. Markierte Primer, insbesondere auch biotinylierte Primer sind kommerziell
allgemein erhaltlich. Die Verfahren zur Markierung von Oligonukleotiden mit einer Vielzahl von
Markern sind bekannt.

Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, ein Gemisch der Primer Bio-
Cytb_CON3 und Bio-Cytb_CON2 zu verwenden, insbesohdere, wenn auch auf Ente und
Wachtel untersucht wird.

Die PCR erfordert keine speziellen Bedingungen. Ublicherweise werden Taq
Polymerase und 30-40 Zyklen verwendet. Es sollte jedoch fir die PCR eine Positivkontrolle
und eine Negativkontrolle ohne DNA-Templat durchgefiihrt werden. Fur die Positivkontrolle
kann ein das Cytochrom b Gen enthaltendes Plasmid oder DNA aus einer Fleischprobe

bekannter tierischer Herkunft benutzt werden. Desweiteren empfiehlt es sich, fir jede zu
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untersuchende Probe zwei PCR-Reaktionen durchzufiihren, wobei eine der‘"beiden als interne
Positivkontrolle DNA der zu testenden Tierart zugeben wird. Diese Kontrolle dient zur
Uberpriifung auf Inhibitoren, die in der Probe enthalten sein und einen der Schritte des
Verfahrens inhibieren kénnen.

Die Immobilisierung des PCR-Produktes erfolgt im Fall von biotinmarkierten Primern
Uber Streptavidin. (Mikro-)titerplatten mit Streptavidin-beschichteten Vertiefungen sind
kommerziell erhéltlich. Das darauf befindliche Streptavidin wird vor der Immobilisierung mit
dem Rehydratisierungspuffer (siehe unten) hydratisiert.

Das PCR-Produkt wird dann Ublicherweise mit dem Bindungspuffer (siehe unten)
verdiinnt, und zur Immobilisierung in eine oder mehrere Vertiefungen der Streptavidin-
beschichteten Titerplatte gegeben. Die Immobilisierung erfolgt vorzugsweise bei erhéhter
Temperatur, z.B. um 42°C.

Anschliefend wird von dem immobilisierten PCR-Produkt Einzelstrang-DNA durch
Entfernen der durch Hybridisierung an die markierten DNA-Strange gebundenen Strédnge
hergestellt. Dies kann beispielsweise mit einer Denaturierungslésung wie 0,25 N NaOH gefoigt
von Waschen erreicht werden.

Die Hybridisierungssonden werden in Hybridisierungspuffer (siehe unten) verdinnt und
bei erhdhter Temperatur mit der immobilisierten Einzelstrang-DNA inkubiert. Die
Inkubationstemperatur betragt bei den unten genannten Sonden zwischen 39 und 45°C,
vorzugsweise 42°C. Im folgenden werden Sequenzen (in 5'-3'-Richtung) der Sonden fiir eine
Reihe von Tierarten gegeben, die fir das Verfahren dieser Erfindung besonders gee'igne't sind.
Diese Sonden verfligen Uber eine hervorragende Spezifitdt fur die jeweilige Tierart.
Insbesondere fuhren diese Sonden bei den angegebenen Bedingungen zu keinen

nennenswerten Kreuzreaktionen mit PCR-Produkt einer anderen Tierart.
Putensonde: FITC-aat cat act aac ccc ctt é

Hirschsonde: FITC-atc tta ctt cta gta ctc ttc

Schweinssonde: FITC-ata cta atc cta cta atc ¢

Rindsonde: FITC-cct ctt act aat tct agc

Huhnsonde: FITC-tct cat act cac ccc att ¢
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Schafsonde 1: FITC-tgc tat cct act aat cct ca.
Schafsonde 2: FITC-cct cat gct act agt act
Entensonde: FITC-tgt cct agg gtt tat tct t
Ganssonde: FITC-ctt aat aat cac ccc tct a

Pekingente: FITC-tcc tca tgc tta ccc cc

Hierbei steht FITC fur Fluorescinisothiocyanat, mit dem die Sonden markiert sein kdnnen.

Die obengenannten Sonden weisen die Uberaschende Eigenschaft auf, dass ihre
Schmelzpunkte mit ihren Zielsequenzen eng beieinander liegen. Somit kénnen verschiedene
Sonden auf einem Tréger bei derselben Hybridisierungstemperatur und derselben
Waschtemperatur benutzt werden. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn ferner ein die
Selektivitat der Hybridisierung erhéhendes Salz bei der Hybridisierung oder dem
anschlieRenden Waschschritt eingesetzt wird. In einer besonders geeigneten
Ausfihrungsform wird ein Tetraalkylammoniumsalz, am besten Tetramethylammoniumchlorid
in einem Waschpuffer zum Entfernen unspezifisch gebundenen Sonden verwendet. Es ist
insbesondere auch die Kombination vorteilhafter Merkmale dieser Erfindung, namlich die
Sequenzen der Sonden, die Wahl des zur Bestimmung verwendeten Zielgens; die Wahl! des
amplifizierten Bereiches des Zielgens und damit auch die Wah! der Sequenzen der PCR-
Primer, sowie das die Selektivitat der Hybridisierung erhéhende Salz, die das Verfahren dieser
Erfindung gegeniber den Verfahren des Standes der Technik berlegen macht.

Zur Absicherung der Er_gebnisse kann beim Hybridisierungsschritt eine Positiv- und
eine Negativkontrolle gemacht werden. Fir die Positivkontrolle wird eine Sonde benutzt, die
bei den verwendeten Bedingungen mit einer Zielsequenz hybridisieren muss. Als
Negativkontrolle kann eine Sonde benutzt werde, deren Sequenz geringflgig von der in der
Positivkontrolle verwendeten abweicht. Diese darf bei den verwendeten Bedingungen nicht mit
einer Zielsequenz hybridisieren.

Sequenzen (in §'-3'-Richtung) geeigneter Sonden, die als Hybridisierungskontrolle
dienen kénnen, sind:

Positivkontrolle: FITC-tag agt ccc tta cgg ata ca

Négativkontrolle: FITC-tag agt ccc gea att ata ca.
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Nach der Hybridisierung sollte mindestens ein, am vorteilhaftesten Iiwei Waschschritte
zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonden ausgefihrt werden. Beispiele fir einen
solchen Waschpuffer 1 und einen Waschpuffer 2 (Stringency Buffer) werden unten gegeben.
Wie bereits erwahnt kann das die Selektivitdt der Hybridisierung erhéhende Salz in einem
Waschpuffer verwendet werden. Die Konzentration eines solchen Salzes im Wascﬁpuffer
betragt zwischen 0,5 und 3 M, besser zwischen 1 und 2,5 M und am vorteilhaftesten um 1,8
M. Das Hybridisierungsprodukt wird mit einem solchen Puffer bei erhéhter Temperatur
gewaschen. Die hierfiir am besten geeignete Temperatur héngt von der Sequenz der Sonden
bzw. vom Zielbereich des Gens ab. Gemal dieser Erfindung und mit den obengenannten
Primern und Sonden, liegt die Waschtemperatur zwischen ca. 50 und 55°C, am besten bei
53°C.

Sind die Sonden mit einem optisch detektierbaren Marker wie einem
Fluoreszenzmarker markiert, kann nun direkt auf Hybridisierung der Sonden mit dem PCR-
Produkt untersucht werden. Bei Verwendung von Titerplatten eignet sich hierzu beispielsweise
ein kauflicher Plate Reader, der die Fluoreszenz der Lésung in den Kavitaten der Titerplatte
messen kann. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt vorzugsweise in der N&he des
Emissionsmaximums des Markers. Im Fall von einer Fluorescinmarkierung der Sonden ist dies
um 500 nm.

Soll die Hybridisierung der Sonden absorptionspektroskopisch bestimmt werden, so
kann die Sonde Uber ihre Markierung an einen Antikérper gebunden werden, der wiederum an
ein eine Farbreaktion katalysierendes Enzym gebunden ist. Zur Verhinderung unspezifischer
Antikdrperbindung kann nach den Waschgédngen ein BSA (Rinderserumalbumin) -haltiger
Blockierpuffer (siehe unten) benutzt werden. Als antigene Markierung der Sonde kann
irgendein Hapten benutzt werden, gegen das Antikérper hergestellt werden kénnen. Beispiele
fur solche Haptene sind organische Molekile, die die Detektion nicht inhibieren, u.a. auch
Peptide. Vorteilhaft konnen auch fluoreszenz- oder absorptionsspektroskopisch detektierbare
organische Molekule verwendet werden. Dann kann die Hybridisierung wahlweise fluoreszenz-
bzw. absorptionsspektroskopisch oder unter Verwendung der Antikérper-Enzym-Reaktion
untersucht werden. In letzterem Fall handelt es sich bei dem Hapten am besten um einen
Fluoreszenzmarker oder -farbstoff, wie z.B. Fluorescin. Die enzymatische Detektion hat
gegeniiber derjenigen mit einem Fluoreszenzmarker den Vorteil, dass das Enzym einen
Verstarkungseffekt bewirkt, so das die Sensitivitat im allgemeinen besser ist. Antikbrper gegen

Fluorescin, die an eine Peroxidase gekoppelt sind, sind im Handel erhéltlich.
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Nach Entfernen des Blockierpuffers wird der an das Enzym gebundene Antikdrper in
einem geeigneten Puffer (Konjugatpuffer, siehe unten) in die Vertiefuﬁgen gegeben und
vorzugsweise bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubationszeit soll mindestens 10 min
betragen, 30 min ist besonders empfehlenswert. AnschlieBend soliten nichtgébundene
Antikorper griindlich weggewaschen werden z.B. mit unten genanntem Waschpuffer 3.

Nun erfolgt die Zugabe eines oder mehrerer Substrate fir das antikérpergebundene
Enzym. Bei diesem handelt es sich um irgendein Enzym, das Farb- oder Lichtreaktionen
katalysieren kann. Besonders geeignet ist eine Peroxidase, wie z.B. Meerettich-Peroxidase.
Peroxidasen erfordern vorzugsweise mindestens zwei Substrate: Ein Peroxid, vorzugsweise
ein organisches Peroxid oder Wasserstoffperoxid und ein Substrat, dessen Oxidation zu einer
Farbanderung oder Lumineszenz fiihrt. Als Substrat, dessen Oxidation zu einer Farbanderung
oder Lumineszenz flihrt, eignen sich wegen der breiten Substratspezifitdt der Peroxidasen
viele Verbindungen. Aromatische Amine und Phenole sind bevorzugt. Ein gangiges Substrat
ist z.B. Tetramethylbenzidin (TMB). Selbstverstandlich kann auch ein Substrategemisch
eingesetzt werden.

Die Inkubationszeit sollte so sein, dass sich in den Positivkontrollen ein deutliches
Signal entwickeln kann. 15 min sind in der Regel geeignet. Dann kann die enzymatische
Reaktion durch Zugabe einer Stoplésung gestoppt werden. Eine solche inhibiert die
Enzymaktivitdt z.B. durch einen Inhibitor oder durch Denaturieren mit Sdure oder Base.
Denaturieren ist bevorzugt. Beispiele fir eine Stoplésung sind 5% Schwefeisaure oder 5%
Salzsdure. Dabei kann es bei Substraten oder Produkten der enzymatischen Reaktion zu
einem Farbumschlag kommen, wenn wie bei TMB ionisierbare Gruppen vorliegen.

Das Abstoppen nach einer definierten Zeitspanne hat den Vorteil, dass dann aus der
Farbintensitat zumindest teilweise quantitative Information beztiglich des Gehalts von Material
der detektierten Tierart gewonnen werden kann.

Die Absorption in den Vertiefungen einer Titerplatte kann rein visuell, vorzugsweise
jedoch mit einem kommerziellen Plate Reader bestimmt werden. Die Wellenlangen, bei denen
gemessen wird, hdngen von dem Substrat des Enzyms ab. Im Fall einer Peroxidase und TMB
‘als Substrat kann bei 450 nm gemessen wérden. 620 nm eignet sich als Referenzwelleniange.

Die Absorptionsmessung sollte kurz nach dem Abstoppen erfolgen, da sich die
Absorption der Lésung infolge von Luftoxidationsprozessen verandern kann.

Vor der Auswertung der Messung werden zunéichst die Kontrolireaktionen kontrolliert.

Die PCR- und die Hybridisierungspositivkontrolle mussen positiv sein. Die PCR (ohne
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Templat)- und die Hybridisierungsnegativkontrolle miissen negativ sein. Weiterhin wird eine
Kontrolle als positiv eingestuft wird, wenn deren Absorption mindestens doppelt so grof} ist,
wie die der Negativkontrollen. Die Absolutwerte der Absorption, bei der eine Reaktion als
positiv oder negativ eingestuft wird, hangt vom Detektionssystem und von den Chargen der
verwendeten Materialien ab. Bei der Verwendung von Peroxidase/TMB ist die Absorption
groRenordnungsmanig < 0,1-0,3, hdufig < 0,15-0,2, damit eine Kontrolle als negativ eingestuft
wird. Die Absorption einer Positivkontrolle muss entsprechend gréfer sein, im allgemeinen bei
>0,15-0,25. Eine Probe wird dann als tierartpositiv bewertet, wenn die Absorptionswerte fur
das Nachweisgen und die interne Positivkontrolle im obengenannten Bereich liegen, also
>0,15-0,25, und mindestens doppelt so grol} sind wie die entsprechenden Negativkontrolien.

Ist das Ergebnis der Proben-DNA negativ, mul der Absorptionswert der internen
Positivkontrolle (Proben-DNA + positive control DNA) mindestens 50 % des Absorptionswertes
der positive control PCR betragen. Andernfalls sind Inhibitoren in der Probe vorhanden, welche
die PCR-Reaktion unterdriicken. (Siehe unten stehendes Beispiel). Unter diesen Bedingurigen
kann keine Aussage getroffen werden, da ein falsch negatives Ergebnis moglich ist. Isolierung
und Reinigung der DNA missen verbessert werden.

Puffer und Lésungen, die fir diese Erfindung verwendet werden kénnen, insbesondere fir die
Hybridisierung einer Mikrotiterplatte:

Alle Reagenzien haben p.a. Reinheit.

Rehydratisierungspuffer (10x PBS Puffer, Herstellung von 1l):
0,58 M Na,HPO,-2H,,103,2 g

0,17 M NaH,PO,H,O 235¢

0,68 M NaCil 40g

mit Millipore Milli-Q Wasser auf 900 ml aufflllen und pH auf 7,4 einstellen, auf 1ﬂ/auff'L'1IIen,
autoklavieren. Fur den Einsatz auf 1x Puffer verdiinnen.

10x PBS Puffer (Herstellung von 11):

26,8 inM KClI 29
17,6 mM KH,PO, 2449
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1,36 M NaCl 80 ¢
100 mM Na,HPO,-2H,0 17,8 g

mit Millipore Milli-Q Wasser auf 900 m¢ auffillen und mit HCI pH auf 7,4 einstellen, auf 1 |
auffillen, autoklavieren.

1 M Tris-HCI pH 8.0 (200 ml):

1M Tris 242¢g

mit Millipore Milii-Q Wasser auf 180 ml auffilllen pH 8,0 mit HCI konz. einstellen, auf 200 m¢
auffillen, Losung autoklavieren.

0.5 M EDTA pH 8.0 (200 ml):
0,5 M EDTA-2H,0 37,29

auf 180 ml mit Millipore Milli-Q Wasser auffillen und pH 8,0 mit 10% NaOH einstellen. Lésung
auf 200 mi mit Millipore Milli-Q Wasser auffiillen. Autoklavieren.

200 mM Phosphatpuffer pH 7.7 (Herstellung von 200 ml):
Folgende Lésungen einzeln herstellen (je 200 ml):
Losung A: 200 mM Na,HPO,2H,0 7124
Lésung B: 200 mM NaH,PO,-H,O 552¢g

Losung A vorlegen und Lésung B zugeben bis pH 7,7 eingestellt ist. AnschlieRend Lésungen
autoklavieren.

50 x Denhardt's Reagenz (Herstellung von 50 ml):

1 % BSA (Rinderserumalbumin) Fraktion V 05g¢g
2 % Polyvinylpyrrolidone 0,59
1 % Ficoll Typ 400 059

in 50 ml Millipore Milli-Q Wasser I6sen und Gber 0,2 um Filter steril filtrieren. Lagerung von
Gebrauchsmengen bei 4°C. Vorratsmengen bei -20°C lagern.
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Bindungspuffer (Zum Verdiinnen der PCR Produkt, Herstellung von 200 ml):
10 mM Tris-HCI pH 8,0 2 ml einer 1 M Lésung
10,5 M NaCl 584 g
1 mM EDTA 200 pl einer 0,5 M Lésung

auf 200 ml mit Millipore Milli-Q Wasser auffiillen, anschlieBend Lésung autoklavieren.

Denaturierungsliésung (Herstelung von 100 ml):

0,25 N NaOH 19
auf 100 ml mit Millipore Milli-Q Wasser auffullen.

Hybridisierungspuffer (Herstellung von 10 ml):

0,9 M NaCl 1,8 ml einer 5 M NaCl Lésung

50 mM NaP04 (pl17,7) 2,5 ml.des 200 mM Phosphatpuffers pH 7,7
5mMEDTA 100 pl einer 0,5 M EDTA Lésung pH 8,0
10% 50x Denhardt's Reagenz 1 ml von 50x Denhardt's Reagenz

mit 4,6 ml Millipore Milli-Q Wasser auffillen. Alle Lésungen werden bei der Herstellung
autoklaviert. Nach dem Mischen wird der Hybridisierungspuffer steril filtriert. Bei 4°C lagern.

Waschpuffer 1 (Herstellung von 200 ml):

0,9 M NaCl 10,59
50 mM NaPO04 (pH 7,7) 50 m{ des 200 mM Phosphatpuffers pH 7,7
5mM EDTA 2 ml einer 0,5 M EDTA Loésung pH 8,0

auf 200 ml mit Millipore Milli-Q Wasser auffullen und autoklavieren. Lagerung bei
Raumtemperatur.
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Waschpuffer 2 (Stringency Buffer, Herstellung von 10 ml):

Bendtigt werden 150 pl pro Vertiefung. Die Herstellung erfolgt aus autoklavierten Lésungen.

Lésungen steril zusammen pipettieren.

3 M Tetramethylammoniumchlorid TMAC
50 mM Tris-HCI pH 8,0

2mM EDTA

0,025 Triton X-100

6 ml einer 5 M Lésung

500 pl einer 1 M Tris pH 8,0 Ldsung
40 pl einer 0,5 M EDTA Lésung pH 8,0
2,5 pl Triton X-100

mit 3458 ul Millipore Milli-Q Wasser aufflllen. Lagerung bei Raumtemperatur.

Blockierpuffer nach CONGEN (Hersteliung von 100 m¢{)

3 % BSA Fraktion V 3¢
0,1 % Tween 20 100 ul
in1xPBS (pH 7,4)

Sterilfiltrieren Gber 0,2 um Filter. Lagerung bei 4°C oder portionsweise einfrieren.

Puffer fiir die Detektion:
Konjugatpuffer (Herstellung von 100 mi
0,1 %Tween 20 100 pl

1 % BSA Fraktion V 19
in 1 x PBS nach Invitrogen (pH 7,4)

Sterilfiltrieren Gber 0,2 um Filter. Lagerung bei 4°C.

Waschpuffer 3 (Herstellung von 100 ml)

0,1 %Tween 20 100 ul
in 1 x PBS nach Invitrogen (pH 7,4)
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Sterilfiltrieren Giber 0,2 um Filter. Lagerung bei Raumtemperatur oder 4°C.

Antikorper

Anti-Fluorescin Antikérper sind im Handel erhaltiich (z.B. von SIGMA). Ebenso solche, die an
- Mee‘r(ettich-Peroxidase gekoppelt sind. Kaufliche Lésungen kénnen nach Verdinnen wie in den
Beispielen angegeben verwendet werden.

TMB Substratiésung

15 ml Citratpuffer, 750 pyl TMB Konzentrat, 4,95 pl H,0, (30%).

Zusammensetzung des TMB Konzentrats: 50,4 mg TMB in 1 ml Aceton I6sen und auf 10 ml
mit Methanol auffillen (21 mM TMB).

Citratpuffer: 210 mM Citrat, pH 3,95).

Hybridisierungssonden werden in 1h UV bestrahltem Wasser verdunnt auf eine
Konzentration von 0,5 pmol/ul und gemaf den Beispielen verwendet.

Herstellung des 10x PCR Puffers (von 100 mil)
25 ml 2M KCI-Lésung (Endkonzentration 500 mM)
10 mi Tris pH 8,3 (Endkonzentration 100 mM)

65 ml Millipore-Wasser, nicht autoklaviert.

Uber 0,2 um Filter sterilfiltrieren. Dann jeweils 70 ul in Eppendor-Gefale aliquotieren und mit
offenem Deckel 30 min unter UV der Sterilbank bestrahlen. Lagerung bei -20°C.
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BEISPIELE

Notwendige Ausrustung und Materialien:

e Thermocycler (PCR-Cycler)

e Mikrotiterplattenreader 450/620 nm

o Thermomixer fir Mikrotiterplatten oder Hybridisierungsofen bzw. dhnlicher Inkubator

o PCR-Reaktionsgefale und Reaktionsgefale fur die Herstellung von Verdinnungen

e Pipettenspitzen mit Filtereinsatz (Filtertips), empfehlensWert zur Vermeidung von
Kreuzkontaminationen

. Pipétten; 8-Kanal-Pipette oder 12-Kanal-Pipette bei gleichzeitiger Untersuchung mehrerer

Proben empfehlenswert

Beispiel 1: PCR

Vor Beginn der PCR ist die Anzahl der benétigten PCR-Reaktionen fur das Nachweisgen zu

bestimmen. Die Anzahl der Reaktionsansatze wird nach der folgenden Formel berechnet:
Anzahl Reaktionsansatze = 2 x Anzahl Proben + 2 PCR-Kontrolien

Die Proben-DNA wird flr einen Ansatz zum Tierarten-Nachweis und einen Ansatz zur
Uberprifung auf Inhibitoren eingesetzt. Die Uberprifung auf Inhibitoren erfolgt durch Zugabe
der positive control DNA (interne Positivkontrolle fur die nachzuweisende Tierart) zu der
Proben-DNA.

Beispiel fur 10 Proben
2 x 10 Proben + 2 PCR-Kontrollen = 22 Reaktionsansétze

Pro Reaktionsansatz fur das Nachweisgen:

9,9 pl PCR Mix mit 0,1 pl (1 unit) Taq Polymerase mischen.

Fir jeden Reaktionsansatz 10 pl Tag PCR Mix in die PCR-Reaktionsgeféalie pipettieren.
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Zugabe von jeweils 2 pl der PCR-Kontroll-DNAs, der Proben-DNA, bzw. der Proben-DNA +
Positivkontroll-DNA.

Alle Reaktionsansatze mit PCR grade H,O zu insgesamt 20 ul auffullen.

Zusammensetzung des PCR-Mix:
559 ul 1 h UV bestrahltes Millipore Wasser
260 pl 10x PCR Puffer enthaltend 15 mM MgCl,
130 p! (5pmol/pl) Primer cytB_CON1
65 ul (5pmol/pl) Primer cytB_CON2
65 ul (5pmol/pl) Primer cytB_CON3
208 pl dNTP Mix (2,5 M je dNTP)

Beispiel fur ein PCR-Programm: 1 min 95°C anfangliches -Denaturieren, Zyklen: 20 s 95°C

Denaturieren,' 20 s 48 °C Annealing, 30 s 72°C Elongation, 3 min 72°C terminale Elongation,

Kuhlen 4-10°C. _ '
Zyklenzahl: 30-40 Zyklen, abhéngig von der Probenart.

Nach der Durchfuhrung der PCR ist eine Unterbrechung der Analyse méglich;
Lagerung der PCR-Produkte bis zu 24 Stunden bei 4°C, tber 24 Stunden bis zu mehreren
Wochen bei -20°C.

Beispiel 2: Binden der PCR-Produkte an Streptavidin-beschichtete Vertiefungen einer

Mikrotiterplatte und Denaturierung

Vor dem Beginn der Bindung der PCR-Produkte an die Mikrotiterplatte sollte man sich einen

genauen Plan machen, welche Probe auf welche Tierart untersucht werden soll.

Berechnung der bendtigten Kavitaten (Vertiefungen) fur die Hybridisierung:
je Test 2 Hybridisierungskontrollen 2 Kavitaten
je Test 2 PCR-Kontrollen 2 Kavitaten

je Probe und Tierart 2 Kavitaten
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Beispiel fur 2 Proben

Probe 1 wird untersucht auf Schaf, Ziege und Rind,

Probe 2 wird untersucht auf Schwein und Rind,

2 (Hybridisierungskontrollen) + 2 (PCR-Kontrollen) + 2 x 3 (3 Tierarten Probe 1) + 2 x 2 (2
Tierarten Probe 2) = 14 Kavitaten (insgesamt).

Zugabe von je 100 ul Rehydratisierungspuffer in die benétigten Streptavidin-beschichteten

Kavitaten. 10 min zum Rehydratisieren bei Raumtemperatur ohne Schitteln inkubieren.

Pro Reaktionsansatz wird eine Vertiefung benétigt. Fur die Hybridisierungskontrollen sind
jeweils zwei zusatzliche Kavitaten erforderlich. Hierzu wird das folgende Oligonukieotid

immobilisiert: bio-ttt ttt gta tcc gta agg gac tct a-3'.
Anzahl Kavitaten = Anzahl PCR-Produkte + 2 Hybridisierungskontrollen.

PCR-Produkte und Hybridisierungskontrollen in Bindungspuffer verdiinnen.
Die PCR-Produkte und die hyb-control werden 1:100 verdinnt. Pro Kavitat werden 50 pl
benétigt.

Thermomixer auf 42°C einstellen.

Rehydratisierungspuffer durch einfaches Invertieren aus den Kavitaten der Mikrotiterplatte
entfernen. Mikrotiterplatte auf einer saugfahigen Unterlage (z.B. Kleenex) leicht ausklopfen.
Zur Vermeidung von Kontaminationen muf darauf geachtet werden, dass die Mikrotiterplatte

zUgig invertiert wird.

Jeweils 50 ul der in PCR-Bindungspuffer verdiinnten PCR-Produkte in die Mikrotiterplatte
pipettieren. Inkubation bei 42°C im Thermomixer fir 30 min bei ca. 300 rpm. Kavitdten
(Vertiefungen) zur Vermeidung von Evaporation mit selbstklebender Mikrotiterplattenfolie

abdecken.
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Fur die Dokumentation der Zuordnung der Hybridisierungsreaktionen in deri Kavitaten wird ein

Schema angefertigt.

Folie entfernen (Folie kann weiter verwendet werden, deshalb auf identische Positionierung
achten). Puffer abpipettieren. Dann Zugabe von 50 pl Denaturierungspuffer. Inkubation bei

Raumtemperatur ohne Schtteln fir 10 min.

Beispiel 3: Hybridisieruhg

Abpipettieren des Denaturierungspuffers. Waschen der Kavitaten mit 50 ul

Hybridisierungspuffer (Zugabe, kurz schitteln und wieder abpipettieren).

Die Hybridisierungssonden in wassriger Lésung in Hybridisierungspuffer 1:99 (1 ul + 99
oder entsprechend) verdinnen. Zugabe von 50 pl der verdiinnten Hybridisierungssonden je

Kavitat.

Fur jeden Ansatz wird eine Kavitat der Mikrotiterplatte benétigt. Fir jede weitere Probe sind
die Proben-DNA und die interne Positivkontrolle (Proben-DNA + positive control DNA) mit der
entsprechenden tierspezifischen Probe zu untersuchen.

Zu jeder Probe wird die Sonde der Tierart zugeordnet, auf die untersucht wird. Fur die

Positivkontrolle der PCR und die no-template control wird die Rindersonde verwendet.

Danach 15 min bei 42°C und 300 rpm im Thermomixer inkubieren.
Zur Vermeidung von Evaporation die Kavitaten wieder mit der Foliel abdecken. Dann

Abpipettieren des Hybridisierungspuffers.
Thermomixer auf 53°C einstellen.
2 x waschen mit 50 pl Waschpuffer 1 bei Raumtemperatur. (Zugabe des Waschpuffers 1, kurz

mit der Hand schutteln und Puffer durch Invertieren der Mikrotiterplatte entfernen,

Mikrotiterplatte auf einer saugféhigen Unterlage leicht ausklopfen).
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1 x waschen mit 50 pl Stringency Buffer (Waschpuffer 2) bei Raumtempératur (kurz mit der
Hand schiitteln, Puffer durch Invertieren der Mikrotiterplatte und Ausklopfen entfernen).

Der Waschpuffer 2 braucht vor Gebrauch nicht auf 53°C gebracht werden.
Thermomixer auf 21°C einstellen.

Zugabe von 50 pl Blockierpuffer pro Vertiefung. Inkubation fur 10 min bei Raumtemperatur

ohne Schtteln.

Beispiel 4: Detektion

Entfernen des Blockierpuffers aus den Kavitaten durch Invertieren und leichtes Auskiopfen der
Mikrotiterplatte. Verdtnnen des Antikdrpers in Konjugationspuffer 1:200. Zugabe von 50 pli
dieser Losung pro Kavitét.

Inkubation fur 30 min bei 300 rom im Thermomixer bei Raumtemperatur.

Abpipettieren der Antikérperlésung.
3 x waschen mit 50 pl Waschpuffer 3 bei Raumtemperatur.

Entfernen des Waschpuffer 3. Zugabe von 50 yl TMB Substratiésung. Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunklen ohne Schitteln fir 15 min.

Lésung enthalt Tetramethylbenzidin (TMB). Hautkontakt vermeiden. Handschuhe tragen.
Zugabe von 50 pl Stopplésung (5% Schwefelsdure) - Farbumschlag von blau nach gelb.
Messung der Absorption im Mikrotiterplattenreader bei 450 nm, Referenzwellenlange 620 nm
(Bestimmung der Absorption in den Kavitaten: OD 450 nm minus OD 620 nm).

Viele Mikrotiterplattenreader erlauben Uber Software-Einstellungen die direkte Ausgabe der

Absorptionsdifferenz (OD,s,- ODggz0)-

Die Messung sollte direkt nach dem Abstoppen der Reaktion erfolgen!
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Beispiel 5: Nachweisgrenzen in Fleischgemischen, Milch, Kdse und l_futtermitteln

Die folgenden Bestimmungen wurden geméaR den Beispielen 1 bis 4 durchgefﬂhrt. Die OD-
Werte sind die optischen Dichteh, die mit der jeweiligen tierartspezifischen Sonde erhalten
wurden. Die DNA wurde mit einem kauflichen Kit zur DNA-Extraktion aus tierischen
Lebensmitteln gewonnen (SureFood-PREP Animal, CONGEN, Biotechnologie GmbH,

Berlin).

Fleisch-Gemisch OD (Schwein) OD (Rind)

Rind-Schwein 99,9:0,1% 0,21 2,22
Rind-Schwein 99:1% 0,43 2,18.
Rind-Schwein 90:10% 2,25 2,36
Schwein 100% 2,39
Schwein-Rind 99,9:0,1% 2,12 0,24
Schwein-Rind 99:1% 2,32. 0,84
2,08 2,15
Rind 100% - 2,32
Schaf-Schwein 99,9:0,1% 0,33 -
Schaf-Schwein 99:1% 0,72 -
Schaf-Schwein 90:10% 2,38 -
Schwein 100% 2,46 -
Schaf-Rind 99,9:0,1% - 0,20
Schaf-Rind 99:1% - 0,45
Schaf-Rind 90:10% - 2,80
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Rind 100% - 3,05

no template control 0,05 0,05

MefRergebnisse in Futtermitteln:

Futtermittel OD (Schwein) OD (Rind) oD

(Rind+Schwein)

Futtermittel mit 5% Tiermehl 1,30 1,45 2,12
Futtermittel mit 1% Tiermehl 0,52 0,59 1,12
Futtermittel mit 0,5% 0,25 0,34 0,58
Tiermehl

Futtermittel ohne 0,03 0,04 0,06
Tiermehlzusatz
MeRergebnisse in Milchgemischen:

Milchgemisch OD (Rind) OD (Schaf) OD (Ziege)
Milch (Rind 40%/ Schaf 2,02 1,92 2,10
30%!/ Ziege 30%)

Milch (Rind 99%/ Schaf 1%) - 0,32 -
Milch (Rind 99%/ Ziege 1%) - - 0,35
Milch (Rind 1%/ Schaf 99%) 0,45 - -
Milch (Rind 1%/ Ziege 99%) 0,52 - -
Milch (Schaf 1%/ Ziege - 0,28 -
99%)

Milch (Schaf 99%/ Ziege 0,52
1%)

no template control 0,04 0,05 0,04
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MeRergebnisse in Hartkdsegemischen:

PCT/EP02/01126

Kasegemisch

OD (Rind)

OD (Schaf)

OD (Ziege)

Kase (Rind 90%/ Schaf 5%/
Ziege 5%)

2,42

0,93

0,85

Kase (Rind 99%/ Schaf 1%)

0,21

Kase (Rind 99%/ Ziege 1%)

0,31

Kase (Rind 1%/ Schaf 99%)

0,59

Kase (Rind 1%/ Ziege 99%)

0,31

Kéase (Schaf 1%/ Ziege .
99%)

0,22

Kése (Schaf 99%/ Ziege
1%)

0,62

No template control

0,05

0,04

0,04

weitere Fleischgemische:

Fleischgemisch

OD (Schwein)

OD (Rind)

Lamm:Schwein=99,9:0,1%

0,73

Lamm:Schwein= 99:1%

0,87

Lamm:Schwein= 90:10

2,31

| schein: 100 %

2,61

Lamm:Rind = 99,9:0,1%

0,2

Lamm:Rind = 99:1

0,68

Lamm:Rind = 90:10

2,80

Rind 100%

3,05

Wasser

0,31

0,13
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Beispiel 6: Bestandteile eines Kits

Ein Kit kann die oben genannten Lésungen und Puffer, den in Beispiel 1 genannten PCR-

Mix sowie die folgenden Sonden und Kontroll DNAs enthalten.

AXX ida-probe Sonde zur Detektion
einer Tierart
B hyb-probe Sonde zur Kontrolle der -20°C
minus - Hybridisierungsreaktion
C hyb-probe Modifizierte Sonde zur  -20°C
plus Kontrolle der
Hybridisierungsreaktion

D ~ positive Nachweisgen, -20°C
control DNA Positivkontrolle fur die
nachzuweisende Tierart

E no-template  Negativkontrolle fur die  -20°C
control PCR
F hyb-control Kontrolle der -20°C

Hybridisierungsreaktion
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Patentanspriiche

Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesenheit von

tierartspezifischer DNA in einer Probe, wobei das Verfahren folgende Schritte

umfasst:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

Bereitstellen von fur die Zwecke einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

geeigneter DNA aus der Probe,

Durchfihren einer PCR Reaktion mit der DNA von Schritt (a) unter
Verwendung eines markierte Primer umfassenden Primergemischs zur
Herstellung eines PCR-Produkts, wobei die Primer mit konservierten
Bereichen eines in den zu bestimmenden Tieren ubiquitdren Gens
hybridisieren und wobei das PCR-Produkt einen (ber alle interessierenden
Tierarten oder Tierrassen variablen Bereich mit einer tierartspezifischen

Sequenz aufweist,

Immobilisierung des markierte DNA-Sequenzen enthaltenden PCR-Produkts
aus Schritt (b)

Herstellung von immobilisierter Einzelstrang-DNA des immobilisierten PCR-
Produkts aus Schritt (c),

Behandlung der immobilisierten Einzelstrang-DNA aus Schritt (d) unter

Hybridisierungsbedingungen mit mindestens einer tierartspezifischen Sonde,

Detektion einer Hybridisierung in Schritt (e) zur Bestimmung der Anwesenheit

oder Abwesenheit der tierspezifischen DNA.

Das Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die Immobilisierung von Schritt (c) in

einem oder mehreren die Markierung der Primer bindenden Flachen- oder

Volumenelementen erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 oder 2, wobei die Anwesenheit oder

Abwesenheit von DNA von mindestens zwei Tierarten in einer Probe parallel

bestimmt wird, indem in Schritt () immobilisierte Einzelstrang-DNA des PCR-

Produkts der Probe mit mindestens zwei Sonden, die fur verschiedene Tierarten
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spezifisch sind, behandelt wird, wobei die Behandlung des PCR-Produkts mit den fur
verschiedene Tierarten spezifischen Sonden auf verschiedenen Flachen- oder

Volumenelementen erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3 dadurch gekennzeichnet, dass die
Hybridisierung in Schritt (e) und/oder in Schritt (f) in Gegenwart eines die Selektivitat
der Hybridisierung erhéhenden Salzes durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 4, wobei das die Selektivitét der Hybridisierung erhéhende

Salz ein Tetraalkylammoniumsalz, insbesondere ein Tetramethylammoniumsalz, ist.
Verfahren nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, dass das Salz ein Chlorid ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die zu bestimmenden Tierarten

Vogel, Fische oder Saugetiere, insbesondere Rind oder Schwein, sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei' die tierartspeiifische Sonde auf
den variablen Bereich des PCR-Produkts gerichtet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei das ubiquitdare Gen ein

mitochondriales Gen ist.

Verfahren nach Anspruch 9 dadurch gekennzeichnet, dass das Gen fiir Cytrochrom
b codiert.

Verfahren nach Anspruch 9 dadurch gekennzeichnet, dass das Primergemisch
mindestens einen Primer enthalt, der mit dem Sequenzbereich von Position 646 bis
665 des Schweinegens fiir Cytochrom b fiir PCR-Zwecke hinreichend hybridisiert.
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Verfahren nach einem der Ansprliche 9 oder 10 dadurch gekennzeichnet, dass das
Primergemisch mindestens einen Primer enthélt, der mit dem Seqﬁenzbereich von

Position 751 bis 769 des Schweinegens fir Cytochrom b fur PCR-Zwecke
hinreichend hybridisiert.

Verfahren nach Anspruch 10, wobei das markierte Primer umfassende

Primergemisch mindestens einen der folgenden Primer enthélt:
5'-gac aaa att cca ttY cac cc-3', wobei Y fiir ¢ oder t steht,
5'-tgt agt tgt ctg ggt ctc c-3',

5'-tgt agt tgt ctg ggt ccc c-3'.

Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, wobei in Schritt (e) eine
tierartspezifische Sonde mit einer der folgenden Sequenzen (in 5'-3' Richtung)
benutzt wird:

Putensonde: aat cat act aac cccctt a
Hirschsonde: atc tta ctt cta gta ctc ttc
Schweinesonde: ata cta atc cta ctaatc ¢
Rindsonde: cct ctt act aat tct age
Huhnsonde: tct cat act cac ccc att ¢
Schafsonde 1. tgc tat cct act aat cct ca
Schafsonde 2: cct cat gct act agt act
Entensonde: tgt cctagg gtt tat tet t -
Ganssonde: ctt aat aat cac ccc tct a
Pekingente: tcc tea tge tta cec ce.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Markierung der Primer eine.
Biotinylierung ist und die Immobilisierung des Schrittes (c) an einen Trager durch

Streptavidin erfolgt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die Sonden mit

Fluorescinisothiocyanat markiert sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei die Immobilisierung in den

Vertiefungen einer Titerplatte erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 17, wobei zur Detektion in Schritt (f) eine
von einer Peroxidase katalysierte Farb- oder Lichtreaktion benutzt wird und wobei die
Peroxidase Uber eine Antigen-Antikérper Bindung an die tierartspezifische Sonde

gekoppelt wird.

Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens gemaf einem der Anspriiche 1 bis 18,
umfassend ein markierte Primer enthaltendes Primergemisch und fir Tierarten
und/oder Gruppen von Tierarten spezifische Sonden, deren Hybridisierung detektiert

werden kann.

Kit nach Anspruch 19, der weiterhin einen Puffer mit einem die Selektivitat der

Hybridisierung erh6henden Salz enthalt.

PCR-Primer, der mit dem Sequenzbereich der Position 646 bis 665 des
mitochondrialen Schweinegens fur Cytochrom b in einem fur PCR-Zwecke

hinreichendem Male hybridisiert.

PCR-Primer nach Anspruch 21 gekennzeichnet durch eine der folgenden

Sequenzen:
5'-gac aaa att cca ttt cac cc-3',

5'-gac aaa att cca ttc cac cc-3'.

PCR-Primer nach einem der Ansprliche 21 oder 22, gekennzeichnet durch eine

Markierung.
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PCR-Primer, der mit dem Sequenzbereich der Position 751 bis 769 des

mitochondrialen Schweinegens fur Cytochrom b in einem fur PCR-Zwecke
hinreichendem Mafe hybridisiert.

PCR-Primer nach Anspruch 24 gekennzeichnet durch eine der folgenden

Sequenzen:
5'-tgt agt tgt ctg ggt ctc c-3',
5'-tgt agt tgt ctg ggt ccc c-3'.

PCR-Primer nach einem der Ansprliche 24 oder 25, gekennzeichnet durch eine

Markierung.

Tierartspezifische markierte Sonde, welche mit der in Anspruch 1 definierten
tierartspezifischen Sequenz in einem fir die selektive Detektion hinreichenden Mald
hybridisiert.

Sonde nach Anspruch 27 gekennzeichnet durch eine der folgenden Sequenzen (in
5'-3'-Richtung):

aat cat act aac ccc ctt a,
atc tta ctt cta gta ctc ttc,
ata cta atc cta cta atc c,
cct ctt act aat tct agc,
tct cat act cac ccc att c,
tgc tat cct act aat cct ca,
cct cat gct act agt act,
tgt cct agg gtt tat tct t,
ctt aat aat cac ccc tct a,

tcc tea tge tta cec cc.
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CYTB_SCH
CYTB_HSC
CYTB_RIN
CYTB_HIR
CYTB_REH
CYTB_SHF
CYTB ZIE
CYTB_PFE
CYTB_HUN
CYTB_PUT
CYTB_HHU
CYTB_VO1
CYTB_KAN
CYTB_KAT
CYTB_LAC
CYTB_AAL

CYTB_SCH
CYTB_HSC
CYTB_RIN
CYTB HIR
CYTB_REH
CYTB_SHF
CYTB ZIE
CYTB_PFE
CYTB_HUN
CYTB_PUT
CYTB_HHU
CYTB_ VOl
CYTB_KAN
CYTB KAT
CYTB_LAC
CYTB AAL

CYTB_SCH
CYTB HSC
CYTB_RIN
CYTB_HIR
CYTB REH
CYTB_ SHF
CYTB ZIE
CYTB_PFE
CYTB_HUN
CYTB_PUT
CYTB HHU
CYTB VOl
CYTB_KAN
CYTB_KAT
CYTB_LAC
CYTB AAL

2/9

ATGACCAACATCCGAAAATC. . .ACACCCACTAATAAAAATTATCAACAACGCATTCATT

————— t---=--t-~---g--...C--------—--—e——g-g-—m—=f-=------C
-——-t---t-c--—-----a-...C———-—- e g-ra-~--—=—=-—= t---
———————— t--—-------a-...t------------—----—g-a——t-——-———-—-————-
—————————————————— a-...C-————--m-—————————(g-g@-—m - —————— -
e ga-...Cc—————- t-—————————- g-a-—————————-— t-—--
————— a-—=------g-----...t->-->>---——t---—-Cc-----tc--t-t--t---
——————————— t------a-...¢c---------gcc------g-t--t---t--------
---g-acc--atatccg-aaatg-—-——-- c———t------ ca---—--—-—-- t----a--c
---g-acc--a-attcg-aaatcc----- C——=C====—== a--t---=-- t-cc-a--c
—————— cc--a--t-cgtasaaac-—------cc-------cg-a---g--t-cc-g--c
——————————— t--¢-~-a-...¢c~-—--¢c-——t--------g-t---c--t-cc-a---
——————————— t--------...----=--c--t--¢c--------t--tc--t-------c
--—-g--...-a--tccg-aaaact---—-- g-—CCm=m—=—=- gct--tg----- c-ag-c
---g-a...-a--t-cg-aaaacc——————-- CC======—- gct---g-t--cc-ag-g

———-- t—————-- e iy - L= c-g--a---
—————————————— a--g--t--t-----c--------t-----c---t-ac----a--t
——tmm—mmm a----- [ B L e ST t----- t=-g-—--- a---
——————————— t--a---—-t-—-t-----------------t--c-——---c—-——-t
————————— a----g----------=-——--———————————{-—3--—----c----a--t
————- = R it - C====== c----a---
——————————— g--g--t-----——-tg-t-----g--------a---t-ac----ag-a
————————— a----a--c-----=--¢g-t=-==-=-—=-————-c-----ac---cag-a
—————————————— a--¢c-—-------tg-t--------t-----c-----a----cag--
————— a---a~t--a------------g-¢-----------t--g------C--———---
————— t--t--t--a-----------tg-¢c--—---------t--c--t--ac-----c-g
--t--a--ca--—-a--t--—------- g-=mommmmm o C-==== te--=--ag--
i b a--a--t--------- gtt--————-——--- t--c--a---=------ c-a
-—t--a---a------- Cm=-=- t-—mgmom—m————- t--t--c--t---c----at-a

————————— C-@-—====~———C---=-=-=3-—--C--------==C---=--=--C--—=--
-—t--——-- c-a----- t--c-————- a-==C-—-m—=——-——— c—-t-—--- c-—t---
e e g-—=——=-= C==——=—-= a-=-C--—————--- Cmm=—=—== C————=-
-—=t----t--a--g--t----------- @===C—==—m—— Cc-~t---Cc-C-===~-
——————————— a----—----g---—----—-g---C--------—-C——t-————C-——————
————————— c-gc------t----------3g---Cc----C-----C--—-—---------¢
---t-g--tc-a--g--t-------- tt-a---—----- t--g--c--t----- g--—----
————— c---act------t----c-----cc-ac----c--=-=—=—-——-tg-—-——--C
————— c--gacc--------C--C-----aC-aC----C--g--C------g--------
————————— aca------g-Cc-—-------CcCc-tCc----C-----C--—--—-Cg-----=-C
————— t--aa-t-----tt-c¢--t-----a--------¢c-----c-———-c—-t------
——————————— g--—-=--=C--C-----C-—t--g--C-----C---=---=---=-=--
--t---gc-ac¢--------t--c--g--c---¢c----c-----c-----c--c--t-tc
————— t----ca--------t-----a--a---¢c----c-----c-------------tcC
-
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CYTB SCH ACAACAGCTTTCTCATCAGTTACACACATTTGTCGAGACGTAAATTACGGATGAGTTATT 237
CYTB_HSC  mmm = oo o= m oo m m s e o e e e oo 237
CYTB_RIN =-------@-7-=-C-~t~-=--C--t--C--C------=--g--C---—-C-~-a-Cc--C 237
CYTB HIR -t------a--t--C==t--C--C-=t--C-====---t--gc-----t--t---a----- 237
CYTB REH ~-t------a-----C-—t--¢c--t-----c--¢c--------t--c--t--c---a----c 237

CYTB _SHF --=----- a----- c--t--a--c----—--- O g--c--t--c---a----c 237
CYTB ZIE -t------a--t--Cc--t-=a--t---—=-------=—t-——-----t--c---a-c--c 237
CYTB PFE ---—- t--c-==mmm—- c--c——t=---- C-—Cmmmmmm—= temgmmm——— o a---—- 237
CYTB HUN g-C-==——--- t—-m——--- C—=C—==-- c--Cc--—----- t--c--—-- c--—a----c 237

CYTB_PUT --tctt--a-----t--t--gg-ct---ca--c---a-----c-a-----t---c-cc-c 240
CYTB_HHU t-cct---c-=---C--C--ag-C----C---C--ga-----C-a-----C-==C-C--C 240

CYTB VOl t-cct---a---aac-----ag-c--t--a--c---a-----c-g-t-------c-a--c 240
CYTB_KAN —=——=-—-— g-~m—=—-——-- a--¢c-—t----- C——-= t--t--c--t--c---c----c 237
CYTB_KAT =-t---C--C--t=--====-—==C-===-C-=-==C--=--t-=----t--c---a-c--c 237
CYTB LAC t---—------ t--c--~t---tgc-------- c——--- t--t-gc--t--c---c-c--c¢ 237
CYTB_AAL t----t--Cc--t--Cc-----ag-c--——- C—=C-—-———-- t——--- t—-—--- t-g--c 237
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