TREFFPUNKT FORSCHUNG |

EXPERIMENT

Von der Schule in den Weltraum - Experimente mit

dem P51™-Fluoreszenz-Viewer

Fast 70 Jahre nachdem von Rosalind Franklin und ihrem Doktoranden Raymond Gosling
das beriihmte Foto 51, die Rontgenstruktur der DNA, aufgenommen wurde, umkreist nun
»P51“die Erde. Seit 2021 kénnen Astronauten den P51™-Viewer der Firma miniPCR®

auf der Internationalen Raumstation ISS nutzen (Abbildung 1), um fluoreszierende Bio-
molekiile sichtbar zu machen. Nun soll das kleine Gerdt auch Einzug in deutsche Klassen-

zimmer halten. Was kénnen diese kleinen Schachteln?

/

ABB.1 P51™-
Viewer in der
Copula der ISS.
Foto: miniPCR®.
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Watson und Crick nutzten 1953 das
Foto 51, die Rontgenaufnahme der
DNA, um die Doppelhelixstruktur der
DNA abzuleiten. In der Schule (Ab-
bildung 2) soll nun der P51™-Viewer
genutzt werden, um u.a. das ,Zentrale
Dogma der Molekularbiologie“ (Ab-
bildung 3) zu vermitteln. Auf sehr
dinner Datengrundlage formulierte
Crick nur vier Jahre nach der Entde-
ckung der DNA-Struktur sein Rah-
menmodell. Der Begriff ,Zentrales
Dogma“ sollte nicht implizieren, dass
dieses Modell kritiklos akzeptiert
werden sollte, sondern betonen, dass
diese Idee fundamental fiir das Ver-
stindnis von Leben und Vererbung
ist. Im Nachhinein gestand Crick,
dass er schlichtweg nicht wusste, was
das Wort ,Dogma*“ bedeutete. Er
verwendete es als Schlagwort, um die
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Bedeutung als zentrale Hypothese zu
betonen. Sie besagt, dass die DNA
fiir RNA kodiert und diese wiederum
fiir Proteine. Einen Weg zuriick -
vom Protein zur DNA - gibt es hinge-
gen nicht. Das Bahnbrechende dieser
Aussage war, dass sie die Entdeckung
von Molekiilen vorhersagte, die fiir
die Ubersetzung von DNA in Proteine
verantwortlich sind. Obwohl noch
immer neue Erkenntnisse iiber den
genetischen Informationsfluss und
seine Regulierung gewonnen wer-
den, bleibt das ,Zentrale Dogma*“ in
seiner Kernaussage bestehen.

Das Experimentier-Kit ,Zentrales
Dogma“ macht den genetischen In-
formationsfluss sichtbar. Der Prozess
der Transkription von DNA zum Pro-
tein kann in Echtzeit beobachtet
werden. Von der eingesetzten DNA

wird eine griin fluoreszierende
mRNA abgelesen, die dann in ein rot
fluoreszierendes Protein (RFP) iiber-
setzt wird (Abbildung 4). Der Nach-
weis erfolgt simpel: Leuchtet es nach
15 Minuten griin, ist die mRNA ent-
standen und zeigt, dass die Abschrift
(Transkription) stattgefunden hat.
Leuchtet es am niachsten Tag rot,
belegt dies die Ubersetzung (Transla-
tion) in das rot fluoreszierende Pro-
tein. Zur Synthese der Proteine und
der mRNA wird ein zellfreies BioBits®-
System verwendet. Die BioBits® ent-
halten alle zelluliren Komponenten
wie RNA-Polymerase fiir die Tran-
skription sowie Ribosomen und
tRNAs fiir die Translation. Die als
Bausteine zur Bildung von mRNA
und Proteinen bendotigten Ribonu-
kleotide, Aminosauren und ATP als
Energiequelle sind auch bereits ent-
halten. So ldsst sich mit jeder beliebi-
gen kodierenden DNA ein Protein
erzeugen, sobald man sie in das zell-
freie System einbringt. Ein farbig
fluoreszierendes Protein herzustellen,
ist relativ einfach: In der Natur gibt
es etliche Gene, die fiir bunt leucht-
ende Proteine kodieren. Etwas
schwieriger ist es hingegen, eine
mRNA zum Leuchten zu bringen.
MiniPCR® verwendet hierfiir ein
Aptamer (Abbildung 5), das an die
Sequenz des RFP-Gens angebaut wur-
de. Es trigt auch den Namen Brokko-
li-Aptamer auf Grund des spiter ent-
stehenden griinen Leuchtens. Dieser
Bereich kodiert - nach Uberschrei-
bung in RNA - nicht fiir Aminosiu-
ren, sondern bildet eine dreidimensi-
onale Struktur, indem sich die Brok-
koli-Units (eingekreiste Sequenz) der
mRNA zu einem Doppelstrang falten.
Diese Strukur bindet ganz spezifisch
an den Chromophor (Abbildung 6)
und umschlief3t ihn. Der griin fluo-
reszierende Chromophor ist im zell-
freien System enthalten. Der Trick:
Der Chromophor leuchtet erst dann
griin, wenn er an das Aptamer ge-
bunden hat und dadurch in die akti-
ve, farbige Form gebracht wird. Der
Rest der mRINA, die fiir das rot fluo-
reszierende Protein kodiert, wird
davon nicht beeintrichtigt.
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Um das ,Zentrale Dogma“ zu
untersuchen, setzen die Schiiler/-
innen vier Experimente an:

— Der erste Ansatz ist eine Negativ-
kontrolle, bei der Wasser anstelle
der DNA verwendet wird.

— Der zweite Ansatz stellt eine Refe-
renzreaktion dar, bei der die DNA
wie beschrieben erst zur griin
leuchtenden mRNA und dann zu
einem rot leuchtenden Protein
umgesetzt wird.

— Der dritte Ansatz enthilt die glei-
che DNA, jedoch wird hier das
Antibiotikum Kanamycin hinzuge-
geben, welches die Funktion der
Ribosomen und damit die Transla-
tion hemmt.

— Der vierte Ansatz enthilt eine an-
dere DNA-Probe.

Vor dem Hintergrund ihres Vorwis-

sens tiber die Struktur und Regulation

eines Gens und seiner Expression
sollen die Schiiler/-innen die beob-
achtbaren Reaktionen erkliren.

Einblicke in Laborarbeit

Das Experimentier-Kit ,Zentrales
Dogma“ ist didaktisch sehr gut aufge-
arbeitet. Das Lehrerhandbuch berei-
tet jede Phase des Unterrichts gut
vor und leitet die Lehrperson durch
die einzelnen Schritte der Vorberei-
tung. In einer PowerPoint-Priasenta-
tion wird jeder Arbeitsschritt visuali-
siert. Das Schiilerhandbuch bereitet
die Schiiler/-innen auf die Durchfiih-
rung des Praktikums vor und fiihrt
sie durch jeden einzelnen Schritt. So
konnen sie mithilfe vorbereiteter
Beobachtungstabellen jeweils ihre
Vorhersage formulieren. Auf diese
Weise gelingt die Auswertung des
Versuches zuverlissig. Die Erklirung
der Beobachtungen wird durch Ta-
bellen zur Formulierung von Behaup-
tung, Beweis und Argumentation
ergebnisorientiert gefithrt. Vom
Schwierigkeitsgrad her unterschied-

—
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liche, spezifische, differenzierte Er-
liuterungen und Tipps ermoglichen
auch schwachen Schiiler/-innen die
Auswertung, und durch das vorberei-
tende Arbeitsmaterial in Form von
Konzeptkarten werden Schiilerfragen
bereits im Vorfeld geklirt. AuBerdem
gibt es fiir leistungsstarke Schiiler/
-innen weiterfithrende Fragen. Das
Experiment ist kleinschrittig be-
schrieben; Vorgehensweise und An-
leitung dhneln einem Kochrezept.
Die Arbeitsauftrige sind nicht offen
formuliert und bieten wenig Spiel-
raum davon abzuweichen. Diese
didaktische Reduzierung ist fiir
Oberstufenschiiler/-innen jedoch
vertretbar.

Durch das Praktikum bekommen
die Lernenden einen Einblick in die
Arbeitsweisen in einem Labor. Hier-
fiir sind keine teuren Gerite notig
und die Lehrpersonen konnen das
Experiment mit vertretbarem Zeitauf-
wand fiir einen dreistiindigen Kurs
vorbereiten. Die Reaktionen sind so
stabil, dass die Kontrolle auch eine
Woche spiter erfolgen kann. Das Kit
ist von der Anwendung her sehr ein-
fach und die ,molekularen Fabriken“
verzeihen auch so manchen kleinen
Fehler. Die Lagerung ist bei -20 C°
bis zu sechs Monate und im Kiihl-
schrank bis zu drei Monate moglich.

Ein grof3er Kritikpunkt an diesem
Kit ist sein Black-Box-Charakter. Die
Schiiler/-innen sehen zwar die unter-
schiedlichen Fluoreszenzen, doch
um zu verstehen, was in den Reakti-
onsgefifien passiert, ist viel Abstrak-
tion erforderlich. Eine sorgfiltige
Einfiithrung ist notig, um verstindlich
zu machen, was da passiert. Zu die-
sem Zweck konnen neben dem be-
reits beschriebenen Material des
Schiiler- und Lehrerhandbuchs und
der PowerPoint-Prisentation auch
die guten Erkliarvideos auf der Web-
seite von miniPCR® genutzt werden.

ABB. 2 P51™-
Viewer im
Einsatz in der
Schule. Foto:
Sarah Block.

Um etwas ,Licht in die Black Box” zu
bringen, konnten weitere Kontrollen
durchgefiihrt werden. Der Hemm-
stoff fiir die Translation ist ein An-
fang, aber auch eher ein ,Tropfen
Zauberflissigkeit”. Aus der Fragestel-
lung an Schiiler/-innen, welche Be-
dingungen fiir Transkription und
Translation erforderlich sind, konnen
sich weitere Experimente ergeben -
SO z.B.:

(1) Was passiert, wenn man die Reak-
tion im Kiihlschrank durchfiihrt?

(2) Was passiert, wenn man sie bei
60 °C durchfiihrt oder das Reak-
tionsgefif3 vorher kocht?

(3) Was passiert, wenn der pH-Wert
der Reaktionslosung unphysiolo-
gisch sauer oder alkalisch wird?

(4) Was passiert, wenn man RNase
oder DNase zugibt?

(5) Was passiert, wenn man DNase
zugibt, nachdem die RNA produ-
ziert wurde?

DNAf —— RNA —— PROTEIN
\ \r\—%

ABB. 3 Das ,,Zentrale Dogma der
Molekularbiologie*“: DNA wird iiber
RNA in Protein iibersetzt. Der umge-
kehrte Weg ist nicht moglich (von
speziellen Ausnahmen abgesehen).
Foto: miniPCR®.

ABB. 4 Schema
der fiir das Ex-

protein coding sequence stop codon ™=m  terminator .
periment ver-
wendeten DNA-
J/ Sequenz. Foto:
kodiert fiir das rot fluoreszierende Protein miniPCR®.
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Weitere Informa-
tionen zu P51™
und Experimenten
erhalten Sie bei
der Autorin.
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proteinkodierende Sequenz

ABB. 5 Das fiir die Bindung des
Chromophors verwendete Aptamer.
Foto: miniPCR.

Ein Vorteil des P51™-Fluoreszenz-
Viewers ist, dass man die Palette an
Experimenten - auch mit eigener
Phantasie - enorm erweitern kann.

Schiilerexperiment im Weltraum
Einfach, aber sehr instruktiv ist das
,DNA Glow Lab*“, in dem die DNA-
Struktur einprigsam untersucht wer-
den kann. Das Aufschmelzen von
DNA und das Zusammenfiigen (Hy-
bridisierung) zur Doppelhelix kann
damit in Echtzeit anhand der Fluo-
reszenz beobachtet werden. Dieses
scheinbar so einfache Experiment
lasst sich fast beliebig bis hin zu
komplexen Reassoziationskinetiken
erweitern. Mithilfe eines weiteren
Experimentier-Kits konnen enzyma-
tische Reaktionen in der Fluoreszenz
untersucht werden.

Der recht kostengiinstige Fluo-
reszenz-Viewer P51™ kann sogar in
der Unter- und Mittelstufe benutzt
werden, um fluoreszierende Farb-
stoffe in bunten Filzstiften sichtbar
zu machen. Da dieses Gerit vielfiltig
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ABB. 6 Der griin fluoreszierende
Chromophor ist bereits im zellfreien
System enthalten. Foto: miniPCR®.
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einsatzbar ist, iberrascht es nicht,
dass damit in diesem Jahr ein Expe-
riment auf der ISS durchgefiihrt
wird. Selin Kocalar von der Leigh
High School in San José im Bundes-
staat California gewann mit ihrer
Idee 2021 den amerikanischen Schii-
ler-Wettbewerb ,Genes in Space“.
Sie entwickelte gemeinsam mit ihrer
Mentorin Bess Miller von der Har-
vard Medical School in Boston eine
Moglichkeit, Pathogene wie Pseudo-
monas aeruginosa mit dem zellfrei-
en Biosensor im Weltall nachzuwei-
sen. In der Geschichte der Raum-
fahrt kam es immer wieder zu
Verunreinigungen von Trinkwas-
ser - sowohl beim Apollo-Programm
als auch auf der ISS. Im Zuge der
Apollo-13-Mission erkrankte ein
Crewmitglied ernsthaft an einer
Infektion durch Pseudomonas aeru-
ginosa. Wasserproben mussten bis-
her immer zur Erde transportiert
und in einem Labor durch rRNA-
Sequenzierung auf Kontaminationen
gepriift werden. Das erschwert eine
Sicherstellung von sauberem Trink-
wasser besonders bei langen Missio-
nen - z.B. zum Mars. Selin Kocalars
preisgekronte Idee bietet genau das:
eine einfache, benutzerfreundliche,
tragbare Methode um die Wasser-
qualitit zu testen - und zwar nicht
nur im Weltraum, sondern auch auf
der Erde, wo kontaminiertes Wasser
in vielen Regionen ein grof3es Prob-
lem darstellt.
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Broccoli Units

‘Was bisher nur amerikanischen
Schiiler/-innen vorbehalten war,
soll nun auch in Deutschland mog-
lich werden. Die kleine Firma
BioWissKomm plant mit Unterstiit-
zung des VBIO den Schiilerwett-
bewerb ,Genes in Space“ auch in
Deutschland einzufiihren. Eine Leh-
rer-Schiiler-Konferenz im Zeiss-Pla-
netarium in Berlin ist bereits fiir fir
den 21./22. Mirz 2023 geplant. Da-
nach werden grof3ziigige Sponsoren
gesucht, um 2024 oder 2025 ein
Schiilerexperiment in den Weltraum
schicken zu konnen.
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