— F /
— 28 ‘\./
Patricia Schoppner ‘
Sara GroBbruchhaus
GEIERE R

Biotechnologie
praxisorientiert
INEGIE

Aktuelle Kontexte fiir Schule
und Lehrerfortbildung

OPEN ACCESS @ Springer Spektrum



Biotechnologie praxisorientiert unterrichten



Springer Nature More Media App

A

02009090

L~

1.
Download

2.
Scan Link

sn.pub/...
J-https://doi.org/10.1007/...

3.
Enjoy Video

=

Support: customerservice@springernature.com



Patricia Schoppner « Sara Gro3bruchhaus « Claudia Nerdel

Biotechnologie
praxisorientiert
unterrichten

Aktuelle Kontexte fiir Schule und Lehrerfortbildung

A Springer Spektrum



Patricia Schoppner Sara GroBbruchhaus

Technische Universitdt Miinchen Technische Universitdt Miinchen
Miinchen, Deutschland Miinchen, Deutschland
Claudia Nerdel

Technische Universitidt Miinchen
Miinchen, Deutschland

Die Online-Version des Buches enthilt digitales Zusatzmaterial, das berechtigten Nutzern durch An-
klicken der mit einem ,,Playbutton® versehenen Abbildungen zur Verfiigung steht. Alternativ kann die-
ses Zusatzmaterial von Lesern des gedruckten Buches mittels der kostenlosen Springer Nature ,,More
Media“ App angesehen werden. Die App ist in den relevanten App-Stores erhiltlich und ermdoglicht es,
das entsprechend gekennzeichnete Zusatzmaterial mit einem mobilen Endgerit zu 6ffnen.

ISBN 978-3-662-65209-1 ISBN 978-3-662-65210-7 (eBook)
https://doi.org/10.1007/978-3-662-65210-7

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen Nationalbibliografie;
detaillierte bibliografische Daten sind im Internet iiber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

© Der/die Herausgeber bzw. der/die Autor(en) 2023 Dieses Buch ist eine Open-Access-Publikation.
Open Access Dieses Buch wird unter der Creative Commons Namensnennung - Nicht kommerziell 4.0 Inter-
national Lizenz (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.de) veroffentlicht, welche die nicht-kom-
merzielle Nutzung, Vervielfiltigung, Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in jeglichem Medium und
Format erlaubt, sofern Sie den/die urspriinglichen Autor(en) und die Quelle ordnungsgemil} nennen, einen
Link zur Creative Commons Lizenz beifiigen und angeben, ob Anderungen vorgenommen wurden.

Die in diesem Buch enthaltenen Bilder und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der genannten Crea-
tive Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende nichts anderes ergibt. Sofern das betreffende
Material nicht unter der genannten Creative Commons Lizenz steht und die betreffende Handlung nicht
nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist auch fiir die oben aufgefiithrten nicht-kommerziellen Weiterver-
wendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen Rechteinhabers einzuholen.

Das Werk einschlieBlich aller seiner Teile ist urheberrechtlich geschiitzt. Jede kommerzielle Verwertung,
die nicht ausdriicklich vom Urheberrechtsgesetz zugelassen ist, bedarf der vorherigen Zustimmung des
Autors und ggf. des Herausgebers. Das gilt insbesondere fiir Vervielfaltigungen, Bearbeitungen, Uber-
setzungen, Mikroverfilmungen und die Einspeicherung und Verarbeitung in elektronischen Systemen.
Der Verlag hat eine nicht-exklusive Lizenz zur kommerziellen Nutzung des Werkes erworben.

Die Wiedergabe von allgemein beschreibenden Bezeichnungen, Marken, Unternehmensnamen etc. in
diesem Werk bedeutet nicht, dass diese frei durch jedermann benutzt werden diirfen. Die Berechtigung
zur Benutzung unterliegt, auch ohne gesonderten Hinweis hierzu, den Regeln des Markenrechts. Die
Rechte des jeweiligen Zeicheninhabers sind zu beachten.

Der Verlag, die Autoren und die Herausgeber gehen davon aus, dass die Angaben und Informationen in
diesem Werk zum Zeitpunkt der Veroffentlichung vollstandig und korrekt sind. Weder der Verlag, noch
die Autoren oder die Herausgeber tibernehmen, ausdriicklich oder implizit, Gewihr fiir den Inhalt des
Werkes, etwaige Fehler oder AuBerungen. Der Verlag bleibt im Hinblick auf geografische Zuordnungen
und Gebietsbezeichnungen in veroffentlichten Karten und Institutionsadressen neutral.

Planung/Lektorat: Sarah Koch

Springer Spektrum ist ein Imprint der eingetragenen Gesellschaft Springer-Verlag GmbH, DE und ist
ein Teil von Springer Nature.
Die Anschrift der Gesellschaft ist: Heidelberger Platz 3, 14197 Berlin, Germany


https://doi.org/10.1007/978-3-662-65210-7
http://dnb.d-nb.de
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.de

Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
AMGEN Foundation

Dieses Material basiert auf Arbeiten, die von der Amgen Foundation durch ein
Zuschussprogramm des Education Development Center, Inc. unterstiitzt wurden.

GEFORDERT vOu

* Bundesministerium
fiir Bildung
und Forschung

Das diesem Werk zugrundeliegende Vorhaben wird im Rahmen der gemeinsamen
~Qualitatsoffensive Lehrerbildung” von Bund und Landern mit Mitteln des Bundes-
ministeriums fiir Bildung und Forschung unter dem Férderkennzeichen 01JA1801
gefordert.

Die Verantwortung fiir den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt bei den Autorinnen.

GEFORDERT vOu

. Bundesministerium
AMGEN' Foundation * fiir Bildung
\ N und Forschung



Vorwort

Spétestens seit Beginn der Corona-Pandemie in Deutschland Anfang 2020 ist die
Polymerase Chain Reaction (PCR) als Goldstandard der labormedizinischen Diag-
nostik zur Detektion von SARS-Cov2-Infektionen in ihren unterschiedlichen Va-
rianten eine echte Berithmtheit unter den Analysemethoden geworden und {iber
die mediale Berichterstattung ins 6ffentliche Bewusstsein gertickt. Die Methode ist
jedoch schon bedeutend dlter: Das Verfahren wurde Anfang der 1980er-Jahre ent-
deckt und hat seitdem verschiedene Bereiche der Biowissenschaften und Medizin
nachhaltig beeinflusst und vorangetrieben, z. B. durch die umfassende Sequenzie-
rung und Aufklarung der Nukleotid-Abfolgen in der DNA von (Nutz-)Pflanzen,
Tieren sowie dem Menschen im Human Genome Project. Damit einhergehend
haben sich weitere biotechnologische Verfahren zur Verdnderung der DNA etab-
liert, die z. B. die langfristige klassische Ziichtung von Pflanzen in den Ernédhrungs-
und Agrarwissenschaften durch menschliche Eingriffe in das Genom deutlich be-
schleunigen oder neue Behandlungsmoglichkeiten von Erkrankungen wie Krebs
und Alzheimer erdffnen. Diese Verfahren, die auf menschlichen Eingriffen ins Erb-
gut von pflanzlichen und tierischen Organismen basieren, bergen damit gleicher-
maBen Chancen und Risiken und sind als solche gemeinsam mit der Reflexion
ihrer ethischen Implikationen Bestandteil schulischer Bildungspline und Kern-
curricula in der Mittel- und Oberstufe.

Molekularbiologische und biotechnologische Arbeitstechniken und Erkennt-
nismethoden sind sowohl theoretisch als auch praktisch komplex. An den Schulen
hat man héufig kaum Moglichkeiten, diese praktisch durchzufiithren und iibend zu
wiederholen; ferner ist man dabei aufgrund von Sicherheitsstandards beim Um-
gang mit gentechnisch verdnderten Organismen hdufig auf Forschungslabore an
Universititen und Forschungseinrichtungen angewiesen. Mit dem weltweiten
Bildungsprogramms Amgen Biotech Experience der Amgen Stiftung entstand
daher in den spéten 1980er-Jahren in Amerika die Idee, molekularbiologische Me-
thoden wie PCR, Restriktionsverdau und Agarose-Gelelektrophorese sowie die
Klonierung rekombinanter Proteine fiir den Schulunterricht aufzubereiten und das
erforderliche Equipment den mitmachenden Schulen zur Verfiigung zu stellen,
damit Lehrkréfte und Schiilerinnen und Schiiler diese Methoden an ihren Schulen
selbst erproben konnen. Das Programm wurde zunichst in USA, Kanada und
GroBbritannien ausgerollt und erreichte in den 2000er-Jahren auch weitere Teile in
Europa, Asien und Australien. Im Rahmen von ABE Germany entstanden seit
2017 die spezifischen Adaptionen des amerikanischen Programms an die deutschen
Bildungspline, sodass das Arbeiten mit den genannten DNA-Techniken auch hier-
zulande praktisch in Schulen erprobt werden kann. Seit Beginn des ABE-
Programms in Deutschland haben wir 336 Lehrkréfte mit einer regionalen Organi-
sation von Fortbildungen und nachfolgend deren 4380 Schiilerinnen und Schiiler
durch die Implementation in den Biologieunterricht der Mittel- und Oberstufen
erreicht. Die lebensweltlichen, biowissenschaftlichen und medizinischen Kontexte,
in denen PCR, Agarose-Gelelektrophorese und Restriktionsverdau eingesetzt wer-
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den konnen, sind so vielfaltig, dass wir die Module stetig thematisch und metho-
disch erweitert und in neue Themengebiete eingebettet haben. Die schriftliche Ab-
fassung dieser Modulentwicklung mit umfassend bebilderten oder videobasierten
praktischen Anleitungen, tibersichtlichen Einweisungen in die Methoden, span-
nenden fachlichen Hintergriinden und didaktischen Impulsen fiir Thren Biologie-
unterricht haben Sie nun digital vor Augen oder halten Sie als Hardcopy in den
Hénden.

Durch wiederholte Anfragen nach neuen Kursen durch unsere engagierten
Fortbildungsteilnehmerinnen und -teilnehmer differenzierte sich das Angebot zu-
nehmend und baut heute mit Basis- und Fortgeschrittenenmodulen sowohl inhalt-
lich als auch methodisch aufeinander auf. Mit der strukturierten Niederschrift
unserer vormaligen Skripte aus den verschiedenen Lehrerfortbildungen in diesem
E-Book haben wir des Weiteren die didaktische Konzeption unseres Fortbildungs-
programms fiir die Lehrerbildung und -fortbildung zu einem kleinen biotechno-
logischen Curriculum weiterentwickelt, das wir in den vergangenen Jahren im Rah-
men der Qualititsoffensive Lehrerbildung in der gymnasialen und beruflichen
Lehrerbildung und -fortbildung ausgerollt und stetig, u. a. auf fachgebundene und
berufliche Oberstufen (FOS/BOS), erweitert haben. Beklagt wird schon seit Lan-
gem, dass die verschiedenen Studienabschnitte aus Fach- und Bildungswissen-
schaften sowie der Schulpraxis in der Lehrerbildung additiv nebeneinanderstehen,
nicht ausreichend vernetzt werden und Lehramtsstudierende mit Eintritt in das
Referendariat an der Schule einen echten Praxisschock erleiden, wenn sie erstmalig
biologische Unterrichtsstunden geben sollen. Daher fordert das BMBF mit der
Qualititsoffensive Lehrerbildung deutschlandweit seit 2015 systematisch die Ver-
netzung von Fachwissenschaft, Fachdidaktik und Schulpraxis. Das vorliegende
Buch umfasst neben der fachwissenschaftlichen und laborpraktischen Auf-
bereitung der molekularbiologischen Methoden PCR, Restriktionsverdau,
Agarose-Gelelektrophorese und Proteinbiochemie didaktische Impulse fiir Thren
Unterricht, um das Fachwissen und Methodenwissen im Sinne der Erkenntnis-
gewinnung sowie die praktischen Handlungsroutinen sukzessive aufeinander auf-
zubauen.

All das wire auch weiterhin graue Theorie und stiinde unverbunden neben-
einander, wenn sich nicht unsere hochengagierten (angehenden) Lehrkrafte aktiv
an einem Diskurs tiber unsere Module und ihre médgliche Einbindung in den Bio-
logieunterricht so intensiv beteiligt hiatten. Unser besonderer Dank gilt daher Nina
Ostermeier und Julia Stich, dass sie im Rahmen ihrer W-Seminare mit uns ko-
operiert und die Proteinbiochemie mit ihren Schiilerinnen und Schiilern ausgiebig
erprobt haben, sowie den zahlreichen Lehrkréften in den Fortbildungen, die nach
der Implementation der Biotechnologiemodule Anregungen aus ihrer Unterrichts-
praxis gegeben haben, um das modulare Angebot stetig inhaltlich, methodisch und
didaktisch weiterzuentwickeln. Dieses Buch ist damit eine kollaborative Gemein-
schaftsproduktion von Fachwissenschaftler*innen, Fachdidaktik*innen und Schul-
praktiker*innen, um (angehenden) Lehrkriaften und Schiiler*innen die Md&glich-
keiten und Grenzen der Biotechnologie unterrichtspraktisch in der Schule zu
eroffnen. Dartliber hinaus haben weitere Helfer*innen aktiv an diesem Buch mit-
gewirkt und fiir Sie anschauliche Materialien, z. B. Erklarvideos, Arbeitsblitter
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und Hintergrundinformationen zusammengestellt und fiir die Lehrkriftefortbildung,
Seminare in der Lehrerbildung sowie fiir die Unterrichtspraxis aufbereitet. Diese
Materialien finden Sie begleitend zu diesem Buch in unserem und Online-Material.

Thnen allen sowie unseren Forderern, Amgen Stiftung und BMBF, gilt unser
ganz herzlicher Dank!

Patricia Schoppner
Sara Grof3bruchhaus
Claudia Nerdel
Miinchen
September 2022
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werke mit Schulen zu den genannten thematischen Schwerpunkten
runden das Forschungsprofil ab.

Nihere Informationen zum Autorinnenteam erhalten Sie unter

» https://www.edu.tum.de/fdls/team/
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2 Kapitel 1 - Einleitung

Biotechnologische Methoden wie die DNA-Analyse gehoren seit Jahren zum Stan-
dard in der naturwissenschaftlichen Forschung und angrenzenden Disziplinen.
Dennoch werden diese an Schulen hauptsidchlich theoretisch unterrichtet und
nicht experimentell erarbeitet. In diesem Buch werden Konzepte vorgestellt, wie
biotechnologische Methoden schiilerorientiert an Schulen in Unterrichtsriumen
ohne aufwendige und kostenintensive Forschungslabore mit ihrer Ausstattung
durchgefiihrt werden kdnnen. Die praktische Umsetzung kann dabei das Verstand-
nis fiir komplexe Themen sowie biologische Basiskonzepte und Prinzipien férdern,
die sich mithilfe molekularbiologischer Methoden bearbeiten lassen. Zusitzlich
schult sie das wissenschaftsmethodische Verstdndnis und gibt tiefere Einblicke in
den Berufsalltag eine*r Laborant*in bzw. Wissenschaftler*in. Alle hier vor-
gestellten Arbeitstechniken und Experimente sind so konzipiert, dass sie ohne zu-
satzliche Sicherheitsregularien aullerhalb von professionellen Forschungslaboren
an Schulen durchgefiihrt werden kénnen.

Die Biotechnologie ist ein stark expandierender und multidisziplindrer facher-
iibergreifender Bereich. Daher ist es aus didaktischer Sicht zwingend, Schiiler*in-
nen bereits im Biologieunterricht mit diesen Methoden vertraut zu machen, damit
diese die beruflichen Perspektiven in diesem Bereich realistisch einschitzen kon-
nen. Zwar findet man molekularbiologisch und biotechnologisch orientierte
Themenbereiche obligatorisch in den Lehrpldanen der Sekundarstufen, jedoch sind
Schulen aus Kostengriinden selten so ausgestattet und Lehrkrifte derart fort-
gebildet, dass die Implementation der molekularbiologischen Praxis in den Unter-
richt selbstverstdandlich ist. Mit Blick auf einen biotechnologischen Wandel zur
Losung globaler Problemstellungen in Medizin sowie Erndhrungs- und Agrar-
wissenschaften, haben wir als naturwissenschaftsdidaktischer Arbeitsbereich An-
lass, praktische Arbeitstechniken und das wissenschaftsmethodische Vorgehen in
diesem wichtigen und zukunftsorientierten Bereich zu starken.

An lebensnahen Kontexten, z. B. am circadianen Rhythmus des Menschen oder
an seiner bitteren Geschmackswahrnehmung, konnen sowohl (angehende) Lehr-
kréfte als auch Schiiler*innen die Standardmethoden wie DNA-Extraktion, Poly-
merasekettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction), Restriktionsverdau
und die Agarose-Gelelektrophorese mit Blick auf den Unterricht wiederholen bzw.
im Biologieunterricht neu erlernen und iiben. Schiiler*innen konnen damit die
Handhabung und Durchfithrung molekularbiologischer Arbeitstechniken in ihrem
gewohnten schulischen Umfeld erfahren, womit sie sowohl auf die Anforderungen
in einem naturwissenschaftlichen Studium vorbereitet werden, als auch ihre liber-
fachlichen Kompetenzen (z. B. Kollaboration und Argumentation) stirken kon-
nen. Dariliber hinaus eigenen sich die Module ebenso fiir die Lehrerbildung
und -fortbildung zur fachwissenschaftlichen und fachdidaktischen Reflexion und
Vernetzung, um perspektivisch mehr molekularbiologische Praxis in den Biologie-
unterricht einzubringen. In diesen konnen Lehrkrifte die Module in ihren Schulen
erproben und sich vergewissern, dass diese Methoden in ihren Fach- und Klassen-
rdumen umgesetzt werden konnen. Lehrkrifte konnen gerne unsere Vorschlige
nutzen, um gemeinsam mit Thren Kolleg*innen in der Biologiefachschaft oder an
benachbarten Schulen den Biologieunterricht im Sinne Thres Schulprofils und -cur-
riculums weiterzuentwickeln.



Einleitung

Die Umsetzung der hier vorgestellten biologischen Kontexte ist mit Blick auf
die Reihenfolge und die didaktische Gestaltung sehr variabel, was eine individuelle
Anpassung an die jeweilige Lernsituation in Threm Biologieunterricht ermoglicht.
Diese betrifft sowohl die Einbindung der Arbeitstechniken und Experimente im
Regelunterricht, bei der Umsetzung von Projekttagen oder im Rahmen von
Enrichment-Programmen, als auch individuelle Schwerpunktsetzungen durch die
Lehrkraft mit der Anpassung an das jeweilige Kompetenzniveau der Schiiler*in-
nen.

Als besonderes Schmankerl! fiir Sie als biotechnologisch interessierte Lehrkraft
mochten wir Thnen zum Abschluss dieses Buchs eine exemplarische Zusammen-
arbeit von Schule und Universitidt im Bundesland Bayern bei uns in der Region
Miinchen vorstellen, um weitergehende Moglichkeiten fiir einen forschung
sorientierten Biologieunterricht bzw. fiir zusitzliche Schiilerforschungsprojekte
zu illustrieren. An der Technischen Universitat Miinchen (TUM) bieten wir inte-
ressierten Schiiler*innen im Rahmen eines schulischen W-Seminars (Kap. » 11)
die Moglichkeit, einen noch tieferen Einblick in den Bereich der biotechno-
logischen Forschung an einer Universitit zu gewinnen. Die Entscheidung der
Schiiler*innen hinsichtlich eines Studiums oder Ausbildung in diesem oder einem
verwandten naturwissenschaftlichen Bereich kann dadurch erleichtert werden.
Diese W-Seminare werden in enger Kooperation mit Lehrkriaften durchgefiihrt
und umfassen eine einwochige, intensive praktische Betreuung im S1-Labor
durch unsere Wissenschaftler*innen. Dieses Konzept haben wir in Zusammen-
arbeit mit dem Werner-Heisenberg-Gymnasium in Garching und Graf-Ras-
so-Gymnasium in Firstenfeldbruck erprobt. Unser herzlicher Dank gilt an die-
ser Stelle den beiden Biologielehrerinnen Julia Stich und Nina Ostermeier. Frau
Ostermeiers Erfahrungsbericht lesen Sie in » Abschn. 11.4. Mit diesem Ko-
operationsmodell zwischen Schule und Universitdt zur Schiilerforschung mochten
wir Sie motivieren, in Threm schulischen Umfeld einmal Kontakte zur néchst-
gelegenen Universitit oder wissenschaftlichen Einrichtung zu kniipfen. Bundes-
weit werden viele Schiilerlabore und Schiilerforschungszentren von Universititen
und wissenschaftlichen Einrichtungen betrieben, die insbesondere in den
MINT-Fachern ein breites Spektrum an interessanten Themen fiir nahezu alle
Jahrgangsstufen anbieten und IThren Unterricht ganz individuell anreichern kon-
nen.? Die Bildungspline und Kerncurricula der verschiedenen Bundeslinder
sehen zumeist in der Oberstufe wissenschaftspropddeutische Kurse vor, in deren
Rahmen sich eine solche Zusammenarbeit anbietet. Aber auch Arbeitsgemein-
schaften oder der reguliare Unterricht bieten bereits in der Mittelstufe zahlreiche
Ankniipfungspunkte zum naturwissenschaftlichen Arbeiten in Kooperation mit
einer Hochschule.

Wir hoffen, mit diesen thematischen Vorschldgen und didaktischen Impulsen
zum Biologieunterricht einerseits (angehende) Lehrkrifte auf solchen forschungs-
praktisch orientierten Unterricht vorzubereiten und andererseits naturwissen-

1 Schmankerl (bayr.): Leckerbissen, auch im iibertragenen Sinn.
2 Schiilerlabor-Atlas: » https://www.schuelerlabor-atlas.de/.
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schaftlichen Nachwuchs fiir diese zukunftsorientierten Fragestellungen zu interes-
sieren und kiinftig noch besser rekrutieren zu konnen.

Zum Ende dieser Einleitung erlauben wir uns, Thnen eine kleine Leseanleitung
mit auf Thren Weg durch einen praxisorientierten Unterricht fiir die Biotechno-
logie zu geben:
= Im theoretischen Teil (Kap. » 2 und » 3) greifen wir sowohl die biologischen

Konzepte der Genetik und Evolution als auch die molekularbiologischen

Arbeitstechniken auf, die sich wie ein Roter Faden durch dieses Buch ziehen

und die in neuen, fir die Schiiler*innen interessanten lebensweltlichen Kontex-

ten wiederholt werden. Auf diese Weise sollen sowohl die fachlichen Inhalte als
auch die wissenschaftlichen Methoden vernetzt werden und den Schiiler*innen
ein kumulatives Lernen biologischer Konzepte in neuen Kontexten ermdglicht
werden.

= Als Lehrkrifte konnen Sie sich allgemein im Kap. » 4 einen Uberblick iiber
unsere didaktischen Hinweise zur Umsetzung der Module verschaffen. Fiithlen

Sie sich vollig frei, die Kontexte mit ihren experimentellen Untersuchungen und

didaktischen Anregungen in den nachfolgenden Kapiteln der Praktischen Um-

setzung mit Blick auf Thre Schiiler*innen und die Lernsituation an Ihrer Schule
neu und anders zu kombinieren.
= AbschlieBend erhalten Sie mitdem praktischen Teil (Kap.» 5,» 6,» 7,» 8, » 9,

» 10 und » 11) konkrete Anleitungen fiir die Durchfithrung der hier allgemein

besprochenen Arbeitstechniken in den Kontexten des jeweiligen Kapitels. Dabei

baut sowohl die fachlich-inhaltliche Schwierigkeit der Kontexte als auch die

Komplexitidt der eingesetzten Arbeitstechniken sukzessive aufeinander auf

(» Tab. 4.2). Den didaktischen Empfehlungen fiir den Unterricht konnen Sie

dann Hinweise zum Lehrplan und zur Kompetenzférderung sowie zur Schiiler-

orientierung und zur methodischen Umsetzung im Biologieunterricht ent-
nehmen.

Je nach Thren fachlichen und wissenschaftsmethodischen Vorkenntnissen sowie
Thren personlichen Interessen und mit Blick auf Thre Schiiler*innen konnen Sie
getrost Kapitel auslassen oder ganz intensiv studieren. Verstehen Sie bitte dieses
Buch mit seinem Online-Material fiir den Unterricht als Arbeitsmaterial, das
Thnen und Ihren Schiiler*innen neue spannende Einsichten in die zukunftsweisende
Biotechnologie und ihre (fast) grenzenlosen Moglichkeiten bescheren mochte. In
diesem Sinne wiinschen wir nun viel Spal3 beim Lesen!

Zusammenfassung

In der Einleitung wird die Bedeutung der Biotechnologie und Molekularbiologie fiir
die Gesellschaft und damit fiir die Schule dargestellt. Gleichzeitig fithrt das Kapitel
in das Buch ein und erklart, was Sie von dem Inhalt erwarten konnen: Kontext-
orientierte Module, die Sie befahigen, molekularbiologische Standardmethoden ge-
meinsam mit Thren Schiiler*innen in ihrem Klassenzimmer praktisch durchzu-
fiihren.
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8 Kapitel 2 - Fachwissenschaftlicher Hintergrund: Von der DNA zum Protein

Zum besseren Verstdndnis der biotechnologischen Arbeitsweisen werden in diesem
Kapitel genetische und biochemische Grundlagen von der DNA bis hin zum
funktionsfiahigen Protein kurz erklart.

Lebende Organismen charakterisieren sich unter anderem dadurch, dass sie ihr
Genom reproduzieren konnen und einen eigenen Energiestoffwechsel haben. In
lebenden Organismen sind die funktionellen Eigenschaften von Zellen sowie Merk-
male ihrer Vermehrung als genetische Information in der DNA gespeichert (Clark
& Pazdernik, 2009, S. 32). Die physikalischen Positionen von Genen auf der DNA
werden als Loci bezeichnet. Um die Reproduktion und den Energiestoffwechsel
gewihrleisten zu konnen, muss ein Organismus auf Grundlage der in seiner DNA
kodierten Information Proteine synthetisieren konnen (Clark & Pazdernik, 2009,
S. 32). Neben strukturgebenden Eigenschaften (z. B. Aufbau von Zellen) regulieren
Proteine eine Vielzahl zelluldrer Prozesse und sind als Biokatalysatoren an Re-
aktionen des Energiestoffwechsels beteiligt. Membranproteine stellen durch Aus-
bildung von Transmembrankanilen die Kommunikation und den Austausch von
Stoffwechselprodukten zwischen den Zellen sicher (Clark & Pazdernik, 2009,
S. 32). Proteine zdhlen daher zu den wichtigsten Bestandteilen aller lebenden
Organismen.

Fir alle lebenden Organismen gilt im Sinne des zentralen Dogmas der
Molekularbiologie, dass der Informationsfluss nur in eine Richtung erfolgt. Zu-
néchst wird die Erbinformation der DNA in Messenger-RNA (mRNA) transkri-
biert, bevor diese in die Aminosduresequenz eines Proteins iibersetzt werden kann
(Translation). Die Priméarstruktur eines Proteins bildet damit das Bindeglied zwi-
schen der genetischen Information der DNA und der biologischen Funktion des
jeweiligen Proteins (Berg & Tymoczko, 2018, S. 44). Durch Ausbildung von Sekun-
dér- und Tertidrstruktur enthélt jedes Protein seine eigene charakteristische raum-
liche Struktur. Wesentliche Strukturmerkmale zu DNA, RNA und Proteinen sind
in einschldgiger Grundlagenliteratur zu finden, z. B. in Stryer Biochemie (Berg &
Tymoczko, 2018).

Allerdings ermoglichen moderne biotechnologische Methoden, jeden Schritt
dieser ,,Einbahnstrae® in vitro umzukehren. Dadurch ergeben sich eine Vielzahl
neuer Informationsquellen, die fiir die Weiterentwicklung der Molekularbiologie
und Bioinformatik ausschlaggebend waren (8 Abb. 2.1). Beispielsweise konnen
mit Hilfe von viralen Enzymen RNA-Sequenzen mittels Reverser Transkription
(RT) in komplementiare DNA (cDNA, complementary) umgewandelt werden.
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B Abb. 2.1 Das Zentrale Dogma der Molekularbiologie. In lebenden Organismen sind die funktionellen
Eigenschaften von Zellen sowie Merkmale ihrer Vermehrung als genetische Information in der DNA ge-
speichert (Clark & Pazdernik, 2009, S. 32). Um Proteine synthetisieren zu konnen, erfolgt zunéchst die
Transkription der DNA in mRNA, welche anschlieBend in ein Protein translatiert wird. In vitro sind zu-
sitzliche Ubertragungsformen méglich, die das Zentrale Dogma umkehren kénnen, z. B. erfolgt in der
Reversen Transkription die Gewinnung von cDNA ausgehend von RNA. AS = Aminosduresequenz,
P = Protein. Ferner konnen von der Aminoséuresequenz durch computergestiitze Methoden (Annotation)
kodierende DNA-Sequenzen (CDS) vorhergesagt werden

Zusammenfassung

Dieses Kapitel gibt Thnen einen kurzen FEinblick in die genetischen und bio-
chemischen Grundlagen von der DNA bis zum funktionsfihigen Protein, um ein
besseres Verstidndnis fiir die fachlichen Grundlagen der biotechnologischen Arbeits-
weisen sicherzustellen.

Literatur

Berg, J. M., & Tymoczko, J. L. (2018). Stryer Biochemie (Bd. 8). Springer.
Clark, D., & Pazdernik, N. (2009). Molekulare Biotechnologie: Grundlagen und Anwendungen. Springer.

Open Access Dieses Kapitel wird unter der Creative Commons Namensnennung - Nicht kommerziell
4.0 International Lizenz (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.de) verdffentlicht, wel-
che die nicht-kommerzielle Nutzung, Vervielfaltigung, Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in
jeglichem Medium und Format erlaubt, sofern Sie den/die urspriinglichen Autor(en) und die Quelle
ordnungsgemiB nennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz beifiigen und angeben, ob Ande-
rungen vorgenommen wurden.

Die in diesem Kapitel enthaltenen Bilder und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der ge-
nannten Creative Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende nichts anderes ergibt. So-
fern das betreffende Material nicht unter der genannten Creative Commons Lizenz steht und die be-
treffende Handlung nicht nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist auch fiir die oben aufgefiihrten
nicht-kommerziellen Weiterverwendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen Rechteinhabers
einzuholen.


http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.de

q 1

Check for
updates

Methodische
Grundlagen: Von
der Entdeckung

zur Nutzung der
DNA

Inhaltsverzeichnis
3.1 Polymerasekettenreaktion
(PCR) - 12

3.2 Agarose-
Gelelektrophorese - 15

3.3 Restriktionsverdau - 16

Literatur-18

Erganzende Information Die elektronische Version dieses Kapitels
enthalt Zusatzmaterial, auf das tber folgenden Link zugegriffen
werden kann [https://doi.org/10.1007/978-3-662-65210-7_3]. Die
Videos lassen sich durch Anklicken des DOI Links in der Legende
einer entsprechenden Abbildung abspielen, oder indem Sie diesen
Link mit der SN More Media App scannen.

© Der/die Autor(en) 2023
P. Schéppner et al., Biotechnologie praxisorientiert unterrichten,
https://doi.org/10.1007/978-3-662-65210-7_3


https://doi.org/10.1007/978-3-662-65210-7_3
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Bei der Entdeckung der DNA im Jahr 1868 durch Friedrich Miescher war klar,
dass es sich dabei um eine vollig neue Stoffklasse handeln musste (Onlineauftritt:
Biospektrum)!. Es vergingen iiber 80 Jahre, bis Watson und Crick die Struktur der
DNA aufgeschliisselt hatten (Watson & Crick, 1953, S. 737-738). Viele Forschungs-
gruppen weltweit arbeiteten an verschiedenen Themenbereichen, die mit DNA
zusammenhingen, z. B. der Aufklidrung des Mechanismus der DNA-Replikation
(Kresge et al., 2005). All diese kleinen Fortschritte wurden durch Kary Mullis zu-
sammengetragen und fithrten zu seiner Entwicklung der Polymerasekettenreak-
tion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 1983 (Mullis et al., 1994). Diese techni-
sche Entwicklung sorgte in der genetischen Forschung fiir einen gewaltigen Sprung
und bereitete den Weg fiir viele neue Wissenschaftsfelder, da es erstmalig moglich
war, in kurzer Zeit ausreichend DNA fiir weitere Analyseschritte zur Verfliigung
zu stellen.

Heutzutage findet die PCR in der medizinischen Diagnostik, der Forensik und
fiir Analysen im Bereich der molekularen Evolution Anwendung. Das Design
spezifischer Primer ermoglicht die Detektion von Bakterien und Viren bei Patien-
ten. Beispielsweise konnen Zellen von Mycobacterium tuberculosis in Gewebe-
proben nur sehr schwer nachgewiesen werden. Durch PCR koénnen 10 Tuberkel-
bazillen unter einer Million menschlicher Zellen aufgespiirt werden (Berg &
Tymoczko, 2018, S. 172). Auch in der Krebstherapie findet diese Methode An-
wendung, z. B. bei der Behandlungsiiberpriifung bestimmter Leukdmien (van
Dongen et al., 1999), indem der Anteil eines mutierten Gens auf alle weilen Blut-
korperchen bestimmt werden kann (Moravcova & Brdicka, 2005). Seit der welt-
weiten Ausbreitung des SARS-CoV-2-Virus ist die PCR-Methode hiufiger in den
Medien vertreten. Innerhalb der bis heute verfiigbaren diagnostischen Verfahren
(z. B. Detektion des viralen Gens oder Antigens) hat sich die Gendetektion des
Virus mittels qRT-PCR (quantitative Echtzeit-Reverse-Transkriptions-PCR) als
zuverlassigste Methode erwiesen (Sule & Oluwayelu, 2020; Yiice et al., 2021). Zu-
satzliche Informationen zur Weiterentwicklung der PCR zur qRT-PCR finden Sie
im ndchsten Abschnitt.

3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist heutzutage die gebrauchlichste Methode, um die
Erbsubstanz DNA in vitro zu vervielféltigen. In der Praxis findet die PCR meist
Anwendung, um ein Zielgen oder spezielles Fragment der DNA zu amplifizieren.
Die PCR setzt dabei die Funktion der DNA-Polymerase fiir den Vervielfaltigungs-
prozess ein. Als Startpunkt fiir die Polymerase werden fiir die Zielregion spezi-
fische Primer-Paare verwendet. Hierbei handelt es sich um einzelstridngige Oligo-
nukleotide, die meist aus 20-30 Nukleotiden aufgebaut sind und damit die
Vervollstindigung der komplementéren Striange in beide Richtungen initiieren. Bei

1 Onlineauftritt Biospektrum: » https://www.biospektrum.de/magazinartikel/die-entdeckung-der-
dna?dl=1.
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3.1 - Polymerasekettenreaktion (PCR)

der Wahl der verwendeten Primer wird darauf geachtet, dass die Schmelz-
temperaturen beider Primer gleich hoch sind (ungefidhr zwischen 60 °C und 75 °C).
Der Vorwirts-Primer ist dabei komplementir zum Start der Zielsequenz, der
Riickwérts-Primer ist komplementdr zum Ende der Zielsequenz.

Fiir die PCR-Reaktionen konnen je nach Ziel des Experiments verschiedene
DNA-Polymerasen verwendet werden, die sich in Threr Thermostabilitit und
Fehlerrate unterscheiden. StandardméaBig wird eine Tag-DNA-Polymerase ver-
wendet, die aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird
und ein recht hohes Temperaturoptimum von 72 °C hat. Der Ablauf der PCR ist
in @ Abb. 3.1 dargestellt. Im ersten Schritt der Reaktion wird die DNA zunéchst
denaturiert (melting), danach erfolgt die Anlagerung der Primer an das 3°- Ende
der jeweiligen Striange (annealing), gefolgt von der abschlieBenden Synthese (elon-
gation) des jeweiligen Komplementéirstrangs durch eine hitzestabile Polymerase.
Die DNA-Synthese erfolgt dabei stets in 5°-3‘-Richtung.

Jeweils ein solcher Zyklus bedingt die Verdopplung der Zielsequenz. Im Ideal-
fall konnen mittels PCR durch die wiederholte Verdopplung nach 30 Zyklen in
weniger als einer Stunde mehr als eine Milliarde Kopien erzeugt werden
(230=1.073.741.824, allgemein: 2", n = Anzahl an Zyklen). Theoretisch ist der Ver-
lauf einer PCR exponentiell. In der Praxis gibt es allerdings limitierende Faktoren,
z. B. die Menge und Verfiigbarkeit der eingesetzten Primer, sowie die Prozessivitit
der Polymerase, wodurch eine exponentielle Vermehrung des PCR-Produkts nur
iiber einen bestimmten Zeitraum gewéahrleistet ist. Da fiir die Reaktion ein Primer-
iiberschuss verwendet wird, kann ausgeschlossen werden, dass sich der
DNA-Doppelstrang wieder zusammensetzt, ohne vervielfaltigt zu werden.

Vorteile dieser Methode (Berg & Tymoczko, 2018, S. 172):

= Fiir die Vervielfiltigung eines gewiinschten Fragments ist Kenntnis iiber die

flankierenden Sequenzen ausreichend.

Die Zielsequenz kann erheblich ldnger sein als die Primer.

Sehr spezifische Methode, da die Hybridisierung bei relativ hohen Temperatu-

ren stringent erfolgt.

== Die Stringenz kann durch Variation der Temperatur und Salzkonzentration be-
einflusst werden.

= Hohe Empfindlichkeit, da ein einziges DNA-Molekiil mittels PCR vermehrt
und anschlieBend nachgewiesen werden kann. Schauen Sie sich das zugehorige
Video zum Ablauf einer PCR an (8 Abb. 3.1).

Auch die PCR entwickelte sich weiter und ermdglicht mittlerweile, eine quanti-
fizierbare Aussage iliber die Genexpression zu treffen. Auch wird sie aktuell als
Goldstandard in der Detektion von viraler SARS-CoV-2-RNA eingesetzt (Yiice
et al., 2021). Dabei unterscheiden sich einige Schritte: Fiir die Analyse der Genex-
pression in der Zelle wird heutzutage die Methode der quantitativen RT-PCR an-
gewendet (qQRT-PCR). Im ersten Schritt wird die isolierte mRINA mittels Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Es liegt daher eine direkte Proportionali-
tiat zwischen dem Ausgangsmaterial mRNA und der entstandenen cDNA vor. Die
cDNA wird dann in einer gewOhnlichen PCR amplifiziert.
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flankierende Sequenz
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O Abb.3.1 Schematischer Ablauf der PCR. Grundsitzlich kann die PCR in drei Hauptschritte mel-
ting, annealing und elongation eingeteilt werden. Die Hybridisierung der Primer findet stets am 3°-
Ende der jeweiligen DNA-Strange statt. Die DNA-Polymerase synthetisiert dann die komplementa-
ren DNA-Striange. Die Elongation erfolgt dabei immer in 5°-3° Richtung. Pro PCR-Zyklus kdnnen so
2" doppelstrangige DNA Konstrukte gebildet werden (» https://doi.org/10.1007/000-6fs)
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3.2 - Agarose-Gelelektrophorese

Vorteil der quantitativen PCR ist es, dass die aktuelle Menge an DNA wihrend
der PCR-Reaktion, durch Zugabe eines fluoreszierenden Farbstoffs, verfolgt wer-
den kann. Durch Anlagerung des Interkalationsfarbstoffs an doppelstringige
DNA kann das entstehende Fluoreszenzsignal im RT-PCR-Zykler ausgelesen wer-
den. In Abhdngigkeit zu der vorhandenen Menge an mRNA Kopien eines Gens zu
Beginn der RT-PCR kann ein schneller oder langsamer Anstieg des Fluoreszenz-
signals wiahrend der PCR-Reaktion beobachtet werden. Somit konnen anhand des
detektierten Signals Riickschliisse bzgl. der mRNA-Kopienzahl und folglich iiber
die Expressionsstiarke eines bestimmten Gens getroffen werden.

3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Diese Methode erlaubt es, DNA-Fragmente anhand ihrer GréBe im elektrischen
Feld aufzutrennen (8 Abb. 3.2). Aufgrund der negativ geladenen Phosphat-
gruppen der DNA erfolgt eine Wanderung der DNA zur Anode hin. Die Auf-
trennung ist moglich, da kleinere DNA-Molekiile schneller durch die Agaro-
se-Gel-Matrix wandern als groBere. Durch das hohe Auflosungsvermogen konnen
sogar Fragmente getrennt werden, die aus mehreren Hundert Nukleotiden be-
stehen und sich in der Lénge nur um ein einziges Nukleotid unterscheiden (Berg &
Tymoczko, 2018, S. 166).

Die Agarosekonzentration zur Auftrennung von DNA-Fragmenten orientiert
sich an deren Lénge. Je hoher der prozentuale Anteil an Agarose ist, desto kleinere
DNA-Fragmente kdnnen getrennt werden. So ist es liblich, mit 0,7 %-igen Gelen
bei Fragmentlangen von 0,5-10 Kilobasen (kb) zu arbeiten und 2 %-ige Gele bei
Fragmentlingen von 0,1-1 kb zu verwenden. Die Anfirbung der DNA wird durch
Zugabe eines Interkalationsfarbstoffs zur Agarose erreicht, welcher sich iiber den
Verlauf der Elektrophorese an die DNA anlagert. Erfolgt die Visualisierung der
DNA-Banden mittels UV-Licht, wird ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet.
StandardméBig erfolgt die Auftrennung in Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer)
bei einer konstanten Spannung von 80-120 V, i. d. R. meist 30 min bei 100 V. An-
schlieBend kann die DNA auf einem UV-Leuchtschirm betrachtet werden. Eine
GroBenabschitzung der DNA-Fragmente wird durch zusitzliche Auftrennung
eines DNA-Léingenstandards mittels Elektrophorese moglich. Sehen Sie sich das
zugehorige Video an (Abb. 3.2).

Um einen Léngenpolymorphismus innerhalb eines DNA-Abschnitts nachzuweisen,
reicht eine Kombination aus PCR und Agarose-Gelelektrophorese. Liangenpolymor-
phismen bilden die Grundlage des genetischen Fingerabdrucks, dabei werden sogenannte
VNTRs (engl. variable number of tandem repeats) untersucht (» Kap. 7). Ein Poly-
morphismus bezeichnet einen Auspriagungsunterschied zwischen zwei oder mehreren
Individuen. Auf DNA-Ebene konnen Langenpolymorphismen durch Insertionen oder
Deletionen von einer Base oder ganzer Sequenz-Abschnitte entstehen. <«
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Kathode Probekammern Anode
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Auspolymerisierung des Agarose-Gels
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- / +
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Vorbereitetes Agarose-Gel in Gelelektrophoresekammer

Kathode Anode
- .{.

Laufpuffer
s ° +«—1— DNA-Fragmente wandern
aufgrund ihrer Grofze

Agarose-Gelelektrophorese @

O Abb.3.2 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese. Im elektrischen Feld wandern
DNA-Fragmente aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode und kdnnen so nach
ihrer GroBe aufgetrennt werden. Kleinere DNA-Molekiile wandern dabei schneller durch die Agaro-
se-Gel-Matrix (» https://doi.org/10.1007/000-6fr)

3.3 Restriktionsverdau

Ein enzymatischer Restriktionsverdau kann vielseitig eingesetzt werden, da durch
die jeweiligen Schnittstellen eine sehr genaue Planung mdoglich wird. Restriktions-
enzyme erkennen eine spezifische Basenabfolge innerhalb eines Nukleinsdure-
strangs und spalten diese auf charakteristische Weise. Die Erkennungssequenzen
sind aus vier bis acht Nukleobasen aufgebaut und meist palindromisch, d. h. kom-
plementér riickwérts gelesen ergibt sich die gleiche Basenfolge. Je nach Zielsetzung
werden fir den Restriktionsverdau eines oder zwei Restriktionsenzyme verwendet.
Herkémmlich wird die Reaktion bei 4 °C tiber Nacht durchgefiihrt. Die Spaltung
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3.3 - Restriktionsverdau
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0 Abb. 3.3 Entstehung unterschiedlicher DNA-Enden abhiingig vom Restriktionsenzym. Es wird zwi-
schen kohisiven (sticky ends) mit 5°- oder 3°-Uberhingen sowie stumpfen Enden (blunt ends) unter-
schieden. Die Pfeile markieren, an welcher Position das jeweilige Restriktionsenzym schneidet
(» https://doi.org/10.1007/000-6ft)

erfolgt an der Phosphodiesterbriicke. Je nach verwendetem Restriktionsenzym
konnen drei verschiedene Typen von DNA-Enden entstehen (8 Abb. 3.3).

Bei der Erzeugung von kohidsiven Enden (sticky ends) entstehen 5°- oder
3-Uberhinge. Stumpfe Enden (blunt ends) werden z. B. durch das Restriktions-
enzym Sma I erzeugt. Das Video zur Veranschaulichung der verschiedenen Schnitt-
weisen finden Sie integriert in @ Abb. 3.3. Aufgrund dieser Prizision eignet sich
der Restriktionsverdau auch fiir eine DNA-Analyse basierend auf Einzelnukleo-
tidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs). Darauf wird in den
Kap. » 8 und » 9 im Kontext der bitteren Geschmackswahrnehmung und Laktose-
unvertriglichkeit im Detail eingegangen.

» Einzelnukleotidpholymorpismen

Der Restriktionsverdau findet hdaufig Anwendung, um SNPs zu detektieren. In den hier
vorgestellten Kontexten werden SNPs mit unterschiedlichen Auswirkungen untersucht.
Erstens beeinflusst ein SNP das aktive Zentrum eines Proteins und schrdnkt seine
Funktionalitit ein (Kap. » 8). Zweitens beeinflusst ein SNP die regulatorische Einheit
auf DNA-Ebene und beeinflusst die Genexpression (» Kap. 9). In der Kombination
verdeutlichen beide Module, wie SNPs fiir den genetischen Fingerabdruck genutzt wer-
den kénnen: Durch die hohe Mutationsrate in bestimmten Abschnitten der DNA kon-
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nen durch SNPs entweder Restriktionsschnittstellen entstehen (» Kap. 8) oder zerstort
werden (> Kap. 9). Bei der Amplifizierung (PCR) mit anschlieBendem Restriktionsver-
dau entstehen bei jedem Individuum unterschiedliche Fragmentlangen, die auf dem
Agarose-Gel zur Identifikation genutzt werden konnen. SNPs sind die haufigste
Mutationsform der DNA (Kim & Misra, 2007). Aktuell geht die Wissenschaft von
einem SNP alle 200 bis 1000 Basenpaare (bp) (Shastry, 2009) des menschlichen Genoms
aus. Bei einem SNP dndert sich nur eine Nukleobase, was Auswirklungen auf das Gen,
z. B. Regulation, oder das resultierende Protein, z. B. Funktionalitit, haben kann, aber
nicht muss. <«

Zusammenfassung

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick iiber gingige molekularbiologische Methoden,
die im Rahmen der vorgestellten Kontexte praktisch im Unterricht durchgefiihrt
werden konnen. Bei der Auswahl wurde auf den gidngigen Sicherheitsstandard an
den Schulen geachtet, sodass fiir die Durchfiihrung kein S1-Labor nétig ist. Die be-
reits ldnger in der Forschung etablierten Standardmethoden kénnen so kontext-
orientiert im Klassenzimmer erprobt werden.
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Da zur Planung gelungener Unterrichtskonzepte neben den Fachinhalten und
Arbeitsweisen auch didaktische Uberlegungen gehoren, finden Sie in diesem Kapi-
tel Anregungen zu verschiedenen didaktischen Bereichen.

4.1 Lehrplan und Kompetenzorientierung

Der thematische Aufbau der Bildungspliane und Kerncurricula unterscheidet sich
jenach Bundesland, gleichwohl wurde durch die Einfithrung der Bildungsstandards
fir den Mittleren Schulabschluss und fiir das Abitur (Kultusministerkonferenz,
2005, 2020) erreicht, dass die Kompetenzen von Schiiler*innen in den naturwissen-
schaftlichen Unterrichtsfiachern in vier bundeseinheitlichen Kompetenzbereichen
Fachwissen, Erkenntnisgewinnung, Kommunikation und Bewertung an aus-
gewihlten Beispielen der Bildungsplidne gefordert werden sollen. Damit richtet
sich der Fokus des Biologieunterrichts nicht mehr allein auf den Erwerb von in
neuen Kontexten anwendbaren Fachkonzepten, sondern gleichfalls auf das Ver-
stdndnis der wissenschaftlichen Methoden und der Erkenntnistheorie.

Um der Heterogenitit der Schiiler*innen gerecht zu werden und die Kompetenzen
valide tiberpriifen zu konnen, sollten Aufgaben fiir den Unterricht und zu Prifungs-
zwecken abgestufte Schwierigkeiten aufweisen. Zur Orientierung dienen die An-
Jforderungsbereiche in den Einheitlichen Priifungsanforderungen im Abitur (Kultus-
ministerkonferenz, 2004) und den Bildungsstandards (Kultusministerkonferenz, 2005,
2020); sie beschreiben Aufgabenschwierigkeiten in den vier Kompetenzbereichen.
Unterschieden werden drei Niveaus: Der Anforderungsbereich I fordert die Reproduktion
von Sachverhalten, Methoden und Fertigkeiten. Mit Aufgaben des Anforderungsbereichs
11 sollen Sachverhalte, Methoden und Fertigkeiten in einem neuen Zusammenhang ge-
nutzt werden (Reorganisation). Mit dem Anforderungsbereich I1I wird ein Wissens-
transfer gefordert, bei dem Sachverhalte auch unter Einbezug des Vorwissens neu er-
arbeitet und reflektiert sowie bereits erlernte Methoden und Fertigkeiten eigenstiandig
angewendet werden sollen (z. B. Kultusministerkonferenz, 2005, S. 16). Kennzeichnend
fiir die Anforderungsbereiche II und III ist damit die Anwendung von Wissen in neuen
Kontexten, die tiber die reine Reproduktion bekannter Sachverhalte hinausgeht.

Mit den Abschnitten Lehrplan und Kompetenzorientierung stehen daher aus-
gehend von den biologischen Basiskonzepten (Kultusministerkonferenz, 2004, 2020)
fachliche Konzepte und Prinzipien im Mittelpunkt, die Ankniipfungspunkte fiir das
Lernen in komplexen alltagsbezogenen Kontexten erleichtern und die wiederholte
Anwendung in weiteren biologischen Themenbereichen ermdglichen sollen.

Themenbereiche auf einen Blick

== Genetik und Gentechnik

== Evolution

= Energiestoffwechsel

= Ernidhrung und Verdauung

== Proteinchemie (Enzymkinetik)
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4.1 - Lehrplan und Kompetenzorientierung

Der zentrale biologische Themenbereich aller hier vorgestellter Module ist im Sinne der
Fachsystematik die Genetik. Entsprechend konnen unsere Module am leichtesten cur-
ricular valide in den Unterricht eingebunden werden, wenn diese Thematik It. Bildungs-
plan der Mittel- und Oberstufe alljahrlich auf der Agenda steht. Haufig werden bereits
in der Mittelstufe genetische Grundbegriffe sowie Struktur- und Funktionsprinzipien
thematisiert. Fiir jiingere Schiiler*innen eignen sich daher besonders die Module Tatort
DNA (» Kap. 6) und Taste Impossible (> Kap. 8), da die genetischen Grundlagen, auf
denen die beiden Module basieren, vergleichbar sind. 7atort DNA ist durch das verein-
fachte Methodenspektrum, bestehend aus PCR und Agarose-Gelelektrophorese an
vorgefertigten DNA-Proben, praktisch auch gut mit jiingeren Schiiler*innen durch-
fithrbar. Im Sinne der vertikalen Vernetzung von Wissen (Wadouh et al., 2009) kann
eine wiederholte Implementation der neuen Methoden in zwei unterschiedlichen Kon-
texten durchaus sinnvoll sein, bei der in niedrigeren Jahrgangsstufen in die Thematik
eingefiihrt wird und in héheren Jahrgangsstufen eine tiefere Reflexion sowohl der fach-
wissenschaftlichen Hintergriinde als auch der praktischen Arbeitstechniken und des
wissenschaftsmethodischen Zugangs (Mayer, 2007) erfolgt.

In allen Modulen in diesem Buch wird die genetische Variation adressiert, um
die Vielfalt der Lebewesen am menschlichen Korper zu verdeutlichen und damit
gleichzeitig die Variation innerhalb einer Spezies zu reflektieren. Die zusitzliche
Verkniipfung von Genetik und Evolution kann zum tiefergehenden Verstindnis
beitragen (Baalmann et al., 2004), dafiir eignen sich im Besonderen die Module
Eat, Sleep, Repeat (» Kap. 7) und Food Wars Episode I (» Kap. 9).

Um die lebensweltlichen Beziige zu betonen, kann der Zugang zu den Arbeits-
techniken tber multifaktorielle Erkrankungen und deren Auswirkungen auf der
phénotypischen Ebene hergestellt werden. Dazu eignen sich im Besonderen die Mo-
dule Tatort DNA (Bitamet al., 2015) (» Kap. 6) und Food Wars Episode I (» Kap.9).
Alternativ kann beim Modul Food Wars Episode II (» Kap. 10) der chemische Zu-
gang zur Thematik iiber die Enzymkinetik und Proteinchemie erfolgen.

Die folgende Tabelle (B Tab. 4.1) zeigt die verschiedenen Basiskonzepte der
Biologie, wie sie im Bayerischen Lehrplan definiert sind, im Kontext der hier pré-
sentierten Module (S. f. S. u. B. ISB, 2022).

O Tab. 4.1 Darstellung verschiedener Moglichkeiten, die bayerischen Basiskonzepte Biologie
mit den vorgestellten Modulen zu adressieren (S. f. S. u. B. ISB, 2022)

Basiskonzept Anwendung im Modul

Struktur — Tatort DNA (Mukoviszidose): Mutationen verandern die Eigenschaften eines
Eigenschaft — Tonenkanals, was unterschiedliche Einfliisse auf seine Funktionalitdt hat, die
Funktion sich nachfolgend in Symptomen der Krankheit dullern (» Kap. 6)

Eat, Sleep, Repeat: Liangenpolymorphismus auf DNA-Ebene (Period 3
(PER3)) verandert die Proteinstruktur (PER3) und verlangsamt dadurch
dessen Abbau (» Abb. 7.10).

Taste Impossible: Veranderung der Rezeptorstruktur durch eine Mutation
fuhrt zu veranderten Bindemodalitdten (» Abschn. 8.5).

Food Wars Episode I und II: Verdauungsenzyme sind im Darm abschnitts-
orientiert angeordnet und haben Einfluss auf Lebensmittelunvertraglich-
keiten, Laktase-Phlorizin-Hydrolase als Beispiel (» Abschn. 9.5.1).

(Fortsetzung)
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O Tab.4.1 (Fortsetzung)

Basiskonzept

Kompartimen-
tierung

Steuerung und
Regulierung

Information
und Kommuni-
kation

Reproduktion

Variabilitat
und Ange-
passtheit

Anwendung im Modul

Da Mutationen auf DNA-Ebene in den hier vorgestellten Szenarien Einfluss
auf die Proteinfunktion haben, kann die Trennung von Zellkern (Lokalisa-
tion der DNA) und den Wirkungsorten der Proteine bereits zur Reflexion
der Kompartimentierung anregen.

Eat, Sleep, Repeat: Die molekulare innere Uhr dient der korperweiten
Synchronisation. Die Kompartimentierung zwischen Zellkern und Zytoplasma
ist eine zwingende Voraussetzung fiir die Funktionsweise der molekularen Uhr.
Wire diese nicht vorhanden, konnten die Transkriptionsfaktoren unmittelbar
wirken und nicht erst, wenn sie nach ihrer Anreicherung im Zytoplasma in den
Zellkern zuriicktransportiert werden (s. » Abb. 7.9).

Eat, Sleep, Repeat: Das Modul thematisiert die Steuerung von Stoffwechsel-
prozessen in Abhéngigkeit von der inneren Uhr.

Food Wars Episode I: Die hier behandelte Mutation liegt in einer regulatori-
schen Einheit und eignet sich aufgrund ihres epigenetischen Charakters
sowie der differenziellen Genexpression besonders gut als Beispiel fiir dieses
Basiskonzept (Abb. » 9.12 und » 9.13).

Alle Module basieren auf der DNA als Trager genetischer Information.
Taste Impossible: Die bittere Geschmackswahrnehmung als
Kommunikationsmittel fiir potenziell gefahrliche Nahrungsmittel passt in
diesen Kontext besonders gut (» Kap. 8)

Eat, Sleep, Repeat: In dem Kontext kann die Informationsweitergabe, z. B.
der Tageszeit, iiber den suprachiasmatischen Kern zusétzlich zur geneti-
schen Regulierung thematisiert werden.

Die genetischen Grundlagen aller Module eignen sich zur Erarbeitung oder
Wiederholung Mendel 'scher Regeln sowie der Reflexion von Mutationen,
ihrer unterschiedlichen Auspragungen auf Gen- oder Chromosomenebene
sowie deren evolutionares Bestehen.

Food Wars Episode I: Da es sich hier um eine humangeschichtlich junge
Mutation handelt, eignet sich dieses Modul besonders, um die Re-
produktion im Kontext der Evolution zu besprechen. Hier wiirde sich auch
der Ebenenwechsel von Individuum zu Art anbieten, um die damit
verbundenen Prikonzepte zu adressieren (» Abschn. 9.6.2).

Jedes der Module eignet sich, um genetische Variabilitdt zu demonstrieren.
Eat, Sleep, Repeat: Schiiler*innen verbinden mit ,,Anpassung™ haufig einen
bewusst gesteuerten Prozess und beziehen den Ort der Anpassung auf ein
Individuum, anstatt einer Population. Als Beispiel kann hier die individuelle
Anpassung des Tagesrhythmus bei einem Jetlag durch die molekulare
Antwort auf veranderten Lichteinfall bei der evolutiondren Anpassung im
Sinne der Entwicklung eines molekularen Mechanismus in Mehrzellern
entgegengestellt werden (» Abschn. 7.6.2 und » 4.2.1.2)

Food Wars Episode I: Die Fahigkeit, Laktose im Erwachsenenalter
verdauen zu konnen, ist eine stammesgeschichtlich junge Mutation und
eignet sich deshalb besonders gut als Beispiel fiir Evolution als kontinuier-
lichen Prozess, der auch heutzutage noch stattfindet.
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O Tab.4.1 (Fortsetzung)

Basiskonzept Anwendung im Modul

Geschichte und  Fiir die Reflexion dieses Basiskonzepts in einem groBeren Kontext eignen

Verwandtschaft  sich vor allem die Module Taste Impossible und Food Wars Episode I, da die
Funktionalitit der betreffenden Enzyme einen alltéglich erfahrbaren Einfluss
haben, einmal die bittere Geschmackswahrnehmung als Warnsystem sowie
die Laktose-Verdauung von Sidugetiernachkommen.

4.2 Schiilerorientierung

4.2.1 Schiilervorstellungen: Fehleranfilligkeit des Denkens

Die Ursache fiir Denkfehler zu verstehen, ist padagogisch wertvoller als ein bloBes
Erkennen derselben (Kattmann, 2015). Es konnen vier zentrale Denkkonzepte de-
finiert werden (Kattmann, 2015):

= Ein unwillkiirliches Ubertragen des Bekannten auf das Unbekannte.

== Dichotomes Denken.

== Bildung von Typen.

= Fixierung auf Zusténde anstelle von Prozessen.

Seit einigen Jahren vollzieht sich in der Didaktik ein Perspektivenwechsel weg
von der Einstellung, fachlich inkorrekte Vorstellungen von Schiiler*innen seien
lernhinderlich, hin zur aktiven Nutzung ebendieser Vorstellungen als Lernhilfen
(Kattmann, 2015). Schiilervorstellungen sind bedeutsam, da sie ihre Erklarungs-
kraft im Alltag bewdhrt haben (GropengieBer, 2016; Horsch & Kattmann,
2005). Es konnte nachgewiesen werden, dass Anthropomorphismen das Lernen
biologischer Sachverhalte erleichtern und der Lernerfolg groBer und nach-
haltiger ist, wenn Alltagsvorstellungen bzw. Fehler im Unterricht angesprochen
und reflektiert werden (Kattmann, 2005b, 2015). Perspektiven der Lernenden
mit fachlich gekliarten Konzepten in Beziehung zu setzen, hilft im Sinne der
Didaktischen Rekonstruktion dabei, lernforderlichen Unterricht zu konstruie-
ren (Kattmann, 2005a). Im Folgenden werden daher Schiilervorstellungen be-
leuchtet, die Einfluss auf das Verstdndnis der hier vorgestellten fachlichen Sach-
verhalte haben konnen.

4.2.1.1 Genetik und Vererbung

Schiiler*innen fallt es schwer, zwischen Genotyp und Phianotyp zu unterscheiden (Katt-
mann, 2005b; Lewis & Kattmann, 2004). @ Abb. 4.1 verdeutlicht die komplexen Zu-
sammenhinge von Genotyp und Phinotyp und deren Verkniipfung iiber die drei ver-
schiedenen Analyseschritte DNA-Extraktion, PCR und Agarose-Gelelektrophorese.
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Organ-Strukturen

PHANOTYP

Zellen

DNA-Extraktion

kodierende Bereiche nicht-kodierende Bereiche pCR

Gel-Elektrophorese
| DNA-Abschnitte | ] | Gel-Bild |

Aussoge dber

/ GENOTYP

T

I
I
|

Rickschluss* 1

Rickschluss® 2

PHANOTYP
1

*Rickschilisse zu ziehen ist nur aufgrund fundiertem Wissen méglich,
K Bereits vor der PCR mikssen die Begebenheiten des Genotyps Im
Organ-Strukturen Zusammenhang mit dem Phinotyp bekannt sein.

8 Abb. 4.1 Darstellung der Zusammenhéinge zwischen genetischen und phénotypischen Grundlagen
sowie deren Verkniipfung mit molekularbiologischen Methoden. Der Ebenenwechsel (Genotyp — Ana-
lyse — Phanotyp) wird allgemeingiiltig grafisch verdeutlicht

Die Vermischung der beiden Ebenen geht so weit, dass Eigenschaften des Phano-
typs und des Genotyps wechselseitig aufeinander iibertragen werden (Kattmann,
2005b; Schwanewedel et al., 2008). Beispielsweise werden den Genen die Eigen-
schaften ,,krank“ bzw. ,,gesund“ direkt zugeschrieben (eine Beobachtung des
Phinotyps wird auf den Genotyp ilibertragen) und davon ausgegangen, dass sich
Genmerkmale unmittelbar im Erscheinungsbild wiederspiegeln (der Genotyp
wird mit der Merkmalsauspragung im Phianotyp gleichgesetzt) (Schwanewedel,
2006; Schwanewedel et al., 2008).

Des Weiteren werden die Begriffe Gen und Merkmal gleichgesetzt. In dieser
Vorstellung wird die Informationsweitergabe der Gene als Substitut der Merkmals-
weitergabe betrachtet (Kattmann, 2005b). Nach Kattmann fehlt Schiiler*innen die
Vorstellung des Gens als chemischer Stoff innerhalb eines Systems, dessen Wir-
kung biochemischer Natur ist (2005b), d. h., dass Genen selbst Eigenschaften wie
»krank® nicht zugesprochen werden sollten, da die tatsdchliche Krankheit Ergeb-
nis der Genwirkkette ist. Fehlt dieses Verstdndnis, werden Gene zu Bedeutungs-
tragern, denen grofBe Macht zugesprochen wird (Kattmann, 2005b; Schwanewedel
et al., 2008). In dem Kontext werden sie hdufig mit Bakterien oder Viren gleich-
gesetzt und ihnen die Fahigkeit zur autonomen Entwicklung zugebilligt (Schwane-
wedel et al., 2008).

Dariiber hinaus gehen Schiiler*innen von einer Konstanz des Vererbten aus
(Kattmann, 2005b). Diese Idee eines statischen Zustands des Genotyps beeinflusst
direkt die Vorstellung, dass eine Verdnderung der Gene immer negative Aus-
wirkungen hat und als Normabweichung betrachtet wird (Schwanewedel et al.,
2008).
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4.2.1.2 Evolution, Anpassung und Selektion

Lernende empfinden Anpassung als schwieriges biologisches Konzept und nur we-
nigen gelingt es, ein fachlich orientiertes Verstdndnis von Evolution aufzubauen
(Baalmann et al., 2004; Weitzel & Gropengieler, 2009).

Schiiler*innen sehen Anpassung als gezieltes adaptives Handeln eines Indivi-
duums und binden sie damit an die Erkenntnis iiber die eigene Situation und
Umgebung (Baalmann et al., 2004). Diese Erkenntnis kann bewusst oder un-
bewusst sein. Anpassung geschieht nur aus einer Notwendigkeit heraus und ist
in den Augen der Schiiler*innen immer zielgerichtet. Die individuelle Beein-
flussung der genetischen Ausstattung wurde im Rahmen der Evolutionstheorie
von Lamarck gleichfalls diskutiert, jedoch zugunsten der Selektionstheorie von
Darwin von der Wissenschaftsgemeinschaft verworfen (Burkhardt, 1970).
Umweltbedingungen werden fiir diese Notwendigkeit verantwortlich gemacht
und gelten als richtungsweisend. Damit ist Anpassung immer eine reaktive Kon-
sequenz mit einem Start- und einem Endpunkt (Baalmann et al., 2004; Weitzel &
GropengieBer, 2009).

In diesen Zusammenhang werden auch genetische Verinderungen gesetzt,
wobei die Informationsweitergabe auf genetischer Ebene als Lernprozess und ge-
netische Dominanz wortlich verstanden wird (Baalmann et al., 2004). Genetische
Vorstellungen werden von den Lernenden entsprechend so interpretiert, dass sie in
das intentionale Konzept passen, d. h. dass das eigene Bewusstsein iiber eine not-
wendige Verdnderung direkten Einfluss auf die Gene hat (Baalmann et al., 2004).
Schiiler*innen haben iiber die zugrundeliegenden Mechanismen kaum Vor-
stellungen und argumentieren v. a. liber gezielte Kreuzung, die Suche eines passen-
den Lebensraums oder (Nicht-)Gebrauch. Zeitlich ordnen sie das Konzept An-
passung sehr heterogen ein: von innerhalb der Lebensspanne bis zu fiber
Generationen hinweg (Baalmann et al., 2004).

Schiiler*innen nehmen Art oder Rasse nicht als variable Grof3e wahr, sondern
setzen sie mit dem Individuum gleich. Dadurch wird Evolution zu einem Prozess
der Verdanderung, der in allen Individuen einer Population in gleicher Weise vor
sich geht. Zufillige, ungerichtete Aspekte der Mutation werden entsprechend ab-
gelehnt (Baalmann et al., 2004).

4.2.1.3 Mikroorganismen

Obwohl Mikroorganismen sowohl in Organismen und Okosystemen als auch in
der biologischen und medizinischen Forschung eine elementare Rolle spielen, wird
ithnen im Unterricht wenig Aufmerksamkeit geschenkt (Horsch & Kattmann,
2005). Mikroorganismen sind fiir Schiiler*innen nicht direkt erfahrbar und werden
auch noch in der Oberstufe iiber Metaphern imaginativ vorgestellt (Horsch &
Kattmann, 2005). Schiiler*innen ziehen in ihren Vorstellungen von Mikroorganis-
men hdufig Parallelen zu Insekten bzw. Mikroben: vielzellig, massenhaftes und
plotzliches Auftreten. Sie sprechen ihnen zielgerichtetes Handeln zu, damit sie ihre
Aufgabe erfiillen konnen (Horsch & Kattmann, 2005). Thr Verstdndnis ist von einer
Kampfmetaphorik geprégt, in der die Idealvorstellung eines keimfreien Menschen
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vorherrscht, der von guten Bakterien unterstiitzt und von schlechten Bakterien an-
gegriffen wird (Horsch & Kattmann, 2005).

4.2.1.4 Gesundheit

Der Einfluss der Genetik auf die Diagnostik und Prdvention macht die Be-
trachtung von Gesundheit im genetischen Kontext notig (Schwanewedel, 2006).
Schiiler*innen nehmen Gesundheit mehrdimensional auf korperlicher, psychi-
scher und sozialer Ebene wahr (Schwanewedel, 2006). Dabei ist fiir sie ent-
scheidend, wie gut ein*e Betroffene*r mit seinem Zustand umgehen kann und
inwiefern seine Leistungs- und Handlungsfihigkeit eingeschrankt sind. Diese
Einschrankungen werden ausschlieBlich an duBeren Kennzeichen festgemacht
(Schwanewedel, 2006). In der Vorstellung der Schiiler*innen kdnnen genetisch
bedingte Erkrankungen durch Bakterien oder Viren sowie durch Missbrauch von
Medikamenten oder Drogen ausgelost werden (Schwanewedel, 2006). Eine gene-
tisch bedingte Krankheit wird innerhalb der Familie vererbt und kann nur auf-
treten, wenn frithere Generationen sie bereits hatten. In diesem Zusammenhang
wird eine genetisch bedingte Krankheit immer als Normabweichung betrachtet
(Schwanewedel, 2006).

4.2.2 Kumulativer Wissensaufbau durch multiple Kontexte
und Fachperspektiven

Das Denken in Vielfalt sollte gelibt und eine Kategorisierung in Typen als denk-
Okonomischer Ansatz reflektiert werden (Kattmann, 2015). Allgemein kdnnen
Perspektiven der Schiiler*innen in drei Formen genutzt werden: (1) Als An-
kniipfungspunkt, (2) durch einen Perspektivenwechsel und (3) als Kontrast (Katt-
mann, 2015).

4.2.2.1 Gen und Merkmal

Eine bloBe Betonung des Unterschieds zwischen den Begriffen Gen und Merkmal
im Unterricht ist nicht ausreichend; die direkte Gegeniiberstellung des Gens als
Informationstréger und als chemischer Stoff innerhalb des Systems der Zelle mit
biochemischer Wirkung erscheint sinnvoller (Kattmann, 2005b, 2015). Zusétzlich
sollte deutlich gemacht werden, dass genetische Variation weder positiv noch nega-
tiv ist und in dem Zusammenhang vermehrt an Fallbeispielen, z. B. von multi-
faktoriellen Erkrankungen, gearbeitet werden (Schwanewedel et al., 2008). In
Schulbiichern wird die rein mechanistische Betrachtung genetisch bedingter
Krankheiten ohne die Einbeziehung dullerer Einfliisse als problematisch gesehen,
weil dadurch eine Zuschreibung der Eigenschaften gesund und krank zu den Genen
naheliegend ist (Schwanewedel et al., 2008). Im Unterricht sollte zusétzlich die
Normvorstellung der Schiiler*innen aufgegriffen und reflektiert werden (Schwane-
wedel et al., 2008).
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4.2.2.2 Evolution

Das Unterrichten der Angepasstheit von Lebewesen ohne Bezug zu ungerichteten
Prozessen wie Mutation oder Selektion unterstiitzt theologische und finale Vor-
stellungen der Schiiler*innen (Baalmann et al., 2004). Ebenso ist ein alleiniges
Betrachten der Genetik ohne evolutiondren Kontext kontraproduktiv, da da-
durch die Vorstellung von der Konstanz der Gene und nicht die wissenschaftlich
aktuelle Sichtweise einer Variabilitdt durch Mutation geprigt wird (Baalmann
et al., 2004). Weder die Widerlegung von Lamarcks Theorien noch die passive
Betrachtung der Anpassung verhindern automatisch auch die Vorstellung einer
Intentionalitiat (Baalmann et al., 2004). In diesem Zusammenhang scheint daher
die Vernetzung der Themengebiete Genetik und Evolution dringend geboten. Es
sollte deutlich werden, dass zufillig entstandene Eigenschaften auch nach-
folgend Gegenstand der Selektion werden konnen und diese aufgrund der
Wechselbeziehung zwischen Lebewesen und Umwelt geschieht (Baalmann et al.,
2004). Dartiber hinaus sollte die Bedeutung von Anpassung in verschiedenen
Kontexten (lebensweltlich, stammesgeschichtlich) reflektiert werden (Weitzel &
GropengieBer, 2009).

4.2.2.3 Mikroorganismen

Im Unterricht sollte Mikroorganismen weder ein Bewusstsein noch eine Absicht
unterstellt werden (Horsch & Kattmann, 2005). Dazu kann ein Perspektiven-
wechsel hilfreich sein, da eigenstindige Lebensprozesse der Mikroorganismen zu-
fallige Auswirkungen haben und nur aus Sicht des Menschen als gut oder schlecht
zu bewerten sind (Horsch & Kattmann, 2005). Des Weiteren sollte der Mensch als
vielfdltiger Lebensraum fiir Mikroorganismen dargestellt werden, der dauerhaft
und notwendigerweise besiedelt wird, z. B. auf der Haut oder das Mikrobiom im
Darm (Horsch & Kattmann, 2005).

4.3 Methodische Empfehlungen fiir eine abwechslungsreiche
Unterrichtsgestaltung

Mit Blick auf die Unterrichtsgestaltung konnen Sie das Buch und die in ihm be-
schriebenen Unterrichtsmethoden unterschiedlich einsetzen. Flipped Classroom
(Akgayir & Akgayir, 2018; Finkenberg & Trefzger, 2019; Wagner et al., 2020),
Digitales Kooperieren (Dillenbourg & Fischer, 2007; Vogel & Fischer, 2020;
Weinberger et al., 2020) und das Gruppenpuzzle (Frey-Eiling & Frey, 2011;
Preska, 2015; Tepner et al., 2009) sind als gut bekannte Methodenbausteine
nicht zwingend an die bei uns verwendeten fachwissenschaftlichen Inhalte
und wissenschaftliche Erkenntnismethoden gebunden; fithlen Sie sich frei, bio-
logische Themen und Unterrichtsmethoden neu miteinander zu kombinieren,
um die bestmdgliche Forderung ihrer Schiiler*innen unter Beriicksichtigung
ihrer Voraussetzungen und Interessen zu gewahrleisten. Unsere vorgeschlagenen
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Unterrichtsmethoden orientieren sich an (moderat) konstruktivistischen Lern-
theorien (Riemeier, 2007), die davon ausgehen, dass Schiiler*innen bei der Be-
wiltigung komplexer Aufgaben, wie Lernen in den Naturwissenschaften oder
logisches Denken, neue Informationen aus einem tempordren Speicher im
Arbeitsgedichtnis mithilfe kognitiver Schemata aus dem Langzeitgedichtnis als
Ankniipfungspunkte fiir neues Wissen und Prozeduren in die bestehenden Ge-
déchtnisstrukturen integrieren konnen (Baddeley, 1992; Sweller et al., 1998). Ge-
rade beim Lernen neuer, komplexer biologischer Konzepte und Erkenntnis-
methoden, ohne oder mit nur wenigen Vorkenntnissen, konnen die Lernenden
wegen der begrenzten Kapazitit des Arbeitsgeddchtnisses jedoch Schwierig-
keiten haben, ein addquates Verstindnis biologischer Strukturen und Prozesse
sowie von deren Zusammenhingen aufzubauen. Insofern miissen Sie als Lehr-
kraft neben dem Einsatz der Unterrichtsmethoden stets situations- und
adressatengerecht didaktisch entscheiden, inwieweit zusétzliche Hilfestellung im
Sinne eines Scaffolding in einer komplexen experimentellen Lernumgebung er-
forderlich sind (Arnold, 2015; Arnold et al., 2017).

Sollte Thnen ausreichend Zeit zur Verfiigung stehen, um Molekularbiologie
und Biotechnologie mehrfach in das schulische Biologiecurriuculum zu integrie-
ren, lassen sich die praktischen Module (» Kap. 6, 7, 8, und 9) systematisch mit-
einander in fachinhaltlicher und wissenschaftsmethodischer Sicht vernetzen. Dabei
konnen Sie sowohl durch die expliziten Referenzen an jeweils vorangegangene
fachwissenschaftliche Inhalte (Wadouh et al., 2009) als auch durch das erncute
Aufgreifen von bestimmten Arbeitstechniken oder wissenschaftlichen Erkenntnis-
methoden im Biologieunterricht einen kumulativen Wissensaufbau bei Ihren Schii-
ler*innen aktiv unterstiitzen (Harms & Biinder, 1999). Damit sind das kumulative
Lernen und das forschende Lernen die beiden didaktischen Leitprinzipien fiir dieses
Buch. Sie bieten Thnen eine Moglichkeit, ein schulinternes Curriculum der Bio-
technologie gemeinsam mit ihrer Fachschaft zu entwickeln und diese Aktivititen
eng mit ihrem Schulprofil abzustimmen. Fiir spezielle Oberstufen wie Fachober-
schulen oder berufliche Oberschulen (FOS/ BOS) mit biotechnologischem Profil
kann dies durchaus attraktiv sein, sich ausgehend von den hier zu erwerbenden
wissenschaftlichen Erkenntnismethoden in Richtung Forschungs- und Berufs-
orientierung zu begeben und damit optimal auf biowissenschaftliche und labor-
medizinische Berufsfelder sowie Berufsprofile von Wissenschaftler*innen wie Mo-
lekularbiolog*innen, Biochemiker*innen und entsprechende Ausbildungsberufe
wie Laborassistent*innen vorzubereiten. Das kumulative Lernen und die Ver-
netzung bei wiederholter Verwendung genetischer Grundbegriffe und weiterer
fachwissenschaftlicher Inhalte {iber verschiedene biologische Basiskonzepte wird
am Beispiel der Kontexte in den jeweiligen Abschnitten zur Kompetenzférderung
naher ausgefiihrt, u. a. » Abschn. 6.6.1.

Moglicherweise weniger im Unterricht praktiziert ist eine differenzierte Be-
trachtung und Ubung der wissenschaftlichen Erkenntnismethoden. Wir orientie-
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ren uns hierbei an dem von Mayer (2007) etablierten Modell, das ausgehend von
den Arbeitstechniken zunehmend komplexere Vorginge beim wissenschaftlichen
Denken und Arbeiten beschreibt. Neben der praktischen Fahigkeit fiir die Durch-
fihrung von Untersuchungen und Experimenten ist das Verstindnis der experi-
mentellen Planung sowie der resultierenden Ergebnisse essenziell. Diese Kompo-
nenten gehoren weniger zu einer praktischen Arbeitstechnik, die durch wiederholte
Einlibung routiniert ausgefithrt werden kann, sondern sie sind anspruchsvolle
wissenschaftliche Problemloseprozesse (Hammann et al., 2006; Klahr, 2000; Klahr
& Dunbar, 1988), die kognitiv erfasst und verarbeitet werden miissen. Sie erfordern
dartber hinaus ein Verstindnis dariiber, wie und mit welchen Methoden Natur-
wissenschaftler*innen zu ihren Erkenntnissen kommen (Nature of Science (NOS))
(Arnold et al., 2017; Neumann & Kremer, 2013), wobei sich diese Herangehens-
weisen fundamental von den Geisteswissenschaften unterscheiden. Der experimen-
telle Zugang zu natiirlichen Phanomenen zeichnet Naturwissenschaften aus, und
es ist nicht selbstverstdndlich, dass aus der rein praktischen Durchfithrung ein Ver-
stindnis von Fachkonzepten angebahnt wird. Ferner ist das Verstindnis von
naturwissenschaftlichen Denk- und Arbeitsweisen sowie NOS bei Schiiler*innen
haufig implizit und fehleranfillig (Arnold, 2015; Ehmer, 2008; Hammann et al.,
2006).

In diesem Sinne muss forschendes Lernen mehrfach im Biologieunterricht
veranlasst werden, um den Aufbau wissenschaftsmethodischer Kompetenzen zu
ermoglichen und den Zusammenhang von experimentell gewonnenen natur-
wissenschaftlichen Erkenntnissen und daraus resultierenden Konzepten, Theo-
rien und Modellen zu verdeutlichen. Wahrend die praktische Durchfithrung von
Arbeitstechniken im Physik-, Chemie- und Biologieunterricht sowohl in der
Mittelstufe als auch in der Oberstufe regelmiBig eingeiibt wird und die er-
hobenen Daten mit grafischen und mathematischen Methoden ausgewertet wer-
den, ist die Beteiligung der Schiiler*innen an dem Entwurf einer Fragestellung
mit Hypothesen sowie die experimentelle Planung eine unterschiedlich groB3e
Herausforderung in Abhdngigkeit von den Voraussetzungen der Lerngruppe.
Gleiches gilt fiir eine theoretisch fundierte Diskussion der experimentellen Er-
gebnisse und Beobachtungen sowie flir eine Reflexion iiber die Aussagekraft der
Befunde. Mayer & Ziemek (2006) schlagen daher forschendes Lernen als schiiler-
orientierte Unterrichtskonzeption mit Blick auf die Verkniipfung von natur-
wissenschaftlichen Fragestellungen, praktische Arbeitstechniken und wissen-
schaftsmethodisches Arbeiten vor. 8 Tab. 10.3 zeigt im Detail, wie Sie das
forschende Lernen durch Variation von Instruktionen der Lehrkraft und Er-
arbeitung durch die Schiiler*innen staffeln und das Vorgehen zunehmend (ggf.
mit weiterer adaptiver Unterstiitzung sowie weiteren Arbeitsauftragen und Ziel-
setzungen) schiilerorientiert durchfithren konnen. Selbstverstdndlich konnen Sie
auch eine Auswahl treffen oder die Reihenfolge der Module Threm Verwendungs-
zweck entsprechend anpassen (B Tab. 4.2).
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Zusammenfassung

Neben fachlichen miissen auch fachdidaktische Uberlegungen mit in die Unter-
richtsplanung einflieBen. Dieses Kapitel adressiert einige Eckpunkte dieser Uber-
legungen, um IThnen den Umgang mit den hier vorgestellten Modulen zu erleichtern.
Dazu werden neben moglichen thematischen Einordnungen in den Lehrplan auch
empirisch bestitigte Schiiler*innenvorstellungen zu diesen Themen behandelt. An
geeigneter Stelle finden Sie Hinweise, inwieweit diese mit Hilfe der Module adressiert
werden konnen. Alle in diesem Buch vorgestellten Versuche und Modelle werden
bereits praktisch an verschiedenen Schulen umgesetzt.
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5.2 - Verschiedene Unterrichtsmethoden zur Umsetzung

5.1 Inhaltlicher und fachmethodischer Aufbau

In den nachfolgenden » Kap. 6, 7, 8, 9, und 10 finden Sie detaillierte Anleitungen
zur praktischen Durchfithrung der molekularbiologischen Methoden in Threm
Klassenzimmer. Die Methoden sind jeweils durch Kontexte eingerahmt, die einen
individuellen Bezug zulassen. Die Module unterscheiden sich in ihrer Komplexitét.
Dabei ist das einfachste Modul Tatort DNA (» Kap. 6), welches am wenigsten Zeit
fir die Durchfithrung im Klassenzimmer in Anspruch nimmt. Die Module Eaz,
Sleep, Repeat (» Kap. 7) sowie Tuste Impossible (» Kap. 8) und Food Wars Episode
/(s. » Kap. 9) dhneln sich in ihrem Umfang, da in beiden Fillen neben der PCR
und der Agarose-Gelelektrophorese die DNA-Extraktion als weitere Technik hinzu-
kommt. Die DNA-Analyse basiert auf unterschiedlichen genetischen Grundlagen,
dabei wird die Untersuchung Tuste Impossible und Food Wars Episode | durch die
praktische Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus erginzt. Das letzte Modul Food
Wars Episode II (» Kap. 10) ist eher flir fortgeschrittene Schiiler*innen geeignet
und stellt wissenschaftliche Erkenntnismethoden am Beispiel des Experimentierens
mit systematischer Variablenkontrolle in den Mittelpunkt. Das dort vorgestellte
Experimentierdesign kann allerdings auch in kleinere Untersuchungsteile aufgeteilt
werden, ohne dabei den gesamten Zyklus der Erkenntnisgewinnung zu durchlaufen.
So sind Verkniipfungen zu anderen naturwissenschaftlichen Disziplinen moglich,
z. B. Proteinchemie, chemische Nachweismethoden sowie Qualititsanalyse in der
Lebensmittelindustrie. Die Umsetzung erfolgt im micro scale-MalBstab, wodurch
ressourcenschonend und kostengiinstig gearbeitet werden kann.

Sie haben als Lehrkraft die Moglichkeit, ihren Schwerpunkt selbst zu wéihlen
und die Komplexitit je nach Leistungsniveau Ihrer Schiiler*innen individuell an-
zupassen. Die Umsetzung ist ohne zusétzliche Sicherheitsregularien im Klassen-
zimmer moglich.

Alles auf einen Blick

= Umsetzung im Regelunterricht, keine zusitzlichen Sicherheitsregularien
notwendig.

== Auswahl verschiedener thematischer Kontexte mit Alltagsbezug.

== Schrittweiser Aufbau und Unterstiitzung des kumulativen Lernens.

== Direkter Bezug zum Lehrplan.

== Variierende Schwierigkeit der fachlichen und fachmethodischen An-
forderungen.

= Individuelle Anpassungen: von Grundlagen bis Fortgeschritten.

5.2 Verschiedene Unterrichtsmethoden zur Umsetzung

Auch die Unterrichtsmethoden zur Einbindung der Arbeitstechniken und Experi-
mente in den Biologieunterricht haben wir so gewéhlt, dass wir einerseits an fiir Sie
wohlbekannte Unterrichtsmethoden und Vorgehensweisen aus der Unterrichtspraxis



40 Kapitel 5 - Praktische Umsetzung an der Schule

ankniipfen. Andererseits mochten wir Thnen aber auch mit Blick auf die Erkennt-
nisgewinnung mit neuen Arbeitstechniken weitere Impulse fiir den strukturierten
Wissensaufbau und das selbststindige Experimentieren der Schiiler*innen geben.

Daher haben wir uns ausschlieBlich fiir Unterrichtsmethoden und -konzepte
entschieden, die das selbstgesteuerte Lernen der Schiiler*innen entweder individu-
ell oder kooperativ in den Mittelpunkt stellen. Entsprechend empfehlen wir fiir die
Umsetzung des ersten Moduls 7atort DNA (» Abschn. 6.6.3) einen Flipped Class-
room (Akgayir & Akgayir, 2018; Finkenberg & Trefzger, 2019; Wagner et al., 2020),
diese Methode ist auch bei weiteren Modulen fiir die Umsetzung niitzlich, weil die
Schiiler*innen an das Selbststudium ausgewiahlter Materialien in der Vorbereitung
auf die praktische Durchfiihrung herangefiihrt werden. Die theoretische Vor-
bereitung auf die neuen praktischen Arbeitstechniken und Erkenntnismethoden
(Mayer, 2007) ist deswegen wichtig, damit sich die Schiiler*innen im Unterricht
auf die Bedienung der neuen Gerite, die Auswertung der Daten und die daraus
ableitbaren fachwissenschaftlichen Aussagen konzentrieren kdnnen.

» Beispiel
Nach der PCR zeigt das Agarose-Gel in einer Probe eine Bande nah an den Proben-
taschen und eine weitere Probe eine Bande weiter weg von den Taschen (d. h. weiter

unten auf dem Agarose-Gel). Welche Aussage ldsst sich aus dieser Beobachtung ableiten
(» Abb. 6.6)? <

Bei den néchsten beiden Modulen Eat, Sleep, Repeat (» Abschn. 7.6.3) und Taste
Impossible (» Abschn. 8.6.3) haben wir Methoden fiir die Kooperation und Kol-
laboration der Schiiler*innen in Prdsenz und digital vermittelt ausgewéhlt (Dil-
lenbourg & Fischer, 2007; Vogel & Fischer, 2020; Weinberger et al., 2020). Auf
diese Weise sind Sie als Lehrkraft flexibel, digitale Medien bei der Vorbereitung
und Umsetzung einzubinden. Kooperatives Arbeiten mit digitalen Medien kann
sowohl in Pridsenz als auch iiber digitale Medien vermittelt geschehen. In einem
Gruppenpuzzle (Frey-Eiling & Frey, 2011; Preska, 2015; Tepner et al., 2009) be-
arbeiten Schiiler*innen beispielsweise einen Kontext, der in mehrere Unterthemen
strukturiert wird, zundchst arbeitsteilig, um anschlieBend in einer weiteren Arbeits-
phase ihre verschiedenen thematischen Expertisen (aufgabenbasiert) zusammenzu-
fiihren. Diese Kooperation ist durch das arbeitsteilige Vorgehen gekennzeichnet,
dabei konnen digitale Medien z. B. zur Zusammenfithrung der Gruppenergebnisse
genutzt werden. Kollaboration sieht dagegen vor, gemeinsame Lernziele zu er-
reichen und dabei ein Problem oder eine Fragestellung intensiv im gemeinsamen
Austausch zu 16sen, wobei eine gemeinsame Problemldsung entsteht und die Bei-
trage den Gruppenmitgliedern nicht mehr zuzuordnen sind (Vogel & Fischer, 2020;
Weinberger et al., 2020). Uber diese unterschiedlichen Kooperationsformen (mit
oder ohne digitale Medien) kdnnen Sie die Arbeitsphasen im praktischen Unter-
richt strukturieren und unterstiitzen, da sich die Zusammenarbeit der Schiiler*in-
nen positiv auf das Lernergebnis auswirkt (Hmelo-Silver & Jeong, 2020; Jeong
et al., 2019). Die digital vermittelte Zusammenarbeit ldsst sich dariiber hinaus syn-
chron (z. B. in Videokonferenzen) oder asynchron (z. B. in Diskussionsforen oder
Wiki-Beitragen) durchfithren (Weinberger et al., 2020).
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Mit zunehmender Komplexitit der fachlichen Konzepte der Genetik und
Molekularbiologie sowie der Ubung der Arbeitstechniken und wissenschaftlichen
Erkenntnismethoden (Mayer, 2007) durch die Schiiler*innen fithren wir im Modul
Food Wars /noch einmal den systematischen Aufbau von Fachwissen durch Ver-
netzung (Wadouh et al., 2009) und kumulatives Lernen (Harms & Biinder, 1999)
aus (» Tab. 4.2). Das fiinfte Modul ist in diesem Sinne dem kumulativen Aufbau
von wissenschaftsmethodischen Kompetenzen am Beispiel des Experimentierens
(Mayer, 2007) mithilfe der Unterrichtsmethode des Forschenden Lernens (Arnold
et al., 2017; Mayer & Ziemek, 2006) gewidmet. Eine allgemeine Beschreibung die-
ser beiden Zuginge finden Sie auch in der Einleitung (» Kap. 1) sowie am konkre-
ten Beispiel (» Abschn. 10.7.2) beschrieben.

5.3 Alles rund um den Thermozykler

Zur Bedienung des Thermozykler konnen Sie die App kostenlos herunterladen.
Die Steuerung dieser Geriite ist {iber ein Notebook oder Smartphone mdglich.

0 Vorteil
= Die Bedienung mehrerer Thermozykler ist mit derselben App moglich.
== Bei Verwendung eines Notebook kann jedes Gerét individuell gestartet werden.
== Bei der Benutzung mehrere Thermozykler zur selben Zeit konnen pro Geriét.
unterschiedliche Programme ausgewihlt sein.
== Der Verlauf der PCR kann in Ist-Zeit verfolgt werden.

Nachdem Download der miniPCR™ Software-App, konnen Sie verschiedene Pro-
tokolle auf dem Gerét vorprogrammieren. Im Online-Material finden Sie eine de-
taillierte Download-Beschreibung (sn.pub/rEt5bJ). Das Gerit ist multifunktional
und kann zur Durchfithrung einer PCR, als Heizblock bei konstanter Temperatur
oder mit linearem Temperaturanstieg genutzt werden. Bei der Programmierung
konnen Sie dies unter der Funktion protocol type jeweils einstellen.

5.3.1 Bedienung des Thermozykler und Durchfiihrung der PCR

Die grundlegenden Schritte der Programmierung sind nachfolgend am Beispiel
PCR fiir den Versuch Tatort DNA gezeigt:

1. Offnen Sie die miniPCR™ App.

Klicken Sie auf new protocol (links unten).

Waihlen sie im Feld z. B. als protocol type PCR aus.

Geben Sie dem Protokoll einen Namen (z. B. Tatort DNA).

Geben Sie die fiir den Versuch spezifischen Parameter ein (8 Tab. 5.1).
Klicken Sie auf save um das Protokoll zu speichern.

Sk W

Andere Protokolle konnen auf gleiche Weise erstellt werden. Die Parameterein-
gabe ist an die jeweilige PCR anzupassen.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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B Tab.5.1 Einstellungen des PCR-Programms am Beispiel Tatort DNA. Die mit * markier-
ten Schritte geben einen PCR-Zyklus an. Die Gesamtanzahl der Zyklen ist unter number of’
cycles angegeben

PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [s]
initial denaturation 94 30
denaturation * 94 5
annealing * 57 5
extension * 72 8
final extension 72 30
heated lid ON

number of cycles 30

Bei der Verwendung des Geriits als Heizblock ist die jeweilige Temperatur und
Zeit einzustellen. Im Falle eines linearen Temperaturanstiegs ist die Anfangs- und
Endtemperatur sowie die Gesamtlaufzeit festzulegen, letztere ergibt dann die
Aufheizrate pro Minute.

Alle angelegten Programme werden in einer Datenbank fiir die direkte Wiederver-
wendung gespeichert.

Alternativ bietet sich auch an, die Schiiler*innen die Programmierung des Thermo-
zykler selbst durchfiihren zu lassen. B8 Tab. 5.2 fasst die haufigsten Probleme und
mogliche Fehlerquellen der PCR-Probenvorbereitung und Durchfithrung zu-
sammen.

5.3.2 Vorbereitung der DNA-Extraktion

Bei der Durchfithrung der praktischen Versuche Eat, Sleep, Repeat (» Abschn. 7.2.1)
Taste Impossible (» Abschn. 8.2.1), und Food Wars Episode /(» Abschn. 9.2.1)
stellt die DNA-Extraktion einen kritischen Schritt dar, der maBgeblich die Quali-
tat der Ergebnisse beeinflusst. Die chemische Lyse der Zellen wird dabei durch
einen thermischen Inkubationsschritt beschleunigt. Letzterer wird im heat block
des Thermozyklers durchgefiihrt. Schon bei der Probenvorbereitung kdnnen einige
Problemquellen vermieden werden, diese sind in @ Tab. 5.3 zusammengefasst.
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B Tab.5.2 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und moglichen Fehlerquellen
bei der Probenvorbereitung und Durchfiihrung der PCR

Probleme und Fehlerquellen

Beim Pipettieren der Reagenzien
werden die Pipettenspitzen nicht
regelméBig gewechselt.

Da die Pipettenspitze immer sowohl
mit dem reinen Reagenz als auch
mit dem Reaktionsansatz in
Beriithrung kommt, fithrt das
Nicht-Wwechseln zu Kontaminatio-
nen.

Ein Reagenz wurde vergessen oder
in einem falschen Volumen in den
Reaktionsansatz pipettiert.

In beiden Fillen fiihrt dies zu einem
verfélschten oder nicht aussage-
kréftigen Ergebnis.

Die Fliissigkeiten werden nicht
ausreichend durchmischt.

Eine mangelnde Durchmischung
der Reagenzien kann zu einem weni-
ger aussagekriftigen oder keinem
Ergebnis fithren.

Der PCR-Zykler beginnt zu
arbeiten, bevor Sie das eigentliche
Programm des Versuchs gestartet
haben.

Viele PCR-Zykler enthalten einen
Mikrochip, der sich das zuletzt
genutzte Programm merkt und
startet, sobald das Geriit an eine
Stromquelle angeschlossen wird.

Nach der PCR ist keine Probe im
PCR-Gefal zu sehen.

Durch Erhitzen der Probe wahrend
der PCR kommt es zu Verdunstung.

Losungen

Sobald mehr als ein Reagenz in der jeweiligen Probe
vorliegt, muss die Pipettenspitze gewechselt werden.
Alternativ konnen Sie auch ihre Schiiler*innen dazu
auffordern, nach jedem Pipettierschritt die Pipetten-
spitze zu wechseln.

Weisen Sie die Schiiler*innen explizit auf diesen Schritt
hin. Beispielsweise konnten Sie die Schiiler*innen dazu
auffordern, sich das Pipettierschema zu notieren und
nach jedem erfolgreichen Schritt abzuhaken.

Durch kurzes Abzentrifugieren wird gewéhrleistet, dass
sich alle Reagenzien in der Spitze des PCR-Gefdes
sammeln. Zuséatzlich kann vorsichtig auf- und
abpipettiert werden.

Stellen Sie sicher, dass der PCR-Zykler ausgeschaltet
ist, wihrend Sie das Programm auswéhlen und Sie ihn
erst einschalten, sobald das neue Programm geladen
wurde.

Deckel der PCR-Gefél3e sorgfiltig verschlieBen um zu
verhindern, dass diese verdampfen. Zentrifugieren Sie
die Proben kurz ab, damit sich die Fliissigkeit voll-
stindig am Boden sammelt. Die PCR-Gefide nach der
PCR erst 6ffnen, wenn sie auf Raumtemperatur
abgekiihlt sind.

0 Fiir die Extraktion stehen Ihnen zwei Mdglichkeiten zur Verfiigung. Einerseits die

Extraktion {iber eine Mundspiilung mit einer 0,9 %-igen Natriumchlorid-Losung
(NaCl) und zweitens die mechanische Extraktion mit einem Zahnstocher. Diese
Anleitungen unterscheiden sich fundamental und diirfen daher nicht vermischt

werden.
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B Tab.5.3 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und méglichen Fehlerquellen
bei der Probenvorbereitung und Durchfiihrung der DNA-Extraktion

Probleme und Fehlerquellen

Uberstand oder Pellet?

Den Schiiler*innen ist unklar, mit
welcher der beiden Komponenten
(Uberstand, Pellet) weitergearbeitet
werden muss.

Nach der Zentrifugation ist ein kleines
oder kein Pellet sichtbar.

Das Ablosen bzw. Abschaben der
Mundschleimhautzellen wurde zu
zaghaft und/oder zu kurz durch-
gefiihrt.

Beim Pipettieren des Uberstands 16sen
sich Teile des Pellets.

Zelltriimmer kontaminieren Thre
genomische DNA im Uberstand und
fihrt zur Verfalschung des eigentlichen
Ergebnisses nach der Agarose-
Gelelektrophorese.

Losungen

Mundspiilung: Vor der Hitzeinkubation wird mit dem
Pellet weitergearbeitet, nach der Inkubation mit dem
Uberstand.

Zahnstocher: Vor der Hitzeinkubation wird nur mit
einer Probe gearbeitet, daher ist eine Unterscheidung
nicht notig. Nach der Inkubation wird mit dem
Uberstand weitergearbeitet.

Mundspiilung: Spiilen Sie trotz des unangenehmen
Geschmacks der NaCl-Losung ausgiebig.
Zahnstocher: Lassen Sie sich Zeit sowohl beim
Abschaben als auch beim Ablosen der Zellen.

In beiden Fillen kann vor der Hitzeinkubation ein
Test-Zentrifugationsschritt durchgefiihrt werden,
um sicherzustellen, dass sich ausreichend Zellen in
der Pufferlosung befinden. Im Anschluss muss das
Pellet wieder vollstandig gelost werden.

Zentrifugieren Sie die Probe erneut ab. Achten Sie
darauf, dass die Pipettenspitze das Pellet nicht
beriihrt und Sie den Druckknopf der Pipette nur
langsam loslassen. Verwenden Sie bei dem erneuten
Pipettieren eine frische Pipettenspitze.

Da genomische DNA empfindlich auf Temperatureinfliisse reagiert, muss mit
DNA-Proben sowohl auf Eis als auch ziigig gearbeitet werden.

5.3.3 Wichtiges zum Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau bildet hdufig den letzten Schritt vor der Agarose-
Gelelektrophorese und ist damit ebenfalls ein kritischer Schritt. Er beeinflusst
maBgeblich die Ergebnisqualitit der Versuche Tuste Impossible (» Abschn. 8.2.3)
und Food Wars Episode |(» Abschn. 9.2.3). Der Restriktionsverdau erfolgt eben-
falls im heat block des Thermozykler. Bei der Arbeit mit Enzymen kdnnen einige
Problemquellen vermieden werden. Diese sind in 8 Tab. 5.4 zusammengefasst.

o Da Enzyme duflerst empfindlich auf Temperatureinfliisse reagieren, miissen alle
Schritte auf Eis erfolgen. Tauen Sie das Restriktionsenzym erst kurz vor der Ver-

wendung auf Eis auf.
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B Tab.5.4 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und moglichen Fehlerquellen

bei der Arbeit mit Restriktionsenzymen
Probleme und Fehlerquellen

In der Pipettenspitze ist keine Enzymlosung
sichtbar.

Beim Umgang mit kleinen Mengen, ist hdufig
nur ein winziger Probentropfen sichtbar.

Nach dem Hitzeinkubationsschritt werden die
Proben gelagert.

Das verwendete Restriktionsenzym wird nicht
inaktiviert, wodurch es nach einer bestimmten

Losungen

Uben Sie das Pipettieren von sehr kleinen
Mengen vorab. Geben Sie das Restriktions-
enzym zuletzt direkt in die Losung.
Pipettieren Sie nie mehrmals Restriktions-
enzym in Ihren Ansatz, da eine erhohte
Enzymkonzentration ihre Ergebnisse
zerstoren konnte.

Sobald der Restriktionsverdau in der
vorgegebenen Zeit abgeschlossen ist, miissen
die Proben sofort mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert werden.

Zeit zum vollstandigen Abbau der DNA-
Fragmente kommt.

o Schalten Sie den Thermozykler zwischen verschiedenen Einstellungen aus, da die-
ser sonst automatisch das vorangegangene Protokoll startet. Im Fall des Restrik-
tionsverdaus im Anschluss an eine PCR kann das fatal sein. Denn die De-
naturierungstemperatur der PCR zerstort das Restriktionsenzym.

5.4 Alles rund um die Agarose-Gelelektrophorese

5.4.1 Vorbereitung der Agarose-Gele

Um die Wartezeiten optimal auszunutzen, bietet sich an, die Agarose-Gele wih-
rend der PCR zu gieBen.

o Tragen Sie wihrend der Agarose-Gel-Herstellung Handschuhe.

Der grundsitzliche Ablauf zur Herstellung von Agarose-Gelen ist aus @ Abb. 5.1
zu entnehmen. Schauen Sie sich das Video zur praktischen Herstellung eines
Agarose-Gels im Labor an (B8 Abb. 5.1).

Bereiten Sie eine saubere und trockene Gel-GieBapparatur vor und legen Sie
einen Probenkamm bereit (8 Abb. 5.3). Die entsprechende Menge an Agarose
(0,48 g-0,90 g) wird mit 30 mL 1x TBE-Puffer versetzt.
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“©_ — Pn &

Agarose
Gel-GieRapparatur vorbereiten Agarose abwiegen
TBE-Konzentrat 30 mL TBE-Puffer 30 mL TBE-Puffer x g Agarose
(20x) (1x) (1x)
1 x TBE-Puffer herstellen Agarose und

1x TBE-Puffer mischen

TR -

Mischung aufkochen Auf Handwidrme abkiihlen
— 3L @ &
_> 0
o°
—— Gel staining dye
Gel staining dye hinzufiigen Agarose-Lésung

in Apparatur gieRen

Kathode Anode
- +

@ X % -iges Agarose-Gel |
Auspolymerisierung @

O Abb. 5.1 Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Gelelektrophorese. Je nach Versuch werden unter-
schiedlich %o-ige Agarose-Gele verwendet. Die einzuwiegende Menge an Agarose ldsst sich dabei aus dem jewei-
ligen prozentualen Anteil des Gels berechnen. Pro Gel werden 30 mL 1x TBE-Puffer verwendet. Diese werden
nach dem Abkiihlen auf Handwarme mit 3 pL gel staining dye versetzt (» https://doi.org/10.1007/000-6fv)



https://doi.org/10.1007/000-6fv
https://doi.org/10.1007/000-6fv
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Setzen Sie fiir mogliche Wiederholungen ein groeres Volumen an 1x TBE-Puffer an.

Die Mischung wird zum Losen der Agarose kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Eine klare Losung zeigt ein vollstindiges Losen der Agarose an. Um einen Siede-
verzug zu vermeiden, kann der Vorgang in der Mikrowelle unterbrochen und der
Erlenmeyerkolben mehrmals geschwenkt werden. Kiihlen Sie die homogene Mi-
schung unter flieBendem Wasser bis zur Handwarme ab. Geben Sie dann 3 pL gel/
staining dye hinzu und schwenken Sie das Gefa83, bis keine Schlieren vom Farbstoff
mehr zu sehen sind.

© Wichtig
gel staining dye erst nach dem Abkiihlen hinzugeben.
Pro 10,0 mL Agarose-Losung wird 1,00 pL gel staining dye bendtigt.

Die Losung wird dann in die Gel-GieBapparatur tberfithrt. Stecken Sie den
Probenkamm in die vorgesehene Halterung.

Kleine Luftblasen im Gel kdnnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden.

Nach 15-20 min ist das Gel auspolymerisiert. Entfernen Sie den Probenkamm
vorsichtig. Die Agarose-Gele konnen direkt fiir die Elektrophorese verwendet
werden.

Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schiadigung
durch Lichtstrahlung. Sie haben als Lehrkraft daher auch die Mdglichkeit, die
Agarose-Gele fiir Thre Schiiler*innen im Vorfeld der Versuchsdurchfithrung vorzu-
bereiten.

Die spezifischen Herstellungsangaben der Agarose-Gele und des TBE-Puf-
fers sind in den entsprechenden Checklisten der Versuchskapitel zu finden, u. a.
» Abschn. 6.4. B8 Tab. 5.5 fasst die hdufigsten Probleme und mdgliche Fehler-
quellen der Agarose-Gel-Herstellung zusammen.
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B Tab.5.5 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und moglichen Fehlerquellen

der Agarose-Gel-Herstellung
Probleme und Fehlerquellen

Agarose ist nicht vollstandig gelost.
Keine klare Losung oder auch Schlieren
sind ein Hinweis fiir ein unvollstindiges
Losen der Agarose.

Starkes Schaumen der Mischung von
Agarose und 1x TBE-Puffer beim
Aufkochen.

Dies deutet auf Spiilmittelrickstinde im
Erlenmeyerkolben hin.

Agarose-Losung kocht iiber.
Uberkochen der Losung ist auf zu langes
Kochen in der Mikrowelle zuriickzu-
fiihren.

Agarose-Losung wird bereits im
Erlenmeyerkolben fest und klumpt beim
Uberfiihren in die Gel-GieBapperatur
oder macht einen Transfer gar unmaoglich.
Wenn die Agarose im Kolben frithzeitig
fest wird, ist das auf zu langes Abkiihlen
unter Wasser oder zu langes Stehenlassen
zuriickzufiithren.

gel staining dye vermischt sich nicht gut
mit der Agarose-Losung.

Die Agarose-Losung wird beim Abkiihlen
viskoser, bis zu einem Punkt, an dem sich
der gel staining dye nicht mehr gleich-
maBig in der Losung verteilen kann.

gel staining dye wird zu einer zu heilen
Agarose-Losung pipettiert.

Ist die Losung zu heil, kann es dazu
fithren, dass keine DNA-Banden nach der
Elektrophorese auf dem Agarose-Gel
sichtbar sind, weil der Farbstoff durch die
Hitze geschadigt wurde.

Zugabe des gel staining dye wird
vergessen.

Ohne den gel staining dye sind die
DNA-Banden auf dem Agarose-Gel nicht
detektierbar.

Losungen

Halten Sie die Losung gegen das Licht und
schwenken Sie diese leicht, um Schlieren zu
erkennen. Wiederholen Sie das Aufkochen in der
Mikrowelle, bis die Losung vollstandig klar und
frei von Schlieren ist.

Verwenden Sie ein neues Glasgefdal3 und
wiederholen den Vorgang. Alternativ kdnnen Sie
die Glasgefae vor dem Gebrauch mit klarem
Wasser spiilen.

Unterbrechen Sie das Aufkochen regelmaBig und
schwenken Sie dabei kurz die Mischung.
Beachten Sie, dass es beim Schwenken zu einem
Siedeverzug kommen kann!

Die Herstellung des Agarose-Gels muss
wiederholt werden. Achten Sie darauf, dass Sie
die Agarose-Losung nach dem Aufkochen nicht
zu stark und unter standigem Schwenken
abkiihlen und ziigig arbeiten.

Schwenken Sie mehrmals das Gefal3, bis sich der
Farbstoff homogen verteilt hat. Falls dies nicht
mehr moglich ist, wiederholen Sie das Ldsen der
Agarose in Puffer, andernfalls riskieren Sie, dass
nicht alle DNA-Banden gleichmaBig im
Agarose-Gel zu sehen sind.

Agarose-Losung nach dem Aufkochen bis zur
Handwiarme abkiihlen (ca. 35 °C) und den ge/
staining dye zugig hinzugeben.

Weisen Sie bei der Durchfithrung mit Schiiler*in-
nen explizit auf diesen Schritt hin. Beispielsweise
konnten Sie den gel staining dye direkt neben die

Gel-GieBapperatur legen.



B Tab.5.5 (Fortsetzung)

Probleme und Fehlerquellen

Probenkamm wird vor dem Festwerden
vergessen.

Keine Probentaschen sind auf dem
Agarose-Gel vorhanden.

Mogliche Blaschen verbleiben im

Agarose-Gel, wihrend es auspolymerisiert.

Die DNA-Banden laufen nicht in einer
geraden Linie durch das Agarose-Gel.
Blaschen im Agarose-Gel verhindern eine
exakte Auftrennung der DNA-Banden.

Probentaschen sind beschadigt.

Beim Auftragen der PCR-Proben in die
Probentaschen des Agarose-Gels flieBen
manche DNA-Proben durch die Tasche.
Nur die unbeschadigten Probentaschen
konnen zum Auftragen der DNA-Proben
verwendet werden.
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Losungen

Die Herstellung des Agarose-Gels muss
wiederholt werden.

Entfernen Sie vor dem Festwerden des Agarose-
Gels mogliche Blaschen mit einer Pipettenspitze
oder streichen Sie diese an den Rand des
Agarose-Gels.

Setzen Sie den Probenkamm erst nach dem
Transfer der Agarose-Losung in die Gel-
GieBapperatur ein, so gewahrleisten Sie, dass die
Taschen vollstindig umschlossen sind.

Entfernen Sie nach dem Festwerden des Agarose-
Gels vorsichtig und langsam den Probenkamm,
bei ruckartigen Bewegungen konnte das Gel
reif3en.

5.42 Empfehlungen fiir die Durchfiihrung

der Agarose-Gelelektrophorese

Ausfithrliche Erkldrungen zum Konzept der Agarose-Gelelektrophorese sind in
» Abschn. 3.2 zu finden. In @ Tab. 5.6 finden Sie wichtige Hinweise zur prak-
tischen Durchfithrung der Agarose-Gelelektrophorese, mit denen Sie typische
Problemquellen vermeiden kdnnen.
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B Tab.5.6 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und moglichen Fehlerquellen

der Agarose-Gelelektrophorese

Beim Auftragen der DNA-Proben werden
die Probentaschen mit der Pipettenspitze
durchstochen.

Die DNA-Proben bleiben nicht in der
Probentasche des Agarose-Gels.

Es ist keine PCR-Probe in der Proben-
tasche zu erkennen.

Die PCR-Proben werden zu schnell in die
Probentaschen pipettiert oder der
Druckknopf der Pipette wird nach dem
Pipettieren der PCR-Probe nicht gedriickt
gehalten, sodass die PCR-Probe wieder aus
der Probentasche herauspipettiert wird.

Auftragen des DNA-GroBenstandards in

Probentasche wird vergessen.

Eine Abschitzung der GroBe der auf dem
Agarose-Gel sichtbaren DNA-Banden ist

nicht moglich.

Auftragungsreihenfolge wird nicht notiert.
Eine Interpretation der auf dem Agarose-
Gel sichtbaren DNA-Banden ist nicht
moglich, da eine eindeutige Zuordnung
nicht erfolgen kann.

Die Agarose-Gelelektrophorese kann nicht
gestartet werden. Blasenbildung im
TBE-Laufpuffer bleibt aus, oder die
Lampe des Einschaltknopfs leuchtet nicht
dauerhaft.

Es wurde zu wenig 1x TBE-Puffer in die
Elektrophoresekammer gegossen oder die
Herstellung des 1x TBE-Puffers ist
fehlgeschlagen, da der Laufpuffer zu stark
verdiinnt wurde. Alternativ konnte auch
die Gelelektrophoresekammer nicht
vollstandig geschlossen sein.

Starke Blasenbildung im TBE-Laufpuffer,
sowie Rauchentwicklung beim Start der
Agarose-Gelelektrophorese ist beobacht-
bar.

Die Herstellung des 1x TBE-Puffers ist
fehlgeschlagen, der Laufpuffer wurde zu
wenig verdiinnt.

Achten Sie darauf, dass Sie wihrend des
Probenauftrags mit der Pipettenspitze nicht zu
tief in die Probentasche eintauchen, um diese
nicht zu beschiadigen. Unterstiitzen Sie sich mit
der zweiten Hand beim Pipettieren, das hilft bei
einer ruhigen und prazisen Fithrung der Pipette.

Driicken Sie den Druckknopf nur langsam,
damit die mit Glyzerin versetzten Proben Zeit
haben, den Puffer in den Taschen zu ver-
drangen.

Pipettieren Sie langsam und sorgféltig, um zu
verhindern, dass die PCR-Probe wieder aus der
Probentasche flie3t.

Halten Sie den Druckknopf der Pipette solange
gedriickt, bis Sie mit der Pipettenspitze die
Probentasche vollstandig verlassen haben.

Der Versuch muss wiederholt werden, da so eine
Interpretation der Ergebnisse unmoglich ist.

Weisen Sie bereits vor dem Auftragen der PCR
Proben auf das Agarose-Gel die Schiiler*innen
explizit darauf hin, sich die Auftragsreihenfolge
zu notieren. Alternativ kdnnen Sie eine
Auftragsreihenfolge vorgeben.

Geben Sie weiteren 1x TBE-Puffer in die
Elektrophoresekammer, bis das Agarose-Gel
leicht bedeckt ist.

Setzen Sie den 1x TBE-Puffer neu an.
Uberpriifen Sie, dass der Deckel der Gelelek-
trophoresekammer passgenau abschliet. In
diesem Fall leuchtet die Lampe des Einschalt-
knopfs dauerhaft.

Schalten Sie das Gerat sofort aus!

Es wurde das TBE-Konzentrat verwendet, ohne
dieses entsprechend zu verdiinnen.

Setzen Sie den 1x TBE-Puffer neu an und
versuchen Sie die Pufferlésungen vorsichtig
auszutauschen. Sollte dies nicht mehr moglich
sein, muss der Versuch wiederholt werden.
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O Tab.5.6 (Fortsetzung)

Nach Anschalten des Blaulichts sind keine
DNA-Banden zu erkennen.

Es wurde vergessen, gel staining dye in die
Agarose-Losung zu pipettieren.

Das Blaulicht wurde tiber die gesamte
Dauer der Gelelektrophorese angelassen.
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Weisen Sie bei der Durchfithrung mit Schiiler*in-
nen explizit darauf hin, dass sie die Gelelektrop-
horese zwar in Ist-Zeit verfolgen konnen, eine zu
lange Lichtexposition allerdings den Farbstoff
bleicht.

Falls nur der DNA-Léngenstandard auf dem
Agarose-Gel zu sehen ist, ist dies auf eine
fehlerhafte PCR zuriickzufithren. Der Versuch
muss erneut durchgefiihrt werden.

5.5 Korrekte Bedienung einer Zentrifuge

Hinweise zur sachgemifBen Handhabung der Zentrifugen sind nachfolgend auf-

gefiihrt (B8 Abb. 5.2):

© Wichtig

== Achten Sie vor der Zentrifugation darauf, dass die Mikrozentrifuge aus-

balanciert ist.

= Beim Zentrifugieren nur eines ReaktionsgefiBles muss ein Gegengewicht

verwendet werden.

== Achten Sie darauf, dass die Reaktionsgefd3e richtig verschlossen sind.
== Die Deckeloffnungen der Reaktionsgefile zeigen nach innen.

= Offnen Sie die Zentrifuge erst, nachdem diese vollstindig zum Stehen gekommen

ist.

= Fiir den PCR-Gefdf3-Rotor gilt: Befiillen Sie die Zentrifuge von innen nach

aullen.

@ Tab. 5.7 fasst die hiaufigsten Probleme und mdgliche Fehlerquellen beim Zentri-

fugieren zusammen.
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O Abb. 5.2 Korrekte Bedienung der Minizentrifuge. Eine Zentrifuge muss immer austariert sein,
sodass die Gewichte auf der Kreisbahn gleichméBig verteilt sind. Bei diesem Rotorkopf der Mini-
zentrifuge kommt noch eine Besonderheit hinzu: Proben, die am Rand platziert werden, tendieren
dazu herauszufliegen. a Proben nicht austariert. b Proben austariert, allerdings Befiillung der Zentri-
fuge von auBen nach innen, sodass bei Reaktionsgefaen aulen die Gefahr besteht, dass die Deckel
beim Zentrifugieren kaputtgehen und die Proben herausfliegen, ¢ Richtig austariert; Befiillung der
Zentrifuge von innen nach auflen erfolgt
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5.5 - Korrekte Bedienung einer Zentrifuge

B Tab.5.7 Losungsvorschlige zu hiufig beobachteten Problemen und moglichen Fehlerquellen

beim Zentrifugieren
Probleme und Fehlerquellen

Beim Anschalten der Zentrifuge
ist ein lautes Schlaggerdusch
wahrnehmbar.

Der Rotor wurde nicht
sachgeméal eingesetzt und
befestigt.

Der gewihlte Rotoraufsatz passt
nicht zu der GroBe der
verwendeten Reaktionsgefafe.
Werden zu kleine Reaktions-
gefédle fiir den Rotor verwendet,
konnen diese wiahrend der
Zentrifugation in die Halterung
gedriickt werden.

Bei zu groBen ReaktionsgefdBen
besteht die Gefahr, dass diese
sich aus dem Rotorkopf 16sen
und die Zentrifuge beschidigen.

Beim Anschalten der Zentrifuge
befinden sich Fliissigkeits-
tropfen an der Innenseite des
Zentrifugendeckels.

Die Reaktionsgefia3e wurden
nicht vollstandig verschlossen.

Beim Anschalten ist ein
unrhythmisch-lautes Gerdusch
wahrnehmbar.

Sind die Proben in der Zentri-
fuge nicht austariert, fithrt dies
zu einer Unwucht. Die
Zentrifuge wird dadurch
beschadigt.

Losungen

Kontrollieren Sie vor dem Gebrauch der Zentrifuge, ob der
Rotor fest montiert wurde. Der Rotor darf auBer der
Achsendrehung keinen Bewegungsspielraum haben.

Weisen Sie die Schiiler*innen auf die verschiedenen
RotorgroBen hin. Es empfiehlt sich, dass die Schiiler*innen
nur in Anwesenheit eines Betreuers die Zentrifuge
bedienen.

Weisen Sie die Schiiler*innen auf das sachgemalBe
VerschlieBen der Reaktionsgefae hin, da sonst die Proben
neu vorbereitet werden mussen oder im schlimmsten Fall
der Versuch wiederholt werden muss.

Es empfiehlt sich beim Orientieren der Reaktionsgefia3e
darauf zu achten, dass die Deckel6ffnungen nach Innen
zeigen.

Die Benutzung der Proben ist zum Teil oder iiberhaupt
nicht mehr moglich. Stellen Sie vor Anschalten der
Zentrifuge sicher, dass die Proben austariert sind. Sofern Sie
eine ungerade Anzahl an Proben zentrifugieren wollen,
miissen Sie ein Gegengewicht zum Austarieren herstellen.
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5.6 Planung und Vorbereitung des Klassenraums

Fir alle in den » Kap. 6, 7, 8, und 9 beschriebenen Versuche sind im Vorfeld kleine
Vorbereitungen durch Sie als Lehrkraft erforderlich.

0 Wichtig

== Pro Gruppe oder Reihe ein Miillgefal3.
Pro Gruppe ein Folienstift.
Pro Gruppe ein kleines Gefa3 zum Lagern der Reagenzien auf Eis.
Pro Gruppe zwei Plastikbecher (nur fiir » Kap. 7, 8, und 9 erforderlich).
Kleine Weithals-Erlenmeyerkolben (min. 50 mL) und Spatel fiir die Gelherstellung.
GefaB zur Herstellung der 1x TBE-Pufferldosung (Gesamtvolumen 1 L).
Messzylinder: min. 50 mL zur Gel-Herstellung, min. 1 L zur Herstellung des
1x TBE-Puffers.
Mindestens eine Waage (Genauigkeit d = 0,01).
Eine Mikrowelle, alternativ kann auch ein Magnet-Heizriihrer inkl. Rithrfisch
verwendet werden.
== Eis zum Kiihlen der Reagenzien und Proben.

Angaben zu versuchsspezifischen Materialien, die von Thnen vorbereitet werden
miissen, sind in den entsprechenden Kapiteln zu finden. Entfernen Sie vor Unter-
richtsbeginn alle nicht zum Versuch gehdrenden Materialien von den Schulbianken.
Bereiten Sie alle notigen Materialien vor und bauen Sie die fiir den Versuch be-
notigten Gerite auf (8 Abb. 5.3).

B Abb. 5.3 Beispieliibersicht der fiir die Versuche benétigten Reagenzien und Materialien. a 1: Mini-
zentrifuge, 2: Zentrifugenzubehor (Rotor fiir groBere ReaktionsgefaBe, Einsdtze fiir ReaktionsgefdB3e
mit kleineren Volumina, Werkzeug), 3: Pipettenspitzen (3 pL, 100 pL), 4: Pipette (3 pL, 200 pL), 5:
Styroporbox mit Eis, Rack mit Reagenzien und frischen Reaktionsgefiflen (PCR Cups, ERG), 6:
Zahnstocher fir DNA-Extraktion (Alternative in Abschn. 5.3.2). b 1: Waage (Genauigkeit d = 0,01,
zwei Nachkommastellen), 2: Spatel, 3: Reagenzien fiir Agarose-Gel (TBE-Puffer, Agarose, ge/ stai-
ning dye), 4. Gel-GieB-Apparatur, 5: Messzylinder, 6: Weithals-Erlenmeyerkolben, 7: PCR-Zykler
(mit Stromanschluss und Computer-Anschluss), 8: Styroporbox mit Eis, Rack mit PCR-Proben und
DNA-Langenstandard, 9: Gelelektrophoresekammer mit integriertem Blaulicht fir die Visualisie-
rung und Abdeckhaube
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5.7 - Umgang mit einer Kolbenhubpipette

Sowohl fiir die Durchfithrung der PCR als auch der Agarose-Gelelektrophorese
empfiehlt es sich, Stationen im Klassenzimmer oder Ubungsraum aufzubauen.

© Wichtig
Es empfiehlt sich wihrend der gesamten Versuche Handschuhe zu tragen. Weisen Sie
Thre Schiiler*innen auf die allgemeinen Verhaltensregeln in einem Labor hin.

© Wichtig
Denken Sie daran, alle notigen Reagenzien wihrend der Vorbereitung auf Eis aufzu-
tauen und vor der Verwendung kurz zu zentrifugieren. Pro Gruppe wird jeweils eine
bestimmte Anzahl an Reagenzien benotigt. Bereiten Sie diese entsprechend der je-
weiligen Versuche vor. Sie finden die Angaben dazu in unseren Online-Zusatz-
materialien (sn.pub/rEt5b)).

5.7 Umgang mit einer Kolbenhubpipette

Im Vorfeld der Versuchsdurchfithrung empfehlen wir, Ihre Schiiler*innen zunéchst
mit dem grundlegenden Umgang mit einer Pipette, dem téglichen Arbeitswerk-
zeug eines Biochemikers, vertraut zu machen. Bei Pipetten handelt es sich um volu-
metrische Gerite, welche zur genauen und sicheren Uberfiihrung und Messung
von Flissigkeiten dienen (B8 Abb. 5.4). Je nach Modell kénnen Volumina von
1-1000 pL pipettiert werden. Das hochstmogliche Volumen ist oben am Pipetten-
schaft angegeben. Zehn Prozent des angegebenen Maximalvolumens ergeben dabei
das minimal mogliche Pipettiervolumen des jeweiligen Pipettentyps. Innerhalb des
entsprechenden Arbeitsbereichs kann das gewiinschte Volumen durch Drehen der
geriffelten Schraube am Pipettengriff eingestellt und an der Anzeige abgelesen
werden. Die Pipetten werden mit Einwegspitzen aus Polypropylen benutzt, die
durch den eingebauten Spitzenabwerfer entfernt werden. Durch Anklicken der
@ Abb. 5.4 startet das Video.

© Wichtig
Es darf niemals tiber die Minimal- oder Maximaleinstellung gedreht werden!

5.7.1 Vorgehensweise beim Pipettieren

Im ersten Versuch soll das Pipettieren mit Wasser geiibt werden. Alternativ kénnen
auch andere Flissigkeiten mit unterschiedlicher Viskositit, wie z. B. Glyzerin, ge-
testet werden. Nachfolgend werden die wesentlichen Schritte des proteinchemisch
exakten Pipettierens beschrieben. Beim Pipettieren unter sterilen Bedingungen
miissen bei der Handhabung weitere Schritte beriicksichtigt werden. Diese werden
hier allerdings nicht aufgefiihrt.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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O Abb.5.4 Grundsitzlicher
Aufbau einer Kolbenhub-
pipette. Die Volumenanzeige
kann je nach Herstellertyp
leicht variieren. Exempla-
risch ist die Einstellung fiir
30 pL gezeigt

Kapitel 5 - Praktische Umsetzung an der Schule

Drehknopf/Druckknopf

Spitzenabwerfer

Volumenanzeige

Flielkanal

Pipettenspitze

1. Anbringen der Pipettenspitze:

Passende Pipettenspitze auf den Pipettenschaft stecken. Die Pipettenspitze
nicht mit den Fingern beriihren.

Um zu gewihrleisten, dass die Spitze dicht abschliet, wird diese unter
leichtem Drehen der Pipette angedriickt.

2. Ansaugen von Flissigkeiten:

Druckknopf bis zum ersten Druckpunkt eindriicken.

Pipette senkrecht halten und 2-3 mm in die Fliissigkeit eintauchen.

Den Druckknopf langsam loslassen, um die Probenfliissigkeit einzusaugen.
Eine Sekunde warten, dann die Spitze aus der Fliissigkeit nehmen.

Die an der Spitzenoberflaiche befindliche Probenfliissigkeit kann durch ein
Tuch entfernt werden. Dabei ist wichtig, die Spitzenéffnung nicht zu be-
rithren.

3. Entleeren von Fliissigkeiten:

Das Ende der Spitzen in einem Winkel von 1040 Grad gegen die Innen-
wand des GefalBes halten. Dabei ist wichtig, die Spitze nicht zu fest gegen die
Wand zu driicken, da sie sich sonst von der Pipette 16st.

Den Druckknopf bis zum ersten Druckpunkt herunterdriicken, eine Se-
kunde warten und bis zum zweiten Druckpunkt herunterdriicken.

Die Pipette mit ganz gedriicktem Druckknopf aus dem Gefal3 entfernen,
indem die Spitze an der GefaBlinnenwand entlanggefiihrt wird.

Den Druckknopf langsam loslassen.

Die Spitze durch Driicken des Spitzenabwerfers entfernen.
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© Wichtig
== Behutsam mit der Pipette umgehen.
== Druckknopf langsam loslassen und nicht schnalzen lassen.
== Drehschraube niemals iiber Maximal- und Minimaleinstellung drehen.
== Vorderes Ende der Pipettenspitzen muss immer tiefer liegen als die Ansaug-
offnung der Pipette.
= Pipette niemals mit gefiillter Spitze hinlegen.
== Es darf niemals Fliissigkeit in den Pipetten Schaft eintreten.

Um Kontaminationen der Reagenzien und der Proben zu vermeiden, wird jeweils

eine neue Pipettenspitze verwendet. Pipettieren Sie sorgféltig, da dies erheblichen
Einfluss auf den Erfolg des Versuchsergebnisses hat.

5.7.2 Uberpriifung der Pipettiergenauigkeit

Der néachste Vorversuch bietet die Moglichkeit, dass die Schiiler*innen ihre
Pipettiergenauigkeit iiberpriifen. Die grundlegenden Durchfithrungsschritte sind

nachfolgend und in @ Abb. 5.5 beschrieben.

Pipettieren Sie mit der 2,0-20,0 pL-Pipette definierte Volumina an Wasser, bis
Sie sich im Umgang mit der Pipette sicher fithlen (Vorversuch). Beispielsweise kon-

nen 2,4 pL, 10,0 pL und 60,0 pL derselben Fliissigkeit pipettiert werden.

1. Wiegen Sie je drei Eppendorf-ReaktionsgefaBle (ERG, 0,2 mL). Notieren Sie

sich unbedingt das Leergewicht.

2. Pipettieren Sie in jedes Reaktionsgefall das gleiche Volumen an Wasser

(60,0 pL).

3. Entfernen Sie tiberschiissige Wassertropfen auf der AuBenseite der Pipetten-
spitze mit einem Reinigungstuch. Achten Sie dabei darauf, die Offnung der

Pipettenspitze nicht zu berithren.

4. Wiegen Sie die Reaktionsgefdf3e erneut und ermitteln Sie den Mittelwert aus

den drei Messungen.
5. Ermitteln Sie die prozentuale Abweichung Ihrer Pipettierreihe.
6. Wiederholen Sie die Messung mit Wasser (2,4 pL) und Glyzerin (10,0 pL).

o Anmerkung: Der Fehler einer Pipette betrigt normalerweise deutlich weniger als 1 %.

Beim Pipettieren von viskosen Fliissigkeiten kann ein kleiner Teil der vorderen
Pipettenspitze abgeschnitten werden. Grundsitzlich ist darauf zu achten, dass
keine Luftblasen in der mit Fliissigkeit gefiillten Pipettenspitze zu erkennen sind,
da sich dadurch eine erhebliche Abweichung zum Sollvolumen ergibt. Arbeiten Sie
aulerst sorgféltig und seien Sie geduldig, da das Pipettieren von viskosen Fliissig-
keiten deutlich mehr Zeit in Anspruch nimmt.
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W EE Tabelle der Gewichte

Abwiegen der ReaktionsgefidRe Notieren der Leergewichte
in Tabelle

Wasser in jedes Uberschiissige Wassertropfen
ReaktionsgefaR pipettieren entfernen

W ? E Tabelle der Gewichte

Abwiegen der ReaktionsgefiRe Notieren der Gewichte
mit Reagenz und Ermittlung
Reingewicht und Mittelwerte

o
X % —10 uL —24puL
— Glyzerin i—Wasser
Prozentuale Abweichung Wiederholen der Messung
ermitteln

O Abb. 5.5 Uberpriifen der Pipettiergenauigkeit. Pro Reagenz werden jeweils drei ERG verwendet.
In jedes ReaktionsgefdB3 wird das gleiche Volumen der jeweiligen Substanz pipettiert. Es wird H,O
(R1=60,0 uL, R2 =2,4 uL) und Glyzerin (10,0 pL) fiir diesen Versuch verwendet. Durch Ermittlung
des Mittelwerts kann abschlieBend die prozentuale Abweichung bestimmt werden
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Zusammenfassung

In diesem Kapitel finden Sie allgemeine Hinweise, die bei der Umsetzung molekular-
biologischer Methoden an der Schule zu beachten sind. Dabei wird das praktische
Handling aller Gerite allgemein und explizit erkldrt. Da alle Versuche bereits in der
Praxis erprobt sind, geht dieses Kapitel ebenfalls auf gingige Hiirden bei der prak-
tischen Durchfithrung ein.
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6.1 Impuls

Von Sherlock Holmes tiber Akte X bis hin zur deutschen Kultserie ,, Tatort™ be-
geistern Kriminalgeschichten internationales und regionales Publikum aller
Altersklassen. In zahlreichen Filmen, Serien und Biichern wird die Kriminalistik
aus unterschiedlichsten Perspektiven beleuchtet und verliert auch nach Jahren
weder ihren Charme noch ihre Anziehungskraft. Kriminalromane sind das be-
liebteste Genre der Deutschen; jedes vierte verkaufte Buch ist ein Krimi (Urbach
& Lesch, 2018). 15,08 Mio. Deutsche ab 14 Jahren geben an, gerne regionale Kri-
mis anzuschauen (Pawlik, 2020). Geben Sie Thren Schiiler*innen die M&glichkeit,
selbst in Abby Sciutos (Navy CIS) oder Prof. Boernes (Tatort Miinster) Rolle zu
schliipfen und mittels PCR und Agarose-Gelelektrophorese bei der Auflosung
einer Entfithrung am Emil-Erlenmeyer Gymnasium mitzuwirken (8 Abb. 6.1). In
diesem vereinfachten Szenario machen Sie sich eine Deletionsmutation zunutze;
diese erlaubt Ihnen den Versuch sowohl in den Kontext der Kriminalistik als auch
der Prinataldiagnostik einzuordnen. In » Abschn. 6.6 wird Thnen aufgezeigt, wie

Gluckstadter Anzeiger

Mysterioses Verschwinden am
Emil-Erlenmeyer-Gymnasium
Wurde Sekretérin Herta Muller entfihrt?
Die Polizei ermittelt.

Glickstadt, 29.03.2017 Durch die schnellen Ermittlungen der
Eigentlich wéare Sekretarin Herta Polizeikommission Glickstadt Sud
Mller (47) am Mittwochnachmittag konnte bereits kurze Zeit spéter in
um 15:30 Uhr zu einer wichtige unmittelbarer Néhe des Gymnasiums
Dienstbesprechung mit Schul- der Lieferwagen sichergestellt werden.
direktor Thomas Pfeiffer (60) ver-  Auch der Fahrer befand sich noch
abredet gewesen. Als langjahriges  im Fahrzeug. Die Spurensicherung
Mitglied der Schulfamilie galt sie stellte Haarproben im Wagen sicher.
stets als sehr punktlich.

Nachdem sie nicht zur Besprech-  Bei andauernden Vernehmungen auf
ung erschien und telefonisch nicht ~dem Schulhof verstrickte sich ein am
erreichbar war, wurde sofort Alarm  Gymnasium tétiger Handwerker in

geschlagen. Widerspriiche. Die Polizei untersuchte
daraufhin auch seinen Werkstattkombi
,Wo war Herta Miiller?* und konnten dort ebenfalls Haarproben

sicherstellen.
Die Gluckstadter Polizei nahm
sofort die Ermittlungen auf.

O Abb. 6.1 Ausschnitt eines thematisch passenden Zeitungsartikels. Dieser Zeitungsartikel wird
Thnen als didaktisches Begleitmaterial online zu den Versuchen zur Verfligung gestellt
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Sie didaktisch vorgehen konnen, um die Kontexte zu variieren. Dieses Kapitel fo-
kussiert sich auf den Kontext der Kriminalistik und liefert nur fiir das Szenario
Unterrichtsmaterial, allerdings sind an geeigneter Stelle Hinweise zur Variation
gegeben.

6.2 Durchfiihrung

Erfahrungsgeméal lédsst sich dieser Versuch sehr gut in einer Doppelstunde Bio-
logie umsetzten. Sollte Ihnen keine Doppelstunde zur Verfiigung stehen, konnen
Sie den Versuch nach der PCR unterbrechen und ihn in zwei zeitlich voneinander
getrennten Stunden durchfithren. In 8 Abb. 6.2 ist die Versuchsiibersicht unter
Angabe der relevanten Methoden gezeigt. Damit Sie als Lehrkraft einen ersten
Eindruck dariiber bekommen, wie viel Zeit die praktische Durchfithrung der
einzelnen Teilschritte in Anspruch nimmt, haben wir entsprechende Zeitangaben
in die Abbildung integriert. Bitte beachten Sie, dass unsere zeitlichen Ein-
schitzungen je nach Jahrgangsstufe und praktischem Erfahrungsbereich Ihrer
Schiiler*innen abweichen konnen.

Es sind iiber 2000 Mutationen des CFTR -Gens (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) bekannt, die Mukoviszidose auslosen (Ensinck et al., 2020).
Bei der hdufigsten Mutation des CFTR-Gens handelt es sich um eine Deletionsmu-
tation von drei Nukleobasen, die auf Proteinebene zum Verlust genau einer Amino-
sdaure flhrt (Eichler, 2005) (» Abschn. 6.5). Die Analytik mittels schultauglicher
Agarose-Gele erlaubt keine derart genaue Auftrennung. Zu diesem Zweck wurde
der Deletionsabschnitt erweitert, sodass das PCR-Fragment des CFTR-Gens
800 Basenpaare (bp) und das Fragment des mutierten Gens 400 bp lang ist. Die
verwendeten Primer interagieren mit dem CFTR-Gen. Es ist bekannt, dass die ent-
flihrte Person diese Deletionsmutation im CFTR-Gen besitzt. Durch Vergleich der
DNA-Banden der Proben A und B mit den jeweiligen Vergleichsproben G und D
auf dem Agarose-Gel konnen die an der Entfithrung beteiligten Personen ein-
gegrenzt werden. Die Vergleichsproben G und D sind schematisch in 8 Abb. 6.6
gezeigt.

Im Folgenden wird die Durchfithrung der Methoden im Detail beschrieben.
Zunichst wird die PCR-Reaktion der vier DNA Proben A, B, G und D durch-
geflihrt.

Dabei gilt:
== Probe A und B: entnommene DNA (aus den Lieferwagen der Tatverdachtigen

A und B)
== Probe G: Vergleichsprobe eines CFTR-Gens (ohne Deletion)
== Probe D: Vergleichsprobe eines mutierten CFTR-Gens (mit Deletion)

Sofern Sie im Rahmen der Prinataldiagnostik die Aufklidrung eines Gendefekts
vornehmen mochten, liegt bei den Proben A und B die entnommene DNA der
Miitter A und B vor. Weiteres unter » Abschn. 6.2.1.
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Versuchsiibersicht

Vergleichsproben
—

| I |

DNA Proben
Lieferwagen

< M

|

CFTR1 Primer

Langes PCR Fragment CFTR2 Primer

800 bp l

CFTR1P”me,r Deletionsmutante

l CFTR2 Primer

— CFTR-Gen mutiert ——

Kurzes PCR Fragment

400 bp l

(W) [omrosecaearophores |

8 Abb. 6.2 Versuchsiibersicht zur Identifizierung der moglichen Tatverdiichtigen A oder B. Aus dem
genetischen Material, gefunden in den Lieferwagen der Tatverdachtigen A und B, wurde genomische
DNA extrahiert. Mit diesen Extrakten sowie den zugehorigen DNA-Vergleichsproben des Gens G und
der Deletionsmutante D wird eine PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die unterschiedlichen PCR-Produkte
konnen im zweiten Schritt mittels Agarose-Gelelektrophorese weiter analysiert werden. Das CFTR-
Gen ist griin dargestellt. Der rote Bereich markiert den Bereich, welcher bei dem mutierten Gen (hell-
griin) deletiert wurde. Die wesentlichen Arbeitsschritte sind blau hervorgehoben
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© Wichtig
Achten Sie bei der Durchfithrung auf die allgemeingiiltigen Prinzipien des sicheren
Arbeitens im Labor (sn.pub/rEt5bJ), um Schiiler*innen frithzeitig fiir diese zu sensi-
bilisieren. Es empfiehlt sich, wiahrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen.

6.2.1 PCR

Jeweils eine Gruppe bereitet die vier PCR Ansitze vor (8 Abb. 6.3). Pro Gruppe
werden 4 PCR-Geféle benotigt:

1. DNA-Probe A (oranger Deckel).

2. DNA-Probe B (gelber Deckel).

3. DNA Vergleichsprobe CFTR-Gen G (griiner Deckel).

4. DNA Vergleichsprobe einer CFTR-Deletionsmutante D (roter Deckel).

© Wichtig
Beschriften Sie die PCR-Gefdfle mit dem entsprechenden Buchstaben A, B, G,
D. Sorgfaltiges Pipettieren beeinflusst den Erfolg des Versuchsergebnisses.

© Wichtig

Sobald ein neues Reagenz pipettiert wird, muss die Pipettenspitze gewechselt werden.

Folgende Reagenzien werden in jedes PCR-Gefil3 pipettiert:

Crime Lab Primer Mix ™ 10 pL

EZ PCR Master Mix ™ 15 pL

DNA-Proben (A, B, G, D) SpL

Gesamt 30 pL
© Wichtig

Fiir ein eindeutiges Ergebnis nach der PCR darf nur jeweils eine DNA-Probe pro
Ansatz zugegeben werden.

Werden mehrere Reagenzien in einen Ansatz pipettiert, empfiehlt sich mit dem
grof8ten Volumen zu beginnen. Pipettieren Sie die DNA-Proben immer zum
Schluss.

Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betragt 30 pL. Mischen Sie die Reagenzien
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren. Achten Sie darauf, die PCR-Gefédl3e
richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermozykler zu einer Verdunstung der Re-
aktionsfliissigkeit kommen kann. Die vorbereiteten PCR-Proben werden dann
kurz zentrifugiert, ca. drei Sekunden.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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T —

PCR-GefaRe beschriften Definiertes Volumen
einstellen

Crime Lab Primer Mix™

ke
_>

Templat DNA Zentrifugieren

®®E®OO00|—»

PCR-Programm: , Tatort DNA“ Entnahme der PCR-Proben

O Abb.6.3 Vorbereitung und Durchfiihrung der PCR. Insgesamt werden vier Ansitze A, B, D und G vor-
bereitet. Pro Ansatz werden 15,0 pL EZ PCR Master Mix ™ und 10,0 pL Crime Lab Primer Mix ™ in ein
PCR-GefaB pipettiert. Zuletzt werden pro PCR-GefaB3 5,0 pL der entsprechenden Template-DNA (A, B,
G oder D) zugegeben. Nach Zentrifugation der Proben wird die PCR durch Auswahl des Tatort DNA-Pro-
tokolls gestartet. Die PCR-Produkte konnen weiterverwendet oder im Kiihlschrank gelagert werden
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© Wichtig
Achten Sie darauf, dass die Zentrifugen von den Schiiler*innen korrekt beladen wer-
den. Nur dann kann eine sichere Benutzung gewiahrleistet werden (» Abschn. 5.5).

AbschlieBend werden die PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der De-
ckel des Gerits verschlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit wihrend der Be-
ladung ausgeschaltet ist.

© Wichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zuséitzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist
sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spii-
ren, sonst bricht der Drehknauf ab.

Fir die PCR wird das bereits gespeicherte 7Tutort DNA-Protokoll verwendet
(» Abschn. 5.3). Nach Auswahl des Programms klicken Sie auf upload. Der Name
Thres PCR-Gerits erscheint in einem Pop-Up Fenster. Die Parameter des PCR-Pro-
gramms sind in @ Tab. 6.1 gezeigt, diese konnen Sie vorab speichern. Da Thr Gerit
ausgeschaltet ist, wird oben links in Threm Versuchsfenster no power angezeigt.
Schalten Sie Thr Gerit jetzt ein. Die Thermozykler merken sich das zuletzt genutzte
Programm. Durch das Anschalten des Gerits nach upload des Programms stellen Sie
sicher, dass der Thermozykler kein anderes Programm startet. Die PCR-Reaktion
kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Wihrend die PCR-Reaktion lduft, konnen die Agarose-Gele vorbereitet werden.

Die Dauer der 30 Zyklen betrigt 9 min (18 sec pro Zyklus, 8 Tab. 6.1). Unter Be-
riicksichtigung der initial denaturation, den Temperaturdnderungen zwischen den
Schritten sowie der final extension ist die PCR nach 40 min abgeschlossen. Dies
wird durch einen Klingelton angezeigt, auf dem Display erscheint status comple-
ted. Die PCR-Gefdfle konnen jetzt aus dem Gerit entfernt werden.

0 Tab.6.1 Einstellungen des PCR-Programms fiir Tatort DNA. Die mit * markierten Schritte
geben einen PCR-Zyklus an. Die Gesamtzahl der Zyklen ist unter number of cycles angegeben.

PCR-Programm Temperatur [°C]| Zeit [s]
initial denaturation 94 30
denaturation * 94 5
annealing * 57 5
extension * 72 8
final extension 72 30
heated lid ON

number of cycles 30
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© Vorsicht: Der Metalldeckel kann noch heif sein.

Die Proben kénnen nun direkt weiterverwendet oder im Kiihlschrank gelagert wer-
den.

6.2.2 Agarose-Gel-Herstellung

Als néchstes erfolgt die Herstellung eines 1,6 %-igen Agarose-Gels (B Abb. 6.4).
Es bietet sich an, die Agarose-Gele wihrend der Durchfithrung der PCR zu
gieBen, um die Zeit optimal auszunutzen (s.0.).

In diesem Versuch konnen zwei vollstindige Versuchsansitze auf ein Gel auf-
getragen werden. Ein Versuchsansatz umfasst die vier Proben A, B, D und G. Zu-
satzlich wird pro Agarose-Gel ein DNA-GroBenstandard aufgetragen.

Bereiten Sie eine saubere und trockene Gel-GieBapparatur vor und legen Sie einen
Probenkamm bereit (» Abb. 5.3).

Agarose 0,48 g

1x TBE-Puffer 30 mL

gel staining dye 3,0 uL
© Wichtig

Den Farbstoff (gel staining dye) erst nach dem Abkiihlen hinzugeben.
Pro 10,0 mL Agarose-Losung werden 1,00 pL gel staining dye bendtigt.

Die Mischung wird zum Losen der Agarose kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Eine klare Losung zeigt ein vollstandiges Losen der Agarose an. Um einen Siede-
verzug zu vermeiden, kann der Vorgang in der Mikrowelle unterbrochen und der
Erlenmeyerkolben mehrmals geschwenkt werden. Kiihlen Sie die homogene Mi-
schung unter flieBendem Wasser bis zur Handwarme ab.

Die Losung wird dann in die Gel-GieBapparatur iiberfithrt. Stecken Sie den
Probenkamm in die vorgesehene Halterung.

Kleine Luftblasen im Gel kénnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden.
Nach 15-20 Minuten ist das Gel vollstandig verfestigt. Entfernen Sie den Proben-

kamm vorsichtig.
Die Agarose-Gele konnen direkt fiir die Elektrophorese verwendet werden.
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@H —> @E&

Agarose
Gel-GieRapparatur vorbereiten Agarose abwiegen
TBE-Konzentrat 30 mL TBE-Puffer 30 mL TBE-Puffer 0.48 g Agarose
(20x) (1x) (1x)
1 x TBE-Puffer herstellen Agarose und

1x TBE-Puffer mischen

R e Y

Mischung aufkochen Auf Handwarme abkiihlen

Gel staining dye hinzufiigen Agarose-L6sung
in Apparatur gieBen

Kathode Anode
- +
1,6% -iges Agarose-Gel |

Auspolymerisierung

B Abb.6.4 Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Gelelektrophorese. Fiir 7utort DNA werden 1,6 %-ige
Agarose-Gele bendtigt. Dafiir werden 30,00 mL 1x TBE-Puffer mit 0,48 g Agarose versetzt. Durch kur-
zes Aufkochen entsteht eine homogene, klare Losung, welche nach Abkiihlen auf Handtemperatur mit
3 pL gel staining dye versetzt wird. Die Agarose-Losung wird in die Gel-GieBapparatur tiberfithrt und der

Probenkamm in die Halterung gesteckt. Die Auspolymerisierung des Gels dauert etwa 15 Minuten
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Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schadigung
durch Lichtstrahlung.

6.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Der letzte Schritt des Versuchs ist die Analyse der PCR-Proben mittels Agarose-
Gelelektrophorese (8 Abb. 6.5).

Die Agarose-Gele konnen im Schlitten in die Elektrophoresekammern iiber-
flihrt werden.

1x TBE-Puffer zum Uberschichten 35mL

Pro DNA-Probe (A, B, G, D) 20 pL

DNA-GroBenstandard 12 L
© Wwichtig

Vor dem Auftragen der Proben werden die Agarose-Gele jeweils mit 30 mL
1x TBE-Puffer iiberschichtet. Nutzen Sie maximal 35 mL 1x TBE-Puffer zum Uber-
schichten der Gele in der Elektrophoresekammer, da der Puffer sonst tiberlauft!

o Wichtig
Pro Agarose-Gel konnen acht PCR-Proben und ein DNA-GréBenstandard auf-
getragen werden. Es empfiehlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig zwischen die
vier PCR-Proben von Gruppe 1 und Gruppe 2 aufzutragen.

o Wichtig
Vermeiden Sie Bertthrungen mit Threr Pipettenspitze beim Auftragen der Proben am
Boden der Probenkammer, da diese sonst beschadigt wird (» Abschn. 5.4.2).

o Wichtig

Notieren Sie sich die Reihenfolge, in der Sie die Proben aufgetragen haben.
VerschlieBen Sie die Elektrophoresekammer. Driicken Sie den run-Knopf und fiih-
ren Sie die Elektrophorese fiir 15-20 min durch.

Achten Sie darauf, dass die Banden des DNA-GroBenstandards im Bereich
400-800 bp gut aufgelost, d. h. gut sichtbar voneinander getrennt sind.

Nach ca. 15-20 min ist die Gelelektrophorese abgeschlossen. Das Gerét kann
jetzt ausgeschaltet werden.

Die Auftrennung der DNA Proben kann durch Betiatigung des illuminator-Knopfs
auf dem Gerat wahrend der Gelelektrophorese verfolgt werden. Wird das Licht zu
héaufig wihrend der Auftrennung angeschaltet oder dauerhaft angelassen, kann
das zum Ausbleichen der Proben fiihren.
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TBE-Puffer (1x)™

Kathode Anode Kathode Anode
- + - +
max. 35 mL TBE-Puffer (1x)
1,6% -iges Agarose-Gel ’ 1,6% -iges Agarose-Gel
Agarose-Gel in Agarose-Gel mit
Elektrophoresekammer legen 1x TBE-Puffer liberschichten
Q% I é E — 20 pL einstellen

Definiertes Volumen einstellen 20 uL der PCR-Proben auftragen

I:ll:l!:ll:ll-lljzlzlzll

—> Proben Proben

— 12 uL einstellen

DNA-GréRenstandard
— DNA-GroéRenstandard
12 pL des DNA-GréBenstandard Auftragsschema notieren
auftragen
bp G D
3000
; -
400
100
Starten der Gelelektrophorese Visualisierung der DNA-Banden

8 Abb. 6.5 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese. Die Agarose-Gele werden in die Elektro-
phoresekammern tberfithrt und dort mit 1x TBE-Puffer tiberschichtet, bevor die PCR-Proben auf-
getragen werden. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines DNA-GroBenstandards. Bp = DNA-
GroBenstandard 100 bp, G = DNA Vergleichsprobe CFTR-Gen, D = DNA Vergleichsprobe

CFTR-Gen einer Deletionsmutante
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Driicken Sie nach Beendigung der Elektrophorese den illuminator-Knopf und do-
kumentieren Sie pro Gruppe Ihr Ergebnis. Die Agarose-Gele kdnnen mit dem
Smartphone fotografiert werden.

6.3 Ergebnisinterpretation

In diesem letzten Schritt konnen die DNA-Banden im Agarose-Gel analysiert werden.
Je kleiner die DNA-Fragmente sind, desto schneller wandern sie im Agarose-Gel nach
unten. GroBe DNA-Fragmente werden durch die Agarose-Matrix stirker zurlick-
gehalten und sind nach der Gelelektrophorese demnach weiter oben im Agarose-Gel
zu finden (» Abschn. 3.2). Durch den Vergleich der DNA-Fragmente mit den definier-
ten Banden des DNA-GroBenstandards kann die Anzahl der Basenpaare in den Pro-
ben abgeschitzt werden. Der Vergleich der Laufweiten der DNA-Proben A und B mit
den Kontrollproben ermdglicht dann eine Interpretation des Ergebnisses.

Ihr gewihltes Szenario beeinflusst die Ergebnisinterpretation. Entweder kon-
nen Sie einen begriindeten Verdacht zum Tathergang abgeben. Alternativ konnen
Sie im Rahmen der Pridnataldiagnostik eine Aufklirung zu vorliegenden Gen-
defekten vornechmen (» Abschn. 6.2).

Im Vergleich zu den Genen sind die PCR-Produkte der Deletionsmutanten auf
dem Agarose-Gel als kleineres PCR-Fragment zu erkennen. Entsprechend kann
die DNA-Probe D (Deletionsmutante) bei etwa 400 bp lokalisiert werden. Die
Kontrolle G liefert bei etwa 800 bp eine DNA-Bande (8 Abb. 6.6). Entsprechend
koénnen folgende Ergebnisse fiir den Genotyp und Phéinotyp abgeleitet werden
@ Tab. 6.2.

Wie im spiteren » Abschn. 6.5 erklart wird, sind sehr viele verschiedene Muta-
tionen bekannt, die zu Mukoviszidose fithren konnen. In diesem unterrichtlichen
Kontext wird nur eine mdgliche Deletionsmutation betrachtet, allerdings sollten
Sie sich als Lehrkraft iiber die anderen Mutationen im Klaren sein. Dieses kom-
plexe Zusammenspiel konnte an dieser Stelle gut angesprochen werden.

3000
1500

1000

500
400

300
200

100

O Abb. 6.6 Schematische Darstellung des 1,6 %-igen Agarose-Gels der DNA-Vergleichsproben
G und D. Bp = DNA-GroBenstandard 100 bp, G = DNA Vergleichsprobe CFTR-Gen, D = DNA
Vergleichsprobe CFTR-Gen einer Deletionsmutante
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B Tab.6.2 Ergebnisinterpretation Genotyp und abgeleiteter Phiinotyp

Versuchsergebnis Genotyp Phinotyp

PCR Produkt 11 (homozygot) Chlorid-Ionenkanal funktional
(800 bp)

PCR Produkt il (homozygot) Chlorid-Ionenkanal defekt
(400 bp)

o Der Erfolg des Versuchs kann maBgeblich durch Vermeiden einiger moglicher
Fehlerquellen gesteigert werden. Diese werden im » Kap. 5 bei der allgemeinen
Durchfithrung der Methoden explizit mit Losungsvorschldgen erldutert.

6.4 Checkliste

Im Folgenden finden Sie eine Auflistung aller notwendiger Reagenzien und Losun-
gen, sowie Hinweise zu deren Herstellung.

Fiir einen reibungsfreien Ablauf der praktischen Einheit in Threm Unterricht
konnen Sie mehrere Vorbereitungen vornehmen. Genauere Informationen dazu
entnehmen Sie bitte » Kap. 5. Diese sind fiir » Kap. 6, 7, 8, und 9 identisch.

Die Angaben und Empfehlungen in diesem Kapitel werden héufig in Gruppen
angegeben. Diese sind darauf ausgerichtet, den Versuch einmal vollstindig durch-
zufiithren. Sie konnen individuell entscheiden, mit welcher Gruppenstirke Sie die
Versuche durchfithren wollen. In diesem Teil empfiehlt sich, maximal in Vierer-
gruppen einzuteilen, da so jede*r Schiiler*in mindestens eine Probe vollstindig
pipettieren kann.

6.4.1 Reagenzien

= [Z PCR Master Mix™ (2x ), Load Ready™ (miniPCR™, USA): PCR-Puffer,
Mg?* Tonen, Tag-DNA-Polymerase, dNTPs (Deoxynukleosidtriphosphate),
DNA-Auftragspuffer, 2x konzentriert

= Crime Lab Primer Mix, Load Ready™ (miniPCR™, USA): Primer
Primer

vorwirts’

riickwirts

In @ Tab. 6.3 finden Sie Angaben, wie Sie die Reagenzien an eine Gruppe ausgeben
koénnen.
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B Tab. 6.3 Angaben iiber Volumina der Reagenzien zur Ausgabe an eine Gruppe

Reagenz Aliquot Volumen [pL]
EZ PCR Master Mix™ 1 70

Crime Lab Primer Mix 1 50
DNA-Proben (A, B, G, D) jel je 10

0 Tab. 6.4 Herstellung von 1x TBE-Puffer unterschiedlicher Volumina

Reagenz Volumen Konzentrat [mL] Volumen dest. Wasser [mL]
TBE 10x konzentriert 10 90
TBE 20x konzentriert 5 95
TBE 10x konzentriert 100 900
TBE 20x konzentriert 50 950

Alternativ kann auch TAE-Puffer verwendet werden

6.4.2 TBE-Puffer

Fiir die Agarose-Gel-Herstellung und die Agarose-Gelelektrophorese miissen Sie
1x TBE-Puffer herstellen. @ Tab. 6.4 zeigt, wie Sie abhéngig von dem Konzentrat
1x TBE-Puffer herstellen. Bei der Herstellung wird destilliertes Wasser verwendet.

© Wwichtig

Pro Agarose-Gel werden 30 mL 1x TBE-Puffer fiir seine Herstellung bendtigt. Fiir
die Agarose-Gelelektrophorese werden weitere 30 mL 1x TBE als Laufpuffer ver-
wendet. Hierzu wird jedes Agarose-Gel vor dem Auftragen der Proben mit 30 mL 1x
TBE-Puffer tiberschichtet.

Entsprechend ist die benotigte Menge an 1x TBE-Puffer direkt von der Menge be-

notigter Gele abhdngig. Wie Sie bei der Berechnung vorgehen und niahere Informa-

tionen zur individuell benétigten Menge an 1x TBE-Puffer finden Sie unter
» Abschn. 6.4.3.

© Wwichtig

Der 1x TBE-Puffer kann bei Raumtemperatur gelagert werden. Eine Verwendung
ist so lange moglich, wie keine Flocken in der Losung erkennbar sind.
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6.43 Agarose-Gel-Herstellung

Fiir die Herstellung der Agarose-Gele konnen Sie sich an 8 Abb. 6.4 orientieren.

== Agarose fiir DNA-Elektrophorese (SERVA, Deutschland)

== TBE-Puffer (SERVA, Deutschland): Tris, EDTA-Na,- Salz, Borsdure

== DNA-Stain GelGreen® nucleic acid gel stain (miniPCR™, USA): 10.000x in
Wasser

= DNA-GroBenstandard (miniPCR™, USA): 12 Banden im Bereich von 100-
3000 bp

Alternativ kann TAE-Puffer (Tris, EDTA-Na,- Salz, Essigsdure; SERVA, Deutsch-
land) verwendet werden.

Fiir den schulischen Gebrauch empfiehlt sich TBE-Puffer zu verwenden:

== Die vollstdndige Auspolymerisierung des Agarose-Gels verlduft im Vergleich zur
Verwendung von TAE-Puffer schneller.

== Agarose-Gele mit TBE-Puffer sind bei der Handhabung weniger empfindlich.

© Wichtig
Achten Sie darauf, dass sich die Agarose fiir die DNA-Analyse mittels Elektro-
phorese eignet.

Die notigen Angaben fiir ein 1,6 % -iges Agarose-Gel entnehmen Sie aus @ Tab. 6.5.

© Wichtig
Tragen Sie Handschuhe bei der Herstellung und Beladung der Agarose-Gele.

Bei diesem Versuch konnen pro Gel acht Proben und ein DNA-GroBenstandard
aufgetragen werden. Entsprechend kdnnen sich jeweils zwei Gruppen ein Gel tei-
len.

Die Anzahl der benotigten Agarose-Gele berechnet sich wie folgt:

Gesamtanzahl Gruppen x 4
8

_ Gesamtanzahl Gruppen

2 (6.1)

Anzahl Gele fir 2 Gruppen =

0 Tab.6.5 Angaben zur Herstellung eines 1,6 %-igen Agarose-Gels

Konzentration [%] Agarose [g] TBE-Puffer (1x) [mL] DNA-Stain * [pL]

1,6 0,48 30 3

* Der DNA Stain wird im Verhiltnis 1:10.000 zum verwendeten Puffer eingesetzt
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Berechnungsbeispiel:

Bei einer Klasse mit 24 Schiiler*innen (entspricht zwolf 2er-Gruppen) werden
sechs Gele benotigt. Die notige Menge an TBE-Puffer (1x konzentriert) in mL ldsst
sich wie folgt berechnen:

TBEp,y,, mL = (Anzahl Gele x 60 mL) + 60 mL (6.2)

Bei sechs Gelen bendétigen Sie demnach 420 mL einer einfach konzentrierten
TBE-Puffer Losung. In dieser Angabe ist die Menge an TBE-Puffer fiir das GieB3en
der sechs Agarose-Gele sowie fiir die Verwendung als Laufpuffer in der Agarose-
Gelelektrophorese einkalkuliert. Zudem werden bei dieser Berechnung zwei Fehl-
versuche bei der Agarose-Gel Herstellung mitberiicksichtigt. Anhand der Beispiel-
rechnung wiirden Sie sich 500 mL 1x TBE-Puffer herstellen. Ausgehend von einem
10x TBE-Konzentrat wiirden Sie fiir die Herstellung 50 mL 10x TBE-Konzentrat
mit 450 mL destilliertem Wasser versetzten, um so Thren 1x TBE-Puffer zu er-
halten. Der Rechenweg ist nachfolgend dargestellt. Zur Herstellung des 1x
TBE-Puffers lisst sich die benotige Menge an TBE-Konzentrat in mL wie folgt
berechnen:

_ Gesamtvolumen 1x TBE — Puffer mL

Menge TBEy,, . .nwas ML 6.3
& Konzentrat Faktor des Konzentrats 6.3)
Fiir unser Beispiel ergeben sich so:
Menge 10x TBEKonzentral mL = 50(1—0sz =50 mL (64)
Die Menge an destilliertem Wasser in mL ergibt sich dann wie folgt:
Menge H,0,,, mL = Gesamtvolumen 1x TBE — Puffer mL
- Menge TBEKonzentrat mL (65)
Bezogen auf unser Beispiel ergibt sich:
Menge H,0,,, mL =500 mL — 50 mL = 450 mL (6.6)

6.5 Fachwissenschaftliche Information fiir Lehrkrafte

Bei der Zystischen Fibrose, welche auch unter dem Namen Mukoviszidose be-
kannt ist, handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechseler-
krankung (Farrell et al., 2017). Diese ist innerhalb der nérdlich-européisch ab-
stammenden Populationen die am héufigsten vertretene Erbkrankheit (Gadsby
et al., 2006; Liu et al., 2017).

Das CFTR-Protein fungiert als integrales Ionenkanalprotein und hilt hierbei
die korrekte Funktion der Lunge, Bauchspeicheldriise und des Darms aufrecht
(Zhang et al., 2018). Es konnte gezeigt werden, dass je nach vorliegendem Zustand
des Ionenkanals (geschlossen oder geoffnet) das CFTR zwei unterschiedliche Kon-
formationen einnehmen kann (B8 Abb. 6.7). Ist der Kanal geschlossen, besitzt das
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CFTR-Protein in invertierter V-Konformation CFTR-Protein in gestreckter Konformation

O
@ .= Q= Glykosilierung

@ I So

Extrazellularraum
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Zellmembran ”

— Glykosilierung

Untereinheit 1 Untereinheit 2 Untereinheit 1
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8 Abb.6.7 Schematische Abbildungen des humanen CFTR-Proteins in geschlossener und geoffneter
Konformation. Die schematische Darstellung des Ionenkanal-Proteins erfolgt mit Einbettung in die
Phospholipid-Doppelmembran. Das CFTR-Protein besteht aus zwei Untereinheiten, die jeweils aus
zwei Transmembrandoménen aufgebaut sind. Die Rechtecke in Magenta stellen dabei die Trans-
membranhelices dar. Links: Im geschlossenen Zustand (dephosphoryliert, ATP-ungebundenen)
nimmt das CFTR eine invertierte V-Konformation ein. Rechts: Bei ge6ffnetem Ionenkanal (phos-
phoryliert, ATP-gebunden) ist die Struktur dagegen kompakt und vergréBert. Die R-Doméne (Re-
gulierende Domane, griin) wird durch die Proteinkinase A phosphoryliert und dndert dadurch ihre
Konformation. Die ATP-abhidngige Dimerisierung der Nukleotidbindedomédnen (NBDI1 und
NBD2, gelb) bedingt eine konformationelle Anderung der kompletten CFTR-Struktur. Der Io-
nen-Kanal 6ffnet sich, wodurch ein Abtransport der Chlorid-Ionen in den Extrazellularraum mog-
lich wird

CFTR-Protein eine invertierten V-Struktur (Liu et al., 2017). Die R-Doméne ist
hierbei dephosphoryliert und verhindert sterisch die Bindung von ATP an die
Nukleotidbindedomiinen (NBDs, B Abb. 6.7, links). Folglich ist die zur Offnung
des Ionenkanals erforderliche Dimerisierung der NBD1 mit der NBD2 aus-
geschlossen (Zhang et al., 2018). Die durch Proteinkinase A induzierte strukturelle
Verinderung der regulierenden Domaine leitet die ATP-abhiangige Dimerisierung
der Nukleotidbindedoménen ein (B Abb. 6.7, rechts). Im Vergleich zur invertierten
V-Konformation nimmt CFTR eine kompakte vergroBerte Struktur ein. Die kon-
formationelle Anderung fithrt zur Offnung des Membrankanals (Zhang et al.,
2018) (8 Abb. 6.7, rechts).

Durch Mutationen im CFTR-Gen kann eine Fehlfunktion des zur Transporter-
klasse gehorenden integralen Ionenkanal-Proteins hervorgerufen werden, welches
am Transport von Chlorid-Ionen durch die Zellmembran beteiligt ist (Csanady
et al., 2005; Riordan et al., 1989).

Die Féhigkeit des mutierten CFTR-Proteins, den Wasser- und Salztransport in der
Plasmamembran und Epithelzellen zu regulieren, ist dadurch nicht mehr gegeben.
Folglich ist der Abtransport von Chlorid-Ionen eingeschriankt oder kommt zum
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Erliegen. Dadurch verdndert sich die Zusammensetzung einer Vielzahl von Sekreten,
z. B. Bronchialsekret, Sekret der Bauchspeicheldriise und der Galle, ins Zahfliissige. In
den betroffenen Organen fiihrt dies zu unterschiedlichen Funktionsstérungen, welche
hiufig mit Atemwegsbeschwerden einhergehen. GroBtenteils kann die Todesursache
auf chronische bakterielle Infektionen oder Lungenentziindung zuriickgefiihrt wer-
den, welche durch die Mucusbildung entstehen (Gadsby et al., 2006).

Bis heute konnten mehr als 2000 Zystische Fibrose verursachende Mutationen
identifiziert werden (Ensinck et al., 2020). Darunter konnen zwei Drittel aller Er-
krankungen mit Zystischer Fibrose auf eine einzelne Punktmutation im CFTR
zurlickgefithrt werden (Gadsby et al., 2006). Die bekannteste Mutation AF508 ist
in NBDI lokalisiert und fithrt durch Verlust der Aminosdure Phenylalanin an
Position 508 der AS-Sequenz zu einer anormalen Faltung des Proteins. Dadurch
wird dieses im Proteasom abgebaut und nicht in die Zellmembran integriert (Lewis
et al., 2005; Riordan et al., 1989). Die Ausbildung des Ionen-Kanals ist in diesem
Fall nicht mehr méoglich.

Das vollstindige Fehlen des CFTR-Proteins, verkiirzte Varianten, sowie ein kom-
plett ausgebildeter lonenkanal mit reduzierter Chlorid-lonen-Kapazitit sind mutative
Folgen, welche ebenfalls Zystische Fibrose auslosen (Gadsby et al., 2006). Es gibt bis
heute keine Heilungsmdglichkeiten der Krankheit. Die Lebenserwartung von Patien-
ten mit Zystischer Fibrose liegt bei circa 40 Jahren (Zhang et al., 2018). Um zukiinftig
personalisierte Medikamente entwickeln zu konnen, versuchen Wissenschaftler, die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Mutationen zu verstehen.

6.6 Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

6.6.1 Lehrplanbezug und Kompetenzforderung

Mit diesem Modul kénnen wichtige Standardmethoden der DNA-Analyse prak-
tisch durchgefiihrt werden (» Kap. 3). Zugunsten einer schnelleren Durchfithrung
und einer deutlich vereinfachten Handhabung wird hier mit vorgefertigten
DNA-Proben gearbeitet. Dies hat zur Folge, dass die ausgelassenen Schritte der
Probenaufbereitung ggf. im Unterricht angesprochen werden sollten, um den
Wechsel von der Phianotyp- zur Gen-Ebene explizit zu machen und damit Ver-
stindnisschwierigkeiten grundlegender Begriffe der Genetik vorzubeugen
(» Abschn. 6.6). Der personliche Bezug durch die eigene DNA-Extraktion entféllt
in diesem Fall. Entsprechende Angaben zur Durchfithrungsdauer und Variationen
finden Sie in » Abschn. 6.2.

Diese besondere Vereinfachung erlaubt es, diesen Versuchsteil bereits in der 9.
Jahrgangsstufe umzusetzen und dort frithzeitig unter der Perspektive des natur-
wissenschaftlichen Arbeitens in die Handhabung technischer Geréte im Labor ein-
zufiithren.

Beim schiilerorientierten Kontext Kriminalfall handelt es sich lediglich um
einen Vorschlag. Das biologische Konzept der Erbkrankheit am Beispiel der Zys-
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tischen Fibrose kniipft in diesem Zusammenhang an zentrale Aspekte zur Genetik
und Vererbung an und erdffnet die Perspektive zur Lebenswelt und zu gesellschaft-
lich relevanten Fragestellungen. Diese und dhnliche Krankheiten werden z. B. im
bayerischen Lehrplan genannt (ISB, 2015) und kénnen dem Basiskonzept Ent-
wicklung (Reproduktion) zugeordnet werden. Neben Zystischer Fibrose eignet
sich auch jeder andere genetische Kontext, der auf einer Deletion basiert. Wenn Sie
den Versuch in die Auflésung eines Kriminalfalls einbetten wollen, konnen sie zu-
satzlich mit Thren Schiiler*innen die Zuldssigkeit solcher Indizien vor Gericht dis-
kutieren. Nach deutschem Gesetz ist die Analyse der DNA hinsichtlich personen-
bezogener Eigenschaften als Beweismittel unzuldssig, weshalb sich die
Kriminalistik bei ihren Analysen auf nicht-kodierende Bereiche der DNA bezieht
(Hohoff & Brinkmann, 1999), beispielsweise bezieht das FBI (Federal Bureau of
Investigation) 13 STR-loci (short tandem repeat) in ihre DNA-Analyse mit ein
(McNamara-Schroeder et al., 20006).

Ein weiterer Kontext, der sich in diesem Fall anbietet, ist die Pranataldiagnostik.
Bei der Chorionzottenbiopsie, einem invasiven Verfahren, konnen genetische Ver-
anderungen beim Kind vor der Geburt festgestellt werden. Zu den identifizierbaren
Krankheiten gehort neben den verschiedenen Trisomien auch Mukoviszidose
(Weichert & Eckmann-Scholz, 2012). In diesem Szenario konnten Sie in Threr
Unterrichtsreihe auch ethische Gesichtspunkte beriicksichtigen. Andern Sie ein-
fach die Beschriftungen der vorgefertigten DNA-Proben » Abschn. 6.2.1 von
,Téater” zu ,,Mutter”, dann konnen Sie entsprechend die DNA aus zwei ver-
schiedenen Chorionzottenbiopsien miteinander vergleichen.

Mit der variablen Kontextgestaltung in diesem Modul kénnen Sie ver-
schiedene Lernbereiche adressieren. Mogliche Kompetenzerwartungen sind ex-
emplarisch mit Beispielen aus dem bayerischen Lehrplan in 8 Tab. 6.6 gezeigt.
Insgesamt ldsst sich dieses Modul sehr gut in seiner thematischen Tiefe variie-
ren. Durch das einfache Handling und die schnelle Durchfiihrung kénnen Sie
entweder den Fokus vollkommen auf die Eintibung der molekularbiologischen
Methoden legen oder zusétzlich genetische Aspekte bis hin zur Ethik ein-
beziehen.

O Tab.6.6 Lernbereiche und Kompetenzerwartungen am Beispiel Tatort DNA

Lernbereich/ Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Thema

Speicherung Schiiler‘innen erldutern die Aufgaben und das Zusammenwirken von

und Realisie- Proteinen bei der Ausbildung von Merkmalen, Genwirkkette

rung Das Krankheitsbild Mukoviszidose mit den Symptomen der Schleimbildung
genetischer ( Mucus) und daraus resultierendem Husten ( Phinotyp-Ebene) ist auf eine
Information Fehlfunktion eines Chlorid-Ionenkanals zuriickzufiihren (submikroskopische

Phdnotyp-Ebene). Viele verschiedene Mutationen sind bekannt, die zu einer
strukturellen Verdnderung des Ionenkanal-Proteins fiihren ( Gen-Ebene ).

(Fortsetzung)
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B Tab. 6.6 (Fortsetzung)

Lernbereich/ Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Thema

Verdanderung Genmutationen: Austausch, Verlust oder Einschub von Nukleotiden;
genetischer Ursachen von Genmutationen (Mutagene) und Auswirkungen auf die
Information Proteinfunktion

Mukoviszidose als Beispiel, dass viele verschiedene Mutationsarten ( Gen-
Ebene) zu einer fehlerhaften Proteinstruktur fiihren kénnen (submikro-
skopische Phéinotyp-Ebene), die wiederum zu dhnlichen (gleichen) Symptomen
( Mukoviszidose) fiihren ( Phdnotyp-Ebene). Diese Reflexion kann helfen zu
verstehen, dass im genetischen Bereich selten ein 1:1-Verhdltnis von Ursa-

che- Wirkung besteht.

Genetik Schiiler*innen erlautern die Bedeutung der DNA-Analytik beim Menschen in
menschlicher medizinischen sowie gesellschaftlichen Kontexten. Sie analysieren und
Erkrankungen  bewerten sie unter ethischen Gesichtspunkten.

und Genetisch bedingte Krankheiten; ethische Gesichtspunkte: z. B. Feststellung

DNA-Analytik  der Identitat, Massengentests, Gentests als Teil von Gesundheitspriifungen
Reflektion des PCR-basierten Gentests zur Analyse einer voraussichtlichen
Genmutation ( Trisomie 21, Mukoviszidose). Das bietet sich v. a. dann an, wenn
Sie nicht das Tdter-Szenario, sondern das Miitter-Szenario mit der Préinatal-
untersuchung wdhlen.
Reflexion der DNA-Analyse zu Zwecken der Kriminalistik. Personenmerkmale
diirfen bei Gentests nicht herangezogen werden, weil die nicht aussagekrftig
genug sind. DNA gilt nur als Indizienbeweis, ethische Aspekte.

6.6.2 Schiilerorientierung

Ausgehend von den fachwissenschaftlichen Grundlagen des Kontextes und den
realen Ermittlungsmethoden der Polizei konnen lehrplanrelevante Begriffe der Ge-
netik aufgegriffen und zur Kompetenzforderung mit den Schiiler*innen reflektiert
werden (» Abschn. 6.6.1). Die Einbindung dieser Versuche in einen forensischen
Kontext ermdglicht die Reflexion der Begriffe Phdnotyp und Genotyp, deren Unter-
scheidung Schiiler*innen haufig schwerféllt (Kattmann, 2005b; Lewis & Katt-
mann, 2004). Die unterschiedlichen Ebenen des Geno- und Phénotyps werden
hiufig gleichgesetzt, indem Genen die Eigenschaften des Merkmals, z. B. krank,
zugesprochen werden. Des Weiteren wird haufig ein Zusammenhang von einem
Gen zu einem Merkmal gezogen und die zwischengeschaltete Proteinebene vollig
auller Acht gelassen, genauso wie Merkmale, die auf einer Vielzahl von Genen und
deren Zusammenspiel beruhen. Entsprechend ist unser Phianotyp die Summe aller
Merkmale, die genetische Ursachen haben konnen. Diese genetischen Grundlagen
von Merkmalen reichen zur eindeutigen Personenidentifizierung allerdings nicht
aus: Kodierende DNA-Sequenzen sind dafiir bei Menschen nicht variabel genug,
weil Gene in eindeutige Proteinsequenzen umgesetzt werden miissen, damit diese
im Organismus funktionsfahig sind (» Abschn. 6.5). Damit dieselbe Aminosidure
kodiert wird, kdnnen nur bestimmte Basentripletts an der entsprechenden Stelle
der kodierenden Gensequenz stehen (vgl. Code-Sonne). Bei den nicht-kodierenden
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{ Haarwurzel
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0 Abb. 6.8 Darstellung der Zusammenhinge zwischen genetischen und phéinotypischen Grundlagen
sowie deren Verkniipfung mit molekularbiologischen Methoden. Am Beispiel Tutort DNA wird der
Ebenenwechsel (Genotyp — Analyse — Phdnotyp) grafisch verdeutlicht

Bereichen ist diese Varianz deutlich hdher, deshalb werden diese Bereiche zur
Personenidentifikation DNA-Ebene gewihlt. Sie bilden im Phénotyp kein sicht-
bares Merkmal aus.

Die Reflexion der Gesetzeslage und die Gegeniiberstellung nicht-kodieren-
der und kodierender /oci der DNA kann damit sowohl dabei helfen, die ver-
schiedenen Systemebenen von DNA, Genen und Proteinen in Beziehung zu
setzen, als auch die Begriffe Gen und Merkmal zu unterscheiden (Kattmann,
2005b) (B8 Abb. 6.8).

Im Kontext der Prinataldiagnostik kann das Prikonzept der Konstanz des Ver-
erbten adressiert werden (Kattmann, 2005a) (» Kap. 4). Anhand dieses Beispiels kon-
nen Stammbaumanalysen und Mutationsraten hinzugezogen werden, um die an-
dauernde Verdanderung der genomischen DNA zu verdeutlichen. Nach Schwanewedel
et al. (2008) sind multifaktorielle Erkrankungen dazu besonders geeignet, weil diese
iiber die Gene hinaus auch von Umweltfaktoren abhingen. Je nach Umgebung (Um-
welt) konnen die gleichen Gene zu unterschiedlichen phanotypischen Auspriagungen
fiihren oder eine Mutation der Gene einen oder keinen Effekt im Phénotyp zeigen.

Das Krankheitsbild Mukoviszidose kann auf verschiedenen Ebenen betrachtet
werden: Auf genetischer Ebene kann zwischen nativem und mutiertem Gen unter-
schieden werden. Diese Mutationen haben unterschiedliche Auswirkungen auf die
Proteinebene. Die Proteinebene wire in diesem Kontext entsprechend die zweite
Ebene. Die dritte Ebene spielt sich zelluldr ab und beinhaltet die Funktionalitit des
Proteins im Milieu. Je nach Mutation kann das Protein seine Funktion zumindest
teilweise erfiillen. In diesem Modul ist als Beispiel eine Mutation gewéhlt, bei der
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das Protein seine Funktion tiberhaupt nicht erfiillen kann, weil es vorher abgebaut
wird. Eine eingeschrinkte oder fehlende Funktionalitdt hat auf der vierten Ebene,
dem Gesamtsystem, Auswirkungen, die in diesem Fall symptomatischer Art sind.
In diesem Beispiel wire das die Mucusbildung. Reflektieren Sie entsprechend mit
Thren Schiiler*innen, was die Methoden zeigen und welche Riickschliisse mit wel-
cher Begriindung getroffen werden (B Abb. 6.8). Haarwurzel (Phidnotyp) — DNA
Extraktion (Methode) — PCR zeigt kurzes Fragment (Methode) — Deletionsmu-
tation (Genotyp) — Abbau des Proteins (Proteinebene) — Mucusbildung (Zell-
ebene) — Symptome von Mukoviszidose (Gesamtsystem, direkt beobachtbar).

Nach Kattmann kann ein derartiger Perspektivenwechsel zur Forderung des
Verstidndnisses beitragen (Kattmann, 2015).

6.6.3 Umsetzung des Moduls Tatort DNA mit Flipped Classroom

Die Unterrichtsmethode Flipped Classroom kehrt die Unterrichtsphasen Er-
arbeitung und Ubung (Hausaufgaben) um: Statt (fachliche) Inhalte unter Lenkung
der Lehrkraft im Unterricht zu erarbeiten, werden Schiiler*innen in einer Vor-
bereitungsphase mit geeigneten Materialien fiir selbststindige Lernphasen zu
Hause versorgt, um im Priasenzunterricht den Schwerpunkt auf die (praktischen)
Ubungen, Anwendungen von neu erlerntem Wissen und Feedback zu den bis-
herigen Lerninhalten zu legen (z. B. Finkenberg & Trefzger, 2019). Aktuelle
Meta-Studien zeigen fiir die Lernwirksamkeit der Methode gegeniiber dem tradi-
tionellen Unterricht im MINT-Bereich mittlere Effekte, insbesondere, wenn Er-
klarvideos wiahrend der heimischen Vorbereitungsphase eingesetzt werden (Akgayir
& Akgayir, 2018; Wagner et al., 2020).

Die hier vorgestellte praktische Unterrichtseinheit im Umfang einer Doppel-
stunde zuden molekularbiologischen Methoden PCR und Agarose-Gelelektrophorese
ist in Ubereinstimmung mit diesen Befunden daher gut geeignet, um sie mit einem
Flipped Classroom durchzufiihren und den Fokus der Erarbeitung und Ubung im
Préasenzunterricht vollstindig auf die neue biotechnologische Methodik zu legen.

In der heimischen Vorbereitungsphase konnen mit Blick auf den Prisenzunter-
richt zentrale Konzepte der Genetik (DNA-Replikation, Mitose/Meiose, Chromo-
somenaberrationen und erbliche Krankheiten auf deren Basis) aus voran-
gegangenem Unterricht eigenstindig wiederholt und die biotechnologischen
Methoden anhand des digitalen Begleitmaterials theoretisch vorbereitet werden
(» Abschn. 6.7). Diese Vorbereitung kann auch dazu beitragen, Verstindnis-
schwierigkeiten bzgl. der Systemebenen und der zentralen Begriffe Phanotyp und
Genotyp zu identifizieren (» Abschn. 4.2). Der hier genutzte Kontext eines
Kriminalfalls kann anhand populdrer filmischer Videosequenzen aus den Media-
theken des offentlichen Rundfunks oder Fernsehens fiir die Schiiler*innen interes-
sant gemacht werden (analog fiir den Vaterschaftstest o. 4.). Idealerweise werden
die Schiiler*innen dadurch angeregt, in der Vorbereitung eigene Problemfragen zu
der neuen Untersuchungsmethode auf der Basis ihres Vorwissens zu generieren
und erste Ideen zu entwickeln, wie man sich die vorgestellte molekularbiologische
Methodik bei der Untersuchung menschlicher DNA zunutze machen kann.
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In der Priasenzphase liegt der Fokus auf der praktischen Erarbeitung der DNA-
Analyse mithilfe der PCR und Agarose-Gelelektrophorese. Als naturwissenschaft-
liche Arbeitsweisen konnen hier das Beobachten und Vergleichen sowie das daten-
gestiitzte Argumentieren explizit geiibt werden (KMK, 2005, 2020). Wihrend des
praktischen Vorgehens sollten immer wieder explizit Riickbeziige zu den bereits
wiederholten Inhalten und neu erarbeiteten theoretischen Grundlagen zur Metho-
dik aus der Heimarbeitsphase integriert werden, um Parallelen zwischen dem bio-
logischen Prozess der DNA-Replikation und seiner gezielten biotechnologischen
Nutzung zu verdeutlichen. Wichtig ist, dass keine Zeit dafiir verloren geht, ganze
Themenblocke, die durch Schiiler*innen bereits zu Hause erarbeitet wurden, noch
mal vorzustellen und zu wiederholen, entsprechend ist die sorgféltige hdusliche Vor-
bereitung der Schiiler*innen fiir den Erfolg der Methode Flipped Classroom von
groBer Bedeutung (Akgayir & Akgayir, 2018). Die Vorbereitungsmaterialien sollten
daher so gestaltet sein, dass Schiiler*innen motiviert sind, sich selbststindig damit
auseinanderzusetzen. Hierzu gehoren Lernmaterialien, die inhaltlichen Bezug auf
interessante Kontexte aus dem Alltag und der Lebenswelt der Schiiler*innen neh-
men. Deren Schwierigkeit sollte an das Vorwissen der Lerngruppe angepasst sein,
gef. miissen Hilfestellungen angeboten werden. Auch sollten Sie verschiedene Dar-
stellungsformen miteinander kombinieren, z. B. Erklarvideos, Texte mit animierten
bildlichen Darstellungen komplexer Sachverhalte auf Zellebene, Simulationen zur
Uberpriifung von Ursache-Wirkungs-Beziehungen, Lernaufgaben mit Feedback
etc. Ausgewihlte Materialien finden Sie im Online-Material (» Abschn. 6.7).

6.7 Online-Material

Zur weiteren Vertiefung steht Thnen zuséitzliches Material online zur Verfiigung
(sn.pub/rEt5bJ). Unter anderem finden Sie dort die Flussdiagramme zu den Ab-
laufen des praktischen Vorgehens in detaillierter Ausfithrung. Diese eigenen sich
als Arbeitsanweisungen fiir Schiiler*innen fiir die praktische Umsetzung und kon-
nen direkt ausgedruckt werden. Entsprechend stehen Thnen auch die Bild- und
Videodateien zur Nutzung im Unterricht zur Verfiigung.

Des Weiteren finden Sie dort verschiedene Aufgabenformate zu versuchsspezi-
fischen Fragen. Die Musterldsungen zu Ubungsaufgaben auf den dort erhiltlichen
Arbeitsbléttern werden Thnen online ebenfalls zur Verfiigung gestellt.

» Auszug eines Arbeitsblatts fur Tatort DNA

Die DNA der entfiihrten Person konnte an Orten der Tatverddchtigen gefunden werden.
Die entfiihrte Person besitzt eine Mutation des CFTR-Gens.

Beschreiben Sie stichpunktartig die Versuchsdurchfithrung zur Identifizierung der
moglichen Tatverdidchtigen. «

Das hier vorgestellte Modul 7atort DNA mit seinen molekularbiologischen Metho-
den kann ohne weitere Sicherheitsregularien an Schulen durchgefiihrt werden.
Trotzdem konnen Sie online die entsprechenden Sicherheitsdatenblétter abrufen
(sn.pub/rEt5bl).


https://www.sn.pub/rEt5bJ
https://www.sn.pub/rEt5bJ
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Zusammenfassung
Das Modul Tatort DNA ermdglicht mit einfachen Methoden eine intensive Aus-
einandersetzung mit molekularbiologischen Kontexten. Die praktische Durch-
fihrung einer PCR mit vorgegebenen DNA-Proben kann auch mit jiingeren Schii-
ler*innen bereits in der Mittelstufe umgesetzt werden. Zusammen mit der
Agarose-Gelelektrophorese lernen Schiiler*innen damit den vollstdndigen Ablauf
der DNA-Analyse im Unterricht kennen. Diese praktische Einheit kann in ver-
schiedene Kontexte gesetzt und damit an die individuellen Bediirfnisse Thres Unter-
richts angepasst werden. In diesem Kapitel werden Thnen dazu zwei Beispiele vor-
gestellt.

Dieses Kapitel enthalt detaillierte Anleitungen zur Durchfithrung mit wichtigen
Hinweisen fiir Lehrkrifte, wie man typische methodische Fehler und Prikonzepte
zur Vererbung adressieren kann.
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7.1 - Impuls

7.1 Impuls

Diesen Ausdruck gibt es mit vielen Erweiterungen: Work, Read, Love, aber die zu-
grundeliegende Struktur bleibt dieselbe. Der circadiane Rhythmus steuert uns alle,
ob Fitnessliebhaber oder Couchpotatoe, ob Cyanobakterium oder Sdugetier (Bha-
draet al., 2017).

Unsere moderne Lebensweise nimmt massiven Einfluss auf diese globale Steue-
rung unseres Organismus (Sato et al., 2017). Wir sind umgeben von Bildschirmen,
deren (blaues) Licht indirekt die Expression verschiedener Gene beeinflusst (Bha-
dra et al., 2017; Koronowski & Sassone-Corsi, 2021).

Dabei war die Anpassung an den Tagesrhythmus (Licht) und im Weiteren die
Entwicklung molekularer Mechanismen, um diese Anpassung zu gewéhrleisten,
fundamental in allen Lebewesen (Bhadra et al., 2017). Die Aufkliarung dieser
Mechanismen ist immer noch Bestandteil der aktuellen Forschung (Northeast
et al., 2020). Seien Sie mit Ihren Schiiler*innen dabei, wenn es darum geht, den
molekularen Mechanismen auf die Spur zu kommen (8 Abb. 7.1). Inwieweit
weicht Ihr Genotyp von ihrem Phinotyp ab? Unter » Abschn. 7.6.3 wird Ihnen
noch ein alternatives Unterrichtskonzept mit Bezug zu einer digitalen Umsetzung
vorgestellt.

Gliuckstadter Anzeiger

Stundenplan soll an genetische Uhr angepasst werden
Simon P. reicht eine Petition beim Birgermeister ein

Gliickstadt, 15.04.2018 Es wurden bereits zahlreiche Gene
Simon P. ist Schiiler des stadtischen identifiziert, dazu gehdért auch das
Gymnasiums Glickstadt und setzt PERIOD3 Gen (Per3). Momentan
sich fur den Ausgleich genetischer wird der Einfluss dieses Gens auf

Ungerechtigkeiten ein. Gestern die Praferenz des Tag-Nacht-
reichte er beim Blrgermeister eine Rhythmus diskutiert. Das Per3 Gen
Petition mit 250 Unterschriften ein, kommt in zwei Allel-Varianten vor, die

die fordert den Unterrichtsbeginn fiir ~ sich in ihrer Anzahl VNTRs (various
genetische Langschléfer nach hinten number of tandem repeats)

zu verschieben. unterscheiden. Trager des Allels mit
4 VNTRs waren entsprechend der
Das sagt Simon P.: aktuellen Annahme Friihaufsteher,
»Sobald ich von der inneren Uhr wohingegen Tréger des Allels mit 5
erfahren habe und weil}, dass VNTRs Langschlafer waren.

Morgenmuffelei genetisch bedingt
ist, musste ich einfach handeln.

O Abb. 7.1 Ausschnitt eines thematisch passenden Zeitungsartikels. Dieser Zeitungsartikel ist eines
von mehreren Elementen, die IThnen als didaktisches Begleitmaterial online zu den Versuchen zur
Verfiigung gestellt werden
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7.2 Durchfiihrung

Es empfiehlt sich, den Versuch in zwei getrennten Stunden durchzufiihren. Da be-
reits die PCR etwa 90 Minuten in Anspruch nimmt, ist es nicht moglich, diesen
Versuch in einer Doppelstunde durchzufiithren. Im Idealfall kann die PCR durch
die Schiller*innen gestartet werden und in der Sammlung oder anderen Vor-
bereitungsraumen der Biologie bzw. iiber die Mittagspause ablaufen. Die Durch-
fiihrung kann nach der PCR unterbrochen werden, weil die PCR-Proben im Kiihl-
schrank lagerbar sind. Sofern die Durchfiihrung als Blockveranstaltung stattfindet,
sollten mindestens drei Stunden dafiir veranschlagt werden.

In @ Abb. 7.2 ist die Versuchsiibersicht unter Angabe der relevanten Methoden
gezeigt. Damit Sie als Lehrkraft einen ersten Eindruck dariiber bekommen, wie
viel Zeit die praktische Durchfithrung der einzelnen Teilschritte in Anspruch
nimmt, haben wir entsprechende Zeitangaben in die Abbildung integriert. Bitte
beachten Sie, dass unsere Einschétzungen je nach Jahrgangsstufe und praktischem
Erfahrungsbereich Ihrer Schiiler*innen abweichen kdnnen.

Die verschiedene Anzahl an variable number of tandem repeats (VNTRs) im
PER3-Gen wird mit einem unterschiedlichen Schlaf-Wach-Rhythmus assoziiert
(» Abschn. 7.5.5). Die Analyse des eigenen DNA-Materials soll aufzeigen, ob Sie
genotypisch dem Lerchen- oder dem Eulen-Allel zuzuordnen sind @ Abb. 7.2.
Dabei wird das Lerchen-Allel dem ldngeren DNA-Fragment mit 284 bp und das
Eulen-Allel dem kiirzeren DNA-Fragment mit 230 bp zugeordnet.

Durch Analyse des Agarose-Gels kdnnen Sie ihren Genotyp bestimmen und
dadurch Ihren Phianotyp ableiten. Allerdings kann sich der phénotypische Chrono-
typ von dem genotypischen unterscheiden. Die unterschiedlichen Einfliisse auf den
phénotypischen Chronotyp werden in » Abschn. 7.5.2 genauer besprochen. Im
Folgenden werden die Durchfiihrungsschritte der einzelnen Methoden im Detail
beschrieben.

In diesem Versuch kann jede*r Schiiler*in seine eigene DNA-Probe analysieren. Es
empfiehlt sich, ein einheitliches Beschriftungssystem festzulegen, z. B. die Initialen.
Das erleichtert den Schiiler*innen, ihre eigenen Ansétze aus den Geriten zu holen.

© Wichtig
Achten Sie bei der Durchfiihrung auf die allgemeingiiltigen Prinzipien des siche-
ren Arbeitens im Labor, um Schiiler*innen friithzeitig fiir diese zu sensibilisieren.
Es empfiehlt sich, wihrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen.
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Versuchsiibersicht

A& Isolieren der eigenen
Mundschleimhautzellen

0,9 % NaCl

90 min

Primer vorwarts VNTRs

— ﬁeriob&’ Loci:us —

Primer rickwarts

Lerchen Allel . ‘ Eulen Allel

5 VNTRs 4 \VNTRs

284 bp PCR-Fragment 230 bp PCR-Fragment

(B [Chssrosecamikiraphoress |

8 Abb.7.2 Versuchsiibersicht zur Identifizierung des Lingenpolymorphismus im PER3-Gen. In einem
ersten Schritt wird genomische DNA aus Mundschleimhautzellen gewonnen. Das DNA-Extrakt dient
in der folgenden PCR als Template zur Amplifikation des PER3-Gens. Die Primer flankieren dabei die
Start- und Endposition des PER3-Gens. Die Identifizierung des Lerchen- oder Eulen-Allels erfolgt
abschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die wesentlichen Arbeitsschritte sind in blau hervor-
gehobenen Blocken dargestellt. Die VNTRS sind durch orangene Bereiche markiert
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7.2.1 DNA-Extraktion

Zunichst extrahieren Sie ihre eigene genomische DNA aus IThren Mundschleim-
hautzellen (8 Abb. 7.3).

© Wwichtig
Vermeiden Sie 20 min vor der DNA-Extraktion das Kauen von Kaugummi oder
dhnlichen Menthol/Mint-StiBigkeiten, da das Ergebnis dadurch negativ beeinflusst
werden kann. Achten Sie darauf, dass Ihr Mundinnenraum sauber ist und keinerlei
Essensreste vorhanden sind.

Fir die Extraktion stehen Ihnen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung. Einerseits die
Extraktion iiber eine Mundspiilung mit einer 0,9 %-igen Natriumchlorid-Losung
(NaCl) und zweitens die mechanische Extraktion mit einem Zahnstocher. Hier
wird der Vorgang mit der Mundspiilung vorgestellt, die Anleitung zur mechani-
schen Extraktion finden Sie in » Abschn. 8.2.1.

Pro Person wird Folgendes vorbereitet:

Eppendorf-Reaktionsgefa3: 1,5mL
Zwei PCR-Gefadle: 0,2 mL

Zwei Becher

Geben Sie 10 mL 0,9 %-ige NaCl-Losung in den Becher und spiilen Sie damit fiir
30 sec den Mund (Lench, 1988).

© Wichtig
Nicht schlucken!

Spucken Sie die Losung in einen frischen Becher aus und iiberfithren Sie davon
1 mL in das 1,5 mL ReaktionsgefdB3. Zentrifugieren Sie fiir 1 min.

© Wichtig
Achten Sie beim Zentrifugieren darauf, dass die Proben ausbalanciert sind
(Abb. » 5.2).

Der Uberstand wird verworfen.

© Wwichtig
Pipettieren Sie den Uberstand (klare Losung) vorsichtig ab und achten Sie darauf,
dass Zellpellet mit Ihrer Pipettenspitze nicht zu berithren und nichts von dem Zell-
pellet abzusaugen.

© Wwichtig
Das Pellet ist als weiller Feststoff am Boden des Reaktionsgefédfes erkennbar. Es
enthélt die Mundschleimhautzellen und damit die genomische DNA.
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AN
ﬁ»m mL
0,9 % NaCl
Mundspiilung Mundspiilung in
ReaktionsgefaR (1,5 mL ERG)
iberfiihren

_Zentrifugieren Erneut Mundspiilung
und Uberstand verwerfen in gleiches ReaktionsgefaR geben

_Zentrifugieren DNA-Extraktionspuffer zum
und Uberstand verwerfen Zellpellet pipettieren
. Auf-und Abpipettieren
Uberfiihren in neues PCR Cup

—  [®OOOOOO0

95°C

Hitzeinkubation

Zentrifugieren Uberstand tiberfiihren

O Abb. 7.3 DNA-Extraktion aus Mundschleimhautzellen. Durch Verwendung des DNA-
Extraktionspuffers ist eine Isolation der eigenen genomischen DNA aus Mundschleimhautzellen
moglich. Nach Aufschluss der Mundschleimhautzellen und Zentrifugation kann im letzten Schritt
der Uberstand, welcher die isolierte DNA beinhaltet, vom Pellet getrennt werden
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Geben Sie nochmals 1 mL der Mundspiilung mit Mundschleimhaut in das gleiche
Reaktionsgefdl3 und zentrifugieren Sie erneut fiir 1 min. Pipettieren Sie den Uber-
stand vorsichtig ab.

Sofern kein Pellet zu sehen ist, wiederholen Sie den Schritt der Zentrifugation oder
den des Spiilens.

Folgendes Reagenz wird in das Reaktionsgefi mit dem Zellpellet ohne Uberstand
pipettiert:
== DNA-Extraktionspuffer: 50 pL

Resuspendieren Sie das Pellet durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren und tiber-
fiihren Sie die Suspension in das vorbereitete PCR-Gef40.

o Wichtig
Achten Sie darauf, dass das Zellpellet vollstindig suspendiert ist.

Achten Sie darauf, dass PCR-Gefal3 richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermo-
zykler zu einer Verdunstung der Reaktionsfliissigkeit kommen kann. Die vor-
bereiteten Proben werden dann kurz zentrifugiert, ca. eine Sekunden.

o Wichtig
Achten Sie darauf, dass die Zentrifugen von den Schiiler*innen korrekt beladen wer-
den. Nur dann kann eine sichere Benutzung gewéhrleistet werden. (» Abschn. 5.5)

AbschlieBend werden die Proben in den Thermozykler gestellt und der Deckel ver-
schlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

o Wichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zusétzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist
sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand
spiiren, sonst bricht der Drehknauf ab.

Die Proben werden dann fiir 10 min bei 95 °C im PCR-Gerit inkubiert. Fithren Sie
den Hitze-Inkubationsschritt mit dem Programm Aeat block durch. Nach Auswahl
des Programms klicken Sie auf upload. Der Name Ihres Thermozyklers erscheint
in einem Pop-Up Fenster.

Da Ihr Gerét noch ausgeschaltet ist, wird oben links in Threm Versuchsfenster
no power angezeigt. Schalten Sie Ihr Gerit jetzt ein. Die Inkubation kann am Mo-
nitor jetzt in Echtzeit verfolgt werden.

Entnehmen Sie die PCR-GefidBBe und kiihlen Sie diese bei Raumtemperatur
kurz ab, ca. 1 min.
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Um die Wartezeit optimal auszunutzen, konnen Sie bereits wihrend des
Inkubationsschritts mit der Vorbereitung der PCR-Reaktionen beginnen.

Zentrifugieren Sie dann Thr PCR-Gefd8 mit dem enthaltenen DNA-Extrakt fur
90 sec. Uberfithren Sie den Uberstand in ein frisches PCR-GefaB.

© Wichtig
Die genomische DNA liegt nach diesem Schritt im Uberstand vor. Das Pellet be-
steht nur aus den Zelltriimmern. Dieses Mal muss der Uberstand weiterverwendet
werden und das Zellpellet wird verworfen!

© Wichtig
Vermeiden Sie das Beriihren des Zellpellets mit der Pipettenspitze!

© Wichtig
Eine Lagerung des DNA-Extrakts ist nicht moglich, daher muss die Probe sofort
weiterverwendet werden.

© Wichtig
Die sorgfiltige Durchfithrung des Extraktionsschritts beeinflusst wesentlich die
anschlieBenden Methoden und den Gesamterfolg des Versuchs. Lassen Sie sich
daher fiir diesen Schritt am meisten Zeit, um ein moglichst aussagekréftiges Ergeb-
nis zu erhalten.

7.2.2 PCR

Mit dem genomischen DNA-Extrakt wird im Anschluss eine PCR durchgefiihrt
(8 Abb. 7.4).

Jede*r Schiiler*in bereitet ein weiteres PCR-Gefd3 vor.

Folgende Reagenzien werden in das frische PCR-Gefdl3 pipettiert:

Sleep Lab Primer Mix ™ 20 uL

EZ PCR Master Mix ™ 5pL

DNA-Extrakt 3pL

Gesamt 28 uL
© Wichtig

Sorgfiltiges Pipettieren beeinflusst den Erfolg des Versuchsergebnisses.

© Wichtig
Sobald ein neues Reagenz pipettiert wird, muss die Pipettenspitze gewechselt wer-
den.
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Al

PCR-GefaR beschriften Definiertes Volumen
einstellen
—5uL %— 20 uL

EZ PCR Master Mix ™ Sleep Lab Primer Mix ™

Eigene isolierte DNA

3 4 5 6 7 8

®OOOOOOO —>

90 min

PCR-Programm: Entnahme der PCR-Proben
»Eat, Sleep, Repeat*

8 Abb.7.4 Durchfiihrung der PCR mit eigenem DNA-Extrakt. Pro Ansatz werden 20 pL Sleep Lab
Primer Mix™ und 5 pL EZ PCR Master Mix™ in ein PCR-Gef4B pipettiert. Zuletzt werden 3 pL des
isolierten eigenen DNA-Extrakts zugegeben. Nach kurzer Zentrifugation der Proben wird die PCR
durch Auswahl des Eat, Sleep, Repeat-Protokolls gestartet. Die PCR-Produkte konnen weiterver-
wendet oder im Kiithlschrank gelagert werden
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Werden mehrere Reagenzien in einen Ansatz pipettiert, empfiehlt sich mit dem
grofiten Volumen zu beginnen. Pipettieren Sie DNA-Proben immer zum Schluss.

Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betrigt 28 pL. Mischen Sie die Reagenzien
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren. Achten Sie darauf, die PCR-Gefédl3e
richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermozykler zu einer Verdunstung der Re-
aktionsfliissigkeit kommen kann. Die vorbereiteten PCR-Proben werden dann
kurz zentrifugiert, ca. drei Sekunden.

© Wichtig
Achten Sie darauf, dass die Zentrifugen von den Schiilern*innen korrekt beladen
werden. Nur dann kann eine sichere Benutzung gewéhrleistet werden. (» Abb. 5.2)

AbschlieBend werden die PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der De-
ckel verschlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

© Wichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zusétzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist
sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand
spiiren, sonst bricht der Drehknauf ab.

Fiir die PCR wird das bereits gespeicherte Eat, Sleep, Repeat-Protokoll verwendet
(» Abschn. 5.3). Nach Auswahl des Programms klicken Sie auf upload. Der Name
Thres PCR-Gerits erscheint in einem Pop-Up Fenster.

Die Parameter des PCR-Programms sind in @ Tab. 7.1 gezeigt, diese konnen
Sie vorab speichern (» Abschn. 5.3).

Da Thr Gerit ausgeschaltet ist, wird oben links in Threm Versuchsfenster no
power angezeigt. Schalten Sie Ihr Gerit jetzt ein. Die Thermozykler merken sich das
zuletzt genutzte Programm. Durch das Anschalten des Gerits nach upload des Pro-
gramms stellen Sie sicher, dass der Thermozykler kein anderes Programm startet.

Die PCR-Reaktion kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Wihrend die PCR-Reaktion lauft, konnen die Agarose-Gele vorbereitet werden.

Die Dauer der 30 Zyklen betrdagt 30 min (60 sec pro Zyklus, 8 Tab. 7.1). Unter
Berticksichtigung der initial denaturation, den Temperaturanderungen zwischen
den Schritten sowie der final extension ist die PCR nach etwa 90 min abgeschlossen.
Dies wird durch einen Klingelton angezeigt, auf dem Display erscheint status
completed. Die PCR-Gefalle konnen jetzt aus dem Gerét entfernt werden.
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B Tab.7.1 Einstellungen des PCR-Programms fiir Eat, Sleep, Repeat. Die mit * markierten
Schritte geben einen PCR-Zyklus an. Die Gesamtzahl der Zyklen ist unter number of cycles

angegeben
PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [s]
initial denaturation 94 30
denaturation * 94 20
annealing * 64 20
extension * 72 20
final extension 72 30
heated lid ON
number of cycles 30

0 Vorsicht:

Der Metalldeckel kann noch heil3 sein.

Die Proben kénnen nun direkt weiterverwendet oder im Kiihlschrank gelagert wer-
den.

7.2.3 Agarose-Gel-Herstellung

Als nichstes erfolgt die Herstellung eines 2,0 %-igen Agarose-Gels (B8 Abb. 7.5).

Es bietet sich an, die Agarose-Gele wihrend der Durchfithrung der PCR zu
gieBen, um die Zeit optimal auszunutzen (s.0.). In diesem Versuch kann auch die
mogliche Lagerung der Gele relevant werden, da sich die gesuchten Banden nur um
etwa 50 bp unterscheiden, dauert die Gelelektrophorese langer als in den vor-
herigen Versuchen.

Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schadigung
durch Lichtstrahlung.

In diesem Versuch konnen acht Schiiler*innen ihre Proben auf ein Gel aufgetragen.
Zusitzlich wird pro Agarose-Gel ein DNA-GroBenstandard aufgetragen.

Bereiten Sie eine saubere und trockene Gel-GieBapparatur vor und legen Sie einen
Probenkamm bereit (» Abschn. 5.4).
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Agarose
Gel-GieBapparatur vorbereiten Agarose abwiegen
TBE-Konzentrat 30 mL TBE-Puffer 30 mL TBE-Puffer 0,60 g Agarose
(20x) (1x) (1x)
1 x TBE-Puffer herstellen Agarose und

1x TBE-Puffer mischen

TR -

Mischung aufkochen Auf Handwarme abkiihlen
_’ 0
o0
— Gel staining dye
Gel staining dye hinzufiigen Agarose-Lésung

in Apparatur giefRen

Kathode Anode

- +
@ 2,0 % -iges Agarose-Gel |

Auspolymerisierung

B Abb. 7.5 Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Gelelektrophorese. Fiir Eat, Sleep, Repeat werden
2,0 %-ige Agarose-Gele bendtigt. Dafiir werden 30,00 mL 1x TBE-Puffer mit 0,6 g Agarose versetzt.
Durch kurzes Aufkochen entsteht eine homogene, klare Losung, welche nach Abkiihlen auf Hand-
temperatur mit 3 pL gel staining dye versetzt wird. Die Agarose-Losung wird in die Gel-GieBapparatur
iberfithrt und der Probenkamm in die Halterung gesteckt. Die Auspolymerisierung dauert etwa

15 Minuten
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Agarose 0,6 g

1x TBE-Puffer 30 mL

gel staining dye 3,0 pL
© Wichtig

gel staining dye erst nach dem Abkiihlen hinzugeben.
Pro 10,0 mL Agarose-Losung werden 1,00 pL gel staining dye bendtigt.

Die Mischung wird zum Losen der Agarose kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Eine klare Losung zeigt ein vollstindiges Losen der Agarose an. Um einen Siede-
verzug zu vermeiden, kann der Vorgang in der Mikrowelle unterbrochen und der
Erlenmeyerkolben mehrmals geschwenkt werden. Kiihlen Sie die homogene Mi-
schung unter flieBendem Wasser bis zur Handwéarme ab. Die Losung wird dann in
die Gel-GieBapparatur tiberfiihrt. Stecken Sie den Probenkamm in die vorgesehene
Halterung.

Kleine Luftblasen im Gel koénnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden.

Nach 15-20 min ist das Gel verfestigt. Entfernen Sie den Probenkamm vorsichtig.
Die Agarose-Gele konnen direkt fiir die Elektrophorese verwendet werden.

Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schadigung
durch Lichtstrahlung.

7.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Der letzte Schritt des Versuchs ist die Analyse der PCR-Proben mittels Agarose-
Gelelektrophorese (8 Abb. 7.6).

Die Agarose-Gele kdnnen im Schlitten in die Elektrophoresekammern iiber-
flihrt werden.

1x TBE-Puffer zum Uberschichten 35mL
Pro DNA-Probe 12 L
DNA-GroBenstandard 12 uL
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TBE-Puffer (1x)—

Anode Kathode Anode
+ - +
max. 35 mL TBE-Puffer (1x)

2% -iges Agarose-Gel ’ 2% -iges Agarose-Gel
Agarose-Gel in Agarose-Gel mit
Elektrophoresekammer legen 1x TBE-Puffer liberschichten

— 14 pL einstellen — 12 pL einstellen

X —>
V — DNA-GréBenstandard

PCR-Proben auftragen DNA-GréBenstandard
auftragen

I S — - -

| = | 6
Proben Proben '

DNA-GréBenstandard

Auftragsschema notieren Starten der Gelelektrophorese
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Visualisierung der DNA-Banden

8 Abb.7.6 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese. Die Agarose-Gele werden in die Elektro-
phoresekammern tberfithrt und dort mit 1x TBE-Puffer tiberschichtet, bevor die PCR-Proben auf-
getragen werden. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines DNA-GroBenstandards. Bp = DNA-
GréBenstandard 100 bp, L = Lerche (Per®), MT = Mischtyp (Per*, E = Eule (Per**)
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© Wwichtig
Vor dem Auftragen der Proben werden die Agarose-Gele jeweils mit 30 mL
1x TBE-Puffer iiberschichtet. Nutzen Sie nie mehr als 35 mL 1x TBE-Puffer zum
Uberschichten der Gele in der Elektrophoresekammer, da der Puffer sonst iiber-
lauft.

© Wwichtig
Pro Agarose-Gel kénnen acht PCR-Proben und ein DNA-GroBenstandard auf-
getragen werden. Es empfiehlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig auf das
Agarose-Gel aufzutragen.

© Wwichtig
Beriihren Sie mit Threr Pipettenspitze dabei nicht den Boden der Probenkammer,
da diese sonst beschadigt wird (» Abschn. 5.4.2.).

© Wwichtig

Notieren Sie sich die Reihenfolge, in der Sie die Proben aufgetragen haben.

VerschlieBen Sie die Elektrophoresekammer. Driicken Sie den run-Knopf und fiih-
ren Sie die Elektrophorese fiir 30-45 min durch. Achten Sie darauf, dass die Ban-
den des DNA-GroBenstandards im Bereich 100400 bp gut aufgelost, d. h. gut
voneinander getrennt sind. Nach ca. 30-45 min ist die Gelelektrophorese ab-
geschlossen. Das Gerét kann jetzt ausgeschaltet werden.

Die Auftrennung der DNA Proben kann durch Betétigung des illuminator-Knopfs
auf dem Gerit in Ist-Zeit verfolgt werden. Wird das Licht zu hdufig wiahrend der
Auftrennung angeschaltet oder dauerhaft angelassen, kann das zum Ausbleichen
der Proben fiihren.

Driicken Sie nach Beendigung der Elektrophorese den illuminator-Knopf und do-
kumentieren Sie Thr Ergebnis. Die Agarose-Gele kdnnen direkt mit dem Smart-
phone fotografiert werden.

7.3 Ergebnisinterpretation

In diesem letzten Schritt konnen die DNA-Banden im Agarose-Gel analysiert wer-
den. Je kleiner die DNA-Fragmente sind, desto schneller wandern sie im Agaro-
se-Gel nach unten. GroBle DNA-Fragmente werden durch die Agarose-Matrix
stiarker zuriickgehalten und sind nach der Gelelektrophorese demnach weiter oben
im Agarose-Gel zu finden (Abschn. » 3.2). Durch den Vergleich der DNA-Frag-
mente mit den jeweiligen definierten Banden des DNA-GroBenstandards ist eine
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Abschitzung der Basenpaarliange dieser Fragmente moglich. Die unterschiedliche
Laufweite der PCR-Proben ermoglicht eine Interpretation des Ergebnisses.

Das Lerchen-Allel liefert aufgrund der 5 VNTRSs ein ldngeres DNA-Fragment
bei ca. 280 bp, wiahrend das Eulen-Allel aufgrund der 4 VNTRSs ein kiirzeres DNA-
Fragment bei ca. 230 bp liefert. Mischtypen haben beide Allele (B Abb. 7.7). An
diesem Beispiel konnen die Vererbungsmechanismen und die Allelzusammen-
setzung des genetischen Materials wiederholt oder neu erarbeitet werden
(» Abschn. 7.6.1 streichen). Berticksichtigen Sie in diesem Versuch die strikte
Trennung von Genotyp und Phanotyp. Das PER3-Gen ist lediglich eine Kompo-
nente der molekularen Uhr und der Phinotyp wird maB3geblich von Umweltein-
fliissen sowie dem Lebensstil mitbestimmt (» Abschn. 7.5).

@ Tab. 7.2 zeigt alle Varianten, die aus den Versuchsergebnissen fiir den Geno-
typ und Phénotyp abgeleitet werden konnen.

Wie gut ihr ermittelter Genotyp mit ihrer phdnotypischen Auspriagung iiberein-
stimmt, konnen Sie zusitzlich mit einem von Horne & Ostberg (1976) entwickelten
Fragebogen zur Analyse der Morgen-Abend-Priferenz untersuchen. Dieser Frage-
bogen soll dabei helfen, Thren Chronotyp zu bestimmen (B Abb. 7.8). Er kann gut
wiahrend der PCR oder Agarose-Gelelektrophorese beantwortet werden und ist
auf eine direkte Verwendung im Klassenzimmer ausgelegt. Wéhlen Sie fiir jede
Frage diejenige Antwort aus, die sie am besten beschreibt. Umkreisen Sie dafiir die
jeweiligen Punkte, sie sind spater zur Auswertung wichtig. Sie finden den Frage-
bogen bei dem online verfiigbaren Zusatzmaterial (sn.pub/rEt5bJ).

0 Der Erfolg des Versuchs kann maBgeblich durch Vermeiden einiger Fehler ge-
steigert werden. Diese werden bei der Vorstellung der einzelnen Methoden spezi-
fisch erldutert (» Kap. 5).
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8 Abb. 7.7 Schematische Darstellung des 2 %-igen Agarose-Gels. Der Vergleich der DNA-
Fragmente des Eulen- und Lerchen-Allels, sowie deren Mischtyps ist gezeigt. Bp = DNA-
GroBenstandard 100 bp, L = Lerche (Per®®), MT = Mischtyp (Per*>, E = Eule (Per¥*)
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B Tab.7.2 Interpretation des Versuchsergebnisses auf der Ebene des Genotyps und Phiinotyps

Versuchsergebnis Genotyp*! Phiinotyp*?
PCR-Produkt

1 Bande ILIL, Lerche: Morgenaktivitit
(280 bp) (homozygot)

1 Bande EE Eule: Abendaktivitét
(230 bp) (homozygot)

2 Banden LE Mischtyp

(250 bp) (heterozygot)

*1 Da es sich bei der Variation des PER3-Gens um einen intermediéiren Erbgang handelt, haben
wir uns gegen die klassische GroB3- und Kleinschreibung der unterschiedlichen Allele entschieden
*2 Auch der circadiane Rhythmus ist eine komplexe Maschinerie, die nicht nur auf die Genetik
zuriickzufiihren ist, sondern auch maBgeblich von Umweltfaktoren beeinflusst wird
(z. B. Tagesroutine, Bildschirmnutzung etc.). Deshalb ist die Ableitung des Phidnotyps aus dem
auf dem Gel sichtbaren Genotyp nur bedingt moglich

Fragebogen: Morgen-Abend-Praferenzen

1. Wenn es nur nach deinem eigenen Wohlbefinden ginge
und du deinen Tag vdllig frei einteilen kénntest, wann
wirdest du dann aufstehen?

[5] 05:00 - 06:30 Uhr
[4] 06:30 - 07:45 Uhr
[3] 07:45 - 09:45 Uhr
[2] 09:45 - 11:00 Uhr
[1] 11:00 - 12:00 Uhr

2. Wenn es nur nach deinem eigenen Wohlbefinden ginge
und du deinen Tag véllig frei einteilen kénntest, wann
wirdest du dann zu Bett gehen?

B Abb.7.8 Auszug aus dem Fragebogen zur Analyse der eigenen phinotypischen Aktivitit

7.4 Checkliste

Im Folgenden finden Sie eine Auflistung aller notwendiger Reagenzien und Losun-
gen, sowie Hinweise zu deren Herstellung. Fiir einen reibungsfreien Ablauf der prak-
tischen Einheit in Threm Unterricht, kdnnen Sie mehrere Vorbereitungen vor-
nehmen. Genauere Informationen dazu entnehmen Sie bitte » Kap. 5. Diese sind fiir
» Kap. 6, 7, 8, und 9 identisch. Die Angaben und Empfehlungen in diesem Kapitel
werden héufig in Gruppen angegeben. Dabei entspricht eine Gruppe zwei Schii-
ler*innen. Sie sind darauf ausgerichtet, den Versuch pro Person einmal vollstindig
durchzufiihren. Sie kdnnen individuell entscheiden, mit welcher Gruppenstirke Sie
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die Versuche durchfithren wollen. Obwohl alle Schiiler*innen mit ihrer eigenen Probe
arbeiten, empfiehlt es sich, mindestens Zweier-Gruppen einzuteilen. Dadurch kann
an Geriten gespart werden und eventuell verringern Teams die Fehlerrate.

7.4.1 Reagenzien

DPX™ DNA extraction buffer (miniPCR™, USA)

EZ PCR Master Mix™ (5x), Load Ready™ (miniPCR™, USA): PCR-Puffer,
Mg?* Ionen, Tug-DNA-Polymerase, dNTPs (Deoxynukleosidtriphosphate),
DNA-Auftragspuffer, 5x konzentriert

= Sleep Lab Primer Mix, Load Ready™ (miniPCR™, USA): Primer
Primer

riickwirts

== NaCl-Losung (0,9 %)

vorwirts’

In @ Tab. 7.3 finden Sie Angaben, wie Sie die Reagenzien an eine Gruppe ausgeben
koénnen.

7.4.2 TBE-Puffer

Fir die Agarose-Gel-Herstellung und die Agarose-Gelelektrophorese miissen Sie
I1x TBE-Puffer herstellen. 8 Tab. 7.4 zeigt, wie Sie abhingig von dem Konzentrat
Ix TBE-Puffer herstellen. Bei der Herstellung wird destilliertes Wasser verwendet.

O Tab.7.3 Angabe iiber Volumina der Reagenzien zur Ausgabe an eine Gruppe

Reagenz Aliquot Volumen [uL]
DPX™ DNA extraction buffer 1 110
EZ PCR Master Mix™ 1 15
Sleep Lab Primer Mix™ 1 50
NaCL-Losung (0,9 %) 1 25.000

O Tab.7.4 Herstellung von 1x TBE-Puffer unterschiedlicher Volumina

Reagenz Volumen Konzentrat [mL] Volumen dest. Wasser [mL]
TBE 10x konzentriert 10 90
TBE 20x konzentriert 5 95
TBE 10x konzentriert 100 900
TBE 20x konzentriert 50 950

Alternativ kann auch TAE-Puffer verwendet werden
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© Wwichtig
Pro Agarose-Gel werden 30 mL 1x TBE-Puffer benotigt. Fiir die Agarose-
Gelelektrophorese werden weitere 30 mL 1x TBE als Laufpuffer verwendet. Hierzu
wird jedes Agarose-Gel vor dem Auftragen der Proben mit 30 mL 1x TBE-Puffer
iberschichtet.

Entsprechend ist die benotigte Menge an 1x TBE-Puffer direkt von der Menge be-
notigter Gele abhangig. Wie Sie bei der Berechnung vorgehen und nahere Informa-
tionen zur individuell bendtigten Menge an 1x TBE-Puffer finden Sie unter
» Abschn. 7.4.3.

© Wwichtig

Der 1x TBE-Puffer kann bei Raumtemperatur gelagert werden. Eine Verwendung
ist so lange moglich, wie keine Flocken in der Losung erkennbar sind.

7.43 Agarose-Gel-Herstellung

Fir die Herstellung der Agarose-Gele kdnnen Sie sich an 8 Tab. 7.5 orientieren.

== Agarose flir DNA-Elektrophorese (SERVA, Deutschland)

== TBE-Puffer (SERVA, Deutschland): Tris, EDTA-Na,- Salz, Borséure

== DNA-Stain GelGreen® nucleic acid gel stain (miniPCR™, USA): 10,000x in
Wasser

= DNA-GroBenstandard (miniPCR™, USA): 12 Banden im Bereich von 100—
3000 bp

Alternativ kann TAE-Puffer (Tris, EDTA-Na,- Salz, Essigsdure; SERVA, Deutsch-
land) verwendet werden.

Fiir den schulischen Gebrauch empfiehlt sich TBE-Puffer zu verwenden:

Die vollstindige Verfestigung des Agarose-Gels verlauft im Vergleich zur
Verwendung von TAE-Puffer schneller.

Agarose-Gele mit TBE-Puffer sind bei der Handhabung weniger empfindlich.

0 Tab.7.5 Angaben zur Herstellung eines 2,0 %-igen Agarose-Gels

Konzentration [%] Agarose [g] TBE-Puffer (1x) [mL] DNA-Stain * [uL]

2,0 0,60 30 3

* Der DNA Stain wird im Verhiltnis 1:10.000 zum verwendeten Puffer eingesetzt
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© Wichtig
Achten Sie darauf, dass sich die Agarose fiir die DNA-Analyse mittels Elektro-
phorese eignet.

© Wichtig
Tragen Sie Handschuhe bei der Herstellung und Beladung der Agarose-Gele.

Bei diesem Versuch kénnen pro Gel acht Proben und ein DNA-GréBenstandard
aufgetragen werden. Entsprechend konnen sich acht Personen ein Gel teilen. Es
empfichlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig auf das Agarose-Gel aufzu-
tragen.
Die Anzahl der benotigten Agarose-Gele berechnet sich wie folgt:
Gesamtanzahl Proben

Anzahl Gele = 2 (7.1

Beispielrechnung:

Bei einer Klasse mit 24 Schiiler*innen werden demnach 3 Gele bendtigt.

Die notige Menge an TBE-Puffer (1x konzentriert) in mL ldsst sich wie folgt
berechnen:

TBEp,;, = (Anzahl Gele x 60 mL) + 60 mL (7.2)

Bei drei Gelen bendtigen Sie demnach 240 mL einer einfach konzentrierten TBE-
Puffer Losung. In dieser Angabe ist die Menge an TBE-Puffer fir das Giellen der
sechs Agarose-Gele sowie fiir die Verwendung als Laufpuffer in der Agarose-
Gelelektrophorese einkalkuliert. Zudem werden bei dieser Berechnung zwei Fehl-
versuche bei der Agarose-Gel Herstellung mitberiicksichtigt. Anhand der Bei-
spielrechnung wiirden Sie sich 300 mL 1x TBE-Puffer herstellen. Ausgehend von
einem 10x TBE-Konzentrat wiirden Sie fiir die Herstellung 30 mL 10x TBE-Kon-
zentrat mit 270 mL destilliertem Wasser versetzten, um so Thren 1x TBE-Puffer
zu erhalten. Der Rechenweg ist nachfolgend dargestellt.

Zur Herstellung des 1x TBE-Puffers ldsst sich die bendtige Menge an TBE-
Konzentrat in mL wie folgt berechnen:

_ Gesamtvolumen 1x TBE — Puffer mL

Menge TBE mL 7.3
g Ronzentrat Faktor des Konzentrats 7.3)
Fiir unser Beispiel ergeben sich so:
Menge 105 TBE gy, mL = 5" = 30 mL (7.4)
Die Menge an destilliertem Wasser in mL ergibt sich dann wie folgt:
Menge H,0,, mL = Gesamtvolumen 1x TBE
— Puffer mL — Menge TBEy,, . ..a: ML (7.5)

Bezogen auf unser Beispiel ergibt sich:

Menge H,0,,, mL =300 mL — 30 mL = 270 mL (7.6)
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7.5 Fachwissenschaftliche Information fiir Lehrkrafte

Als circadianen Rhythmus bezeichnet man die Fahigkeit eines Organismus, seine
physiologischen Vorgénge sowie sein Verhalten mit dem 24-Stunden-Rhythmus der
Erdumdrehung zu synchronisieren. Um die innere Uhr an die Umweltbedingungen
anzupassen, nutzen Organismen sogenannte Zeitgeber als Informationsquelle,
z. B. Licht, Temperatur und Nahrungsaufnahme. Werden diese Zeitgeber entzogen,
z. B. Haltung in vollstindiger Dunkelheit, bleiben sowohl die physiologischen Vor-
ginge als auch das Verhalten rhythmisch, gleichen aber nicht zwangslaufig einem
24-Stunden-Rhythmus (Panda et al., 2002). Daraus lasst sich die Begriffsbildung
ableiten, denn ,,circadian® kommt aus dem Lateinischen von ,,circa diam* und be-
deutet ,,ungefihr ein Tag™ (Dyar & Eckel-Mahan, 2017).

Seit sich Leben auf der Erde entwickelt hat, war es Tagesrhythmen ausgesetzt.
Diese ergeben sich natiirlicherweise aus der Erdrotation und haben sich im Laufe
der Erdgeschichte verdndert. Es gibt Annahmen, dass vor ca. 4 Milliarden Jahren
eine Erdumdrehung innerhalb von 4 Stunden geschah und sich erst durch eine Ver-
danderung der Distanz zum Mond auf 24 Stunden verlangerte (Bhadra et al., 2017).

Organismen, die {iber eine innere Uhr verfiigen, konnen sich besser den ge-
gebenen Umweltbedingungen anpassen und haben entsprechend einen Selektions-
vorteil. Dafiir spricht, dass die Anpassung des Verhaltens und der Physiologie in
Abhingigkeit von Licht und Temperatur durch eine innere Uhr konserviert ist und
in fast allen Organismen, von Cyanobakterien iiber Pflanzen bis hin zu Sduge-
tieren, nachgewiesen werden konnte (Koronowski & Sassone-Corsi, 2021).

7.5.1 Genetische Komponenten des circadianen Rhythmus

Die Oszillationsphasen der inneren Uhr miissen tdglich angepasst werden, wobei
Licht als priméres Steuerelement fungiert. In der Evolution groBerer Lebewesen
wurde die Entwicklung einer photonen-unabhingigen Steuerung noétig. Nur so
konnte eine Synchronisation des gesamten Organismus gewdhrleistet werden. Bei
Menschen ist das der Suprachiasmatische Kern (SCN) (Hastings et al., 2020). Die-
ser sitzt im Hypothalamus und fungiert als ,,Master“-Zeitgeber, indem er visuelle
Reize in alle Bereiche des Korpers weiterleitet (Bhadra et al., 2017; Ono et al., 2021;
Sato et al., 2017). Eine schematische Darstellung der Reizweiterleitung des Licht-
einfalls iiber das Auge ist in 8 Abb. 7.9 zu sehen.

hxv -
—

— — SCN —>

—

E—

B Abb. 7.9 Schematische Darstellung der Reizweiterleitung des Lichteinfalls iiber das Auge. Licht
fungiert bei Sdugetieren als Zeitgeber vor allem iiber das Auge. Die Reizweiterleitung erfolgt an der
Retina zum Suprachiasmatischen Kern (SCN), dieser wandelt das Signal in eine molekulare Antwort
um. Diese Reize dienen der circadianen Homéostase im Korper
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Betrachtet man beispielsweise das Gen Crypotochrom-1 (CRY1), kommt dieses
in Pflanzen, Fliegen, Mausen und Menschen vor. In den Organismen iibernimmt es
allerdings unterschiedliche Funktionen. Bei Pflanzen steuert CRY 1 direkt eine mo-
lekulare Antwort auf blaues Licht und wird sowohl mit dem circadianen, als auch
dem circannualen Rhythmus in Verbindung gebracht (Yu et al., 2010). Auch in
Drosophila-Fliegen steuert CRY'1 die molekulare Antwort auf Licht (Emery et al.,
1998; Krishnan et al., 2001). Bei Sdugetieren ist CRY 1 nur noch ein Transkriptions-
repressor und in unterschiedlicher Weise an Feedback-Schleifen beteiligt (Griffin
et al., 1999).

7.5.2 Bedeutung fiir die Gesundheit

Eine Reihe genetischer Variationen der circadianen Gene sind statistisch mit ver-
schiedenen Krankheitsbildern assoziiert worden, beispielsweise mit Winter-
depression. Abhingig vom Breitengrad leiden weltweit 2-9 % der Menschen an
Winterdepression. Der Schweregrad der Depression korreliert mit dem Ausmal an
Desynchronisation der inneren Uhr (Zhang et al., 2016).

Licht hat einen entscheidenden Einfluss auf die menschliche Physiologie
sowie die Psyche und wird bereits erfolgreich zu therapeutischen Zwecken ein-
gesetzt. Unter anderem kdnnen die Stimmung und das Sozialverhalten von Men-
schen mit saisonbedingter Depression verbessert und ein verschobener Schlaf-
Wach-Rhythmus normalisiert werden. Auf den Schlaf-Wach-Rhythmus hat
Licht nur im Zusammenhang mit der Kerntemperatur des Korpers einen Effekt:
Lichtexposition vor der minimalen Korpertemperatur fiihrt zu einer Ver-
schiebung der Phase nach hinten, wihrend die Lichtexposition nach der minima-
len Korpertemperatur den gegenteiligen Effekt zur Folge hat (Akashi et al., 2010;
Sato et al., 2017).

Bis heute konnte fiir viele Kérperkompartimente eine 24-stiindige Periodizitét
nachgewiesen werden, u. a. im Blutserum, Urin, Speichel und in verschiedenen Ge-
webetypen (Dyar & Eckel-Mahan, 2017). Auch die Kérpertemperatur oszilliert im
Tagesverlauf und scheint einen Einfluss auf den circadianen Rhythmus zu haben.
So haben Frithaufsteher ein frithes Maximum der Korpertemperatur und Lang-
schlifer ein spites (Horne & Ostberg, 1976).

Unterschiedliche Zelltypen reagieren auf verschiedene Zeitgeber; eine gute
Kommunikation zwischen ihnen ist Voraussetzung fiir circadiane Homdostase und
korperweite Synchronisation. Fiir peripheres Gewebe ist der Zeitpunkt der
Nahrungsaufnahme der stirkste Zeitgeber (Asher & Sassone-Corsi, 2015).

Erkenntnisse liber Unterschiede im Metaboliten-Fluss und der Stoffwechsel-
aktivitit in Abhangigkeit des Tageszeitpunkts eroffnen neue Mdglichkeiten in der
personalisierten Medizin. Die Wirkeffizienz von Medikamenten kdnnte durch indivi-
duelle Anpassung an den eigenen Stoffwechsel verbessert werden (Dyar & Eckel-
Mahan, 2017).
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7.5.3 Die Komponenten der peripheren Uhr

In Sdugetieren unterscheidet man zwei Systeme zur Regulation des circadianen
Rhythmus. Zum einen die zentrale Uhr, die tiber den SCN im Hypothalamus Reize
der Retina verarbeitet und diese neuronal oder hormonell an den gesamten Korper
weiterleitet. Zum anderen die periphere Uhr, die in jedem Gewebe auf molekularer
Ebene agiert und eine Oszillation aufrechterhilt (Bhadra et al., 2017; Sato et al.,
2017; Wang et al., 2013).

Die Kernkomponenten der peripheren Uhr sind in 8 Abb. 7.10 grafisch verein-
facht dargestellt. Der Proteinkomplex aus CLOCK und BMALI bildet eine posi-
tive Schleife. Diese fungiert als Transkriptions-Aktivator fiir eine sogenannte
enhancer-Box (E-Box). Sobald CLOCK/BMALI an die E-Box binden, wird die
Transkription des darauffolgenden Gens gestartet. Eine Vielzahl unterschiedlicher
Gene, z. B. Gene, die fiir den Zellzyklus oder den Lipid-Metabolismus zustindig
sind, werden durch diesen Expressionsmechanismus gesteuert. Bei ihnen spricht
man von clock regulated genes (Oishi et al., 2003).

Die PER- und CRY-Gene werden selbst durch eine E-Box reguliert und bilden
gemeinsam die negative Feedback-Schleife. Akkumulieren PER - und CRY-Proteine
im Cytoplasma, bilden sie Heterooligomere und wandern zuriick in den Nukleus.
Dabei wird das Heterodimer aus PER1/2 von PER3 stabilisiert und bindet in seiner
eigentlichen Repressor-Funktion an CLOCK/BMALIL. CRY1/2 erleichtert die Trans-
lokation des PER1/2/3-Heterooligomers vom Cytoplasma in den Zellkern (Griffin
etal., 1999; Turco et al., 2017; Wang et al., 2013).

Die Periodendauer der Oszillation ist durch die Zeit bedingt, die notig ist, um
so viel PER1/2/3 und CRY1/2 zu produzieren, dass eine effektive Hemmung statt-
finden kann. Durch diese Hemmung und den gleichzeitig andauernden Protein-

Translokation

PER1/2/3

I Inhibition

PER1/2/3

PER1/2/3 “

Zellkern \ Zytoplasma

O Abb. 7.10 Schematische Darstellung der negativen Feedback-Schleife der peripheren Uhr. Die
einzelnen Komponenten der peripheren Uhr und ihre Interaktion sind gezeigt. Der Proteinkomplex
CLOCK/BMALI aktiviert die enhancer-Box (E-Box), wodurch die Transkription aller circadian ge-
steuerter Gene startet. Dazu zéhlen auch die PER- und CRY-Gene. Deren Proteinkomplex hemmt
wiederum nach Translokation in den Zellkern die Aktivierung durch CLOCK/BMALI



m 7

7.5 - Fachwissenschaftliche Information fiir Lehrkréfte

abbau sinkt das Level an PER1/2/3 und CRY 1/2 wieder, sodass die Genexpression
erneut stattfindet und der Kreislauf von Neuem beginnt.

7.5.4 Genetische Variationen von PER3

PERS3 besitzt viele Polymorphismen und einige werden mit unterschiedlichen Schlaf-
Wach-Rhythmen und Lichtsensitivitit assoziiert (Turcoetal.,2017). Polymorphismen
sind Variationen desselben Gens innerhalb einer Population und kénnen auf den
Genotyp beschriankt sein, sodass sie keine Auswirkungen auf das Genprodukt und
dessen Funktion haben. Von einer Assoziation spricht man, wenn es Hinweise fiir
einen Zusammenhang zwischen einer Genvariation und einem Phénotyp,
z. B. Krankheitsbild, gibt, aber die Funktionsweise noch nicht abschlieBend geklart
wurde. Das liegt hdufig daran, dass einige Studien einen Zusammenhang beweisen,
andere Gruppen allerdings keine reproduzierenden Daten liefern konnten.

Im Fall des PER3-Gens kann das vor allem durch die Vielzahl der Einfluss-
moglichkeiten auf die innere Uhr begriindet werden. So konnten Tagesldnge, Tem-
peratur und Klima die Ergebnisse von Studien, abhéngig vom Zeitpunkt und Ort,
an dem sie erhoben wurden, beeinflussen (Turco et al., 2017).

7.5.5 Variable number of tandem repeats (VNTRs)

Variable number of tandem repeats (VNTRs) gehoren zu den genetischen Variatio-
nen im menschlichen Genom, die zu einem Lingenpolymorphismus fithren. VNTRs
bestehen aus Wiederholungen des gleichen DNA-Sequenzmotivs. Man unter-
scheidet Mikrosatelliten-Tandem-Repeats, bei denen das DNA-Sequenzmotiv 1-6
Basenpaare lang ist, Minisatelliten, bei denen das Motiv bis zu 100 Basenpaare lang
sein kann, und Makrosatelliten, bei denen das Sequenzmotiv tiber 100 Basenpaare
lang ist (Say, 2017). Diese Unterscheidung ist in 8 Abb. 7.11 schematisch dargestellt.

VNTRs konnen eine Reihe verschiedener Funktionen austiiben, z. B. die Regu-
lation der Transkription sowie Translation oder die Modifikation der Protein-
struktur. Da VNTRSs sehr polymorph sind, sind sie sehr informativ und dienen als
Marker, um genetische Positionen verschiedener Krankheiten zu entdecken (Say,
2017). Ein Beispiel dafiir sind drei unterschiedliche Varianten von VNTRs im In-
sulin-Gen, die zu einer Variation der zugehorigen mRNA fiihren. Eine Version
wird mit Typ 1-Diabetes assoziiert (Say, 2017).

Mikrosatellit ~ —JNE—NE—EE—
Minisatellit <100 <100 <100

Makrosatellit > 100 > 100 > 100

8 Abb. 7.11  Unterscheidung von VNTRs in Abhiéingigkeit der Linge ihres DNA-Sequenzmotivs.
Schematische Darstellung von Mikro- (1-6 Bp), Mini- (—100 Bp) und Makrosatelliten (>100 Bp), die
sich in der Lange ihres DNA-Sequenzmotivs unterscheiden
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PER3 hat VNTRs mit einem DNA-Sequenzmotiv fiir 18 Aminosauren, das ent-
weder viermal oder fiinfmal wiederholt wird. Dieses Motiv ist eine mogliche
Phosphorylierungsstelle und kénnte damit die Funktion des PER3-Gens beein-
flussen. Die Forschung geht momentan davon aus, dass vier Repeats zu physio-
logischer Abendtétigkeit (Langschlidfer — Eule) und fiinf zu physiologischer Morgen-
tatigkeit (Frithaufsteher — Lerche) fithren (Archer et al., 2003; Turco et al., 2017).
Auch konnte ein Zusammenhang mit Schlafqualitit, Schlafeigenschaften und unter-
schiedlicher Leistungsfahigkeit bei Schlafmangel nachgewiesen werden (Viola et al.,
2007). Die genaue Funktion von PER3 ist noch nicht geklart. Es gibt die Hypo-
these, dass PER3 die innere Uhr iiber die Stabilisierung von PER1/2 beeinflusst und
eventuell Teil der nicht-visuellen Reaktion auf Licht ist. Dafiir wiirde sprechen, dass
Personen mit dem homologen PER3%# schwiicher als Personen mit PER 3 auf die
Exposition von blauem Licht, wihrend der Nacht reagieren. Allerdings reagieren
PER3%¥* stiirker auf Lichtexposition am Morgen (Turco et al., 2017).

PER3%3 kommt in den meisten ethnischen Gruppen deutlich seltener vor als
PER3**, deshalb wird davon ausgegangen, dass PER3%* die urspriingliche Form
ist (Turco et al., 2017; Viola et al., 2007).

7.5.6 Fragebogen zur Bestimmung der Morgen-Abend-
Praferenz

Der 1976 von Horne & Osterberg entwickelte Fragebogen wird am hiufigsten ver-
wendet, um Morgen- bzw. Abendaktivitit zu ermitteln. Er dient in der Forschung
auch dazu, Variationen des Genotyps mit Auspriagungen im Phinotyp zu korrelieren.

Fiir eine hohe Aussagekraft muss ein Fragebogen validiert werden. Horne &
Osterberg validierten ihren Fragebogen damals mit einer vergleichsweise jungen
Altersgruppe zwischen 18-32 Jahren und kamen zu dem Ergebnis, dass etwa 50 %
der Bevolkerung morgens aktiv sind und nur 6 % abends (Horne & Ostberg, 1976).
Eine neuere Untersuchung hat den Fragebogen angepasst und ermittelte eine Ver-
teilung von etwa 25 % Morgenaktivitit und 25 % Abendaktivitiat. Diese Studie
konnte auch einen Unterschied der Priferenzen mit zunehmendem Alter feststellen
(Paine et al., 2000).

Bei Fragebdgen ist zu beachten, dass es sich um eine Selbsteinschitzung han-
delt und die Ergebnisse von der gewihlten statistischen Methode abhidngen kon-
nen. Die hier verwendete Ubersetzung wurde von Griefahn et. al. erstellt und
validiert (Griefahn et al., 2001). Sie konnen auf den Fragebogen online zugreifen
(sn.pub/rEt5b)).

7.6 Didaktische Uberlegungen fiir lhren Unterricht

7.6.1 Lehrplanbezug und Kompetenzforderung

Bereits in der Einleitung wurde darauf hingewiesen, dass eine Betrachtung der Ge-
netik im Kontext der Evolution sehr sinnvoll ist, um vielen Priakonzepten vorzu-


https://www.sn.pub/rEt5bJ

113 7

7.6 - Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

beugen (Abschn. » 4.2). Allerdings verkniipft kein Modul in diesem Buch die bei-
den Aspekte auf so fundamentale Weise wie der circadiane Rhythmus. Zum einen
ist er Reich-iibergreifend und nicht auf Sdugetiere und insbesondere den Men-
schen beschrinkt. Gene und Mechanismen zur Regulierung des circadianen
Rhythmus, d. h. die Anpassung an die variierenden Lichtverhiltnisse aufgrund der
Erdrotation, finden sich in vielen Organismen auch aus anderen Reichen
(» Abschn. 7.5.1). Dieser Kontext ermdglicht deshalb neben der Struktur-
Funktions-Beziehung Gen — Protein — Funktion eine weitere Perspektive auf ver-
schiedenen Systemebenen. So erfolgt die Annahme iiber einen gemeinsamen Vor-
fahren iiber die Ahnlichkeitslehre, da Komponenten des circadianen Rhythmus
auch in Einzellern konserviert sind. Damit stimmen sie mit unseren Komponenten
iiberein, konnen als Beispiel fiir solche Ahnlichkeiten herangezogen werden und
ermoglichen es Thnen, im Rahmen der Artenlehre die Begriindungen zu reflektie-
ren, weshalb die Wissenschaft von einem urspriinglichen gemeinsamen Vorfahren
ausgeht. Ein weiteres bekanntes Beispiel sind die hochkonservierten He-
at-Shock-Proteine (Ehrnsperger et al., 1997; Miihlhofer et al., 2021; Richter et al.,
2010) die gleichermaBen in Bakterien, Pflanzen und tierischen Organismen zu fin-
den sind.

Einen weiteren Zugang bieten die Verhaltensbiologie und die abiotischen Ein-
flussfaktoren, insbesondere die Verfiigbarkeit von Licht in Abhéngigkeit des circa-
dianen Rhythmus mit Verkniipfung zu unserem modernen Leben, z. B. Bildschirm-
zeit, Jetlag. » Tab. 4.1 zeigt, wie Sie alle Basiskonzepte der Biologie, d. h. System,
Struktur & Funktion sowie Entwicklung adressieren kdnnen.

In der Genetik nimmt dieses Modul eine Sonderstellung ein, da der zugrunde-
liegende Mechanismus auf VNTRs ( » Abschn. 7.5.5) basiert. Wie in » Kap. 6
erlautert, werden diese Formen der Mutation héufig zur Personenidentifizierung
genutzt, weil sie eben nicht direkt auf Personenmerkmale zuriickzufiihren sind. Im
Falle des PER3 (» Abschn. 7.5.4) sind sie es allerdings, denn dadurch verdndert
sich die Struktur des Proteins, wodurch eine ansonsten schwer zugingliche
Struktur-Funktions-Beziehung der Mutation lebensnah erfahrbar wird.

Eine Ubersicht zu moglichen Lernbereichen und deren Kompetenzerwartungen
ist in @ Tab. 7.6 zusammengefasst.

@ Tab.7.6 Lernbereiche und Kompetenzerwartungen zum Modul Eat, Sleap, Repeat

Lernbereich Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Speicherung Schiiler*innen erlautern die Aufgaben und das Zusammenwirken von

und Realisie- Proteinen bei der Ausbildung von Merkmalen, Genwirkkette

rung geneti- Der circadiane Rhythmus kann beim Verstdindnis dieses Zusammenhangs eine
scher Sonderstellung einnehmen, weil das untersuchte Gen und dazugehdorige Protein
Information keinen direkten Einfluss auf einen makroskopischen Phdnotyp hat, wie z. B. das

Rezeptorprotein aus dem Modul Taste Impossible (» Kap. 8), sondern im
Rahmen eines Mechanismus auf die Transkription vieler Gene Auswirkungen
hat, die wiederum den submikroskopischen und makroskopischen Phédnotyp
beeinflussen.
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B Tab.7.6 (Fortsetzung)

Lernbereich Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Regulation der  Schiiler*innen beschreiben mogliche Mechanismen zur Regulation der
Genaktivitit Genaktivitat, um zu erkliaren, warum trotz gleicher genetischer Ausstattung
von Zellen diese unterschiedliche Eigenschaften aufweisen konnen und so
eine flexible Anpassung an Umweltbedingungen sowie eine Entwicklung
und Spezialisierung in lebendigen Systemen moglich ist.
Die Sonderstellung der molekularen Uhr als zentrales Steuerelement kann
deutlich hervorgehoben werden, weil sie zu der Genausstattung aller Zellen

gehort.
Veranderung Genmutationen: Austausch, Verlust oder Einschub von Nukleotiden;
genetischer Ursachen von Genmutationen (Mutagene) und Auswirkungen auf die
Information Proteinfunktion

Die genetischen Konzepte konnen in einem anderen Licht betrachtet werden,
denn der Lingenpolymorphismus beeintrdchtigt nicht die Funktionalitdit des
Proteins im eigentlichen Sinne. PER3 ist immer noch in der Lage, ein
Heterooligomer mit PERI und PER?2, sowie CRYI und CRY?2 zu bilden, aber
durch die zusdtzliche Ubiquitinierungsstelle wird es schneller von Ubiquitin
erkannt und entsprechend abgebaut, was die vorgesehene Hemmung von
CLOCKIBMALI verkiirzt. Damit kann das komplexe Zusammenspiel
verschiedener Regulationsmechanismen demonstriert werden.

Evolutions- Homologie molekularer Merkmale: Basensequenzvergleich, Aminosdure-
forschung und sequenzvergleich

Mechanismen Der circadiane Rhythmus und seine molekularen Komponenten dienen als
der Evolution Beispiel fiir genetische Homologie iiber die Reiche hinweg und damit als

Hinweis auf einen gemeinsamen Vorfahren. In dem Kontext konnten sich auch
tatsdchliche Homologie-Analysen anbieten.

Reizweiter- Der Mensch als Multizellorganismus braucht spezifische Weiterleitungs-

leitung systeme, um die innere Uhr mit der Umgebungszeit zu synchronisieren. Einer
von diesen wird tiber den SCN gesteuert, welcher die Information iiber blaues
Licht weiterleitet. Dies kann als Beispiel fiir das komplexe Zusammenspiel
verschiedener Reizweiterleitungsmechanismen genutzt werden ( physikalisches
Signal Licht — chemisches Signal Neuron — chemisches Signal Hormone).
Auch sind Querverweise zu anderen Mechanismen maoglich, z. B. G-Protein-ge-
koppelte Signalkaskade (» Abschn. 8.5.3).

7.6.2 Schiilerorientierung

Schiiler*innen fehlt oftmals das Verstdndnis der Gene als chemische Stoffe, deren
Auswirkungen innerhalb des Systems biochemischer Natur sind (Kattmann, 2005)
(» Kap. 4). Die molekularen Mechanismen des circadianen Rhythmus eignen sich
besonders gut, um an diese Vorstellung anzukniipfen, denn die Auswirkungen der
genetischen Variation sind nicht auf einen Faktor beschriankt und werden auch
nicht nur von einem Faktor beeinflusst. Entsprechend kann die notwendige Tren-
nung von Genotyp und Phénotyp direkt diskutiert werden (Schwanewedel, 2006;
Schwanewedel et al., 2008). Das kann beispielsweise iiber den Wechsel der System-
ebenen geschehen (Hammann, 2019; Kattmann, 2005, 2015): Erstens die Gene und
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8 Abb.7.12 Darstellung der Zusammenhiinge zwischen genetischen und phénotypischen Grundlagen
sowie deren Verkniipfung mit molekularbiologischen Methoden. Am Beispiel Eat, Sleep, Repeat wird
der Ebenenwechsel (Genotyp — Analyse — Phianotyp) grafisch verdeutlicht

ihre Aktivierung durch die enhancer-Box (Genotyp, » Abschn. 7.5.3 und
@ Abb. 7.10); zweitens die Proteine, deren Stabilitdt (Phénotyp) die Aktivierung
auf Gen-Ebene beeinflusst. Ferner fithrt diese unterschiedliche Stabilitét der circa-
dianen Proteine zu einer unterschiedlichen Aktivierung vieler weiterer Gene. Das
Zusammenspiel dieser clock regulated genes ergibt dann den chronotypischen
Phénotyp, welcher als dritte Ebene betrachtet werden kann. 8 Abb. 7.12 verdeut-
licht diese komplexen Zusammenhinge von Genotyp und Phidnotyp und deren
Verkniipfung iiber die drei verschiedenen Analyseschritte DNA-Extraktion, PCR
und Agarose-Gelelektrophorese.

Da die Thematik komplex ist, kann man den Phinotyp auf submikroskopischer
und makroskopischer Ebene adressieren. Einerseits ist der Phanotyp des Protein-
komplexes relevant, dessen Struktur nicht direkt beobachtbar ist, jedoch das Pro-
tein als Merkmal des entsprechenden Gens exprimiert wird. Fiir Fortgeschrittene
kann an dieser Stelle der Querverweis zur bitteren Geschmackswahrnehmung auf
der makroskopischen Ebene gezogen werden, bei dem die exprimierten Proteine
malgeblich den Phéinotyp des bitteren Geschmackserlebens beeinflussen
(» Abschn. 8.5). In diesem Modul werden die Auswirkungen eines Protein-
komplexes auf die Aktivierung anderer Gene und nachfolgend auf den beobacht-
baren Schlafrhythmus und das Verhalten sichtbar. Mit Blick auf den alltéglichen
Kontext der Nutzung von Bildschirmen, Tablets und Smartphones in den (dunklen)
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Abendstunden — damit fiir die Schiiler relevant und von besonderem Interesse —
kann der Einfluss von blauem Licht direkt auf die Genexpression diskutiert werden.

7.6.3 Umsetzung Eat, Sleep, Repeat im Rahmen des Digitalen
Kooperierens

Kooperatives Lernen ist eine beliebte Unterrichtsmethode im naturwissenschaft-
lichen Unterricht, um die Motivation und Lernergebnisse der Schiiler*innen sowie
die Selbstregulation beim Lernen zu unterstiitzen und zu férdern. Die Entwicklungs-
und Sozialpsychologie sowie die Bildungsforschung haben in zahlreichen Studien
gezeigt, dass Schiiler*innen zu zweit oder in Kleingruppen bessere Lernergebnisse
als alleine erzielen (Hmelo-Silver & Jeong, 2020; Jeong et al., 2019), insbesondere
flir naturwissenschaftlichen Unterricht konnen fiir digital unterstiitztes kooperatives
Lernen Effekte mittlerer GroBe nachgewiesen werden (Hmelo-Silver & Jeong, 2020).
Die Uberlegenheit der gemeinsamen Lernprozesse ist unabhingig davon, ob digitale
Medien bei der Zusammenarbeit zum Einsatz kommen oder nicht. Jedoch ist zu be-
achten, dass kollaboratives Lernen nicht per se effektiv ist, weil produktive soziale
Interaktionen haufig nicht spontan stattfinden. Daher miissen kooperative Lern-
umgebungen (optional mit digitalen Medien) klug gestaltet werden, damit sie lern-
forderliche Interaktionen ausldsen und zu positiven Lernergebnissen fithren (Dillen-
bourg & Fischer, 2007). Dies kann z. B. durch Lernmaterial und Aufgabenstellungen
geschehen, in der gemeinsames Verstindnis einer bestimmten Problemlésung ex-
plizit gefordert ist, auch durch die direkte Aufforderung zu bestimmten AuBerungen
iber Prompts in digitalen Lernumgebungen oder durch Strukturierung der Zu-
sammenarbeit mithilfe von Kooperationsskripts, die eine Handlungsabfolge und
spezifische Rollen mit bestimmten Aufgaben vorgeben und somit als Drehbuch fiir
die Zusammenarbeit fungieren (Kiemer et al., 2018).

In der internationalen Forschungsliteratur wird zwischen kooperativem und
kollaborativem Lernen unterschieden (Weinberger et al., 2020). Unter kooperativem
Lernen werden solche Lernszenarien zusammengefasst, bei denen die Schiiler*in-
nen arbeitsteilig Aufgaben erfiillen, d. h. die individuellen Ergebnisse ihrer Be-
arbeitung sammeln und gemeinsam weiterverwerten, ohne dabei intensiv mit-
einander zu interagieren. Dagegen zeichnen sich kollaborative Lernarrangements
dadurch aus, dass Schiiler*innen komplexe Aufgaben gleichzeitig und gemeinsam
in enger Abstimmung bearbeiten und diskutieren, sodass die individuellen Beitrige
nicht mehr eindeutig bestimmbar sind (Vogel & Fischer, 2020; Weinberger et al.,
2020). Die Ubergiinge zwischen diesen beiden Formen der Zusammenarbeit sind
flieBend und kdnnen sowohl miteinander als auch mit individuellem Lernen und
Klassenunterricht nach den Zielsetzungen und inhaltlichen Erfordernissen des
Biologieunterrichts abwechseln (Dillenbourg & Fischer, 2007).

Die Einteilung kooperativ vs. kollaborativ gilt auch unabhéngig von der Nut-
zung digitaler Medien; beide Formen konnen jedoch durch diese zusétzlich unter-
stlitzt werden. Damit konnen digitale Medien sowohl beim gemeinsamen Lernen
in Priasenz im Biologieunterricht Anwendung finden oder die Zusammenarbeit in
Computer-vermittelten Szenarien erst ermoglichen (8 Tab. 7.7). Aus der
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B Tab.7.7 Unterschiedliche kooperative bzw. kollaborative (computermediierte) Lernszenarien
mit und ohne Unterstiitzung digitaler Medien am Beispiel des circadianen Rhythmus

Ge- Ohne Unter- Kooperatives/kollaboratives Lernen im Biologieunterricht
meinsame stiitzung durch mit entsprechenden (arbeitsteiligen) Unterrichtsmethoden
Prisenz digitale Medien (» Abschn. 8.6.3, Gruppenpuzzle) sowie analogen

Medien und Arbeitsweisen (z. B. Infotexte , Arbeitsblitter,
Modelle, Experimente usw.).

Mit Unter- Schiiler*innen nutzen bei ihrer Zusammenarbeit im
stiitzung durch Biologieunterricht gemeinsam digitale Medien, um
digitale Medien Arbeitsergebnisse und Problemldsungen zu erzielen,

z. B. Erklarvideos, digitale Messgerite, Smartboards etc.

Computermediierte Lernszenarien — Die Zusammenarbeit wird tiber digitale Medien
vermittelt; Aufgaben und Problemlosungen werden mit
geeigneten Tools und Apps zeitlich synchron oder
asynchron erarbeitet.

Forschungssicht sind in diesem Zusammenhang diejenigen Fragestellungen von
besonderem Interesse, wie Technologien kollaborative Funktionen unterstiitzen
konnen, die in Face-to-Face-Situationen nicht verfiigbar sind (Dillenbourg & Fi-
scher, 2007), z. B. durch dauerhaft verfiigbare gemeinsam erstellte Arbeitsergeb-
nisse, Notizen und Visualisierungen, augmentierte Informationen in der (realen)
Lernumgebung oder Virtual Reality.

Bei gemeinsamer Prisenz im Biologieunterricht befinden sich die Schiiler*innen
zusammen an einem Lernort, z. B. Klassen- oder Fachraum, einem aullerschulischen
Lernort oder auf Exkursion etc., und sie konnen unmittelbar miteinander sowie mit
einer oder mehreren digitalen Technologien interagieren (Weinberger et al., 2020). Die
soziale Situation kann sich positiv auf die Motivation und Kommunikation der Ler-
nenden auswirken und das gemeinsame Lernen unterstiitzen. Unter anderem kommen
als digitale Medien Computer oder mobile Gerite wie Laptops oder Tablets und Smart-
phones zum Einsatz. Auf diese Weise kann die Schiilerkooperation auch digital unter-
stiitzt werden, sollten nicht genligend Endgerite fiir jede*n Schiiler*in im Biologie-
unterricht vorhanden sein. Als Beispiel fiir den naturwissenschaftlichen Bereich ist u. a.
die kollaborative Bearbeitung von Simulationen im EU-Projekt ColLab untersucht
worden, die forschendes Lernen mit digitalen Endgeriten unterstiitzt (Ehmke & Wiin-
scher, 2003). Tablets konnen dariiber hinaus als kleine Table Tops eingesetzt werden, an
dem kleine Gruppen von Lernenden gemeinsam Lernaufgaben bearbeiten. Als sons-
tige digitale Technologien spielen automatisierte Messwerterfassung und deren Daten-
verarbeitung fiir den naturwissenschaftlichen Unterricht eine Rolle. Auch beim Einsatz
dieser digitalen Medien miissen sich Schiiler*innen im Rahmen einer experimentellen
Planung dartiiber verstandigen, welche Variablen kontrolliert, welche Messwerte erfasst
und wie die resultierenden Daten ausgewertet und interpretiert werden sollen.

Die computermediierten Lernszenarien sind dadurch gekennzeichnet, dass alle
Arten von gemeinsamem Lernen rdumlich verteilt sind, d. h. sie kdnnen entweder
synchron (zeitgleich) oder asynchron (zeitlich versetzt) stattfinden (8 Tab. 7.8).
Synchron wird zusammengearbeitet, wenn Schiiler*innen beispielsweise in Chats
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B Tab.7.8 Vorschlige fiir kooperative und kollaborative Unterrichtsbausteine in gemeinsamer
Prisenz bzw. in computermediierten Lernszenarien; die Zusammenarbeit der Schiiler*innen

wird tiber unterschiedlich offene Zielsetzungen initiiert. Die Beispiele beziehen sich auf dieses
Modul und auf die Kontexte in diesem Buch

Gemeinsame
Prisenz

Computerme-
diierte Lern-
szenarien
synchron

kooperativ
(mit definierter Zielsetzung)

Aufgabenteilung am Computer/
Tablet

Schiiler*innen erarbeiten mithilfe
von Internetquellen arbeitsteilig das
Fach- und Methodenwissen sowie
die praktischen Arbeitsweisen zum
Circadianen Rhythmus (vgl.
Gruppenpuzzle, » Abschn. 8.6.3).
Sie fiihren PCR und Agarose-
Gelelektrophorese selbststindig und
arbeitsgleich in Tandems durch. Sie
werten die Gel-Bilder aus, reflektie-
ren ihre Ergebnisse mit weiteren
Tandems. Dabei konnen digitale
Medien zur Erstellung von Grafiken
und Texten im Rahmen der
Versuchsprotokollierung genutzt
werden.

Wissen zeitgleich teilen und
zusammenfiithren

Um ihr Wissen iiber die PCR und
die Agarose-Gelelektrophorese
vorbereitend auf die Durchfiihrung
dieses Moduls zu teilen und einen
grafische Ablaufplan zu erstellen
(vgl. Flipped Classroom,

» Abschn. 6.6.3), verabreden sich
die Schiiler*innen zu einem Chat an
einem digitalen Whiteboard.

Apps und Tools: Videokonferenz,
Chats, shared Dokuments, geteilte
Ordner/Dateien

kollaborativ
(mit tendenziell offener Ziel-
setzung)

Gemeinsame Interaktion am
Computer/Tablet

Schiiler*innen diskutieren und
explorieren am Computer oder
Tablet in einer Simulation
gemeinsam erstellte Versuchspline
zum Stoffwechsel der Hefe

(» Abschn. 10.5.1.2), um die
Einflussvariablen zu untersuchen.

Gemeinsames zeitgleiches
Probleml6sen in Online-
Gruppen;

Lernende diskutieren uneindeutige
Fille von Lerchen und Eulen in
ihrem Biologiekurs unter
Beriicksichtigung der unterschied-
lichen Datenquellen (PCR/
Gelelektrophorese und Frage-
bogen) und reflektieren ge-
meinsam die Aussagekraft der
Daten aus den unterschiedlichen
Quellen (vgl. Forschendes Lernen,
» Abschn. 10.7.2). Dabei
fertigen sie ein gemeinsames
Diagramm mit Wertetabelle fiir
den gesamten Biologiekurs an.
Apps und Tools: Videokonferenz,
Chats, shared Dokuments,
geteilte Ordner/Dateien

(Fortsetzung)
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O Tab.7.8 (Fortsetzung)

Computermediierte
Lernszenarien
asynchron

kooperativ
(mit definierter Zielsetzung)

Wissen zeitversetzt teilen und
zusammenfithren

Um die Ergebnisse der PCR
auszuwerten und die prozentualen
Anteile an Lerchen und Eulen in der
Klasse zu bestimmen, teilen sie die
Fotos der Agarose-Gele im
Anschluss an den Kurstag in einem
Wiki und kommentieren hier ihren
Genotyp und Phénotyp

(» Abschn. 7.3). Sie diskutieren
ihre individuellen Interpretationen
der Gelbilder und die Zusammen-
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kollaborativ
(mit tendenziell offener Ziel-
setzung)

Gemeinsames zeitversetztes
Problemlosen in Online-Gruppen
Lernende sammeln in einem
Diskussionsforum Argumente fiir
und gegen den Einfluss von
kiinstlichem und natiirlichem Licht
auf den beobachtbaren Schlaf-
rhythmus und das Verhalten, um zu
einer gemeinsamen Einschdtzung
der Wirkung zu gelangen.

Apps und Tools: Disskussionsfo-
ren, E-mail geteilte Ordner/
Dateien, social media

setzung des Biologiekurses in einem
Diskussionsforum.

Apps und Tools: Wikis, Disskus-
sionsforen, e-mail, social media

oder Videokonferenzen gemeinsam komplexe biologische Fragestellungen unter-
suchen oder Probleme 16sen (Weinberger et al., 2020). Des Weiteren kommen zur
Unterstlitzung dieser Form geteilte Dokumente (Crypt Pad) oder auch kollabora-
tive Whiteboards zum Einsatz. Zum asynchronen Lernen bieten sich Diskussions-
foren an, die die wechselseitige Bezugnahme in verschiedenen Themenstringen er-
moglichen. Bei dieser Variante konnen die Schiiler*innen individuell ihre Beitrige
vorbereiten, was sich positiv auf deren Qualitit auswirken kann.

Die Art der Zusammenarbeit der Schiiler*innen sollte durch die Zielsetzungen
im Unterricht und die Komplexitit der damit einhergehenden Aufgabenstellungen
bestimmt werden. Mit Blick auf Erwerb komplexer molekularbiologischer Kon-
zepte und naturwissenschaftlicher Arbeitsweisen werden daher in Anlehnung an
Weinberger et al. (2020) Vorschlage konkretisiert, die die Zielsetzung und Auf-
gabengestaltung fiir die Einbindung der hier besprochenen molekularbiologischen
Themen beriicksichtigen (8 Tab. 7.8).

7.7 Online-Material

Zur weiteren Vertiefung steht Thnen zusitzliches Material online zur Verfiigung
(sn.pub/rEt5bJ). Unter anderem finden Sie dort die Flussdiagramme zu den Ab-
laufen des praktischen Vorgehens in detaillierter Ausfithrung. Diese eignen sich als
Arbeitsanweisungen fiir Schiiler*innen fiir die praktische Umsetzung und kénnen
direkt ausgedruckt werden. Entsprechend stehen Thnen auch die Bild- und Video-
dateien zur Nutzung im Unterricht zur Verfiigung.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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Des Weiteren finden Sie dort verschiedene Aufgabenformate zu versuchsspezi-
fischen Fragen. Die Musterlosungen werden Thnen dort ebenfalls zur Verfiigung
gestellt.

» Auszug eines Arbeitsblatts fur Eat, Sleep, Repeat

Das Licht von Smartphones, Tablets und Laptops beeinflusst unseren Hormonhaushalt
negativ. Wir leiden daher hdufig an Schlafstorungen. Erklaren Sie diesen Zusammen-
hang. «

Das hier vorgestellte Versuchskonzept kann ohne weitere Sicherheitsregularien an
Schulen durchgefiihrt werden. Trotzdem kdnnen Sie online die entsprechenden
Sicherheitsdatenblétter abrufen (sn.pub/rEt5bl).

Zusammenfassung
Eat, Sleep, Repeat — Der circadiane Rhythmus beeinflusst uns alle und wir nehmen
durch Technologien, z. B. blaues Bildschirmlicht, auf ihn Einfluss. Dieser Versuch
gibt Einblicke, wie unser Korper genetisch flexibel auf dullere Einfliisse reagieren
kann. Dazu wird ein beteiligtes Gen der inneren Uhr auf wiederholende Einheiten
(repeats, VNTRs) untersucht, welche genotypisch Aufschluss tiber Friithaufsteher
und Langschlifer gibt. Damit ermoglicht dieses Kapitel, eine gingige Mutations-
form der DNA in einem personlichen Kontext erfahrbar zu machen.

Dieses Kapitel enthilt eine detaillierte Anleitung zur Durchfithrung mit wichti-
gen Hinweisen, wie Sie typische Fehler adressieren konnen.

Diese praktische Einheit kann an die individuellen Bediirfnisse Ihres Unterrichts
angepasst werden, dazu werden Hilfestellungen gegeben.
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8.1 Impuls

8.1 Impuls

Bier, Rosenkohl, Medikamente — bitter schmeckende Substanzen umgeben uns
uiberall. Sie stehen im Fokus der Pharma- und Lebensmittelindustrie, beide haben
sie das gleiche Ziel: Thre Produkte weniger bitter zu machen, damit sie der Kund-
schaft schmecken (Burger, 2020; Keast & Breslin, 2002).

Geschmack ist eine der frithesten Erfahrungen in unserem Leben und pragt
uns bereits ab dem zweiten Schwangerschaftsmonat (Cohen & Vig, 1976). Die
Geschmackswahrnehmung ist ein komplexer Sinneseindruck, der sich aus gusta-
torischen, haptischen, olfaktorischen und visuellen Reizen zusammensetzt (Breit-
kreutz, 2008). Dabei wird die Wahrnehmung auch vom Gemiitszustand und von
Erfahrungen geprigt; der tatsichliche gustatorische Anteil macht gerade 20 % des
Gesamteindrucks aus (Breitkreutz, 2008; Thiedig, 2005).

Von den fiinf moglichen Geschmacksrichtungen sind sauer und bitter unsere
Warnhinweise, da beides auf unreife oder giftige Nahrung hindeuten kann (Breit-
kreutz, 2008). Aufgrund der G-Protein-gekoppelten Signaltransduktion bei den
Bitterstoff-Rezeptoren ist die Wahrnehmung verzogert, weshalb Nachgeschmécker
hiufig bitter sind (Gilbertson et al., 2000). Viele dieser Rezeptoren haben nur ein
Substrat und sind damit hochspezifisch (Gilbertson et al., 2000).

Mit diesem Modul geben Sie Thren Schiiler*innen die Moglichkeit, ihre eigene
bittere Geschmackswahrnehmung auf der molekularen Ebene zu untersuchen
(8 Abb. 8.1 und » Abschn. 8.2). Unter » Abschn. 8.6.3 stellen wir Ihnen fiir die
Einbettung in den Unterricht Gruppenpuzzles als geeignete Unterrichtsmethode
fir die verschiedenen Aspekte dieses Themenbereichs vor.
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Glickstadter Anzeiger
Schmecken ist nicht gleich Schmecken
Wie schmeckt Rosenkohl fiir Sie?

Gliickstadt, 29.03.2017 Es ist bekannt, dass Variationen in

Als Rosa Pauli ihren drei Kindern der DNA des TAS2R38 Rezeptors

zum Mittagessen Rosenkohl zu- beim Menschen zur Beeinflussung

bereitete stellte sie mit Erstaunen der bitteren Geschmackswahr-

fest, dass zwei ihrer Kinder mit nehmung fuhren.

Genuss den Rosenkohl alen, nur

Timo (8) verzog das Gesicht und So genannte ,Single Nucleotide

schrie: Polymorphisms* (SNP‘s) sind

dabei verantwortlich, ob ein
.Das schmeckt viel zu bitter!" Individuum die Fahigkeit besitzt,
PTC-ahnliche Stoffe bitter zu

Rosa Pauli wollte es zunachst schmecken, oder nicht. Diese

nicht glauben, dass sich die Stoffklasse kommt Gberwiegend in

Geschmackswahrnehmung ihrer grunen, bitter schmeckenden

Kinder bei demselben Gericht Gemiusesorte vor.

unterschied. Daraufhin wandte

Sie sich an Prof. Bastian von der

Universitat Gluckstadt, einem

guten Freund der Familie.

Er leitet dort den Lehrstuhl f(r

Biochemie.

O Abb. 8.1 Ausschnitt eines thematisch passenden Zeitungsartikels. Dieser Zeitungsartikel wird Thnen

als didaktisches Begleitmaterial online zu den Versuchen zur Verfiigung gestellt (sn.pub/rEt5bJ)

8.2 Durchfiihrung

Es empfiehlt sich, den Versuch in zwei Doppelstunden durchzufiihren. Da die PCR
bereits etwa 90 Minuten dauert, kann dieser Versuch nicht in einer Doppelstunde
durchgefiihrt werden, sofern er Gegenstand des Unterrichts ist. Im Idealfall kann
die PCR durch die Schiiler*innen gestartet werden und in der Sammlung oder an-
deren Vorbereitungsraumen der Biologie bzw. iiber die Mittagspause ablaufen. Die
Durchfiihrung kann nach der PCR unterbrochen werden, weil die PCR-Proben im
Kiihlschrank lagerbar sind. Sofern die Durchfiihrung als Blockveranstaltung statt-
findet, sollten mindestens drei Stunden dafiir veranschlagt werden.

In @ Abb. 8.2 ist die Versuchsiibersicht unter Angabe der relevanten Metho-
den gezeigt. Damit Sie als Lehrkraft einen ersten Eindruck dariiber bekommen,
wie viel Zeit die praktische Durchfithrung der einzelnen Teilschritte in Anspruch
nimmt, haben wir entsprechende Zeitangaben in die Abbildung integriert. Unsere
Einschitzungen der Zeiten konnen je nach Jahrgangsstufe und praktischem
Erfahrungsbereich Threr Schiiler*innen abweichen.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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Versuchsiibersicht

4 Isolieren der eigenen
v Mundschleimhautzellen

|

G I T —

|

90 min

SNP785

Primer vorwérts

Primer rlickwarts

YN\

Schmecker Allel Nicht-Schmecker Allel
51 3 51 30
GTEGCCTT... ...GT-CTT...
cCA CGGAA ... ... CcAa GAA ...
30 51 3 51
250 bp PCR-Fragment 250 bp PCR-Fragment
I Spaltung méglich l I Spaltung nicht méglich l
Schmecker Allel Nicht-Schmecker Allel

(B [ Rovosecamaropnorese |

B Abb. 8.2 Versuchsiibersicht zur Analyse der eigenen bitteren Geschmackswahrnehmung. Die
Durchfithrung des Versuchs ist in zwei Doppelstunden moglich. In der ersten werden zunichst die
eigenen Mundschleimhautzellen isoliert, die zur Extraktion Threr genomischen DNA genutzt wer-
den. Dieser DNA-Extrakt dient in der PCR als Template zur Amplifikation einer 250 bp Region des
TAS2R38-Gens. Die Primer binden dabei an die flankierenden Regionen der SNP785 Position. In der
zweiten werden die PCR-Konstrukte hinsichtlich des SNP785-Genotyps weiter untersucht. Das Vor-
handensein eines single nucleotide polymorphism an Position 785 wird mit Hilfe eines Restriktionsver-
daus analysiert. Die Identifizierung des Schmecker-Allels oder Nicht-Schmecker-Allels erfolgt ab-
schlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die wesentlichen Arbeitsschritte sind blau dargestellt
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Esist bekannt, dass drei mogliche single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Amino-
sdure-Position 49, 262, 296) jeweils zu einer Veranderung der bitteren Geschmacks-
wahrnehmung fithren. In diesem Modul steht die AS-Position 262 im Fokus. Falls ein
SNP vorliegt, ist an entsprechender Position die Aminosdure Alanin durch ein Valin
ersetzt. Da der SNP auf Genebene vorliegt, ist er entsprechend an Position 785 der
Nukleotidsequenz lokalisiert. Die groBere DNA-Position im Vergleich zur Amino-
sdure-Position ergibt sich aus der Triplettkodierung. Die Schiiler*innen bestimmen
den Genotyp des SNP785 ihres eigenen TAS2R38-Gens (Taste receptor type 2 mem-
ber 38-Gen) (B Abb. 8.2). Weitere theoretische Hintergrundinformationen sind in
» Abschn. 8.5 zu finden.

Zur Extraktion und Analyse der DNA isolieren Sie zunéchst Thre eigenen Mund-
schleimhautzellen. Die gewonnenen Zellen werden dann durch chemische Lyse
aufgeschlossen, um so Thre genomische DNA zu extrahieren. Diese wird in der an-
schlieBenden PCR als Template zur Amplifikation einer 250 bp Region, welche den
SNP785 des TAS2R38-Gens beinhaltet, verwendet. Ein Restriktionsverdau ermdog-
licht dann eine Unterscheidung des Schmecker- und Nicht-Schmecker-Allels. Das
Restriktionsenzym Fnu4HI kann nur das dominante Schmecker-Allel spalten, wo-
durch zwei DNA-Fragmente mit ca. 100 bp und ca. 150 bp entstehen (8 Abb. 8.3). Im
Fall des rezessiven Nicht-Schmecker-Allels ist nur eine DNA-Bande bei ca. 250 bp auf
dem zugehorigen Agarose-Gel zu erkennen, weil keine Spaltung stattfindet.

Fnu4H1 Erkennungssequenz
5" ‘l' 3"
.. NNnGCNN
... NN CGNN ...
3" T 5°

N = beliebiges Nukleotid

o

I Spaltung moglich l I Spaltung nicht méglich l
Schmecker Allel Nicht-Schmecker Allel
5! 3 5° 3
..GT TGCCTT ... ... GT CTT..
... CcaAa CGGARA ... ... CcA GAA...
3 51 30 51
150 bp 100 bp 250 bp

O Abb. 8.3 Erkennungssequenz und Schnittmuster des Restriktionsenzyms Frnu4HI. Im Falle des
Schmecker-Allels (ohne SNP) ist eine Spaltung durch das Restriktionsenzym moglich. Im Gegensatz
dazu kann die Spaltung beim Nicht-Schmecker-Allel durch Fnu4HI nicht erfolgen, weil der vor-
handene SNP die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms zerstort
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Im Folgenden werden die Durchfithrungsschritte der einzelnen Methoden im
Detail beschrieben.

In diesem Versuch kann jede*r Schiiler*in seine eigene Probe analysieren. Es emp-
fiehlt sich, ein einheitliches Beschriftungssystem festzulegen, z. B. die Initialen.
Das erleichtert den Schiiler*innen, ihre eigenen Ansétze aus den Gerédten zu holen.

© Wichtig
Achten Sie bei der Durchfithrung auf die allgemeingiiltigen Prinzipien des sicheren
Arbeitens im Labor (sn.pub/rEt5bJ), um Schiiler*innen friihzeitig fiir diese zu sensi-
bilisieren. Es empfiehlt sich, wiahrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen.

8.2.1 DNA-Extraktion

Zunichst extrahieren Sie Ihre eigene genomische DNA aus Thren Mundschleim-
hautzellen (8 Abb. 8.4).

© Wichtig
Vermeiden Sie 20 min vor der DNA-Extraktion das Kauen von Kaugummi oder
dhnlichen Menthol-/ Mint-SiiBigkeiten, da das Ergebnis dadurch negativ beeinflusst
werden kann. Achten Sie darauf, dass Ihr Mundinnenraum sauber ist und keinerlei
Essensreste vorhanden sind.

Fiir die Extraktion stehen Ihnen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung. Einerseits
kann die Extraktion {iber eine Mundspiilung mit einer 0,9 %-igen Natriumchlorid-
Losung (NaCl) und zweitens die mechanische Extraktion mit einem Zahnstocher
durchgefithrt werden. Hier wird der Vorgang der mechanischen Extraktion
vorgestellt, die Anleitung zur Extraktion mittels NaCl-Losung finden Sie in
» Abschn. 7.2.1. Pro Person wird ein PCR-Gefid3 (200 pL) benotigt. Beschriften
Sie dieses mit Thren Initialen.
Folgendes Reagenz wird in das Reaktionsgefd3 pipettiert:

- DNA-Extraktionspuffer: 50 pL

Zur Gewinnung der Zellen schaben Sie mit einem Zahnstocher fiinf- bis sechs-
mal an der Innenseite Ihrer Wange.

Tauchen Sie den Zahnstocher mit der zellbehafteten Seite in die Pufferldsung
ihres PCR-GefaBes ein. Riithren Sie in der Pufferlosung fiir weitere 30 Sekunden,
um so die Zellen abzuldsen.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
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&

T

Pro Person ein DNA Extraktionspuffer
PCR-GefaB beschriften in PCR-Cup pipettieren
< 30 sec

Mundschleimhautzellen Mundschleimhautzellen
abschaben vom Zahnstocher ablésen

2 3 4 5 6 7 8
—> [RO00O0O0

98 °C

Zentrifugieren Hitzeinkubation

@ O Y
O='® —> ﬁ

Zentrifugieren Uberstand tiberfiihren

O Abb. 8.4 DNA-Extraktion aus Mundschleimhautzellen. Durch Verwendung des DNA-
Extraktionspuffers ist eine Isolation der eigenen genomischen DNA aus abgeschabten Mundschleim-
hautzellen moglich. Nach Aufschluss der Mundschleimhautzellen und Zentrifugation kann im letz-
ten Schritt der Uberstand, welcher die isolierte DNA beinhaltet, vom Pellet getrennt werden
(» https://doi.org/10.1007/000-6fx)


https://doi.org/10.1007/000-6fx
https://doi.org/10.1007/000-6fx
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© Wichtig
Wiederholen Sie die Schritte, Zellen abschaben und in Pufferlésung ablésen, mit
einem neuen Zahnstocher.

Nach Entfernen des Zahnstochers und VerschlieBBen des PCR-Gefidl3es wird dieses
kurz zentrifugiert (1 sec).

© Wichtig
Achten Sie beim Zentrifugieren darauf, dass die Proben ausbalanciert sind
(» Abb. 5.2).

Achten Sie darauf, das PCR-GefaB richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermo-
zykler zu einer Verdunstung der Reaktionsfliissigkeit kommen kann. AbschlieBend
werden die Proben in den Thermozykler gestellt und der Deckel verschlossen.
Uberpriifen Sie, dass das Geriit ausgeschaltet ist.

© wichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zusatzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist
sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spii-
ren, sonst bricht der Drehknauf ab.

Die Proben werden dann 10 min bei 95 °C im PCR Gerit inkubiert. Fithren Sie
den Hitze-Inkubationsschritt mit dem Programm /heat block durch. Nach Auswahl
des Programms klicken Sie auf upload. Der Name Thres Thermozyklers erscheint
in einem Pop-Up Fenster. Da Thr Gerit noch ausgeschaltet ist, wird oben links in
Threm Versuchsfenster no power angezeigt. Schalten Sie Thr Gerit jetzt ein. Die
Inkubation kann am Monitor jetzt in Echtzeit verfolgt werden. Entnehmen Sie die
PCR-GefiBe und kiihlen Sie diese bei Raumtemperatur kurz ab (ca. 1 min).

Um die Wartezeit optimal auszunutzen, konnen Sie bereits wiahrend des Inkubations-
schritts mit der Vorbereitung der PCR-Reaktionen beginnen.

Zentrifugieren Sie dann Thr PCR-Gefd3 mit dem enthaltenen DNA-Extrakt fiir
90 sec. Uberfiihren Sie den Uberstand in ein frisches PCR-Gef48.

© Wichtig

Die genomische DNA liegt nach diesem Schritt im Uberstand vor. Das Pellet besteht
nur aus den Zelltriimmern. Der Uberstand wird weiterverwendet und das Zellpellet
wird verworfen! Vermeiden Sie das Beriihren des Zellpellets mit der Pipettenspitze!
Eine Lagerung des DNA-Extrakts ist nicht moglich, daher muss die Probe sofort
weiterverwendet werden. Die sorgféltige Durchfiihrung des Extraktionsschritts be-
einflusst wesentlich die anschlieBenden Methoden und den Gesamterfolg des Ver-
suchs. Lassen Sie sich daher fiir diesen Schritt am meisten Zeit, um ein moglichst
aussagekriftiges Ergebnis zu erhalten.
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8.2.2 PCR

Mit dem genomischen DNA-Extrakt wird im Anschluss eine PCR durchgefiihrt
(8 Abb. 8.5).

Jede*r Schiiler*in bereitet ein weiteres PCR-Gefal3 vor.

Folgende Reagenzien werden in das frische PCR-Gefal3 pipettiert:

EZ PCR Master Mix ™ 15 pL

PTC Primer Mix ™ 10 pL

DNA-Extrakt SpL

Gesamt 30 pL
o Wichtig

Sorgféltiges Pipettieren beeinflusst den Erfolg des Versuchsergebnisses.

© wichtig
Sobald ein neues Reagenz pipettiert wird, muss die Pipettenspitze gewechselt wer-
den.

Werden mehrere Reagenzien in einen Ansatz pipettiert, empfiehlt sich, mit dem
groBten Volumen zu beginnen. Pipettieren Sie DNA-Proben immer zum Schluss.

Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betriagt 30 pL. Mischen Sie die Reagenzien
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren. Achten Sie darauf, die PCR-Gefidl3e
richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermozykler zu einer Verdunstung der Re-
aktionsfliissigkeit kommen kann.

Die vorbereiteten PCR-Proben werden dann kurz zentrifugiert, ca. 3 Sekun-
den.

o Wichtig
Achten Sie darauf, dass die Zentrifugen von den Schiilern*innen korrekt beladen wer-
den. Nur dann kann eine sichere Benutzung gewihrleistet werden. (» Abschn. 5.5).

AbschlieBend werden die PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der De-
ckel verschlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

© Wwichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zusétzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist
sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spii-
ren, sonst bricht der Drehknauf ab.
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& —

PCR-GefaBl beschriften Definiertes Volumen
einstellen
??@— 15 pL —10puL
EZ PCR Master Mix ™ PTC Primer Mix ™

Eigene isolierte DNA Zentrifugieren

1 2 3 4 5 6 7 8
OO000000 »
90 min

PCR-Programm: Entnahme der PCR-Proben
»Taste Impossible*

8 Abb. 8.5 Durchfithrung der PCR mit eigenem DNA-Extrakt. Pro Ansatz werden 15 pL EZ PCR
Master Mix™ und 10 pL PT'C Primer Mix™ in ein PCR-GefaB pipettiert. Zuletzt werden 5 pL des
isolierten eigenen DNA-Extrakts zugegeben. Nach kurzer Zentrifugation der Proben wird die PCR
durch Auswahl des Taste Impossible-Protokolls gestartet. Die PCR-Produkte konnen weiterver-
wendet oder im Kithlschrank gelagert werden
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Fiir die PCR wird das bereits gespeicherte Taste Impossible-Protokoll verwendet
(» Abschn. 5.3).

Nach Auswahl des Programms klicken Sie auf upload. Der Name Thres PCR-
Gerits erscheint in einem Pop-Up-Fenster.

Die Parameter des PCR-Programms sind in 8 Tab. 8.1 gezeigt, diese konnen
Sie vorab speichern.

Da Thr Gerit ausgeschaltet ist, wird oben links in Threm Versuchsfenster no
power angezeigt. Schalten Sie Thr Gerit jetzt ein. Die Thermozykler merken sich
das zuletzt genutzte Programm. Durch das Anschalten des Gerits nach upload
des Programms stellen Sie sicher, dass der Thermozykler kein anderes Programm
startet.

Die PCR-Reaktion kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Wihrend die PCR-Reaktion lauft, konnen die Agarose-Gele vorbereitet werden.

Die Dauer der 30 Zyklen betragt 33 min (65 sec pro Zyklus, @ Tab. 8.1). Unter Be-
riicksichtigung der initial denaturation, den Temperaturdnderungen zwischen den
Schritten sowie der final extension ist die PCR nach etwa 90 min abgeschlossen.
Dies wird durch einen Klingelton angezeigt, auf dem Display erscheint status com-
pleted. Die PCR-Gefd3e konnen jetzt aus dem Gerit entfernt werden.

© vorsicht:
Der Metalldeckel kann noch heil3 sein.

Die Proben kénnen nun direkt weiterverwendet oder im Kiihlschrank gelagert wer-
den.

B Tab.8.1 Einstellungen des PCR-Programms fiir Taste Impossible. Die mit * markierten
Schritte geben einen PCR-Zyklus an. Die Gesamtanzahl der Zyklen ist unter number of
cycles angegeben

PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [s]
initial denaturation 94 120
denaturation * 94 10
annealing * 58 15
extension * 72 40
final extension 72 5
heated lid ON

number of cycles 30
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8.2.3 Enzymatischer Restriktionsverdau

Mit den PCR-Proben wird ein Restriktionsverdau mit der Restriktionsenzym
Fnu4HI durchgefiihrt (8 Abb. 8.6). Die Erkennungssequenz von Fnu4HI ist in
O Abb. 8.3 gezeigt.

o Wichtig
Eine Lagerung der verdauten Proben ist nicht méglich. Daher werden die verdauten
PCR-Produkte anschlieBend sofort mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

&

PCR-GefaR beschriften

Restriktionsenzym Fnu4HI Zentrifugieren

@ 123 456 7 8

OOOOOOOO
37°C

Restriktionsverdau

O Abb. 8.6 Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Fnu4HI. Pro Ansatz werden je 14 pL
PCR-Produkt mit 1,0 pL des Restriktionsenzyms Fnu4 HI versetzt. Die Proben werden durch mehr-
maliges Auf- und Abpipettieren gut durchmischt. Nach kurzer Zentrifugation der Ansitze wird der
Restriktionsverdau fiir 15 min bei 37 °C durchgefiihrt
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Jede*r Schiiler*in bereitet ein weiteres PCR-Gefal3 vor. Folgende Reagenzien wer-
den in das frische PCR-GefaB3 pipettiert:

PCR-Produkt 14 pL

Restriktionsenzym Fnu4 HI 1,0 pL

Gesamt 15puL
© Wwichtig

Um das Ergebnis nicht negativ zu beeinflussen, achten Sie darauf, dass Sie beim Pi-
pettieren des Restriktionsenzyms besonders sorgfiltig arbeiten. Mischen Sie die Pro-
ben sorgfiltig durch Auf- und Abpipettieren, dadurch wird die Restriktionseffizienz
erhoht

Zentrifugieren Sie die Proben kurz fiir ca. 5 Sekunden. AbschlieBend werden die
PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der Deckel verschlossen. Uber-
priifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

© wichtig
Zum Arretieren des Deckels ist ein zusdtzlicher Drehknauf vorhanden. Dieser ist

sehr empfindlich. Drehen Sie nicht weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spii-
ren, sonst bricht der Drehknauf ab.

Die Proben werden dann fiir 15 min bei 37 °C im PCR-Gerit inkubiert. Fiihren
Sie den Inkubationsschritt mit dem Programm heat block durch. Nach Auswahl
des Programms klicken Sie auf upload. Der Name Thres Thermozyklers erscheint
in einem Pop-Up Fenster. Da Thr Gerit noch ausgeschaltet ist, wird oben links in
Threm Versuchsfenster no power angezeigt. Schalten Sie Thr Gerit jetzt ein. Die
Inkubation kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Um die Zeit optimal zu nutzen, konnen jetzt die Agarose-Gele vorbereitet werden,
falls dies nicht schon wihrend der PCR geschehen ist.

Die Analyse des Restriktionsverdaus erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese.

8.2.4 Agarose-Gel-Herstellung

Als néchstes erfolgt die Herstellung eines 2,0 %-igen Agarose-Gels (B Abb. 8.7).

Es bietet sich an, die Agarose-Gele wihrend der Durchfithrung der PCR zu
gieBen, um die Zeit optimal auszunutzen (s.0.). In diesem Versuch kann auch die
mogliche Lagerung der Gele relevant werden, sofern der Restriktionsverdau und
die Agarose-Gelelektrophorese erst am Folgetag durchgefiihrt werden sollen.
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“@ —> @g

Agarose
Gel-GieRapparatur vorbereiten Agarose abwiegen
TBE-Konzentrat 30 mL TBE-Puffer 30 mL TBE-Puffer 0.60 g Agarose
(20x) (1x) (1x)
1 x TBE-Puffer herstellen Agarose und

1x TBE-Puffer mischen

N Y

Mischung aufkochen Auf Handwéarme abkiihlen

)
—> o0
i— Gel staining dye H

Gel staining dye hinzufiigen Agarose-Lésung
in Apparatur gieflen

Kathode Anode

- +

@ 2,0 % -iges Agarose-Gel |

Auspolymerisierung

8 Abb. 8.7 Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Gelelektrophorese. Fiir Tuste Impossible werden
2,0 %-ige Agarose-Gele benotigt. Dafiir werden 30,00 mL 1x TBE-Puffer mit 0,6 g Agarose versetzt.
Durch kurzes Aufkochen entsteht eine homogene, klare Losung, welche nach Abkiihlen auf Hand-
temperatur mit 3 pL ge/ staining dye versetzt wird. Die Agarose-Losung wird in die Gel-GieBapparatur
iberfithrt und der Probenkamm in die Halterung gesteckt. Die Verfestigung dauert etwa 15 Minuten
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Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schadigung
durch Lichtstrahlung.

In diesem Versuch kdnnen acht Schiiler*innen ihre Proben auf ein Gel auftragen.
Zusatzlich wird pro Agarose-Gel ein DNA-GroBenstandard aufgetragen.

Bereiten Sie eine saubere und trockene Gel-GieBapparatur vor und legen Sie einen
Probenkamm bereit (» Abschn. 5.4).

Agarose 0,6 g

1x TBE-Puffer 30 mL

gel staining dye 3,0 uL
© Wwichtig

gel staining dye erst nach dem Abkiihlen hinzugeben. Pro 10,0 mL Agarose-Losung
wird 1,00 pL gel staining dye bendtigt.

Die Mischung wird zum Losen der Agarose kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Eine klare Losung zeigt ein vollstindiges Losen der Agarose an. Um einen Siede-
verzug zu vermeiden, kann der Vorgang in der Mikrowelle unterbrochen und der
Erlenmeyerkolben mehrmals geschwenkt werden. Kiihlen Sie die homogene Mi-
schung unter flieBendem Wasser bis zur Handwiarme ab. Die Losung wird dann in
die Gel-GieBapparatur tiberfithrt. Stecken Sie den Probenkamm in die vorgesehene
Halterung.

Kleine Luftblasen im Gel konnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden.

Nach 15-20 min ist das Gel verfestigt. Entfernen Sie den Probenkamm vorsichtig.
Die Agarose-Gele konnen direkt fiir die Elektrophorese verwendet werden.
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Agarose-Gele konnen bis zu einem Tag im Kiihlschrank gelagert werden. Wickeln
Sie diese dafiir erst in Frischhaltefolie und dann in Alufolie ein. Damit schiitzen
Sie die Gele vor dem Austrocknen und den enthaltenen Farbstoff vor Schdadigung
durch Lichtstrahlung.

8.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Der letzte Schritt des Versuchs ist die Analyse der verdauten PCR-Proben mittels
Agarose-Gelelektrophorese (B8 Abb. 8.8). Die Agarose-Gele konnen im Schlitten
in die Elektrophoresekammern iiberfiithrt werden.

1x TBE-Puffer zum Uberschichten 35mL

Pro DNA-Probe 12 uL

DNA-GroBenstandard 12 uL
© Wichtig

Vor dem Auftragen der Proben werden die Agarose-Gele jeweils mit 30 mL
1x TBE-Puffer tiberschichtet. Nutzen Sie nie mehr als 35 mL 1x TBE-Puffer zum
Uberschichten der Gele in der Elektrophoresekammer, da der Puffer sonst iiber-
lauft.

0 Wichtig
Pro Agarose-Gel konnen acht PCR-Proben und ein DNA-GroBenstandard auf-
getragen werden. Es empfiehlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig auf das
Agarose-Gel aufzutragen.

0 Wichtig
Bertihren Sie mit Threr Pipettenspitze dabei nicht den Boden der Probenkammer, da
diese sonst beschadigt wird (» Abschn. 5.4.2).

© Wichtig

Notieren Sie sich die Reihenfolge, in der Sie die Proben aufgetragen haben.

VerschlieBen Sie die Elektrophoresekammer. Driicken Sie den run-Knopf und fiih-
ren Sie die Elektrophorese fiir 3045 min durch.

Achten Sie darauf, dass die Banden des DNA-GroBenstandards im Bereich
100-300 bp gut aufgeldst, d. h. gut voneinander getrennt, sind.

Nach ca. 30-45 min ist die Gelelektrophorese abgeschlossen. Das Gerit kann
jetzt ausgeschaltet werden.
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TBE-Puffer (1x)

Kathode Anode Kathode N Anode
- + - +

max. 35 mL TBE-Puffer (1x)
2 %-iges Agarose-Gel —> 2 %-iges Agarose-Gel

Agarose-Gel in Agarose-Gel mit
Elektrophoresekammer legen 1x TBE-Puffer iberschichten

I — 12 pL einstellen

Definiertes Volumen einstellen 12 pL der PCR-Proben auftragen
— 12 pL einstellen ll:ll:ll:ll:ll-llznznzllzll
Proben Proben
DNA-GréBenstandard
— DNA-GréBenstandard
12 pL des DNA-GroBenstandard Auftragsschema notieren
auftragen

bp PCR HOS HES HON

3000

D

200
100

Starten der Gelelektrophorese Visualisierung der DNA-Banden

B Abb. 8.8 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese. Die Agarose-Gele werden in die Elektro-
phoresekammern tberfithrt und dort mit 1x TBE-Puffer iiberschichtet, bevor die PCR-Proben auf-
getragen werden. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines DNA-GroBenstandards. Bp = DNA-
GroBenstandard 100 bp, PCR = PCR-Produkt, HO S = Homozygoter Schmecker, HE S= Heterozygoter
Schmecker, HO N= Homozygoter Nicht-Schmecker
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Die Auftrennung der DNA-Proben kann durch Betétigung des illuminator-Knopfs
auf dem Gerdét in Ist-Zeit verfolgt werden. Wird das Licht zu héufig wihrend der
Auftrennung angeschaltet oder dauerhaft angelassen, kann das zum Ausbleichen
der Proben fiithren.

Driicken Sie nach Beendigung der Elektrophorese den illuminator-Knopf und do-
kumentieren Sie Ihr Ergebnis. Die Agarose-Gele konnen direkt mit dem Smart-
phone fotografiert werden.

8.3 Ergebnisinterpretation

In diesem letzten Schritt konnen die DNA-Banden auf dem Agarose-Gel analysiert
werden. Je kleiner die DNA-Fragmente sind, desto schneller wandern sie im Aga-
rose-Gel nach unten. GroBe DNA-Fragmente werden durch die Agarose-Matrix
stirker zuriickgehalten und sind nach der Gelelektrophorese demnach weiter oben
im Agarose-Gel zu finden (» Abschn. 3.2). Durch den Vergleich der DNA-Frag-
mente mit den jeweiligen definierten Banden des DNA-GroBenstandards ist eine
Abschiétzung der Basenpaarlinge dieser Fragmente moglich. Der Vergleich der
Laufweiten der eigenen DNA-Probe mit dem erwarteten Bandenmuster ermog-
licht eine Interpretation des Ergebnisses. Nicht verdaute PCR-Proben (PCR-Pro-
dukt) des Schmecker- und Nicht-Schmecker-Allels sind im Agarose-Gel als
einzelne Bande bei ca. 250 bp erkennbar (8 Abb. 8.9). Nach dem Restriktionsver-
dau sind folgende Ergebnisse zu erwarten: Fiir das Nicht-Schmecker-Allel tritt eine
Bande bei ca. 250 bp auf, weil der vorhandene SNP785 die Erkennungssequenz
des Restriktionsenzyms Fnu4HI zerstort und so eine Spaltung nicht mdoglich ist
(8 Abb. 8.3). Bitterstoffe konnen in diesem Fall nicht wahrgenommen werden.
Beim Schmecker-Allel konnen zwei Fragmente auf dem Gel bei ca. 150 bp und
ca. 100 bp identifiziert werden, da kein SNP vorliegt und folglich die intakte Er-
kennungssequenz eine Spaltung durch das Restriktionsenzym Fnu4 HI ermoglicht.
Folgenden Varianten konnen aus den Versuchsergebnissen fiir den Genotyp und
Phénotyp des bitteren Schmeckens abgeleitet werden (8 Tab. 8.2).

© Wichtig
Ein heterozygoter Schmecker kann nur bei einem vollstindig abgelaufenen Restrik-
tionsverdau identifiziert werden. Ein unvollstdndiger Verdau wiirde das eigentliche
Vorliegen eines homozygoten Schmeckers verfalschen.

o Der Erfolg des Versuchs kann maBgeblich durch Vermeiden einiger Fehler ge-
steigert werden. In Kapitel (» Kap. 5) sind jeweils zu den spezifischen Methoden
Tabellen zu finden, die auf mogliche Probleme und Fehlerquellen hinweisen.
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PCR HO S HE S

bp

HON

O Abb. 8.9 Schematische Darstellung des 2 %-igen Agarose-Gels. Das unverdaute PCR-Produkt
(unabhédngig vom Genotyp), der Vergleich der DNA-Fragmente des Schmecker- und Nicht-
Schmecker-Allels nach dem Restriktionsverdau sowie deren Mischtyp ist gezeigt. Bp = DNA-
GroBenstandard 100 bp, PCR = PCR-Produkt, HO S= Homozygoter Schmecker, HE S= Hetero-
zygoter Schmecker, HO N= Homozygoter Nicht-Schmecker

O Tab. 8.2 Interpretation des Versuchsergebnisses auf der Ebene des Genotyps und Phénotyps

Versuchsergeb-
nis

PCR-Produkt
(250 bp)

Produkte des
Restriktions-
verdaus

2 Banden
(150 bp,
100 bp)

3 Banden
(250 bp,
150 bp,
100 bp)

1 Bande
(250 bp)

Genotyp

Unbekannt

(eine Hypothese kann anhand des Phanotyps
individuell abgeleitet werden und erst auf der
Basis des Restriktionsverdaus verifiziert oder
falsifiziert werden)

TT
(homozygot)

Tt
(heterozygot)

tt
(homozygot)

Phiinotyp

Selbstbericht einer
Testperson

Schmecker: Nimmt
bitteren Geschmack
stark wahr

Moderater Schmecker:
Nimmt bitteren
Geschmack moderat
wahr

Nicht-Schmecker: Nimmt
bitteren Geschmack nicht
wahr
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8.4 Checkliste

Im Folgenden finden Sie eine Auflistung aller notwendiger Reagenzien und Losun-
gen, sowie Hinweise zu deren Herstellung.

Fiir einen reibungsfreien Ablauf der praktischen Einheit in Ihrem Unterricht
konnen Sie mehrere Vorbereitungen vornehmen. Genauere Informationen dazu
entnehmen Sie bitte » Kap. 5. Diese sind fiir » Kap. 6, 7, 8 und 9 identisch.

Die Angaben und Empfehlungen in diesem Kapitel werden hiaufig in Gruppen
angegeben. Dabei entspricht eine Gruppe zwei Schiiler*innen. Sie sind darauf aus-
gerichtet, den Versuch pro Person einmal vollstindig durchzufiihren. Sie kénnen
individuell entscheiden, mit welcher Gruppenstérke Sie die Versuche durchfithren
wollen. Obwohl alle Schiiler*innen mit ihrer eigenen Probe arbeiten, empfiehlt es
sich, mindestens Zweier-Gruppen einzuteilen. Dadurch kann an Geriten gespart
werden und eventuell verringern Teams die Fehlerrate.

8.4.1 Reagenzien

= DPX™ DNA extraction buffer (miniPCR™, USA)
= 7 PCR Master Mix™ (2x), Load Ready™ (miniPCR™, USA): PCR-Puffer,
Mg?* Ionen, Tag-DNA-Polymerase, dNTPs (Deoxynukleosidtriphosphate),
DNA-Auftragspuffer, 2x konzentriert
= PTC Primer Mix, Load Ready™ (miniPCR™, USA): Primer
Restriktionsenzym: Fnu4 HI (miniPCR™, USA)

Primer ..

vorwirts’ riickwirts

In @ Tab. 8.3 finden Sie Angaben, wie Sie die Reagenzien an eine Gruppe aus-
geben konnen. Fiir den Restriktionsverdau wird zusétzlich das Restriktionsenzym
bendtigt. Dieses wird nicht aliquotiert, da sonst zu groBBe Verluste entstehen. Falls
die Extraktion der genomischen DNA nicht mit einem Zahnstocher erfolgt, wird
alternativ noch 0,9 %-ige NaCl-Losung benétigt (» Abschn. 7.2.1).

O Tab.8.3 Angabe iiber Volumina der Reagenzien zur Ausgabe an eine Gruppe

Reagenz Aliquot Volumen [pL]
DPX™ DNA extraction buffer 1 110
EZ PCR Master Mix™ 1 35

PTC Primer Mix™ 1 25
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O Tab. 8.4 Herstellung von 1x TBE-Puffer unterschiedlicher Volumina

Reagenz Volumen Konzentrat [mL] Volumen dest. Wasser [mL]
TBE 10x konzentriert 10 90
TBE 20x konzentriert 5 95
TBE 10x konzentriert 100 900
TBE 20x konzentriert 50 950

Alternativ kann auch TAE-Puffer verwendet werden.

8.4.2 TBE-Puffer

Fir die Agarose-Gel Herstellung und die Agarose-Gelelektrophorese miissen Sie
1x TBE-Puffer herstellen. B8 Tab. 8.4 zeigt, wie Sie abhingig von dem Konzentrat
1x TBE-Puffer herstellen. Bei der Herstellung wird destilliertes Wasser verwendet.

© Wichtig
Pro Agarose-Gel werden 30 mL 1x TBE-Puffer benoétigt. Fiir die Agarose-
Gelelektrophorese werden weitere 30 mL 1x TBE als Laufpuffer verwendet. Hierzu
wird jedes Agarose-Gel vor dem Auftragen der Proben mit 30 mL 1x TBE-Puffer
iiberschichtet.

Entsprechend ist die bendtigte Menge an 1x TBE-Puffer direkt von der Menge
bendtigter Gele abhédngig. Wie Sie bei der Berechnung vorgehen und néhere In-
formationen zur individuell bendtigten Menge an 1x TBE-Puffer finden Sie unter
» Abschn. 8.2.4.

© Wwichtig
Der 1x TBE-Puffer kann bei Raumtemperatur gelagert werden. Eine Verwendung ist
so lange moglich, wie keine Flocken in der Losung erkennbar sind.

8.43 Agarose-Gel-Herstellung

Fir die Herstellung der Agarose-Gele kdnnen Sie sich an 8 Tab. 8.5 orientieren.

== Agarose flir DNA-Elektrophorese (SERVA, Deutschland)

== TBE-Puffer (SERVA, Deutschland): Tris, EDTA-Na,- Salz, Borséure

== DNA-Stain GelGreen® nucleic acid gel stain (miniPCR™, USA): 10,000x in
Wasser

== DNA-GroBenstandard (miniPCR™, USA): 12 Banden im Bereich von 100-
3000 bp

Alternativ kann TAE-Puffer (Tris, EDTA-Na,- Salz, Essigsdure; SERVA, Deutsch-
land) verwendet werden.
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B Tab.8.5 Angaben zur Herstellung eines 2,0 %-igen Agarose-Gels

Konzentration [%] Agarose [g] TBE-Puffer (1x) [mL] DNA-Stain [pL]*

2,0 0,60 30 3

*Der DNA Stain wird im Verhiltnis 1:10.000 zum verwendeten Puffer eingesetzt

Fiir den schulischen Gebrauch empfiehlt sich, TBE-Puffer zu verwenden:

= Die vollstindige Verfestigung des Agarose-Gels verlauft im Vergleich zur Ver-
wendung von TAE-Puffer schneller.

= Agarose-Gele mit TBE-Puffer sind bei der Handhabung weniger empfindlich.

© Wichtig
Achten Sie darauf, dass sich die Agarose fiir die DNA-Analyse mittels Elektro-
phorese eignet.

© Wwichtig
Tragen Sie Handschuhe bei der Herstellung und Beladung der Agarose-Gele.

Bei diesem Versuch konnen pro Gel acht Proben und ein DNA-GroBenstandard
aufgetragen werden. Entsprechend konnen sich acht Schiiler*innen ein Gel teilen.
Es empfiehlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig auf das Agarose-Gel aufzu-
tragen. Die Anzahl der bendtigten Agarose-Gele berechnet sich wie folgt:

Anzahl Gele — Gesamtanzgahl Proben 3.1)

Beispielrechnung:

Bei einer Klasse mit 24 Schiiler*innen werden demnach 3 Gele bendtigt.

Die notige Menge an TBE-Puffer (1x konzentriert) in mL ldsst sich wie folgt
berechnen:

TBEp, ., = (Anzahl Gelex60mL)+60mL (8.2)

Bei drei Gelen benétigen Sie demnach 240 mL einer einfach konzentrierten
TBE-Puffer Losung. In dieser Angabe ist die Menge an TBE-Puffer fiir das Gielen
der sechs Agarose-Gele sowie fiir die Verwendung als Laufpuffer in der Agarose-
Gelelektrophorese einkalkuliert. Zudem werden bei dieser Berechnung zwei Fehl-
versuche bei der Agarose-Gel-Herstellung mitberiicksichtigt. Anhand der Beispiel-
rechnung wiirden Sie sich 300 mL 1x TBE-Puffer herstellen. Ausgehend von einem
10x TBE-Konzentrat wiirden Sie fiir die Herstellung 30 mL 10x TBE-Konzentrat
mit 270 mL destilliertem Wasser versetzten, um so Ihren 1x TBE-Puffer zu erhalten.
Der Rechenweg ist nachfolgend dargestellt. Zur Herstellung des 1x TBE-Puffers
lasst sich die benotigte Menge an TBE-Konzentrat in mL wie folgt berechnen:
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_ Gesamtvolumenlx TBE — Puffer mL (8.3)
Faktor des Konzentrats

mL

Menge TBE

onzentrat

Fiir unser Beispiel ergeben sich so:

300mL (8.4)

Menge 10x TBE, mL:T:3OmL

onzentrat
Die Menge an destilliertem Wasser in mL ergibt sich dann wie folgt:

Menge H,0,,, mL = Gesamtvolumen 1x TBE — Puffer mL
— Menge TBE ., ..oras ML (8.5)

Bezogen auf unser Beispiel ergibt sich:

Menge H,0,,, mL =300mL—30mL =270mL (8.6)

8.5 Fachwissenschaftliche Information fiir Lehrkrafte

8.5.1 Die Geschmackswahrnehmung

Die gustatorische Wahrnehmung wird durch Reizung der Geschmacksknospen,
welche zu den spezifischen Sinnesorganen des Geschmacks gehoren, hervorgerufen
(8 Abb. 8.10). Die Hauptbestandteile dieser Knospen sind sensorische Neuronen,
die am Ende, d. h. an der Oberfliche der Zunge, mit Geschmacksrezeptoren be-
sitzenden Mikrovilli versetzt sind. Nach Stimulation durch einen Geschmacksstoff
leiten Nervenfasern (am entgegengesetzten Ende jedes Neurons) dann die elektri-
schen Impulse an das Gehirn weiter (Chaudhari & Roper, 2010).

Grundsitzlich sind wir in der Lage, fiinf Geschmacksrichtungen wahrzu-
nehmen: bitter, sii3, sauer, salzig und umami (Chaudhari & Roper, 2010). Umami
entspricht dabei dem Geschmack von Glutamat und Aspartat. Wir haben daher
die Fahigkeit, potenziell schidliche und giftige Substanzen (bitter, sauer) (Lalueza-
Fox et al., 2009) von nahrhaften, niitzlichen (sii3, salzig, umami) zu unterscheiden
(Chaudhari & Roper, 2010).

Im Gegensatz zu den duBerst vielfdltigen Geschmacksstoffen, die wir als siil3,
z. B. Kohlenhydrate (Glucose, Saccharose, Peptidderivate, diverse Proteine) oder
bitter, z. B. Alkaloide oder Pflanzenstoffe empfinden, werden der saure Geschmack
durch das Wasserstoff-Ion und salzige Substanzen durch das Natrium-Ion
wahrgenommen. Die Aminosduren Aspartat und Glutamat sind fiir die Identi-
fizierung der als umami bezeichnete Geschmacksrichtung verantwortlich.

Im Falle von bitteren, siilen und umami Geschmacksstoffen werden diese iiber
7TM-Rezeptoren,bestehend aus sieben Transmembranhelices, registriert (Hatt,
2019, S. 773-780), wohingegen bei salzigen und sauren Substanzen die direkte Auf-
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Mundhéhle Geschmacksspore

Mikrovilli mit

Sensorisches Neuron
Geschmacksrezeptoren

Zungenepithelgewebe

<4— afferente Nervenfasern

Weiterleitung der elektrischen
Impulse an das Gehirn

O Abb. 8.10 Aufbau einer Geschmacksknospe. Die sensorischen Neuronen sind in Richtung der
Geschmackspore mit Geschmacksrezeptoren besitzenden Mikrovilli versetzt. Nach Stimulation
durch einen Geschmacksstoff leiten Nervenfasern dann den elektrischen Impuls an das Gehirn wei-
ter. Die Nervenfasern sind hierbei entgegengesetzt zur Zungenoberflache lokalisiert

nahme tiber Membrankanile erfolgt. Dies fithrt zu einer Polarisierung der Memb-
ran, die dann zur Ubertragung des Nervenimpulses fiihrt.

Da die Signaltransduktionswege der 7TM-Rezeptoren iiber G-Proteine ver-
laufen, bezeichnet man sie hdufig auch als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) (Christen et al., 2016, S. 331-344, 363-374).

8.5.2 Signaltransduktionswege

Alle Signaliibertragungswege folgen dem Prinzip eines molekularen Schaltkreises.
Solche molekularen Schalter stellen die Klasse der G-Protein dar. In ihrem GTP-
gebundenen aktiven Zustand kdnnen sie Signale iibertragen, wohingegen sie im
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inaktiven GDP-gebundenen Zustand (Heterotrimer) die Signaliibertragung ver-
hindern (Berg et al., 2018, S. 469-498).
Prinzip der Signaliibertragung (Christen et al., 2016, S. 331-344)
1. Signalwahrnehmung durch Interaktion mit Zelloberflichenrezeptor:
= Ausschiittung eines primiren Botenstoffs.
= Signalmolekiile (Ligand) binden an Rezeptoren in der Zellmembran.
= Ubertragen der Information an das Zellinnere, dass Molekiil gebunden hat.
2. Verstirkung des Signals durch Aktivierung bestimmter Kaskaden:
= Konformationsinderung wird durch sekundidre Botenstoffe weiterver-
mittelt.
= Konzentrationsinderung von sekundidren Botenstoffen wie z. B. cAMP,
c¢GMP oder der Ca®*-Ionen tritt ein.
3. Ubertragung des Signals durch Aktivierung von Effektoren:
= Effektoren wirken direkt auf physiologische Reaktion ein.
= Pumpen oder Kanile werden ge6ffnet, Enzyme oder Transkriptionsfaktoren
aktiviert.
4. Auslosung von Reaktionen:
== Steuerung von Stoffwechselwegen, Genexpression, Durchléssigkeit von
Membranen.

Riickkopplungsmechanismen steuern Signaliibertragungsvorgang und beenden
dann die Signaliibertragung.

8.5.3 G-Protein-gekoppelte Geschmacksrezeptoren

Sofern ein Rezeptor sowohl eine extrazellulire als auch eine intrazelluldire Domédne
besitzt, wird er als Transmembranproteinrezeptor bezeichnet.

Die groBte Klasse von Zelloberflichenrezeptoren stellen die 7TM-Rezeptoren
dar, welche auch als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) bezeichnet wer-
den (B8 Abb. 8.11) (Hatt, 2019, S. 773-780). Diese Klasse von Rezeptoren ist auch
bei der Erkennung bitterer Geschmacksstoffe involviert.

Aufgrund ihrer groBen Diversitit sind GPCRs an der Vermittlung zahlreicher
biologischer Funktionen beteiligt (z. B. Geschmack, Geruch, Sehen, Hormon-
wirkung und -ausschiittung, Exozytose, Regulation des Blutdrucks, Zellwachstum
und Zelldifferenzierung...).

Die Interaktion eines Liganden mit dem Rezeptor ruft eine Konformations-
anderung des Rezeptors auf der intrazelluldren Seite hervor. Infolgedessen kommt
es zur Aktivierung des G-Proteins und eine Signalkaskade wird ausgeldst.

Die Kodierung spezifischer GPCRs, die an der bitteren Geschmackswahr-
nehmung beteiligt sind, erfolgt durch die Gene der 74S/R- und die 74S2 R-Gen-
familie. Innerhalb der 74S2R-Genfamilie (Carrai et al., 2011) machen 43 ver-
schiedene Geschmacksrezeptoren die Identifizierung bitterer Geschmacksstoffe
moglich. Diese GPCRs werden ausschlieBlich in den Geschmacksrezeptorzellen
der Geschmackspapillen auf der Zunge exprimiert.
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8.6 - Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

Extrazelluldr

Intrazelluldre Konformationsanderung induziert
G-Protein Aktivierung

s
Intrazellulér |—| -
G-Protein G-Protein 7TM-Rezeptor (GPCR)
(inaktiver Zustand) (aktive Untereinheit) bestehend aus

extrazelluldrer und

I intrazelluldrer Doméne

Signalkaskadenaktivierung

0 Abb.8.11 Vereinfachte schematische Darstellung der Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezepto-
ren (GPCRs). Die sieben Transmembranhelices der GPCR sind farbig dargestellt und mit 1-7 num-
meriert. Im inaktiven Zustand ist das daran gebundene G-Protein aus einem Heterotrimer (a-, p-
und y-Untereinheit) aufgebaut. GDP (rot) ist an die a-Einheit gebunden. Durch Interaktion des
Liganden mit dem GPCR wird in der intrazelluliren Domine des Rezeptors eine Konformations-
anderung induziert. Diese fithrt unter Abspaltung der Heterodimeren - y-Einheit und Bindung von
GTP (griin) zur Aktivierung des G-Proteins. Folglich wird durch die aktive a-Untereinheit die Signal-
kaskade eingeleitet

Der am besten charakterisierte Rezeptor bindet Liganden wie 6-n-Propylthio-
uracil (PROP6) sowie Phenylthiocarbamid (PTC) (Hwang et al., 2016) und wird
durch das TAS2 R38-Gen kodiert (Lalueza-Fox et al., 2009). Phenylthiocarbamide
kommen in bitter schmeckenden Gemiisesorten, wie z. B. Rosenkohl, vor (Hwang
et al., 2016).

Es ist bekannt, dass Variationen in der DNA des 7452 R38-Gens beim Men-
schen zur Beeinflussung der Geschmackswahrnehmung fithren (Hayes et al., 2008).
Sogenannte SNPs sind dabei verantwortlich, ob ein Individuum die Fahigkeit be-
sitzt, PTC als bitter zu schmecken oder nicht. Es sind drei SNPs bekannt (Duffy
et al., 2004; Sollai et al., 2017), wodurch sich folgende zwei Allele PAV (Schme-
cker) und AVI (Nicht-Schmecker) ergeben. In der menschlichen Population gibt es
Individuen PAV homozygot (starker Schmecker), AVI homozygot (Nicht-Schme-
cker) oder heterozygot (moderater Schmecker) (Duffy et al., 2004). Das Nicht-
Schmecker-Allel wird bei Menschen rezessiv vererbt (Blakeslee, 1932).

8.6 Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

8.6.1 Lehrplanbezug und Kompetenzférderung

Unter den fiinf Geschmacksrichtungen, die Menschen wahrnehmen kodnnen, ist
die bittere am vielféltigsten. Fiir keinen anderen Geschmack besitzen wir so viele
Rezeptoren wie fiir Bitterstoffe (Behrens & Meyerhof, 2006). Gerade deswegen eig-
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net sich dieses Modul besonders gut, Schiiler*innen einen personlichen Zugang
zur Genetik zu ermdglichen und diese auch im Licht der Evolution zu beleuchten.
Warum war es fiir uns Menschen besonders wichtig, verschiedenste Nuancen bit-
terer Geschmacksstoffe wahrnehmen zu koénnen? In dem Zusammenhang kann
auch der Einfluss der Industrialisierung auf unsere Nahrungsmittel reflektiert wer-
den. Beispielsweise konnen in Supermarkten hauptsachlich Produkte von Hybrid-
pflanzen gekauft werden, denen die Fihigkeit, Bitterstoffe zu produzieren fehlt,
da diese heutzutage herausgeziichtet wird (Becker, 2011, S. 10 f)!. Bei dieser mo-
dernen Entwicklung in der Lebensmittelindustrie konnen neben den 6kologischen
(Sortenverarmung) auch die gesundheitlichen Folgen diskutiert werden, denn ei-
nige Bitterstoffe wie Intybine und Lactucin gelten als gesund und kommen sogar
in der Naturheilkunde zum Einsatz 2.

Neben diesem Lebensweltbezug kann die bittere Geschmackswahrnehmung
auch Modellcharakter fiir die Signaltransduktion annehmen. Diese funktioniert
trotz der vielfiltigen Rezeptoren analog zu umami und sii} tiber die G-Protein-
gekoppelte Weiterleitung. Dabei eroffnet die Signaltransduktion durch die Ver-
kntipfung mit der Neurobiologie einen tieferen Einstieg in den vollstindigen Weg
von der Ligandenbindung tiber den Wechsel des chemischen zum elektrischen Si-
gnal bis hin zur Informationsverarbeitung im Gehirn. Damit kann neben den hier
untersuchten Unterschieden auf genetischer Ebene (Basiskonzept Entwicklung)
auch die damit einhergehende Struktur-Funktions-Beziehung thematisiert und auf
das entsprechende Basiskonzept zuriickgefiihrt werden.

Eine Ubersicht verschiedener Lernbereiche und deren mogliche Kompetenz-
erwartungen sind exemplarisch mit Beispielen aus dem bayerischen Lehrplan in
@ Tab. 8.6 gezeigt (S. f. S. u. B. ISB, 2022).

8.6.2 Schiilerorientierung

In diesem Modul ist die Gegeniiberstellung von Gen und Merkmal sowie Geno-
typ und Phénotyp gut mdglich, da sich die Auswirkungen der genetischen Va-
riation direkt in der bitteren Geschmackswahrnehmung auf der phénotypischen
Ebene wiederspiegeln. Entsprechend sollte der Wechsel der beiden Ebenen vom
Genotyp zum Phinotyp im Verlauf der Durchfithrung der PCR explizit the-
matisiert werden, um die Trennung der beiden Ebenen immer wieder zu kldren
(Kattmann, 2015). Besonders empfehlenswert ist die Thematisierung der ge-
samten Wirkkette (Schwanewedel et al., 2008). Fiir den Unterrichtseinstieg
in das Thema konnen einerseits individuelle phadnotypische Beobachtungen
in der Klasse dienen, um eine Problemfrage fiir die DNA-Analyse zu generie-
ren — warum schmecken wir die Geschmacksrichtung bitter unterschiedlich?

1 Online Auftritt Stiftung Warentest: » https://www.test.de/Gemuese-aus-dem-Garten-Gifti-
ge-Bitterstoffe-in-Kuerbis-und-Zucchini-4901183-0/.

2 Online Auftritt BZfE (2020): » https://www.bzfe.de/lebensmittel/vom-acker-bis-zum-teller/sa-
late/salate-gesund-essen/.


https://www.test.de/Gemuese-aus-dem-Garten-Giftige-Bitterstoffe-in-Kuerbis-und-Zucchini-4901183-0/
https://www.test.de/Gemuese-aus-dem-Garten-Giftige-Bitterstoffe-in-Kuerbis-und-Zucchini-4901183-0/
https://www.bzfe.de/lebensmittel/vom-acker-bis-zum-teller/salate/salate-gesund-essen/
https://www.bzfe.de/lebensmittel/vom-acker-bis-zum-teller/salate/salate-gesund-essen/
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B Tab.8.6 Lernbereiche und Kompetenzerwartungen zum Modul Zaste Impossible

Lernbereich/ Thema

Speicherung und
Realisierung
genetischer
Information

Neukombination
und Verdnderung
genetischer
Information

Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Schiiler*innen erlautern die Aufgaben und das Zusammenwirken von
Proteinen bei der Ausbildung von Merkmalen, Genwirkkette.

Das Merkmal ,,griines Gemiise bitter zu schmecken héingt von der
Fihigkeit ab, Polycarbamide aufgrund des Geschmacksrezeptors TAS2 R38
wahrzunehmen. Damit ist das ein klassisches Beispiel von Gen > Protein >
Merkmal.

Schiiler*innen erkldren den Zusammenhang zwischen genetischen
Neukombinationsprozessen und der Evolution der bisherigen und
zukiinftigen Biodiversitat.

Genmutationen: Austausch, Verlust oder Einschub von Nukleotiden;

Ursachen von Genmutationen (Mutagene) und Auswirkungen auf die
Proteinfunktion

Beispiel eines erfahrbaren SNP aufgrund seines direkten Einflusses auf die
sinnesphysiologische Ebene. Gleichzeitig konnen die Notwendigkeit der
bitteren Geschmackswahrnehmung und mogliche Begriindungen fiir die
diversen Rezeptoren im Sinne der Evolution reflektiert werden (z. B. bitter
= Hinweis auf giftig, unreif, ungeniefsbar ).

G-Protein-gekoppelte Kaskade als Beispiel fiir Reizweiterleitung und
Reflexion des Mechanismus, der an unterschiedlichen Stellen des Korpers
Anwendung findet. ( Die Antwort der G-Protein-gekoppelten Kaskade ist
bei vielen bitteren Geschmacksrezeptoren gleich, obwohl der Reizausloser,
also das Ligand-Molekiil, unterschiedlich ist. ).

Reizweiterleitung

Reflexion der Bitterstoffe als gesunde Bestandteile unserer Erncdhrung und
der Problematik, dass diese aus vielen griinen Gemiisen herausgeziichtet
werden. Bewusstsein schaffen.

Nahrungsmittel-
industrie

Reflexion, dass der Verlust der Wahrnehmung bitterer Polycarbamide
heutzutage maoglich war, da auf dieses Merkmal kein Evolutionsdruck mehr
herrscht. In dem Kontext kann auch die tatsdichliche Bedeutung von

L, Survival of the fittest” im Sinne der Angepasstheit explizit behandelt
werden.

Evolution

Andererseits eignet sich auch der fachliche Zugang iiber die unterschied-
lichen Genotypen und die beiden dafiir verantwortlichen Allele (PAV vs. AVI,
» Abschn. 8.5) nach der Behandlung der klassischen Genetik, wobei die Punkt-
mutation als Grund fiir eine verdnderte Aminosduresequenz und damit eine ver-
anderte Rezeptorfunktion als fachlich bedeutsames Konzept fiir die genetische
Variabilitdt erarbeitet werden kann. B Abb. 8.12 verdeutlicht die komplexen
Zusammenhinge von Genotyp und Phénotyp und deren Verkniipfung iiber die
vier verschiedenen Analyseschritte DNA-Extraktion, PCR, Restriktionsverdau
und Agarose-Gelelektrophorese. Dariiber hinaus bietet sich eine gesellschaftlich
relevante Querverbindung zur Lebensmittelindustrie an, da Gene fiir die Pro-
duktion von Bitterstoffen tiber Ziichtung gezielt in griinem Gemiise minimiert
oder daraus entfernt werden, um dem Kundengeschmack entgegenzukommen.
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b
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O Abb.8.12 Darstellung der Zusammenhiinge zwischen genetischen und phénotypischen Grundlagen
sowie deren Verkniipfung mit molekularbiologischen Methoden. Am Beispiel Taste Impossible wird der
Ebenenwechsel (Genotyp — Analyse — Phdnotyp) grafisch verdeutlicht

Aussage (iber Aussage liber

PHANOTYP
1

In dem Zusammenhang kann dann der Unterschied des Merkmals ,, Bitter-schme-
cken® und dem menschlichen Genotyp ,,Punktmutation in 7452 R* weiterfithrend
diskutiert werden, weil die untersuchte Einheit sich nur auf Phenylthiocarbamide
bezieht, es aber noch weitere bittere Geschmacksstoffe gibt, die von anderen Re-
zeptoren wahrgenommen werden. Dabei konnte auch Geschmack als Komposi-
tion verschiedener Molekiile diskutiert werden, denn Rosenkohl schmeckt anders
als Chicorée, obwohl beide u. a. durch Phenylthiocarbamide bitter schmecken.
Damit kénnte sowohl das Denken in Vielfalt (Kattmann, 2015) als auch von multi-
faktoriellen Gegebenheiten gelibt werden (Schwanewedel et al., 2008).

8.6.3 Umsetzung Taste Impossible als Gruppenpuzzle

Das Gruppenpuzzle (z. B. Frey-Eiling & Frey, 2011) ist eine Form der Gruppen-
arbeit und kann als Form des kooperativen Lernens die Lernergebnisse von Schii-
ler*innen gegeniiber dem Frontalunterricht verbessern (Preska, 2015; Tepner et al.,
2009). Es eignet sich dafiir, durch die Lehrkraft strukturierte, komplexe Themen-
bereiche von den Schiiler*innen in Gruppen kooperativ bearbeiten zu lassen und
kann so in Anlehnung an Gerstenmaier & Mandl (1995) konstruktivistisches Ler-
nen im Biologieunterricht u. a. durch (1) Umgang mit realistischen Problemen und
authentischen Situationen, (2) multiple Kontexte fiir einen flexiblen Transfer auf
andere Problemstellungen, (3) kooperatives Problemlosen in Lerngruppen sowie
(4) gemeinsames Lernen in der Interaktion unterstiitzen.

Jede dieser Gruppen, die sogenannten Expertengruppen, bearbeiten einen an-
deren Teil des hier vorgestellten Moduls. Zum Modul Tuste Impossible bieten sich
mehrere Expertengruppen in Vorbereitung auf die gemeinsame praktische Arbeit
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Expertengruppe 2

=\ N\

Tt

Expertengruppe 4

sas 2 ©

8 Abb. 8.13 Gruppenbildung und Ablauf eines Gruppenpuzzles zum Modul Taste Impossible
(» https://doi.org/10.1007/000-6fw)

an, um einerseits die fachlichen Informationen gezielt fiir den Kontext zu wieder-
holen bzw. neu aufbereiten zu lassen und andererseits Hintergrundwissen fiir das
methodische Vorgehen bei der PCR und Agarose-Gelelektrophorese in den Grup-
pen bereitzustellen. Dann werden die Expertengruppen aufgeldst und neue Grup-
pen, die Vermittlungsgruppen, gebildet. In den Vermittlungsgruppen erklart jede*r
Expert*in den anderen Schiiler*innen, was diese zuvor in der Expertengruppe iiber
ihre Spezialgebiete gelernt hat. Die Umsetzung wird in 8 Abb. 8.13 zusammen-
fassend gezeigt.

s Vorbereitung

== Teilen Sie das fachliche und methodische Hintergrundwissen fiir das Modul
Taste Impossible fiir die Umsetzung in den beiden Unterrichtsdoppelstunden in
fachlich sinnvolle und ungefiahr gleich groBe Erarbeitungsgebiete fiir die Schii-
ler*innen auf. Es bieten sich u. a. diese sechs Expertenthemen mit je drei fach-
lichen und methodischen Schwerpunkten an: (1) Grundlagen der Genetik
(Mendel, DNA usw.) (Basiswissen, Anforderungsbereich I, » Abschn. 4.1); (2)
Gen-Mutationen mit SNP und seinen Auswirkungen (Anforderungsbereich
I-II); (3) Bitter-schmecken mit G-Protein-Kaskade (Anforderungsbereich I1T).
(4) PCR-Methode (Anforderungsbereich II, Abschn. » 3.1 und
» Abschn. 8.2.2); (5) Agarose-Gelelektrophorese mit Interpretation des Gel-
Bilds (Anforderungsbereich II, » Abschn. 3.2 und » Abschn. 8.2.5); (6) Res-
triktionsverdau und Enzyme (Anforderungsbereich III). Die Planung von
unterschiedlich komplexen Unterthemen bzw. zu wiederholenden und neu zu
erarbeitenden Elementen bietet dariiber hinaus gute Mdglichkeiten fiir die Dif-


https://doi.org/10.1007/000-6fw
https://doi.org/10.1007/000-6fw
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ferenzierung innerhalb der Lerngruppe. Nach didaktischen Erwdgungen oder
falls die Schiiler*innenzahl in der Klasse nicht vollstindig aufgeht, konnen aus-
gewihlte Unterthemen auch mit doppelter Anzahl von Schiiler*innen besetzt
werden, die an dem Thema arbeitsgleich arbeiten.

Bereiten Sie entsprechendes Arbeitsmaterial vor (Texte, Bildmaterial, Videos,
kleine Handexperimente, Modelle/Modellbaukasten etc.); eine Auswahl steht
Thnen auch im Online-Material zur Verfiigung (» Abschn. 8.7).

In unserem Beispiel gehen wir von 30 Schiiler*innen im Biologiekurs aus. Sie
konnen die Anzahl der Expertenthemen und die GroBe der Vermittlungs-
gruppen nach Bedarf an Thre KlassengroBe anpassen. Teilen Sie zu Beginn des
Unterrichtsmoduls Thre gesamte Lerngruppe in kleine bis mittelgroBe Gruppen
je nach Anzahl der vorgesehenen Expertenthemen auf (hier: sechs Experten-
gruppen mit je fiinf Personen) und geben Sie die vorbereiteten Materialien in
die so entstandenen Expertengruppen.

Aneignungsphase

Jede*r Lernende der Expertengruppe bearbeitet die Fragestellung des Themas.
Die Expertengruppe stellt die wesentlichen Punkte des Themas zusammen und
erstellt didaktische Materialien (Tischvorlage, Wandzeitung, PowerPoint-
Prasentation, digitale Pinnwand, shared documents usw.), damit jedes Gruppen-
mitglied iiber die gleichen Informationen in der Vermittlungsphase verfiigen
kann.

Jedes Mitglied einer Expertengruppe ist am Ende dieser Aneignungsphase Ex-
perte seines Gruppenthemas.

Vermittlungsphase

Die gesamte Lerngruppe wird nun in sog. Vermittlungsgruppen neu zusammen-
gesetzt, sodass je ein Experte der o. g. sechs Unterthemen in einer Vermittlungs-
gruppe vorhanden ist. In unserem Beispiel zum Modul Taste Impossible resul-
tieren fiinf Vermittlungsgruppen, bestehend aus je sechs Experten. Sollten Sie
mehr Expertenthemen vorbereitet haben, erhoht sich die Anzahl der Schii-
ler*innen in den Vermittlungsgruppen entsprechend.

Jede*r Expert*in erkldrt den anderen Gruppenmitgliedern das eigene Spezial-
gebiet und lernt dabei von den anderen.

Die neuen Informationen sollten nicht nur vermitteln, sondern von den
Gruppenmitgliedern auch reflektiert und auf die praktische Durchfiihrung der
PCR, des Restriktionsverdaus und die Agarose-Gelelektrophorese angewendet
werden. Dies kann gewéhrleistet werden, wenn sich die Expertengruppen eines
Unterthemas zuvor Aufgaben fiir die neuen Gruppen iiberlegen und so die ler-
nenden Nicht-Experten zur Anwendung des neu gelernten Stoffs anleiten.

Schwierigkeiten, die bei der Anwendung des Gruppenpuzzles auftauchen
kénnen

Die Schnittstellen zwischen kooperativer Arbeitsphase und individuellen Lern-
schritten miissen gut geplant werden, damit keine Unruhe aufkommt und mog-
lichst wenig Zeit ineffizient verstreicht.
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== Es arbeiten nicht alle Schiiler*innen gleich schnell, daher sollten Zusatz-
materialien ggf. fiir die Schnellen vorbereitet werden und zur Verfiigung stehen.
Schwichere Schiiler*innen kénnen mit variierenden Medien unterstiitzt wer-
den (z. B. Erklarvideos, Anfertigen von Sprachnotizen etc.).

8.7 Online-Material

Zur weiteren Vertiefung steht Thnen zuséitzliches Material online zur Verfiigung
(sn.pub/rEt5bJ). Unter anderem finden Sie dort die Flussdiagramme zu den Ab-
laufen des praktischen Vorgehens in detaillierter Ausfithrung. Diese eignen sich
als Arbeitsanweisungen fiir Schiiler*innen fiir die praktische Umsetzung und kon-
nen direkt ausgedruckt werden. Entsprechend stehen Thnen auch die Bild- und
Videodateien zur Nutzung im Unterricht zur Verfiigung. Des Weiteren finden Sie
dort verschiedene Aufgabenformate zu versuchsspezifischen Fragen, die auch fiir die
Erarbeitungsphasen in den Expertengruppen und Vermittlungsgruppen herangezogen
werden konnen. Die Musterlosungen werden Thnen dort ebenfalls angegeben und kon-
nen von den Lerngruppen als Feedback genutzt werden.

Auszug eines Arbeitsblatts fiir Taste Impossible

Bei der Vererbung der Schmeckfihigkeit bzw. Nicht-Schmeckfdhigkeit bitterer
Stoffe wird das Nicht-Schmecken autosomal rezessiv vererbt.

Zeichnen Sie das Kreuzungsquadrat, wenn beide Eltern heterozygote Schmecker
(HE S) sind. Geben Sie die jeweiligen Wahrscheinlichkeiten fiir die jeweiligen Geno- und
Phénotypen an (T: Schmecker, t: Nicht-Schmecker). <

Das hier vorgestellte Versuchskonzept kann ohne weitere Sicherheitsregularien an
Schulen durchgefithrt werden. Trotzdem konnen Sie online die entsprechenden
Sicherheitsdatenblitter abrufen (sn.pub/rEt5b)).

Zusammenfassung

Der Versuch Taste Impossible bettet den Einfluss eines Einzelnukleotidpolymorphis-
mus (SNP) im Genotyp auf die Funktionalitit eines Enzyms und seine Auswirkung
auf die bittere Geschmackswahrnehmung auf der Merkmalsebene ein. Dabei kon-
nen Lehrkrifte und ihre Lerngruppen die eigenen Allele eines Rezeptors fiir bitteren
Geschmack untersuchen. Der Einzelnukleotidpolymorphismus gibt im Anschluss
dariiber Auskunft, ob Sie mit ihrem Genotyp Polycarbamide, die z. B. den bitteren
Geschmack in grilnem Gemiise hervorrufen, schmecken konnen oder nicht. In die-
sem Kontext kann damit das Konzept des Genotyps und der genetischen Variabilitit
mit ihrer Auswirkung auf den Phinotyp personlich erfahrbar gemacht werden.
Dieses Kapitel enthélt eine detaillierte Anleitung zur Durchfiihrung mit wichtigen
Hinweisen, wie Sie Schiiler*innen im Verstdndnis dieser komplexen Thematik unter-
stiitzen und praktische Fehler bei der Durchfiihrung der PCR und Agarose-Gelelek-
trophorese vermeiden konnen. Diese praktische Einheit kann damit leicht an die
individuellen Bediirfnisse Thres Unterrichts angepasst werden, dazu werden Hilfe-
stellungen und methodische Tipps gegeben.


https://www.sn.pub/rEt5bJ
https://www.sn.pub/rEt5bJ
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9.1 - Impuls

9.1 Impuls

Bei Krankheiten, die mit Zucker zusammenhingen, denken viele zuerst an Diabe-
tes. Dabei gibt es einen Zucker, der uns alle noch vor einigen tausend Jahren krank
gemacht hitte: Laktose. Laktose ist die einzige Kohlenhydratquelle in Sdugetier-
milch und kommt natiirlich ausschlieBlich in dieser vor (Ranciaro et al., 2014). Die
Fihigkeit Laktose zu verdauen ist damit fiir Siuglinge essenziell, fiir Erwachsene
allerdings nicht (Rasinpera et al., 2005). Warum konnen also so viele in West-
europa Milchprodukte ohne unangenehme Nebenwirkungen konsumieren? Das
ermdglicht eine junge Mutation im Humangenom, welche die Genregulation und
nicht das Gen selbst verdndert (Heine et al., 2017; Leseva et al., 2018).

Dieses Modul ermdglicht Thnen, DNA-Modifikationen zu untersuchen, bei
denen epigenetische Effekte eine Rolle spielen. Machen Sie mehr aus dem geneti-
schen Verstdndnis Threr Schiiler*innen und gehen Sie tiber die Klassiker der Gen-
regulation des Lac-Operon und das epigenetische Phinomen am Beispiel der Ver-
wendung von Gelee Royal zur Aufzucht der Bienenkonigin hinaus. Erleben Sie
veranderte Genregulation anhand einer allgegenwirtigen Lebensmittelunvertrag-
lichkeit: Laktoseintoleranz (8 Abb. 9.1)

Gliuickstadter Anzeiger

Gymnasium in Aktion:
Neues aus dem Genlabor

Gliickstadt, 20.02.2019 Diese haben somit keine

Seit der Petition von Simon P. zum
angepassten Schulstart, diskutiert
die Politik wieder. Wahrenddessen
beschéftigt sich die Schulerschaft
weiterhin mit genetischer Unge-
rechtigkeit. Im neuen Fokus
Laktoseintoleranz.

Angebot der Mensa unzureichend.

,Lebensmittelunvertraglichkeiten
finden kaum Beachtung!” - das sagt
Anna L. Gber ihre Schulcafeteria.
Ihr kleiner Bruder vertragt keine
Milch und seit sie im Biologie-
unterricht erfuhr, das die
Unvertraglichkeit von Laktose im
Erwachsenwerden nur naturlich ist,
will sie handeln.

Beschwerden beim Milchkonsum.
Die Entstehung dieser Mutation ist
ethnisch sowie geografisch getrennt
und hangt mit der unterschiedlichen
Entwicklung der Milchwirtschaft
zusammen.

Die Stimme der Wissenschaft.
Wie schon oft steht uns

Prof. Bastian, Leiter des Biochemie
Lehrstuhls der Universitat
Glickstadt, bei genetischen Fragen
zur Seite:

8 Abb. 9.1 Ausschnitt eines thematisch passenden Zeitungsartikels. Dieser Zeitungsartikel ist eines
von mehreren Elementen, die IThnen als didaktisches Begleitmaterial online zu den Versuchen zur
Verfiigung gestellt werden
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9.2 Durchfiihrung

Dieses Modul ist das komplexeste in diesem Buch. Das gilt sowohl fiir die fachlichen
Hintergriinde als auch fiir die Umsetzung. Die genetischen Grundlagen sind zwar
bekannt, denn Sie untersuchen wie in » Kap. 8, einen Einzelnukleotidpolymorphis-
mus (SNP), wobei dieser in einer regulatorischen Einheit auBBerhalb der kodierenden
Gensequenz liegt (> Abschn. 9.5). Im Unterschied zu den anderen Modulen hat die
veranderte DNA-Sequenz keinen Einfluss auf die Proteinstruktur, sondern beein-
flusst die Fahigkeit, das zugrundeliegende Gen auch im Erwachsenenalter zu expri-
mieren. Man spricht daher von Laktase-Persistenz (LP). Im Falle des Wildtyps, der
Laktose im Erwachsenenalter aufgrund der gestoppten Genexpression nicht mehr
verdauen kann, spricht man von Laktase-Nicht-Persistenz (LNP). Hier kann es
sinnvoll sein, sich die Theorie vor der Praxis zu erarbeiten (» Abschn. 9.5). Die
beiden Primer fiir die PCR werden hier einzeln hinzugegeben, wodurch das zu pi-
pettierende Volumen noch kleiner wird, als aus den vorangegangenen Modulen
bekannt. Die Auswertung des DNA-Bandenmusters gestaltet sich wegen der viel
kleineren DNA-Fragmente im Vergleich zu den anderen Versuchen schwieriger.
Aus diesem Grund eignet sich dieses Modul fiir Fortgeschrittene.

Es empfiehlt sich, den Versuch in zwei Doppelstunden durchfithren. Sie konnen
die Durchfiihrung auch hier nach der PCR unterbrechen. In 8 Abb. 9.2 ist die Ver-
suchsiibersicht unter Angabe der relevanten Methoden gezeigt. Damit Sie als
Lehrkraft einen ersten Eindruck bekommen, wie viel Zeit die praktische Durch-
fihrung der einzelnen Teilschritte in Anspruch nimmt, haben wir entsprechende
Zeitangaben in die Abbildung integriert. Unsere Einschitzungen der Zeiten kon-
nen je nach Jahrgangsstufe und praktischem Erfahrungsbereich Ihrer Schiiler*in-
nen abweichen. In diesem Versuch werden Sie den Genotyp des SNP -13.910:C>T
ihres eigenen Intron 13 des M CM6 Gens (Minichromosome Maintenance Complex
Component 6) bestimmen. Falls ein SNP vorliegt, ist an Position -13.910 die
Nukleobase Cytosin durch Thymin ersetzt. Dazu amplifizieren Sie eine 183 bp
grofle Region des entsprechenden Introns. Ein Restriktionsverdau ermoglicht im
Anschluss eine Unterscheidung des Persistenz- und Nicht-Persistenz-Allels. Das
Restriktionsenzym CviKI-1 kann das Nicht-Persistenz-Allel zweimal spalten, wo-
durch drei DNA-Fragmente mit 122 bp, 36 bp und 25 bp entstehen. Im Fall des
dominanten Persistenz-Allels entstehen nur zwei DNA-Banden bei 122 bp und
61 bp, weil der SNP die Erkennungssequenz zerstort. Die Schnittstellen in der
amplifizierten Region des M CM6-Gens sind zur Veranschaulichung in @ Abb. 9.3
dargestellt.

Im Folgenden wird die Durchfithrung der einzelnen Methoden im Detail be-
schrieben.

In diesem Versuch kann jede*r Schiiler*in eine eigene Probe analysieren. Es emp-
fiehlt sich, ein einheitliches Beschriftungssystem festzulegen, z. B. die Initialen.
Das erleichtert den Schiiler*innen, ihre eigenen Ansétze aus den Geriten zu holen.
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Versuchsiibersicht

A& Isolieren der eigenen
E Mundschleimhautzellen

0,9 % NaCl

v

B
.
& [ roremovAEes |

SNP -13.910:C>T

Primer vorwarts

— Intron 13 MCM6 —

Primer rickwarts

Nicht-Persistenz-Allel Persistenz-Allel

Al 3 Al
T - CCT...
A GGA ...
Al 5 Al
83 bp PCR-Fragment

30

TAG ccrT...
A C.GGA
L} 5|
183 bp PCR-Fragment

B et |

| Spaltung méglich | | Spaltung nicht méglich |

w Qo
H P
wNQwu

-

Nicht-Persistenz-Allel Persistenz-Allel

W caroneGuttrophoree |

@ Abb.9.2 Ubersicht zur Analyse der genetischen Pridisposition von Laktase-Persistenz. Im ersten
Schritt wird genomische DNA aus Mundschleimhautzellen gewonnen. Der DNA-Extrakt dient in
der folgenden PCR als Template zur Amplifikation der intronischen Region des M CM6-Gens, in der
die regulatorische Einheit des LCT-Gens (Laktase-Phlorizin-Hydrolase-Gen) liegt. Die Primer flan-
kieren dabei die Start- und Endposition. Die Unterscheidung des SNP erfolgt {iber einen Restrik-
tionsverdau mit dem Restriktionsenzym CviKI-1. Die Analyse des Persistenz- oder Nicht-Persistenz-
Allels erfolgt abschlieBend mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die wesentlichen Arbeitsschritte sind
in blau hervorgehobenen Blocken dargestellt.
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CviKI-1 Erkennungssequenz
5" ‘l’ 3"

G TR G. CcCeT...

... CAYC GGA ...

3! T 5°

R = Adenin o. Guanin
Y = Thymin o. Cytosin

o

| Spaltung méglich | | Spaltung nicht méglich |
Nicht-Persistenz-Allel Persistenz-Allel
kein SNP SNP vorhanden

5 J s J 3

GTAG CCTrT... ... GT CCTrT...
CATC G G A... ... CA G GA...

3! 5' 3! 5'

O Abb. 9.3 Darstellung der Schnittstellen von CviKI-1 in der amplifizierten Region von MCM6. Im
Falle des Nicht-Persistenz Allels liegt die Erkennungssequenz von CviKI-1 vor. Der SNP zerstort
diese im Persistenz-Allel, sodass dieses kein zweites Mal von CviKI-1 geschnitten werden kann.

© Wichtig
Achten Sie bei der Durchfithrung auf die allgemeingiiltigen Prinzipien des sicheren
Arbeitens im Labor, um Schiiler*innen friihzeitig fiir diese zu sensibilisieren. Es
empfiehlt sich, wihrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen.

9.2.1 DNA-Extraktion

Zunichst extrahieren Sie Thre genomische DNA aus Thren Mundschleimhaut-
zellen (B Abb. 9.4).

© Wichtig
Vermeiden Sie 20 min vor der DNA-Extraktion das Kauen von Kaugummi oder
dhnlichen Menthol/Mint-SiiBigkeiten, da das Ergebnis dadurch negativ beeinflusst

werden kann.

Fiir die Extraktion stehen Thnen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung. Einerseits die
Extraktion iiber eine Mundspiilung mit einer 0,9 %-igen Natriumchlorid-Losung
und zweitens die mechanische Extraktion mit einem Zahnstocher. Hier wird der
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N\ gﬂ L
E—m mL —> B%

0,9 % NaCl

Mundspiilung Mundspiilung in
ReaktionsgefaB tberfiihren

Zentrifugieren Erneut Mundspiilung
und Uberstand verwerfen in gleiches Reaktionsgefal geben

— 50 L

"

Zentrifugieren DNA-Extraktionspuffer zum
und Uberstand verwerfen Zellpellet pipettieren

. Auf-und Abpipettieren
Uberfiihren in neues PCR Cup

@ 1 2 3 4 5 6 7 8
—p (OOOOO0OO

95°C

Hitzeinkubation

Zentrifugieren Uberstand iiberfiihren

8 Abb.9.4 Durchfiihrung der DNA-Extraktion aus Mundschleimhautzellen. Durch Verwendung des
DNA-Extraktionspuffers ist eine Isolation der eigenen DNA aus Mundschleimhautzellen moglich.
Nach Aufschluss der Mundschleimhautzellen und Zentrifugation kann im letzten Schritt der Uber-
stand, welcher die isolierte DNA beinhaltet, vom Pellet getrennt werden.
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Vorgang mit der Mundspiilung vorgestellt (Lench, 1988), die Anleitung zur mecha-
nischen Extraktion finden Sie in » Abschn. 8.2.1. Pro Person wird Folgendes vor-
bereitet:

Eppendorf-Reaktionsgefaf3 1,5mL
Zwei PCR-GefalBe 0,2 mL

Zwei Becher

Geben Sie 10 mL 0,9 %-ige NaCl-Losung in den Becher und spiilen Sie damit fiir
30 Sekunden den Mund.

o Wichtig
Nicht schlucken!

Spucken Sie die Losung in einen frischen Becher aus und iiberfithren Sie davon
1 mL in das 1,5 mL Reaktionsgefal3.
Zentrifugieren Sie fiir 1 Andern zu Minute.

o Wichtig
Achten Sie beim Zentrifugieren darauf, dass die Proben ausbalanciert sind
(» Abb. 5.2).

Der Uberstand wird verworfen.

o Wichtig
Pipettieren Sie den Uberstand (klare Losung) vorsichtig und achten Sie darauf,
nichts von dem Pellet abzusaugen.

o Wichtig
Das Pellet ist der weille Feststoff am Boden des Reaktionsgefalles und enthilt die
Mundschleimhautzellen und damit die genomische DNA.

Geben Sie nochmals 1 mL der Mundspiilung in das gleiche Reaktionsgefal und
zentrifugieren Sie wieder fiir 1 min.

Wenn kein Pellet zu sehen ist, wiederholen Sie den Schritt der Zentrifugation oder
den des Spiilens.
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Folgende Reagenzien werden in das ReaktionsgefdB mit dem Pellet ohne Uber-
stand pipettiert:

DNA-Extraktions-Puffer 50 pL

Resuspendieren Sie das Pellet durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren und iiber-
fiihren Sie die Suspension in das vorbereitete PCR-GefaB. AbschlieBend werden
die DNA-Proben in den Thermozykler gestellt und der Deckel verschlossen. Uber-
priifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

© Wichtig
Der Einstellungsknauf des Thermozyklers ist sehr empfindlich. Drehen Sie nicht
weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spiiren. Sonst bricht der Einstellungs-
knauf ab.

Die Proben werden dann fiir 10 min bei 95 °C im PCR Gerit inkubiert. Fiihren Sie
die den Hitze Inkubationsschritt mit dem Programm heat block durch. Nach Aus-
wahl des Programms klicken Sie auf wupload. Der Name Ihres Thermozyklers er-
scheint in einem Pop-Up Fenster. Durch Anklicken des ,,miniPCR [machine name]*
wird der Inkubationsschritt gestartet. Da Thr Gerit noch ausgeschaltet ist, wird
oben links in Threm Versuchsfenster no power angezeigt. Schalten Sie Ihr Gerit jetzt
ein. Die Inkubation kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden. Entnehmen Sie
die PCR-GefédBe und kiihlen Sie diese bei Raumtemperatur kurz ab, ca. | Minute.

Um die Wartezeit optimal auszunutzen, konnen Sie bereits wédhrend des
Inkubationsschritts mit der Vorbereitung der PCR-Reaktionen beginnen: frische
PCR-GefaBe beschriften und EZ-PCR Master Mix™ vorlegen.

Zentrifugieren"Sie dann Thr PCR-S}eféiB mit dem enthaltenen DNA-Extrakt fiir
90 Sekunden. Uberfiihren Sie den Uberstand in ein frisches PCR-GefaB.

o Wichtig
Die genomische DNA liegt nach diesem Schritt im Uberstand vor. Das Pellet besteht
nur aus den Zelltriimmern. Dieses Mal muss der Uberstand weiterverwendet werden
und das Pellet wird verworfen!

© Wichtig

Vermeiden Sie das Beriihren des Zellpellets mit der Pipettenspitze!

© Wichtig
Eine Lagerung des DNA-Extrakts ist nicht moglich, daher muss die Probe sofort
weiterverwendet werden.



168 Kapitel 9 - Food Wars Episode I: Laktoseintoleranz schlagt zurlick

9.2.2 PCR

Mit dem genomischen DNA-Extrakt wird im Anschluss eine PCR durchgefiihrt
(8 Abb. 9.5).

K —»

PCR-GefaR beschriften Definiertes Volumen
einstellen

EZ PCR Master Mix ™

— 0,5pL

vorwarts und riickwarts Primer

1 2 3 4 5 6 7 8
OOO000000O >
90 min

PCR-Programm: Entnahme der PCR-Proben
,Laktase“

O Abb. 9.5 Durchfithrung der PCR mit eigenem DNA-Extrakt. Pro Ansatz werden 16 pL EZPCR
Master Mix™, 10 pL DNA-Extrakt und je 0,5 pL Primer (vorwirts und riickwérts) in ein PCR-
Gefal pipettiert. Nach kurzer Zentrifugation der Proben wird die PCR gestartet.
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Da dieses Modul einen hohen Schwierigkeitsgrad aufweist, konnen Sie pro Person
zwei PCR-Ansitze durchfithren. Das kann dabei helfen, Schwierigkeiten bei der
Umsetzung aufzudecken, beispielsweise konnen Sie iiberpriifen, ob die PCR funk-
tioniert hat, bevor Sie den Restriktionsverdau durchfiihren. In diesem Skript wird
der Versuch ohne die Durchfithrung der PCR mit zwei PCR-Proben (Dubletten)
beschrieben. In unserem Online-Material finden Sie die entsprechenden An-
leitungen mit Flussdiagrammen fiir die Durchfithrung mit einer eigenen Kontrolle.

Jede*r Schiiler*in bereitet ein weiteres PCR-Gefal3 vor.
Folgende Reagenzien werden in das frische PCR-Gefil3 pipettiert:

EZ PCR Master Mix ™ 16 pL

DNA-Extrakt 10 pL

Vorwirts-Primer 0,5 pL

Riickwarts-Primer 0,5 puL

Gesamt 21 pL
© Wichtig

Sorgfiltiges Pipettieren beeinflusst den Erfolg des Versuchsergebnisses.

© Wichtig

Sobald ein neues Reagenz pipettiert wird, muss die Pipettenspitze gewechselt werden.

Werden mehrere Reagenzien in einen Ansatz pipettiert, empfiehlt sich, mit dem
grofiten Volumen zu beginnen.

Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betrigt 21 pL. Mischen Sie die Reagenzien
durch vorsichtiges auf und ab pipettieren. Achten Sie darauf, die PCR-Gefédl3e
richtig zu verschlieBen, da es sonst im Thermozykler zu einer Verdunstung der Re-
aktionsflissigkeit kommen kann. Die vorbereiteten PCR-Proben werden dann
kurz zentrifugiert, ca. 3 Sekunden.

© Wichtig
Achten Sie darauf, dass die Zentrifugen von den Schiiler*innen korrekt beladen wer-
den. Nur dann kann eine sichere Benutzung gewihrleistet werden (» Abschn. 5.5).

AbschlieBend werden die PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der De-
ckel verschlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.
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© Wwichtig
Der Einstellungsknauf des Thermozyklers ist sehr empfindlich. Drehen Sie nicht
weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spiiren. Sonst bricht der Einstellungs-

knauf ab.

Fir die PCR wird das bereits gespeicherte Laktase-Protokoll verwendet
(» Abschn. 5.3). Nach Auswahl des Programms klicken Sie auf upload. Der Name
Ihres PCR-Gerits erscheint in einem Pop-Up Fenster. Die Parameter des PCR-Pro-
grammssind in @ Tab. 9.1 gezeigt, diese konnen Sie vorab speichern (» Abschn. 5.3).
Da Ihr Gerit ausgeschaltet ist, wird oben links in Threm Versuchsfenster no power
angezeigt. Schalten Sie Thr Gerét jetzt ein. Die Thermozykler merken sich das zu-
letzt genutzte Programm. Durch das Anschalten des Geréts nach upload des Pro-
gramms stellen Sie sicher, dass der Thermozykler kein anderes Programm startet.
Die PCR-Reaktion kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Wihrend die PCR-Reaktion lauft, konnen die Agarose-Gele vorbereitet werden.
Allerdings bietet sich in diesem Fall auch die Wartezeit wihrend des Restriktions-
verdaus an, wodurch eine eventuelle Lagerung der fertigen Gele vermieden werden
kann.

Die Dauer der 30 Zyklen betrigt 50 min (100 sec pro Zyklus, 8 Tab. 9.1). Unter
Beriicksichtigung der initial denaturation, den Temperaturinderungen zwischen
den Schritten sowie der final extension ist die PCR nach etwa 90 min abgeschlossen.
Dies wird durch einen Klingelton angezeigt, auf dem Display erscheint status com-
pleted. Die PCR-GefédlB3e kdnnen jetzt aus dem Gerét entfernt werden.

O Tab.9.1 Einstellungen des PCR-Programms fiir Laktase. Die mit * markierten Schritte
geben einen PCR-Zyklus an. Die Gesamtzahl der Zyklen ist unter number of cycles angegeben

PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [s]
initial denaturation 95 120
denaturation * 95 40
annealing * 54 30
extension * 72 30
final extension 72 180
heated lid ON

number of cycles 30
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© Vorsicht
Der Metalldeckel kann noch heif3 sein.

Die Proben konnen nun direkt weiterverwendet oder im Kiihlschrank gelagert werden.

9.2.3 Enzymatischer Restriktionsverdau

Mit den PCR-Proben wird ein Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym
Cvi Kl1-1 durchgefiihrt (B8 Abb. 9.6). Die Erkennungssequenz von CviKI-1 ist in
B Abb. 9.3 gezeigt.

@ _> —14pL

PCR-GefaR beschriften PCR-Produkt pipettieren

% 0,5 pL ﬁ

Restriktionspuffer Restriktionsenzym CviKI-1

v

2 3 45 6 7 8
'@@OOOOOOO

37 °C

Zentrifugieren Restriktionsverdau

8 Abb. 9.6 Durchfiihrung des Restriktionsverdau mit CviKI-1. Pro Ansatz werden je 14 nL PCR-
Produkt mit 1,5 pL des Reaktionspuffers und 0,5 pL des Restriktionsenzyms CviKI-1 versetzt. Die
Proben werden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut durchmischt. Nach kurzer Zentri-
fugation der Ansétze wird der Restriktionsverdau fiir 15 min bei 37 °C durchgefiihrt.
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© Wwichtig
Eine Lagerung der verdauten Proben ist nicht moglich. Daher werden die verdauten
PCR-Produkte anschlieBend sofort mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

Jede*r Schiiler*in bereitet ein weiteres PCR-Gefal3 vor. Folgende Reagenzien wer-
den in das frische PCR-Gefal} pipettiert:

PCR-Produkt 14 pL
Restriktionspuffer 1,5uL
Restriktionsenzym CviKI-1 0,5 pL
Gesamt 16 pL

Mischen Sie die Proben sorgféltig durch Auf- und Abpipettieren, dadurch wird
die Restriktionseffizienz erhoht.

Zentrifugieren Sie die Proben kurz, ca. 3 Sekunden.

AbschlieBend werden die PCR-Proben in den Thermozykler gestellt und der
Deckel verschlossen. Uberpriifen Sie, dass das Gerit ausgeschaltet ist.

© Wichtig
Der Einstellungsknauf des Thermozyklers ist sehr empfindlich. Drehen Sie nicht
weiter, sobald Sie einen kleinen Widerstand spiiren. Sonst bricht der Einstellungs-

knauf ab.

Die Proben werden dann fiir 15 min bei 37 °C im PCR Gerit inkubiert. Fithren Sie
den Wirme-Inkubationsschritt mit dem Programm heat block durch. Nach Aus-
wahl des Programms klicken Sie auf upload. Der Name Ihres Thermozyklers er-
scheint in einem Pop-Up Fenster. Da Thr Gerét noch ausgeschaltet ist, wird oben
links in Threm Versuchsfenster no power angezeigt. Schalten Sie Thr Gerit jetzt ein.
Die Inkubation kann am Monitor in Echtzeit verfolgt werden.

Um die Zeit optimal zu nutzen, kénnen jetzt die Agarose-Gele vorbereitet werden,

falls dies nicht schon wiahrend der PCR geschehen ist.

Die Analyse des Restriktionsverdaus erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese.

9.2.4 Agarose-Gel-Herstellung und Gelelektrophorese

Die Herstellung eines 3,0 %-igen Agarose-Gels ist in @ Abb. 9.7 gezeigt. Sofern die
Durchfiihrung des Versuchs an einem Tag erfolgt, bietet es sich an, die Agaro-
se-Gele bereits wihrend der Durchfithrung der PCR zu gieBen (» Abschn. 5.4.1).
So kann die Zeit optimal ausgenutzt werden. In diesem Versuch kann auch die
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“ —> @g

Agarose
Gel-GieRapparatur vorbereiten Agarose abwiegen
TBE-Konzentrat 30 mL TBE-Puffer 30 mL TBE-Puffer 0,90 g Agarose
(20x) (1x) (1x)
1 x TBE-Puffer herstellen Agarose und

1x TBE-Puffer mischen

LR - &

Mischung aufkochen Auf Handwédrme abkiihlen
— 3L @ &
_> 0
o°
—— Gel staining dye
Gel staining dye hinzufiigen Agarose-Lésung

in Apparatur gieflen

Kathode Anode

- +

@ 3,0 % -iges Agarose-Gel |

Auspolymerisierung

B Abb.9.7 Herstellung von Agarose-Gelen fiir die Gelelektrophorese. Fiir Laktoseintoleranz schidgt zuriick
werden 3,0 %-ige Agarose-Gele bendtigt. Dafiir werden 30,00 mL 1x TBE-Puffer mit 0,9 g Agarose versetzt.
Durch kurzes Aufkochen entsteht eine homogene, klare Losung, welche nach Abkiihlen auf Hand-
temperatur mit 3 pL ge/ staining dye versetzt wird. Die Agarose-Losung wird in die Gel-GieBapparatur
tiberfiihrt und der Probenkamm in die Halterung gesteckt. Die Auspolymerisierung dauert etwa 15 minuten
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mogliche Lagerung der Gele relevant werden, sofern der Restriktionsverdau und
die Agarose-Gelelektrophorese erst am Folgetag durchgefiihrt werden sollen.

In diesem Versuch konnen acht Schiiler*innen ihre Proben auf ein Gel aufgetragen.
Zusatzlich wird pro Agarose-Gel ein DNA-GroBenstandard aufgetragen.

Bereiten Sie eine saubere und trockene Gel-GieBapparatur vor und legen Sie einen
Probenkamm bereit (» Abschn. 5.4).

Agarose 0,6 g

1x TBE-Puffer 30 mL

gel staining dye 3,0 uL
© Wichtig

gel staining dye erst nach dem Abkiihlen hinzugeben. Pro 10,0 mL Agarose-Losung
wird 1,00 pL gel staining dye bendtigt.

Die Mischung wird zum Losen der Agarose kurz in der Mikrowelle aufgekocht.
Eine klare Losung zeigt ein vollstandiges Losen der Agarose an. Um einen Siede-
verzug zu vermeiden, kann der Vorgang in der Mikrowelle unterbrochen und der
Erlenmeyerkolben mehrmals geschwenkt werden. Kiihlen Sie die homogene Mi-
schung unter flieBendem Wasser bis zur Handwarme ab. Die Losung wird dann in
die Gel-GieBapparatur tiberfiihrt. Stecken Sie den Probenkamm in die vorgesehene
Halterung.

Kleine Luftblasen im Gel kénnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden.

Nach 15-20 min ist das Gel verfestigt. Entfernen Sie den Probenkamm vorsichtig.
Die Agarose-Gele konnen direkt fiir die Elektrophorese verwendet werden. Der
letzte Schritt des Versuchs ist die Analyse der PCR-Proben mittels Agarose-
Gelelektrophorese (B8 Abb. 9.8). Die Agarose-Gele konnen im Schlitten in die
Elektrophoresekammern iiberfiithrt werden.

1x TBE-Puffer zum Uberschichten 30 mL
Pro DNA-Probe 14 L
DNA-GroBenstandard 12 uL
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TBE-Puffer (1x)

Kathode Anode Kathode N Anode
- + - +

max. 35 mL TBE-Puffer (1x)
3% -iges Agarose-Gel —> 3% -iges Agarose-Gel

Agarose-Gel in Agarose-Gel mit
Elektrophoresekammer legen 1x TBE-Puffer liberschichten
I % 14 pL einstellen
Definiertes Volumen einstellen 14 pyL der PCR-Proben auftragen

— 12 pL einstellen | I:I|I:I I — O — I:II

Proben Restriktionsverdau

PCR-Probe
— DNA-GréBenstandard DNA-GréBenstandard
12 pL des DNA-GroBenstandard Auftragsschema notieren
auftragen

bp PCR HOP HEP HON

—P 20
150
100

50

Starten der Gelelektrophorese Visualisierung der DNA-Banden

8 Abb. 9.8 Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese. Die Agarose-Gele werden in die Elektro-
phoresekammern tberfithrt und dort mit 1x TBE-Puffer tiberschichtet, bevor die PCR-Proben auf-
getragen werden. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines DNA-GroBenstandards. Bp = DNA-
GroBenstandard 50 bp, PCR = PCR Produkt, HO P = Homozygot persistent, HE P = Heterozygot
persistent, HO N = Homozygot nicht-persistent
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© Wwichtig
Vor dem Auftragen der Proben werden die Agarose-Gele jeweils mit 30 mL 1x TBE-
Puffer iiberschichtet. Nutzen Sie nie mehr als 35 mL Ix TBE-Puffer zum Uber-
schichten der Gele in der Elektrophoresekammer, da der Puffer sonst tiberlduft.

© Wwichtig
Pro Agarose-Gel kénnen acht PCR-Proben und ein DNA-GréBenstandard auf-
getragen werden. Es empfiehlt sich, den DNA-GroBenstandard mittig auf das
Agarose-Gel aufzutragen.

© Wwichtig
Bertihren Sie mit Threr Pipettenspitze dabei nicht den Boden der Probenkammer, da
diese sonst beschadigt wird (» Abschn. 5.4.2).

© Wwichtig

Notieren Sie sich die Reihenfolge, in der Sie die Proben aufgetragen haben.

VerschlieBen Sie die Elektrophoresekammer. Driicken Sie den run-Knopf und fiih-
ren Sie die Elektrophorese fiir 30-45 min durch. Achten Sie darauf, dass die Ban-
den des DNA-GroéBenstandards im Bereich 50-200 bp gut aufgelost, d. h. gut von-
einander getrennt sind. Nach ca. 3045 min ist die Gelelektrophorese abgeschlossen.
Das Gerit kann jetzt ausgeschaltet werden.

Die Auftrennung der DNA Proben kann durch Betétigung des illuminator-Knopfs
auf dem Gerit in Ist-Zeit verfolgt werden. Wird das Licht zu hdufig wahrend der
Auftrennung angeschaltet oder dauerhaft angelassen, kann das zum Ausbleichen
der Proben fiihren.

Driicken Sie nach Beendigung der Elektrophorese den illuminator-Knopf und do-
kumentieren Sie Thr Ergebnis. Die Agarose-Gele kdnnen direkt mit dem Smart-
phone fotografiert werden.

9.3 Ergebnisinterpretation

In diesem letzten Schritt konnen die DNA-Banden im Agarose-Gel analysiert wer-
den. Je kleiner die DNA-Fragmente sind, desto schneller wandern sie im Agaro-
se-Gel nach unten. GroBle DNA-Fragmente werden durch die Agarose-Matrix
stiarker zuriickgehalten und sind nach der Gelelektrophorese demnach weiter oben
im Agarose-Gel zu finden (» Abschn. 3.2). Durch den Vergleich der DNA-
Fragmente mit den jeweiligen definierten Banden des DNA-GroBenstandards ist
eine Abschiatzung der Basenpaarlinge dieser Fragmente moglich. Der Vergleich
der Laufweiten der eigenen DNA-Probe mit dem erwarteten Bandenmuster er-
moglicht dann eine Interpretation des Ergebnisses.
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bp PCR HOP HEP HON
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B Abb.9.9 Schematische Darstellung des 3 %-igen Agarose-Gels. Die Bandenmuster der drei mog-
lichen Genotypen sowie die erwartete Lauflinge des PCR-Produkts sind gezeigt. Bp = DNA-
GroBenstandard 50 bp, PCR = PCR Produkt, HO P = Homozygot persistent, HE P = Heterozygot
persistent, HO N = Homozygot nicht-persistent

In dem untersuchten Abschnitt liegen drei mogliche Schnittstellen fiir das
Restriktionsenzym CviK/-1 vor (B Abb. 9.9). Von diesen sind zwei invariant und
werden immer von dem Restriktionsenzym CviKI-1 geschnitten. Eine dieser
Schnittstellen liegt innerhalb der Primersequenz. Diese Schnittstelle wurde beim
Primerdesign beriicksichtigt und entfernt, indem ein SNP manuell eingefiigt wurde.
Die andere invariante Schnittstelle bleibt bestehen. Die analytisch wichtige Schnitt-
stelle umfasst den SNP -13.910:C>T, auf dessen Grundlage eine Aussage iiber die
genetische Pridisposition fiir Laktase-Persistenz getroffen werden kann. Da die
Mutation von Cytosin zu Thymin die Erkennungssequenz von CviKI-1 zerstort, ist
in diesem Fall eine Spaltung durch das Restriktionsenzym nicht moglich. Bleibt
die variable Restriktionsschnittstelle an Position -13.910 bp intakt, liegt also kein
SNP vor, kommt es zu einem sehr kleinen DNA-Fragment von unter 40 bp. In
B Abb. 9.10 sind die Schnittstellen noch einmal grafisch visualisiert. Allgemein
bezeichnet man zur Unterscheidung von SNP-Allelen diese entsprechend der vor-
liegenden Nukleobase. In diesem Fall wiare das C-Allel (Cytosin), das Nicht-
Persistenz Allel und das T-Allel (Thymin) das Persistenz-Allel. Hier konnen also
zwei Fille unterschieden werden: (1) Der SNP ist vorhanden und das Restriktions-
enzym kann nicht schneiden oder (2) Der SNP ist nicht vorhanden und das
Restriktionsenzym kann schneiden. In beiden Fiéllen existiert eine weitere in-
variante Schnittstelle. Daraus resultieren insgesamt drei Fille, die auf dem Gel
unterschieden werden kénnen (B Tab. 9.2). Da Laktoseunvertriglichkeit oder -in-
toleranz ein sehr komplexes Krankheitsbild ist, das sich nicht alleine aus der Ge-
netik, sondern auch aus Umweltfaktoren (Nahrungsmenge, Darmflora etc.) zu-
sammensetzt (» Abschn. 9.5.4), kann nur auf Basis des im Gel abgebildeten
Genotyps keine eindeutige Aussage tiber den Phinotyp getroffen werden.
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a: DNA-Fragment mit Schnittstellen

PCR-Produkt

C-Allel
T-Allel

b: Bandenmuster auf Agarose-Gel

homozygot heterozygot homozygot
persistent persistent nicht-persistent
(HOP) (HE P) (HON)

O Abb.9.10 Grafische Darstellung der Schnittstellen von CviKI-1 im PCR-Produkt. a Schematische
Darstellung des Gens mit seinen moglichen Allelen und Schnittstellen. Auf dem C-Allel ist der SNP
nicht vorhanden, entsprechend kann CviKI-I/ zweimal schneiden. Im Falle des T-Allels ist der SNP
vorhanden und CviKI-1 kann nur einmal schneiden. Der Bereich der invarianten Schnittstelle ist blau
dargestellt, die Fragmente bei vorhandenem C-Allel orange und bei vorhandenem T-Allel griin. b
Schematische Darstellung des Agarose-Gels mit gleicher Farbkodierung. Dies verdeutlicht, wie sich
die geschnittenen Fragmente wihrend der Agarose-Gelelektrophorese verhalten

© Wichtig
In Abhidngigkeit der Giite des Agarose-Gels kann es sein, dass die kleinen Banden
bei ca. 30 bp nicht von den Primerdimeren zu unterscheiden sind. In dem Fall ist
dennoch eine Aussage iiber den Genotyp moglich, da fiir eine erfolgreiche
Laktose-Verdauung eine 50 %-ige Genexpression der Laktase ausreicht. Die Ergeb-
nisse werden dann wie folgt interpretiert:

Laktase-persistent (homozygot/heterozygot): Zwei Banden bei ~120 und ~60 bp

Laktase-nicht-persistent (homozygot): Eine Bande bei ~120

0 Der Erfolg des Versuchs kann maBgeblich durch Vermeiden einiger Fehler ge-
steigert werden. Diese werden bei der Vorstellung der einzelnen Methoden spezi-
fisch erldautert (» Kap. 5).

0 Eine Besonderheit dieses Moduls ist die Verwendung eines separaten Puffers fiir
das Restriktionsenzym. Achten Sie darauf, dass Schiiler*innen nicht nur das
Restriktionsenzym, sondern auch den Puffer pipettieren, sowie ein besonderes
Augenmerk auf die Volumina legen, da das Mischverhiltnis entscheidend fiir die
Reaktionseffizienz ist.
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B Tab.9.2 Interpretation des Versuchsergebnisses auf der Ebene des Genotyps und Phiinotyps

Versuchsergebnis Genotyp Phénotyp
PCR-Produkt Unbekannt Selbstbericht
(180 bp) (eine Hypothese kann anhand des Phanotyps einer

individuell abgeleitet werden und erst auf der Basis ~ Testperson
des Restriktionsverdaus verifiziert oder falsifiziert

werden)

Produkte *! des

Restriktionsverdaus

2 Banden TT Laktase-

(120 bp, 60 bp) (homozygot) persistent

3 Banden tt Laktase-

(120 bp, 30 bp, 25 bp) (homozygot) nicht-
persistent

4 Banden Tt Laktase-

(120 bp, 60 bp, 30 bp, (heterozygot) persistent*2

25 bp)

*IFalls die Gele nicht hochauflésend genug sind, kann es sein, dass einerseits die Banden bei
30 und 25 bp zusammenfallen oder sich mit den Primerdimeren iiberlappen. Eine Aussage iiber
die Persistenz kann dennoch getroffen werden, denn *2? 50 % der Genexpression reichen aus,
um Laktose vollstindig im Darm zu spalten. Dabei sind trotzdem die o. g. Einschrankungen
zu beachten

9.4 Checkliste

Im Folgenden finden Sie eine Auflistung aller notwendigen Reagenzien und Losun-
gen, sowie Hinweise zu deren Herstellung. Fiir einen reibungsfreien Ablauf der
praktischen Einheit in Threm Unterricht kdnnen Sie mehrere Vorbereitungen vor-
nehmen. Genauere Informationen dazu entnehmen Sie bitte » Kap. 5. Diese sind
fur » Kap. 6, 7, 8 und 9 identisch. Die Angaben und Empfehlungen in diesem
Kapitel werden haufig in Gruppen angegeben. Dabei entspricht eine Gruppe zwei
Schiiler*innen. Sie sind darauf ausgerichtet, den Versuch pro Person einmal voll-
stindig durchzufiihren. Sie konnen individuell entscheiden, mit welcher Gruppen-
stiarke Sie die Versuche durchfithren wollen. Obwohl alle Schiiler*innen mit ihrer
eigenen Probe arbeiten, empfiehlt es sich, mindestens Zweier-Gruppen einzuteilen.
Dadurch kann an Geréten gespart werden und eventuell verringern Teams die
Fehlerrate.
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9.4.1 Reagenzien

DPX™ DNA extraction buffer (miniPCR™, USA)

EZ PCR Master Mix™ (5x), Load Ready™ (miniPCR™, USA): PCR-Puffer,
Mg2* Ionen, Tug-DNA-Polymerase, dNTPs (Deoxynukleosidtriphosphate),
DNA-Auftragspuffer, 5x konzentriert

== NaCL-Losung (0,9 %)

== (Cvi KI-1 (NEB, Deutschland): Restriktionsenzym (5° RG*_CY 3)
= CutSmart® Buffer (NEB, Deutschland)

= Primer . 5 - GAGTGTAGTTGTTAGACGGAGAC -3’

= Primer 5'- GGAGGAGAGTTCCTTTGAGTGCCAG - 3’

rickwirts:

In @ Tab. 9.3 finden Sie Angaben, wie Sie die Reagenzien an eine Gruppe ausgeben
koénnen.

o Wichtig
Das Restiktionsenzym CviKI-I wird nicht aliquotiert, da sonst zu groBle Verluste
entstehen. Ein Kurs teilt sich ein Eppendorf-Reaktionsgefa 3.

o Wichtig
Fir die Extraktion der genomischen DNA mit Mundspiilung werden zusitzlich
25 mL 0,9 %-ige Natriumchlorid-Lésung pro Person bendtigt.

9.4.2 TBE-Puffer

Fir die Agarose-Gel-Herstellung und die Agarose-Gelelektrophorese miissen Sie
1x TBE-Puffer herstellen. 8 Tab. 9.4 zeigt, wie Sie abhingig vom Konzentrat 1x
TBE-Puffer herstellen. Bei der Herstellung wird destilliertes Wasser verwendet.

B Tab.9.3 Angabe iiber Volumina der Reagenzien zur Ausgabe an eine Gruppe

Reagenz Aliquot Volumen [pL]
DPX™ DNA extraction buffer 1 110

Primer, . 1 1,5

Primer, riickwiirts 1 1,5

EZ PCR Master Mix™ 1 35

CutSmart® Buffer 1 3,5
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B Tab.9.4 Herstellung von 1x TBE-Puffer unterschiedlicher Volumina

Reagenz Volumen Konzentrat [mL] Volumen dest. Wasser [mL]
TBE 10x konzentriert 10 90
TBE 20x konzentriert 5 95
TBE 10x konzentriert 100 900
TBE 20x konzentriert 50 950

Alternativ kann auch TAE-Puffer verwendet werden

© Wichtig
Pro Agarose-Gel werden 30 mL 1x TBE-Puffer bendtigt. Fiir die Agarose-
Gelelektrophorese werden weitere 30 mL 1x TBE als Laufpufter verwendet. Hierzu
wird jedes Agarose-Gel vor dem Auftragen der Proben mit 30 mL 1x TBE-Puffer
iiberschichtet.

Entsprechend ist die benotigte Menge an 1x TBE-Puffer direkt von der Menge be-
notigter Gele abhiangig. Wie Sie bei der Berechnung vorgehen und nahere Informa-
tionen zur individuell benodtigten Menge an 1x TBE-Puffer finden Sie unter
» Abschn. 9.4.3.

© Wichtig

Der 1x TBE-Puffer kann bei Raumtemperatur gelagert werden. Eine Verwendung ist
so lange moglich, wie keine Flocken in der Losung erkennbar sind.

9.4.3 Agarose-Gel-Herstellung

Fiir die Herstellung der Agarose-Gele konnen Sie sich an @ Tab. 9.5 orientieren.

== Agarose fiir DNA-Elektrophorese (SERVA, Deutschland)

== TBE-Puffer (SERVA, Deutschland): Tris, EDTA-Na,-Salz, Borsiure

== DNA-Stain GelGreen® nucleic acid gel stain (miniPCR™, USA): 10,000x in
Wasser

= DNA-GroBenstandard 100 bp (miniPCR™, USA): 13 Banden im Bereich 100—
3000 bp

= DNA-GroBlenstandard 50 bp (miniPCR™, USA):8 Banden im Bereich 50—
500 bp

Alternativ kann TAE-Puffer (Tris, EDTA-Na -Salz, Essigsdure; SERVA, Deutsch-
land) verwendet werden.
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O Tab.9.5 Angaben zur Herstellung eines 3 %-igen Agarose-Gels

Konzentration [%] Agarose [g] TBE-Puffer (1x) [mL] DNA-Stain * [pL]

3 0,9 30 3

* Der DNA Stain wird im Verhaltnis 1:10.000 zum verwendeten Puffer eingesetzt

Fiir den schulischen Gebrauch empfiehlt sich, TBE-Puffer zu verwenden:

— Die vollstindige Auspolymerisierung des Agarose-Gels verlauft im Vergleich
zur Verwendung von TAE-Puffer schneller.

— Agarose-Gele mit TBE-Puffer sind bei der Handhabung weniger empfindlich.

© Wwichtig
Achten Sie darauf, dass sich die Agarose fiir die DNA-Analyse mittels Elektro-
phorese eignet.

© Wwichtig
Tragen Sie Handschuhe bei der Herstellung und Beladung der Agarose-Gele.

Bei diesem Versuch konnen pro Gel acht Proben und ein DNA-GroBenstandard
aufgetragen werden. Entsprechend konnen sich jeweils zwei Gruppen ein Gel tei-
len.
Die Anzahl der benétigten Agarose-Gele berechnet sich wie folgt:
Gesamtanzahl Proben

Anzahl Gele = A 9.1)

Beispielrechnung:

Bei einer Klasse mit 24 Schiiler*innen werden drei Gele benotigt.

Die notige Menge an TBE-Puffer (1x konzentriert) in mL ldsst sich wie folgt
berechnen:

TBE p,z5,, mL = (Anzahl Gelex60mL)+60mL 9.2)

Bei drei Gelen bendtigen Sie demnach 240 mL einer einfach konzentrierten TBE-
Puffer-Losung. In dieser Angabe ist die Menge an TBE-Puffer fiir das GieBen der
sechs Agarose-Gele sowie fiir die Verwendung als Laufpuffer in der Agarose-
Gelelektrophorese einkalkuliert. Zudem werden bei dieser Berechnung zwei Fehl-
versuche bei der Agarose-Gel-Herstellung mitberticksichtigt. Anhand der Beispiel-
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rechnung wiirden Sie 300 mL 1x TBE-Puffer herstellen. Ausgehend von einem 10x
TBE-Konzentrat wiirden Sie fiir die Herstellung 30 mL 10x TBE-Konzentrat mit
270 mL destilliertem Wasser versetzten, um so Ihren 1x TBE-Puffer zu erhalten.
Der Rechenweg ist nachfolgend dargestellt. Zur Herstellung des 1x TBE-Puffers
lasst sich die benotigte Menge an TBE-Konzentrat in mL wie folgt berechnen:

_ Gesamtvolumenlx TBE — Puffer mL

MengeTBE,., . mL 9.3
& Ronzentrat Faktor des Konzentrats ©:3)
Fiir unser Beispiel ergeben sich so:
Menge 10xTBE,,,_....ret ML = 30(;—mL =30mL (9.4)
Die Menge an destilliertem Wasser in mL ergibt sich dann wie folgt:
Menge H,0,,,, mL = Gesamtvolumen 1x TBE — Puffer mL — Menge TBE ., ... ML
9.5)
Bezogen auf unser Beispiel ergibt sich:
Menge H,0,,, mL =300mL—-30mL =270mL (9.6)

9.5 Fachwissenschaftlicher Hintergrund

Die Thematik der Laktose-Verdauung ist sehr komplex und bendtigt eine Be-
trachtung des Phanomens auf verschiedenen Ebenen. In diesem Kapitel haben wir
fir Sie alle relevanten Informationen zusammengestellt, die zum Verstidndnis des
vorgeschlagenen Versuchs wichtig sind.

9.5.1 Das Enzym Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) spaltet
Laktose

Laktose kommt mit Ausnahme einiger mariner Arten ausschlieBlich in der Milch
von Sédugetieren vor, und stellt fiir Neugeborene die einzige Kohlenhydratquelle
dar (Ranciaro et al., 2014). Laktose kann als Disaccharid die Darmwand nicht
passieren, entsprechend miissen neugeborene Sdugetiere in der Lage sein diese ab-
zubauen (Ranciaro et al., 2014; Ségurel & Bon, 2017). Dies geschieht im Diinn-
darm durch das Enzym Laktase-Phlorizin-Hydolase (LPH), welches Laktose
hydrolytisch spaltet (Heine et al., 2017). LPH gehort zu den Endoenzymen (Heine
et al., 2017). Es ist iiber einen hydrophoben C-terminalen Bereich in der Zell-
membran verankert. Der N-Terminus mit den enzymatisch aktiven Dominen liegt
auBerhalb der Zelle. LPH besitzt eine interne Homologie und zwei aktive Zentren
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O Abb.9.11 Hydrolytische Spaltung der Laktose durch Laktase-Phlorizin-Hydrolase im Diinndarm.
Darstellung von LPH mit der Verankerung in die Enterozytenmembran und des Transports der
Monosaccharide Glukose und Galaktose in das Zytoplasma

(Norén & Sjostrom, 2001): Das Laktase-Zentrum spaltet hydrophile f-Glykoside,
zu denen die Laktose zahlt (B8 Abb. 9.11). Das Phlorizin-Hydrolase-Zentrum spal-
tet Phlorizin und hydrophobe f-Glykoside mit groBen Alkylketten (Hoffeler, 2009;
Mantei et al., 1988; Norén & Sjostrom, 2001; van Wering et al., 2004). Phlorizin ist
ein bitterer Naturstoff, der in Rinde, Wurzeln und Stielen vorkommt, u. a. in der
Familie der Rosaceae, zu der Apfel, Birnen und Kirschen zdhlen (Ranciaro et al.,
2014). Es wird als Naturheilmittel bei Fieber und Infektionskrankheiten, wie
z. B. Malaria, eingesetzt (Ranciaro et al., 2014).

LPH wird ausschlieBlich in den absorptiven Enterozyten des Diinndarms ge-
bildet (van Wering et al., 2004). Sie sind hochspezifische Darmzellen, die speziali-
sierte Proteine exprimieren, welche essenziell fiir die Darmfunktion sind (Leseva
et al., 2018; van Wering et al., 2004). Die Expression von LPH folgt einem strikten
topografischen Muster und ist damit ,,positionell* reguliert (Baffour-Awuah et al.,
2015; van Wering et al., 2004). Das Vorkommen von LPH ist dabei am hochsten im
Diinndarm und am niedrigsten im Dickdarm (Baffour-Awuah et al., 2015; Leseva
et al., 2018).

Bereits ab der achten Schwangerschaftswoche ist die Aktivitiat von LPH in der
Mucosa des Embryos nachweisbar (Hoffeler, 2009). Diese steigert sich bis zur 34.
Woche und erreicht ihr Maximum mit der Geburt (Lomer et al., 2008). Bei allen
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untersuchten Landsdugetieren reduziert sich die LPH-Produktion mit Ende der
Stillzeit (Hoffeler, 2009; Norén & Sjostrom, 2001).

Gelangt unverdaute Laktose in den Dickdarm, kann sie dort von Milchséure-
bakterien umgesetzt werden. Dabei handelt es sich um grampositive Bakterien,
v. a. Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostic,
Pediococcus (Lomer et al., 2008). Diese fermentieren Laktose zu Laktat, Methan,
Wasserstoff und kurzkettigen Fettsduren. In diesem Zusammenhang kann Lak-
tose als Prebiotik betrachtet werden, da Milchsdurebakterien der Symptomatik
von LNP entgegenwirken, indem sie die Fermentationsprodukte zur Reabsorption
zur Verfiigung stellen (Heine et al., 2017; Lomer et al., 2008). Allerdings liegt der
optimale pH-Wert bakterieller Laktase bei 6-8, was dem pH-Wert des Diinndarms
entspricht. Im Dickdarm sinkt der pH-Wert bis auf 4, wodurch mehr Laktose als
Disaccharid verbleibt (Lomer et al., 2008). Dadurch erhoht sich der osmotische
Sog und Wasser sowie Elektrolyte stromen in den Darm. Dies fithrt zu diinnen
Stiihlen und Diarrh6 (Hoffeler, 2009).

AuBerdem konnen im Dickdarm auch Monosaccharide wie Glukose und Ga-
laktose nicht aufgenommen werden, sondern werden dort von anderen Bakterien
zu kurzkettigen Fettsduren, Methan, Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid verstoft-
wechselt. Dadurch wird das symptomatische Spektrum stark erweitert, u. a. sind
Flatulenz und Bauchkrampfe die Folge (Heine et al., 2017; Hoffeler, 2009; Lomer
et al., 2008).

9.5.2 Genetische Grundlagen

Lange wurde nach einem Unterschied innerhalb der Gensequenz von LPH ge-
sucht, diese ist allerdings bei LP (Laktase-Persistenz) und LNP (Laktase-Nicht-
Persistenz) gleich. Entsprechend kann der Funktionsverlust von LPH im Alter
nicht fiir die phidnotypische Auspriagung der Laktoseintoleranz verantwortlich sein
(Norén & Sjostrom, 2001).

Das LCT-Gen (Laktase-Phlorizin-Hydrolase-Gen), welches LPH kodiert, be-
findet sich auf dem humanen Chromosom 2 im Abschnitt q21. In direkter Nédhe
liegen zwei Gene: MCM6 und DARS (Aspartyl-tRNA-Synthetase). MCMG6 ist in
die Initiation der DNA-Replikation involviert, seine Expression ist nicht auf den
Diinndarm begrenzt (Jensen et al., 2011). Im intronischen Bereich von M CMb6 lie-
gen mehrere regulatorische Elemente, unter anderem ein cis-aktiver Enhancer in
Intron 13, der Einfluss auf den LCT7-Promotor hat (Enattah et al., 2008; Lewinsky
et al., 2005; Liebert et al., 2016).

B Abb. 9.12 zeigt einen schematischen Uberblick des Genlocus von LPH mit
seinen regulatorischen Elementen. Die Transkription von LPH wird von einem
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O Abb. 9.12 Genlocus der Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH). Das LCT-Gen ist auf dem humanen
Chromosom 2 in Abschnitt q21 lokalisiert. Es wird zum Zentromer hin transkribiert und besteht aus 17
Exons. Die Transkription wird von einem 150 bp langen Promotor reguliert, der mehrere hoch-
konservierte Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren (TFs) besitzt. Der 2002 entdeckte SNP -13.910:C>T
liegt in Intron 13 von M CM6 und korreliert mit der andauernden LPH-Expression im Erwachsenenalter
(roter Kasten)

150 bp langen Promotor moduliert, welcher deutlich vor dem LCT-Startcodon
positioniert ist (8 Abb. 9.12 und 9.13). Dieser Promotor besitzt mehrere hoch
konservierte Bindestellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren: HNF-1a (He-
patic Nuclear Factor), Cdx-2 (Caudal Type Homeobox) und GATA (Name analog
zum Sequenz-Motiv). In Sdugetieren aktivieren Cdx-2, GATA4/6 und HNF-1a
das Gen synergistisch (Leseva et al., 2018).

Innerhalb des cis-aktiven Enhancers liegt ein nicht-klassisches Sequenz-Motiv
fiir den Transkriptionsfaktor (TF) Oct-1, welches 5°-seits von -13.910: C>T lokali-
siert ist (B Abb. 9.13) (Lewinsky et al., 2005; Olds et al., 2011). Oct-1 reguliert
zahlreiche stoffwechsel- und gewebespezifische Gene durch die Rekrutierung von
Co-Aktivatoren (Hoffeler, 2009; Segil et al., 1991). Oct-1 interagiert direkt mit
HNF-1la, bindet starker an das T-Allel und steigert in vitro die Expressionsrate
etwa um das Zehnfache, da er durch seine Rekrutierung die synergistische Aktivie-
rung des LCT-Promotors unterstiitzt (Enattah et al., 2008; Hoffeler, 2009; Lewinsky
et al., 2005; Obermayer-Pietsch et al., 2004). LP ist damit das Ergebnis einer ge-
steigerten Enhancer-Aktivitat, die durch Oct-1 gesteuert wird (Lewinsky et al.,
2005). Es wird angenommen, dass die erhdhte Promotoraktivitat ermdglicht, LPH
auch im Erwachsenenalter transkribieren zu konnen (Lewinsky et al., 2005;
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8 Abb. 9.13 Oct-1 gesteuerte TF-Rekrutierung und Einfluss des SNP auf die Methylierung des
cis-aktiven Enhancers. Der cis-aktive Enhancer innerhalb von M CMG6 enthilt eine Oct-1-Bindestelle
5¢-seits des SNP -13.910:C>T. Oct-1 rekrutiert durch seine physische Interaktion mit HNF-1a weitere
TFs und triagt zur synergistischen Aktivierung des LCT-Promotors bei. Die Affinitdt von Oct-1 an
das Wildtyp-C-Allel ist schwicher (gestrichelter schwarzer Pfeil) als seine Affinitdt an das T-Allel
(schwarzer Doppelpfeil). Uber die Zeit wird die CpG-Stelle methyliert und Oct-1 kann nicht mehr
binden. Liegt allerdings das T-Allel vor, so ist die CpG-Stelle zerstért und kann nicht methyliert

werden, wodurch Oct-1 weiter TFs rekrutieren kann und LPH weiter transkribiert wird
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0 Tab.9.6 Ubersicht der Genotypen des SNP -13.910:C>T. Genotypen des europdischen
SNP an Stelle -13.910 mit assoziierten Phidnotypen und dem prozentualen Anteil in der
Bevolkerung (Haberkorn et al., 2012; Kuokkanen et al., 2003)

Genotyp Phénotyp Bevolkerungsanteil [%]
Homozygot CC LNP - Laktase-nicht-persistent 21-34
heterozygot CT Intermediat — Laktase-persistent — (moderat) 38 — 44
laktosetolerant
homozygot TT LP — Laktase-persistent — laktosetolerant 26 —35

Liebert et al., 2016). @ Tab. 9.6 zeigt eine Ubersicht der moglichen Genotypen und
deren Auswirkungen auf den Phanotyp. Alle drei Genotypen unterscheiden sich
signifikant in folgenden Punkten:

(1) Die Expressionslevel der Allele unterscheiden sich. Bei Homozygoten ist das
Expressionslevel beider Allele identisch. Im Gegensatz dazu liegt die Ex-
pression des persistenten T-Allels von heterozygoten Individuen bei 92 % und
ist damit tiber zehnmal hoher als die Expression des nicht-persistenten C-Allels
mit Cytosin. Damit sind Heterozygote Laktase-persistent. Da fiir eine effektive
symptomfreie Verdauung von Laktose lediglich 50 % Laktase-Enzymaktivitét
notig sind, flhrt dies zu einer etablierten bzw. moderaten Laktosetoleranz (Ku-
okkanen et al., 2003; Lomer et al., 2008; Rasinperi et al., 2005). Die Expression
wird vor allem zwischen dem fiinften und zehnten Lebensjahr herunterreguliert.
Die mRNA-Level vom T- und C-Allel in Kindern unter fiinf Jahren ist im Ver-
héltnis 1:1. Bei Kindern tiber sechs Jahren sinkt der mRNA-Anteil des C-Allels
auf unter 20 % (Rasinperi et al., 2005). Der hohe Anteil der mRNA des T-Al-
lels konnte iiber die aktivierende Funktion in der Enhancer-Region im intro-
nischen Bereich von M CMG6 erklart werden.

(2) Die Laktase-Enzymaktivitét ist in den drei Genotypen statistisch unterscheid-
bar (TT >> CT >> CC). Die hochste Enzymaktivitat zeigt der TT-Genotyp,
die geringste der CC-Genotyp. Die Laktase-Aktivitit korreliert mit dem
mRNA Level (Baffour-Awuah et al., 2015; Rasinpera et al., 2005).

Der SNP ist Basis fiir einen PCR-basierten Test, der bereits fiir den europiischen
SNP klinische Anwendung findet. Er zahlt zu den direkten Nachweismethoden.
Aktuell werden verschiedene Testverfahren zur Bestimmung von LNP verwendet.

9.5.2.1 Indirekter Nachweis

Indirekte Testverfahren basieren auf den Folgen der Laktose-Verdauung fiir den
Korper: Anstieg des Wasserstoffgehalts im Atem oder des Blutzuckerspiegels. Sie
zeichnen sich durch ihren niedrigen Preis aus, sind aber zeitaufwendig und im Falle
einer LNP mitunangenehmen Symptomen fiir den Patienten verbunden (Obermayer-
Pietsch et al., 2004). Zugunsten der Vollstandigkeit wurden diese Nachweismethoden
hier integriert. Sie sind allerdings nicht Bestandteil des Moduls und sollen nicht
ohne arztliche Aufsicht durchgefithrt werden. Das Standardverfahren ist der
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H,-Atemtest: Patienten werden 50 g Laktose verabreicht und im Anschluss wird fiir
drei Stunden der H,-Gehalt des Atems alle 30 min gemessen (Haberkorn et al.,
2012). Der H,-Atemtest basiert auf der Fermentation der Laktose durch Bakterien
im Dickdarm. In Provokationsstudien stellte sich heraus, dass 10-15 g Laktose be-
reits zu Symptomen fithren kdnnen, die in 41-71 % der Fille durch Laktose-Malab-
sorption erklarbar sind (Hogenauer et al., 2005). Die Sensitivitdt dieses Tests ist mit
60-80 % gering. AuBerdem fithrt er in 20 % der Félle zu falsch-positiven oder -nega-
tiven Ergebnissen. Zu negativen Ergebnissen kann es beispielsweise durch Wasser-
stoff-Nichtexkretion kommen, die in 20 % der Bevolkerung vertreten ist und durch
methanproduzierende Bakterien bzw. eine vorangegangene Antibiotikabehandlung
erklart werden kann (Hogenauer et al., 2005; Lomer et al., 2008). Alternativ kann
auch die Verdnderung des Blutzuckerspiegels nach Aufnahme von 50 g Laktose ge-
messen werden. AuBerdem kann der Galaktose-Gehalt des Urins als indirekter
Nachweis dienen (Obermayer-Pietsch et al., 2004).

9.5.2.2 Direkter Nachweis

Ein direkter Nachweis von LNP kann entweder durch kleine intestinale Biop-
sien oder PCR-basiert erfolgen. Durch die Entnahme von Gewebeproben aus
dem Diinndarm kann die LPH-Aktivitit direkt ermittelt werden. Es handelt
sich hierbei um ein teures und hochinvasives Verfahren (Ségurel & Bon, 2017).
Allerdings kann der LPH-Aktivititstest keine Aussage tiber die Symptomatik
treffen (Hogenauer et al., 2005). Ein Vergleich des H,-Atemtests mit der Enzym-
aktivitét liefert unterschiedliche Ergebnisse; vermutlich aufgrund der Sensitivi-
tat und Spezifitat, diese ist v. a. abhéngig vom verwendeten Protokoll (Hoge-
nauer et al., 2005).

Bei dem PCR-basierten Verfahren handelt es sich um einen Gentest, der bereits
fiir den européischen SNP klinische Anwendung findet (Sibley, 2004). Fiir diesen
zeigt er eine hundertprozentige Ubereinstimmung mit den LPH-Aktivititstest aus
Biopsien (Obermayer-Pietsch et al., 2004).

9.5.3 Das Gen der Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LCT)

Die Fihigkeit, Laktose auch im Erwachsenenalter zu verdauen, bezeichnet man
als Laktase-Persistenz (LP). Das gelingt, indem die Expression des Enzyms
Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) nicht herunterreguliert wird. Es handelt sich
dabei um ein autosomal dominant vererbtes Merkmal (Heine et al., 2017). Bei
dem natiirlichen Verlauf der Genexpression wird LPH ab dem fiinften Lebensjahr
herunterreguliert (Rasinperé et al., 2005). In diesem Fall spricht man von Laktase-
Nicht-Persistenz (LNP) (Heine et al., 2017). LNP betrifft etwa 70 % der Weltbe-
volkerung und wird als Wildtyp angesehen (Haberkorn et al., 2012). Das Merk-
mal wird autosomal rezessiv vererbt, da der persistente Zustand {iber den
nicht-persistenten dominiert (Kuokkanen et al., 2003; Obermayer-Pietsch et al.,
2004). Der Phéanotyp tritt als dominante bindre Eigenschaft auf, da bereits 50 %
der Laktaseaktivitit fiir eine symptomfreie Verdauung von Laktose ausreichen
(Lomer et al., 2008). Die DNA-Sequenz von LCT ist bei Laktase-persistenten und



190 Kapitel 9 - Food Wars Episode I: Laktoseintoleranz schlagt zurlick

Laktase-nicht-persistenten Menschen identisch (Norén & Sjostrom, 2001). Ent-
sprechend ist der Funktionsverlust nicht auf ein fehlerhaftes Protein zuriickzu-
fiihren. Der Schliissel zum Verstdndnis der unterschiedlichen Genexpression von
LP und LNP liegt im regulatorischen Bereich. LCT wird auf transkriptionellem
Level reguliert (Leseva et al., 2018). In diesem Fall spielt ein Enhancer im intro-
nischen Bereich des Nachbargens MCM6 (Minichromosom Maintenance Complex
Component 6) eine entscheidende Rolle. Ein SNP an Stelle -13.910 bp, bei dem die
die Nukleobase Cytosin durch Thymin ausgetauscht wird, liegt innerhalb eines
Bindungsmotivs fiir den Transkriptionsfaktor (TF) Oct-1 (Olds et al., 2011). Oct-1
rekrutiert andere Transkriptionsfaktoren (TFs), vor allem HNF1a, wodurch er die
Aktivierung des LCT-Promotors moduliert (Enattah et al., 2008). Im Laufe des
Erwachsenwerdens wird bei Vorliegen von Cytosin die Stelle methyliert (Swallow
& Troelsen, 2016). Methylierungen dieser Art finden haufig an cytosin- und guanin-
reichen Stellen statt (CpG-Stellen). Ist das der Fall, kann der TF Oct-1 nicht mehr
binden und es findet keine Transkription des LCT-Gens statt. Liegt stattdessen der
SNP und damit Thymin vor, kann die Stelle nicht methyliert werden und Oct-1
bindet auch noch im Erwachsenenalter und die Transkription von LCT kann wei-
ter stattfinden (Labrie et al., 2016). Dies wird schematisch in 8 Abb. 9.13 verdeut-
licht. Der Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) an der Stelle -13.910 stromauf-
wirts ist somit dafiir verantwortlich, dass im Erwachsenenalter LPH exprimiert
werden kann oder nicht.

Beim Menschen zeigt die Abnahme der Genexpression grof3e geografische und
ethnische Unterschiede: Beispielsweise verlieren 80-90 % der Chinesen und Japa-
ner die Expression bis zum vierten Lebensjahr, wihrend es bei Europédern deutlich
weniger sind (Hoffeler, 2009). Analog dazu sind bisher mehrere SNPs bekannt, die
ethnisch und geografisch getrennt vorliegen. Alle SNPs zeigen funktionelle Ahn-
lichkeiten. Fiir den europdischen Raum gilt der SNP -13.910 als ausschlaggebend
(Enattah et al., 2002). 8 Tab. 9.7 zeigt den prozentualen Anteil von Laktose-
intoleranz in den verschiedenen Bevolkerungsgruppen.

O Tab.9.7 Prozentualer Anteil von Laktase-Nicht-Persistenz* in ausgewihlten Bevolkerungs-
gruppen. (Nach: Obermayer-Pietsch et al., 2004)

Bevolkerungsgruppe Anteil Laktoseintoleranz [%]
Skandinavien 2

Mitteleuropa/USA (,,kaukasisch®) 20-40

Mexiko 53

Afrika 80

Stidostasien 100

*Laktase-Nicht-Persistenz ist nicht identisch mit Laktoseintoleranz (s. u.)
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9.5.4 Laktoseintoleranz - Vom Wildtyp zum Krankheitsbild

Erst im 19. Jahrhundert erkannte man Laktose als Ursache der Symptome fiir das
Phanomen der Milchunvertraglichkeit an (Hoffeler, 2009). Die Féahigkeit, Milch ver-
dauen zu konnen, galt lange als Normalzustand und erst in den 1960er-Jahren wurde
man sich der starken Verbreitung des Laktase-Mangels bewusst (Hoffeler, 2009).
Heutzutage ist Milchunvertraglichkeit und ihre Symptomatik gut untersucht und
man unterscheidet vier phdnomenologische Zustinde (Heine et al., 2017). Dies
wird in @ Tab. 9.8 veranschaulicht. Hierbei ist besonders zu betonen, dass der Be-
griff Laktase-Nicht-Persistenz sich lediglich auf die genetische Pradisposition be-
zieht, Laktase im Erwachsenenalter zu exprimieren oder nicht, wohingegen
Laktoseintoleranz die symptomatische Ausprigung beschreibt. Einfach aus-
gedriickt bedeutet das: Laktoseintoleranz = Laktase-Nicht-Persistenz + Symp-
tome (Bldhungen, Flatulenz). Kleinkinder kénnen i. d. R. 60-70 g Laktose ver-
dauen, was etwa einem Liter Milch entspricht. LNP ist bei Kindern unter fiinf
Jahren nicht klinisch; einer Symptomatik liegen meist andere Bedingungen zu-
grunde, z. B. virale Gastroenteritis, Kuhmilchallergie oder Morbus Crohn (Heine
et al., 2017). Fiir eine effektive symptomfreie Verdauung von Laktose sind lediglich
50 % LPH-Aktivitdt notig. Trotzdem kann Hypolaktasie zu einer Reihe von Sym-
ptomen fithren. Diese wurden unter » Abschn. 9.5.1 kurz dargestellt. Viele Be-
troffene sind sich des Zusammenhangs ihrer Beschwerden mit einer Laktoseunver-
traglichkeit nicht bewusst (Lomer et al., 2008). Die Symptomatik und ihre
Intensitit sind von vielen Faktoren abhingig: Laktose-Dosis, individuelle Zu-
sammensetzung der Darmflora, psychosomatische Faktoren (z. B. Stress), oro-
anale Transitzeit und physische Aktivitat (Heine et al., 2017; Hoffeler, 2009; Ober-
mayer-Pietsch et al., 2004).

0 Tab.9.8 Phinomenologische Unterschiede von Milchunvertriglichkeit

Entwickelter LPH ist von allen Disaccharidasen die letzte in der Entwicklung.

Laktase-Mangel Dabher haben Friithchen nur etwa 30 % LPH-Aktivitat. Diese konnen
bei hoher Exposition von Laktose eine Laktoseintoleranz-Sympto-
matik zeigen (Heine et al., 2017).

Angeborener Bereits im Sduglingsalter wird LPH nicht exprimiert. Hierbei

Laktase-Mangel handelt es sich um eine seltene autosomal rezessive Erkrankung, die
zu lebensbedrohlicher Dehydrierung und Elektrolyten-Ungleich-
gewicht fithrt (Heine et al., 2017). Diese rezessive Erkrankung steht
nicht mit dem im Kapitel besprochenen SNP in Zusammenhang.

Primére Laktose- Nattirlicher Verlauf der LPH-Expression mit Herunterregulierung
intoleranz (Laktose- nach der Stillzeit (» Abschn. 9.5.1 und 9.5.2).

Nicht-Persistenz, LNP)

Sekundidre Laktose- Keine Spaltung von Laktose im Diinndarm moglich als Folge
intoleranz gastrointestinaler Eingriffe oder Erkrankungen, die den Biirsten-

saum zerstoren (Heine et al., 2017).
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9.6 Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

9.6.1 Lehrplanbezug und Kompetenzforderung

Da das Thema Laktose-Persistenz und damit einhergehend Laktoseintoleranz
sehr facettenreich ist, kann das Modul an verschiedenen Stellen des Lehrplans
implementiert werden. Eine Implementation in der Unter- bzw. Mittelstufe ist
thematisch moglich, allerdings bedarf der praktische Teil einer hohen Sorgfalt
und sollte nicht ohne Uben, z. B. an einem anderen Modul, in der Mittelstufe
durchgefiihrt werden (» Tab. 4.2). In Bezug auf Mikroorganismen (MOs) wird
von den Schiiler*innen laut Lehrplan erwartet, dass sie den biotechnologischen
Nutzen von MOs erklidren, wobei ein Bezug zur Lebensmittelindustrie hergestellt
werden kann. Hier bietet sich auch das Kapitel zur Herstellung von laktosefreier
Milch an (» Kap. 10). Des Weiteren ermoglicht die Thematik der Laktose-
intoleranz eine Vernetzung der Lernbereiche Genetik, Gentechnik und Evolution.
Schiiler*innen sollen in die Lage versetzt werden, die Genwirkkette sowie die
Rolle der Proteine hinsichtlich der Merkmalsausbildung zu erklaren. AuBerdem
soll ihnen der Unterschied zwischen Genotyp und Phinotyp unter Beriick-
sichtigung der Prikonzepte sowie der Bezug zu Krankheiten bewusst werden. Der
Expressionsweg von LPH kann dort exemplarisch implementiert und weitere di-
rekte Einflussfaktoren auf den Phénotyp (u. a. Darmflora) diskutiert werden. In
Anbetracht der genetischen Grundlage von LP/LNP konnen die zugrundeliegende
Mutation und die Selektionsmechanismen als Beispiel der evolutiondren Ent-
wicklung dienen, sodass Schiller*innen Evolution als Zusammenspiel genetischer
Variabilitdt und Selektion erkldaren konnen (B8 Tab. 9.9). Auch im Bereich der
Stoff- und Energieumwandlung beim Menschen kann im Rahmen der Verdauung
der Laktose-Stoffwechsel thematisiert werden. Dabei kann die Enzymausstattung
als Angepasstheit und die Wirkungsweise von Enzymen auf Stoff- und Teilchen-
ebene exemplarisch anhand der Wirkungsweise von LPH erarbeitet werden. Auch
konnte der Gasaustausch und Atemgastransport durch die indirekten Nachweis-
verfahren fiir Laktoseintoleranz thematisiert werden. Dadurch wiirde das Kon-
zept zusétzlich in einen lebensweltlichen Anwendungskontext gesetzt werden.
Eine umfassende Implementation des Moduls empfiehlt sich in der Oberstufe.
Auch hier sollten die Lernbereiche Genetik, Gentechnik und Evolution vernetzt
werden. Mogliche Kompetenzerwartungen sind exemplarisch anhand des bayeri-
schen Lehrplans in 8 Tab. 9.9 gezeigt. Insgesamt eignet sich dieses Modul be-
sonders, um ein tiefgreifendes Verstindnis der Komplexitit genetischer Vorginge
aufzuzeigen und deren Auswirkungen zu analysieren. Wie in 8 Tab. 9.9 deutlich
wird, eignet sich die Untersuchung der Laktase-Persistenz gut als Beispiel, um am
Menschen viele genetische und evolutionédre Prozesse zu klaren und miteinander
zu vernetzen.
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O Tab.9.9 Kompetenzerwartungen und Inhalte am Beispiel ausgewihlter Lern- bzw.
Themenbereiche der Bildungspline im bayerischen Lehrplans (S. f. S. u. B. ISB, 2022)

Lernbereich/
Thema

Speicherung und
Realisierung
genetischer
Information

Regulation der
Genaktivitét

Neukombination
und Veranderung
genetischer
Information

Genetik
menschlicher
Erkrankungen
und DNA-
Analytik

Evolutions-
forschung

Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte

Schiiler*innen erlautern die Aufgaben und das Zusammenwirken von
Proteinen bei der Ausbildung von Merkmalen, Genwirkkette.

Das Merkmal Laktosetoleranz wird durch die Fihigkeit des Laktoseabbaus
durch das Enzym LPH moduliert. Dessen Transkription wird wiederum von
verschiedenen TFs reguliert. Genwirkkette: TFs aktivieren den Promotor,
LPH wird transkribiert und zur Zelloberfliche der Enterozyten transportiert.

Schiiler‘innen beschreiben mogliche Mechanismen zur Regulation der
Genaktivitat, um zu erklaren, warum trotz gleicher genetischer
Ausstattung von Zellen diese unterschiedliche Eigenschaften aufweisen
konnen und so eine flexible Anpassung an Umweltbedingungen sowie
eine Entwicklung und Spezialisierung in lebenden Systemen moglich ist.
Bezug zum cis-aktiven Enhancer und die Rekrutierung notwendiger TFs
durch Oct-1 zur Aktivierung des LCT-Promotors.

Die Methylierungsmuster an CpGs im Bereich des Enhancers sind
abhdngig vom SNP -13.910: C>T und erlauben im Falle des T-Allels eine
anhaltende Transkription der LPH im Erwachsenenalter.

Epigenetik: DNA-Methylierung, Inaktivierung des X-Chromosoms, ggf.
weitere Beispiele

Schiiler*innen erkldren den Zusammenhang zwischen genetischer
Neukombination und Evolution der bisherigen und zukiinftigen
Biodiversitat.

Koevolution: Entwicklung der verschiedenen SNPs, die mit Laktose-
toleranz korrelieren, unter Einbezug der Entwicklung der Milchwirtschaft
und der damit einhergehenden Entwicklung des modernen Menschen.
Genmutationen: Austausch, Verlust oder Einschub von Nukleotiden;
Ursachen von Genmutationen (Mutagene) und Auswirkungen auf die
Proteinfunktion

LPH als Sonderfall, da die Mutation nicht innerhalb des Gens liegt,
sondern Einfluss auf dessen regulatorische Elemente hat.

Schiiler*innen erlautern die Bedeutung der DNA-Analytik beim
Menschen in medizinischen sowie gesellschaftlichen Kontexten. Sie
analysieren und bewerten sie unter ethischen Gesichtspunkten.
Reflektion des PCR-basierten Gentests zur Analyse einer bestehenden
Laktoseintoleranz. Vorteile: Giinstig, schnell, ohne symptomatische
Nebenwirkungen fiir den Patienten. Nachteil: Keine Aussage tiber die
Symptomatik, nicht universell (weltweit) giiltig.

Genetisch bedingte Krankheiten; ethische Gesichtspunkte: z. B. Fest-
stellung der Identitdt, Massengentests, Gentests als Teil von Gesund-
heitspriifungen

Homologie molekularer Merkmale: Basensequenzvergleich, Amino-
sauresequenzvergleich

LPH als Sonderfall, da Basensequenz des Gens bei LP und LNP keine
Unterschiede zeigt. Weitergehende Analysen maoglich: Vergleich der
Sequenz fiir die PCR im regulatorischen Element bis hin zur Computer-
simulation zur Analyse der SN P-Entstehung und Verbreitung.

(Fortsetzung)
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B Tab.9.9 (Fortsetzung)

Lernbereich/ Relevante Kompetenzerwartungen und Inhalte
Thema

Mechanismen der Erweiterte Evolutionstheorie als Zusammenspiel der Evolutionsfaktoren:
Evolution Allelfrequenzinderung in einer Population durch Mutation und
Rekombination, natiirliche Selektion und Selektionsformen (stabilisie-
rend, transformierend, disruptiv, Gendrift; Fitness).
Artbildung als Folge von geographischer und 6kologischer Isolation,
reproduktive Isolation und biologischer Artbegriff, Problematik des
Artbegriffs.
Koevolution: mutualistisch, antagonistisch
Bezug sowohl iiber die Koevolution der Milchwirtschaft und gebildeter
SNPs als auch iiber die Koevolution der verschiedenen SN Ps, welche
ethnisch und geografisch getrennt sind und auf verschiedene
Domestizierungsereignisse hindeuten. Eine Vertiefung des Themengebiets ist
durch die Analyse junger Selektionsereignisse moglich.

9.6.2 Schiilerorientierung

Ausgehend von den alltdglichen Beobachtungen sowie Schiilervorstellungen und -
interessen an unterschiedlichen Erndhrungsformen eignet sich der Kontext
Laktoseunvertriaglichkeit als multifaktorielles Krankheitsbild besonders gut, um
an der Lebenswelt der Schiiler*innen anzukniipfen. Aufgrund der Komplexitit des
Kontextes sollten die Schiiler*innen mit den Grundbegriffen der Genetik und ggf.
der Evolution bereits vertraut sein, um die unterschiedlichen Genotypen zum
Merkmal Laktase-Persistenz interpretieren zu konnen und um auf Basis des fach-
lichen Verstindnisses auf die genetischen und medizinischen Zusammenhinge
schlieBen zu kénnen. Der Kontext Laktoseintoleranz bietet damit die M oglichkeit,
die genetischen Grundbegriffe erneut zu wiederholen und zu vertiefen. Um vom
schematischen Formalismus der Vererbung Abstand zu gewinnen und stattdessen
die Beteiligung der Gene an der Merkmalsauspragung aufzuzeigen (Kattmann,
2005a), kann am Beispiel der Laktoseintoleranz gut demonstriert werden. Dazu
kann der gesamte Mechanismus der Enhancer-Funktion und/oder der Herunter-
regulierung durch epigenetische Mechanismen im Unterricht bearbeitet werden
(Kattmann, 2005b). Das Verstandnis der Gene als biochemische Makromolekiile
ist wichtig, um ihr komplexes Zusammenspiel v. a. bei multifaktoriellen Er-
krankungen zu erfassen (Schwanewedel et al., 2008). In dem Kontext kann auch
die klare Trennung von Genotyp und Phidnotyp erneut demonstriert werden, in-
dem die Interaktion mit Umwelteinfliissen, v. a. durch die individuelle Darmflora,
beriicksichtigt und ihr Einfluss auf den Phéanotyp diskutiert wird (Schwanewedel
et al., 2008). Besonders hervorzuheben ist, dass die genetische Verinderung im re-
gulatorischen Bereich stattfindet (» Abschn. 9.5) und entsprechend keinen Ein-
fluss auf die Proteinstruktur hat. Hier kann besonders gut die biochemische
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0 Abb.9.14 Darstellung der Zusammenhiinge zwischen genetischen und phiinotypischen Grundlagen
sowie deren Verkniipfung mit molekularbiologischen Methoden. Am Beispiel Food Wars Episode I wird
der Ebenenwechsel (Genotyp — Analyse — Phianotyp) grafisch verdeutlicht

Wirkung von Genen gezeigt werden. 8 Abb. 9.14 verdeutlicht diese komplexen

Zusammenhinge von Genotyp und Phanotyp und deren Verkniipfung tiber die

vier verschiedenen Analyseschritte DNA-Extraktion, PCR, Restriktionsverdau

und Agarose-Gelelektrophorese. Fiir Fortgeschrittene kann an dieser Stelle auch
die Gegeniiberstellung zu anderen Modulen eingebettet werden und die Vernetzung
von Fachwissen verdeutlicht werden (» Tab. 4.2). Unter Berticksichtigung der bio-
logischen Basiskonzepte (KMK, 2005, 2020) kann an diesem Beispiel der Wechsel
zwischen biologischen Systemebenen fiir das Verstindnis komplexer biologischer

Prozesse gefordert werden (Hammann et al., 2006) (vgl. Kattmann, 2005b). Die

beiden Basiskonzepte System- und Struktur-Eigenschaftsbeziehungen stehen hier

im engen Zusammenhang. Bezogen auf Laktoseintoleranz sind drei unterschied-

liche Systemebenen mit ihren Struktur-Eigenschafts-Beziehungen und der Wechsel

zwischen ihnen bedeutsam:

1. Zellebene: In den Enterozytenzellen findet die Genexpression von LPH statt,
d. h. auf der Ebene kommen die Regulationsmechanismen des Gens sowie die
Proteinbiosynthese mit dem Transport des fertigen LPH-Enzyms zur Zellober-
fliche zum Tragen. Hier findet schon die erste Ebenentransferleistung statt,
denn aus demselben einen Gen werden viele LPH-Enzyme produziert und an
die Zelloberflache transportiert.
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2. Organebene: Im Diinndarm findet die eigentliche enzymatische Tétigkeit statt.
Die Diinndarmwand besteht aus der Summe aller Enterozytenzelloberflachen,
von denen einige LPH exprimieren. Neben LPH existieren noch viele weitere
Verdauungsenzyme. LPH als Oberflichenprotein spaltet Laktose, sodass die
Produkte Galaktose und Glukose aufgenommen werden konnen. Neben den
Verdauungsenzymen sind im Darm auch Mikroorganismen beheimatet, die ein
eigenes Okosystem bilden. Der Diinndarm ist wiederum Teil des gesamten
Darms und unterscheidet sich in seinen systemischen Bedingungen, z. B. Mikro-
organismenzusammensetzung und pH-Wert, von anderen Darmabschnitten.
Die Transferleistung zwischen den Ebenen hier ist folglich die Zusammen-
setzung mehrerer Zellen zu einem Organabschnitt.

3. Ebene des Organismus: Der Organismus Mensch, der abhidngig vom Zu-
sammenspiel seines Genotyps und der Umwelt, in diesem Fall der Zusammen-
setzung seiner Darmflora, eine graduelle Symptomatik der Laktoseintoleranz
zeigen kann oder durch seine Vorlieben gesteuert wird. Beispielsweise wissen
viele Menschen nicht, dass sie Laktase-nicht-persistent sind, weil sie aufgrund
ihrer Abneigung zu Milchprodukten keine Symptome zeigen.

Auf allen drei Ebenen kénnen die Struktur-Funktions-Zusammenhénge in Ab-
héangigkeit von der Jahrgangsstufe bearbeitet werden. Wahrend die Genexpression
typischerweise als Oberstufenthema behandelt wird, eignen sich die phéno-
typischen Einsichten im Themenbereich der Humanbiologie sowie der Ebenen-
wechsel zum Genotyp im Sinne der klassischen Genetik bereits fiir die Mittelstufe.
Des Weiteren empfehlen (Baalmann et al. 2005; Kattmann 2005a) eine Be-
trachtung der Genetik im Kontext anderer Themen, u. a. Evolution, um Pra-
konzepte zu liberwinden. Hiermit wird das Basiskonzept Entwicklung betrachtet.
Auch das gelingt mit dem Beispiel der Laktoseintoleranz unter Betrachtung ihrer
evolutiondren Entwicklung. In dem Zusammenhang kann auch die Betrachtung
genetischer Normen reflektiert werden, denn bei diesen werden gesellschaftliche
Normen und die fachlichen Konzepte der Genetik vermischt. Laktoseintoleranz
ist der Wildtyp und sollte daher nicht als Krankheit gesehen werden, allerdings
gilt Laktosetoleranz gesellschaftlich als Norm, da beispielsweise der GroBteil der
Deutschen laktosetolerant ist. Global gesehen ist Laktosetoleranz nicht weiter
verbreitet als -intoleranz und basiert eben auf einer evolutionir jungen Mutation.
In dem Kontext kann auch ein weiterer Einblick in wissenschaftliches Denken ge-
geben werden (Mayer, 2007) (» Kap. 4), indem die beiden Hypothesen Cultu-
ral-Historical und Reverse-Cause (s. Exkurs S. 198) zur Entstehung der Laktose-
intoleranz diskutiert werden. Das Augenmerk wird darauf gerichtet, wie diese
Annahmen entstanden sind, auf welcher (Daten-)Basis die Reverse-Cause-
Hypothese verworfen wurde und welche Implikationen diese Falsifikation fiir
die Selektion bedeutet. Der evolutiondre Aspekt dieser Thematik kann zum
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multiperspektivischen Denken (Feltovich et al., 1992) genutzt werden. Daran an-
knilipfend kann auch die vielfiltige Ausprigung von Laktoseintoleranz das strikte
Denken in Typen, zu dem Schiiler*innen hdufig neigen (Abschn. » 4.2.1), auf-
lockern, denn zwischen laktosetolerant und -intolerant liegt ein ganzes Spektrum
unterschiedlich ausgeprigter Symptome.

Aus der didaktischen Perspektive sollten deskriptive und normative Be-
wertungen mit Blick auf den Erwerb von Bewertungskompetenz (KMK, 2005,
2020) im Biologieunterricht bewusst unterschieden werden. Wahrend die Fest-
stellung Laktose-Persistenz vs. Laktose-Nicht-Persistenz den Genotyp wissen-
schaftlich beschreibt und die beiden vorkommenden Allele einander gegeniiber-
stellt, unterliegt die Merkmalsauspragung auf der phéanotypischen Ebene
Laktosetoleranz vs. Laktoseintoleranz mit der damit einhergehenden Sympto-
matik dariiber hinaus einer normativen Bewertung von gesund (= gut) vs. krank
(= schlecht). Insgesamt kann die Thematik Laktoseintoleranz damit auf der Basis
von wissenschaftlichen Befunden verdeutlichen, dass genetische Variation weder
gut noch schlecht im deskriptiven Sinne ist und damit die Bewertungskompetenz
der Schiiler*innen fordern (Schwanewedel et al., 2008).

Mikroorganismen spielen im Zusammenhang mit Laktoseintoleranz eine grof3e
Rolle. Einerseits pragen sie das symptomatische Spektrum von Laktoseintoleranz,
da dieses zu einem groBen Teil von der individuellen Zusammensetzung der Darm-
flora abhingig ist (Heine et al., 2017). Andererseits dienen sie als Quelle industriell
verwendeter f-Galaktosidase zur hydrolytischen Spaltung von Laktose in Milch-
produkten (Harju et al., 2012). Entsprechend kdnnen mehrere Schiilerperspektiven
auf Mikroorganismen adressiert werden. Die zufilligen Auswirkungen des bakte-
riellen Stoffwechsels auf die Verdauung konnen sowohl aus Sicht der Mikro-
organismen als auch aus Sicht des Menschen reflektiert werden. In dem Kontext
bietet sich auch die Definition von Pro- und Pribiotika an, die Mikroorganismen
enthalten, die fiir den menschlichen Organismus hilfreich sind, aber diese Hilfs-
bereitschaft nicht mit Absicht verfolgen. Diese beiden Beispiele verdeutlichen, dass
die Aktivitit von Mikroorganismen weder auf Schaden noch Nutzen des Wirts
abzielt.

Der zugrundeliegende SNP —13.910:C>T, welcher Grundlage zur Analyse der
genetischen Préadisposition von Laktase-Persistenz ist, stellt eine zufallige Muta-
tion dar, die im Laufe der Evolution selektiert worden ist (Enattah et al., 2008).
Besonders interessant ist das junge Alter der Mutation und das gleichzeitige Auf-
treten mehrerer SNPs mit gleicher Auswirkung. In dem Zuge kann verdeutlicht
werden, dass Evolution kein gerichteter Prozess der Verdnderung ist, der in allen
Individuen einer Population in gleicher Weise vor sich geht (Baalmann et al., 2004),
und die Rolle der Gene als biochemischer Stoff innerhalb eines Systems kann re-
flektiert werden.
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Vor etwa 10.000 Jahren verbreitete sich

der moderne Mensch auch aufBerhalb

Afrikas und begann Tiere und Pflanzen

zu domestizieren. Die Altersbestimmung

der SNPs, welche mit LP assoziiert wer-
den, zeigt eine Ubereinstimmung mit
dem Beginn der Vieh- und Milchwirt-
schaft in der menschlichen Geschichte.

In diesem Zusammenhang wurden zwei

Hypothesen entwickelt, die der klassi-

schen Henne-Ei-Problematik folgen

(Hoffeler, 2009; Lomer et al., 2008):

1. Cultural-Historical: Der LP-Phino-
typ war vor der Entstehung der
Milchwirtschaft selten und hat sich
im Anschluss schnell ausgebreitet.

2. Reverse-Cause: Der LP-Phianotyp
war in einigen Populationen bereits
weit verbreitet und sorgte dort fiir die
Entwicklung der Milchwirtschaft.

In Analysen fossiler DNA konnte der

SNP -13.910:C>T bis zum Mittelalter

nicht nachgewiesen werden, weshalb die

kulturhistorische Hypothese anzunehmen
ist und es sich um eine Koevolution han-

delt (Hoffeler, 2009; Lomer et al., 2008).

Ein weiterer Hinweis fiir die Koevolution

ist, dass in Regionen Europas mit hohen

LP-Anteilen auch eine Selektion von

Vieh-Milchprotein-Genen stattfand (Ber-

saglieri et al., 2004; Hollox, 2005).

Nach der Darwin’schen Selektions-
theorie muss das Konsumieren von Milch
einen Selektionsvorteil haben (Hoffeler,
2009). Dieser wird vor allem auf den zu-
sitzlichen erndhrungstechnischen Vorteil
zuriickgefiihrt (Bersaglieri et al., 2004).
Schiatzungen zufolge erzeugen laktose-
tolerante Menschen 20 % mehr frucht-
bare Nachkommen, was fiir einen erheb-
lichen Selektionsdruck spricht (Jeremy
M. Berg et al., 2018, p. 551).

Allerdings sind 10.000 Jahre aus evo-
lutiondrer Sicht eine sehr kurze Zeit, da

die Selektion nur etwa 400 Generationen
betreffen konnte (Hollox, 2005). Die
Hypothese einer kiirzlich aufgetretenen
Selektion ist schwer nachzuweisen, da
sich reguldre Codon-basierte Methoden
auf Allel-Haufigkeiten stiitzen, welche al-
lerdings neben selektiver Prozesse auch
durch demographische Prozesse (z. B. An-
derung der PopulationsgroBe oder Gene-
tische Drift) beeinflusst werden (Hollox,
2005). Es sprechen vor allem drei Dinge
fiir eine junge stark positive Selektion:

Erstens ist der Uberfluss seltener Va-
rianten ein Hinweis fiir einen Selektions-
schwung, gefolgt von einer Akkumulation
neuer seltener Mutationen, welche wiede-
rum unterschiedliche Haplotyp-Hinter-
griinde zeigen (Bersaglieri et al., 2004;
Enattah et al., 2008).

Zweitens herrschen groe Unter-
schiede in der Allel-Haufigkeit zwischen
Populationen, was auf unterschiedliche
selektive Effekte hindeutet, die zu einem
dramatischen Anstieg dieser Allele in eini-
gen, aber nicht allen Populationen fiihrte.

Drittens bleiben die geldufigen Haplo-
typen fir LP tiber die Lange von einer
Megabase fast identisch, was ungewohnlich
lang in Anbetracht ihrer Haufigkeiten ist
(Bersaglieri et al., 2004; Enattah et al., 2008;
Hollox, 2005; Ranciaro et al., 2014). Aller-
dings kann die auBergewohnliche Lange
der Haplotypen ein méglicher Grund dafiir
sein, dass ein bisher noch unbekannter
Polymorphismus LP zugrunde liegt und die
ermittelten SNPs mit diesem korrelieren
(Bersaglieri et al., 2004; Enattah et al., 2008;
Hollox, 2005; Tishkoff et al., 2007).

Die heutige LP-Verteilung lasst sich
vor allem durch konvergente Evolutions-
prozesse und einen starken positiven
Selektionsdruck erkldren (Coelho et al.,
2005; Ségurel & Bon, 2017; Tishkoff
et al., 2007).
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9.6.3 Umsetzung Food Wars Episode I: Fach- und
Methodenwissen vernetzen

Die TIMSS-! und PISA-?Studien (Baumert et al., 1998; Baumert et al., 2001;
Prenzel et al., 2007) haben in den letzten beiden Jahrzehnten gezeigt, dass Schii-
ler*innen Schwierigkeiten haben, naturwissenschaftliche Fakten, Zusammen-
hinge und Konzepte systematisch aufeinander zu beziehen und in neuen Kontex-
ten anzuwenden. Die Psychologie spricht in diesem Zusammenhang von trigem
Wissen (Renkl, 1996), d. h. Inhalte und Themen aus vorangegangenem Unter-
richt oder sonstigen Lerngelegenheiten bestehen als isolierte Wissensbestande
oder unzusammenhidngende Regeln und koénnen nicht in anderen Anwendungs-
feldern aktiviert oder fiir komplexe Probleme des Berufs- oder Alltagslebens ge-
nutzt werden.

Um dieser Problemlage zu begegnen, wurden einerseits Programme zur Unter-
richtsentwicklung aufgelegt, die gemeinsam mit Schulpraxis und Bildungs-
forschung aktiv zur Weiterentwicklung des mathematisch-naturwissenschaftlichen
Unterrichts beitragen und der additiven Haufung von unverbundenem Fakten-
wissen bei Schiiler*innen entgegenwirken sollten (z. B. SINUS (Ostermeier et al.,
2004; Ostermeier et al., 2010) oder die Kontext-Programme ChiK (Parchmann
et al., 2006), PiKo (Mikelskis-Seifert & Duit, 2007) und BiK (Bayrhuber et al.,
2007)). Andererseits reagierte die Bildungspolitik Anfang der 2000er-Jahre mit der
Einfiihrung bundesweiter Bildungsstandards, zunichst fiir den mittleren Schulab-
schluss (K. KMK, 2005) formuliert, aktuell auch fiir das Abitur (K. KMK, 2020),
die landeriibergreifend bei der Weiterentwicklung von Kerncurricula und Bildungs-
pléanen als Leitlinien dienen. Mit diesen Bildungsstandards fiir die naturwissen-
schaftlichen Unterrichtsfacher wurden im Kompetenzbereich Fachwissen Basis-
konzepte etabliert, um biologische Inhalte und Themenbereiche systematisch
aufeinander zu beziehen (Neuhaus & Spangler, 2018). Auf diese Weise sollen Letz-
tere liber Jahrgangsstufen (vertikale Vernetzung) bzw. Fachergrenzen hinweg (hori-
zontale Vernetzung) miteinander vernetzt werden, um so zwischen bereits im Unter-
richt behandelten, aktuellen oder auch kiinftigen Lerninhalten eine stdrkere
Kohérenz zu schaffen (BLK, 1998).

Unter Vernetzung versteht man eine ,,explicit verbal reference by the teacher to
ideas or events from another lesson or part of the lesson* (Stigler et al., 1999; Wa-
douh et al., 2009). In » Abschn. 9.6 wurden daher fiir Sie als Lehrkraft die Beziige
der fachwissenschaftlichen Inhalte vorangegangener Kapitel sowie Zusammen-
hinge zwischen ausgewidhlten Prikonzepten der Schiiler*innen sowie den hier
im Mittelpunkt stehenden thematischen Schwerpunkten und Begriffen heraus-
gearbeitet (S. 199), um Thnen mogliche Vernetzungen aufzuzeigen und Thren Schii-
ler*innen das kumulative Lernen von Fach- und Methodenwissen zu erleichtern.
Insbesondere das Vorwissen der Schiiler*innen spielt fiir die weitere Wissensent-

1 Third International Mathematics and ScienceStudy.
2 Program for International Student Assessment.
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wicklung eine zentrale Rolle, weil aus der Perspektive konstruktivistischer Lehr-
Lern-Theorien neue Informationen stets in vorhandene Wissensbestinde integriert
werden (Gerstenmaier & Mandl, 1995). Wird durch den Lernprozess ein qualitativ
angemesseneres, vertieftes Verstindnis eines schon vorher in Grundziigen be-
kannten Sachverhalts erreicht, spricht man von kumulativen Lernen (Harms &
Biinder, 1999).

Warum fillt das kumulative Lernen in der Biologie so schwer? Es gibt Hinweise
darauf, dass die Biologie viele Themenfelder hat, die relativ unabhéngig von-
einander gelernt werden konnen (z. B. Okologie, Genetik, Stoffwechselphysio-
logie). Sie ist damit eine vergleichsweise unstrukturierte Wissensdomane (i//-struc-
tured domain), die einerseits sehr komplex und der andererseits im Gegensatz zu
den Naturwissenschaften Physik oder Chemie eine gewisse Regelhaftigkeit tiber
wiederkehrende Muster und GesetzméBigkeiten auf den ersten Blick fehlt
(z. B. Feltovich et al., 1992). Eine konsequente Riickfiihrung auf Basiskonzepte
(z. B. Struktur und Funktion) und weitere tibergeordnete Prinzipien (z. B. Schliis-
sel-Schloss-Prinzip bei enzymatischen Reaktionen) sollen Schiiler*innen daher das
kumulative Lernen erleichtern. Des Weiteren werden die Vorstellungen von Schii-
ler*innen gerade in der Biologie an alltidglichen Beispielen erworben und stellen
haufig Lernhiirden dar (Kattmann, 2007a, pp. 2-6, 2007b). Daher finden Sie in
jedem Kapitel zur praktischen Umsetzung der molekularbiologischen Methoden
auch Hinweise auf gut untersuchte Schiilervorstellungen in dem jeweiligen
Themenbereich, damit Sie diese aktiv in Ihrem Unterricht aufgreifen und zu den
entsprechenden fachlichen Konzepten weiterentwickeln konnen (z. B. nach der
Conceptual Change-Theorie (Kriiger, 2007); weitere Unterrichtsbeispiele zur Gene-
tik findet man in Kattmann, 2007a, 2017).

Mit diesem Modul kénnen Sie explizite Referenzen zu den fachlichen Inhalten
der ersten drei Module (» Kap. 6, 7 und 8) herstellen und damit die grund-
legenden Begriffe, Zusammenhinge und Konzepte der Genetik in Threm Unter-
richt vernetzen. In den Kontexten Kriminalfall, circadianer Rhythmus und bittere
Geschmackswahrnehmung wurden bereits genetische Fragestellungen, wie das
Vorkommen von Genmutationen, thematisiert und wiederkehrend den drei zent-
ralen Arbeitsweisen der Molekularbiologie — PCR, Agarose-Gelelektrophorese
und Restriktionsverdau — untersucht. Durch das wiederholte Aufgreifen der drei
genannten Arbeitsmethoden hier in einem weiteren Kontext (Laktoseintoleranz)
wird zusitzlich das Methodenwissen vertieft, bei gesteigerter Komplexitdt des
fachlichen Inhalts. Damit ist das Modul Food Wars Episode I geeignet, durch ku-
mulatives Lernen fachliche und methodische Kompetenzen zu férdern.
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9.7 - Online-Material

Die Conceptual Change-Theorie

Schiller*innen verfiigen tiber Vorstel-
lungen, Alltagserfahrungen und Vorwis-
sen, die sie mit in den Biologieunterricht
bringen. Auf dieser Basis entstehen
Rahmentheorien, die sich tiber Jahre
entwickeln und sich im Alltag als koha-
rentes Erklarungssystem bewahrt haben
(Vosniadou, 1994). Die Rahmentheorien
stimmen haufig nicht mit wissenschaftli-
chen Vorstellungen iiberein, sodass neue
wissenschaftliche Konzepte, die im
Unterricht vermittelt werden, im Wider-
spruch zu den bestehenden Schiilervor-
stellungen stehen (Vosniadou & Brewer,
1992). Ein Konzeptwechsel erfolgt daher
nicht automatisch, sondern muss nach
konstruktivistischer Auffassung des Ler-
nens weiterentwickelt werden (Vosnia-
dou, 1999). Bildungswissenschaftliche
Erkldarungsansitze, die Lernprozesse auf
der Basis eigener Vorstellungen beleuch-
ten, werden unter Conceptual Change
zusammengefasst (Kriiger, 2007). Um
Schiilervorstellungen in Richtung des
wissenschaftlichen Konzepts entwickeln

zu konnen, miissen folgende Bedingungen

erfillt sein (Kriiger, 2007):

— Schiiler*innen missen mit ihren be-
stehenden Vorstellungen unzufrieden
sein, weil diese z. B. eine Beobachtung
oder einen neuen Sachverhalt nicht
mehr erklaren konnen.

— Das neue wissenschaftliche Konzept
muss verstandlich sein, sodass es
leicht in bestehendes Wissen integ-
riert werden kann und auch zu ande-
ren Bereichen passt.

— Die neue Vorstellung muss plausibel
sein, d. h. sie sollte auf Probleme an-
wendbar sein, die durch die alte Vor-
stellung nicht gelost werden konnten,
sowie glaubwiirdig und wider-
spruchsfrei zur alten Vorstellung sein.

—  Die wissenschaftliche Vorstellung sollte
auf andere Bereiche, auf neue Unter-
suchungsbereiche anwendbar und aus-
baufahig sein. Erleben Schiiler*innen
die neue wissenschaftliche Vorstellung
als fruchtbar, werden sie dieses Kon-
zept haufiger zur Erklarung anwenden.

9.7 Online-Material

Zur weiteren Vertiefung steht Thnen zusétzliches Material online zur Verfiigung
(sn.pub/rEt5bJ). Unter anderem finden Sie dort die Flussdiagramme in detaillier-
ter Ausfithrung. Diese eignen sich als Arbeitsanweisungen fiir Schiiler*innen fiir
die praktische Umsetzung und konnen direkt ausgedruckt werden. Entsprechend
stehen Thnen auch die Bild- und Videodateien zur Nutzung im Unterricht zur Ver-
fligung. Des Weiteren finden Sie dort verschiedene Aufgabenformate zu versuchs-
spezifischen Fragen. Online haben Sie die Moglichkeit, sich aus diesen individuelle
Arbeitsblétter zusammenzustellen. Die Musterldsungen werden Thnen dort eben-
falls angegeben.


https://sn.pub/rEt5bJ
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» Auszug eines Arbeitsblatts fiir Food Wars Episode .

Laura trinkt in der Friith ein Glas Milch und isst einen Jogurt. 30 Minuten spéter be-
kommt sie Bldhungen und Bauchkrampfe. Am Abend isst Laura Raclette mit extra viel
Kése und bekommt keine Bauchschmerzen. Benennen Sie ein mogliches Krankheits-
bild, auf das die genannten Symptome beim Verzehr von Milch und Joghurt zuriickzu-
fiihren sind. Analysieren Sie die Unterschiede in der Symptomatik bei den genannten
Milchprodukten. <

Das hier vorgestellte Versuchskonzept kann ohne weitere Sicherheitsregularien an
Schulen durchgefiihrt werden. Trotzdem konnen Sie online die entsprechenden
Sicherheitsdatenblétter abrufen (sn.pub/rEt5bJ).

Zusammenfassung

Laktoseintoleranz wird in der modernen Gesellschaft als multifaktorielles Krank-
heitsbild wahrgenommen, obwohl sie dem humanen Wildtyp entspricht. In dem Ver-
such Food Wars Episode I fithren Sie einen PCR-basierten Gentest durch, welcher in
dhnlicher Weise in europdischen Kliniken Anwendung findet. Die genetischen
Grundlagen zum Phidnomen Laktoseintoleranz sind fortgeschritten, ermdglichen
aber die Reflexion zahlreicher Schiiler*innen-Priakonzepte. Dieses Kapitel fiihrt aus-
fuhrlich in die genetischen Grundlagen zur Laktoseintoleranz ein und befdhigt Sie,
in eine Diskussion mit den Schiiler*innen einzusteigen. Das Modul ist fiir eine Um-
setzung im Klassenzimmer geeignet und enthilt wichtige Hinweise, wie Sie typische
Fehler adressieren kdnnen. Es wird durch weitere Versuche in Kapitel Food Wars
Episode II ergénzt.
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10.1 - Impuls

10.1 Impuls

Die Schule soll einerseits praktische Laborerfahrungen ermdglichen, andererseits
stehen rezeptartige Versuchsanleitungen in der Kritik, weil sie bei der Durch-
fiihrung keine Reflexion fordern und nicht alle wesentlichen Schritte naturwissen-
schaftlicher Erkenntnisgewinnung durchlaufen (Hofstein & Lunetta, 2004). Ins-
besondere Fragestellungen und Hypothesen werden selten formuliert oder
Experimente selbststindig zur Beantwortung der Fragestellung geplant (Klahr &
Dunbar, 1988). Die praktische Einlibung der Arbeit mit Mikropipetten sowie der
molekularbiologischen Methoden PCR und Agarose-Gelelektrophorese an aus-
gewiahlten Alltagskontexten (» Tab. 4.2) kdnnen durchgefithrt werden, ohne alle
Schritte der naturwissenschaftlichen Erkenntnisgewinnung zu durchlaufen, indem
beispielsweise die Fragestellung und Hypothesenbildung iibersprungen wird.
Molekularbiologische Methoden nehmen in Laboren, iibertragen auf die schuli-
sche Einordnung, eine Zwischenstellung ein. Die Durchfithrung von PCR oder die
Anfertigung Gelen bleibt hdufig gleich oder wird nur minimal angepasst, wodurch
die Anwendung dieser Arbeitstechniken in die Kategorie ,,Kochbuchrezept* fallen
konnte. Allerdings ist das Ergebnis hidufig nicht intuitiv verstdndlich und muss in
Bezug auf eine Hypothese interpretiert werden, womit diese Arbeitstechniken in
einen anspruchsvollen Experimentierzyklus und die wissenschaftlichen Erkennt-
nismethoden eingebettet werden. Sind die moéglichen Genotypen in einer Popula-
tion allgemein bekannt, kann eine Vermutung bzgl. des eigenen Genotyps anhand
der phanotypischen Merkmale aufgestellt und durch die individuellen Ergebnisse
im Agarose-Gel tiberpriift werden.

Zwei Banden beim Eat, Sleep, Repeat (» Abschn. 7.3) bedeuten das Vorliegen eines
Mischtyps. Lisa formuliert entsprechend eine Vermutung zu ihrem Genotyp: ,,Ich
komme morgens sehr gut aus dem Bett und werde abends frith miide — ich glaube, bei
mir lage nur eine Bande fiir das Lerchen-Allel vor.* Ergebnis: Das Gelbild von Lisa zeigt
einen Mischtyp. Damit kann diskutiert werden, dass der Genotyp nicht zwingend mit
dem wahrgenommenen Phidnotyp tbereinstimmen muss. Die aufgestellte Hypothese
muss falsifiziert werden. Im Rahmen der Diskussion sollte reflektiert werden, inwiefern
mogliche Umweltfaktoren die individuelle Wahrnehmung auf der phédnotypischen
Ebene beeinflussen (> Abschn. 7.6). €

Gleichwohl ist die Einiibung fiir die Schiiler*innen neuer molekularbiologischer
Arbeitstechniken ggf. zunichst auch ohne einen gro3eren wissenschaftsmethodischen
Kontext erforderlich, um Routine in der praktischen Arbeit zu gewinnen und die
Lernenden nicht durch die Komplexitit der naturwissenschaftlichen Erkenntnis-
gewinnung zu iiberfordern. Auf der Basis vertrauter praktischer Routinen kdnnen
aussagekraftige Experimente geplant und durchgefithrt sowie die Ergebnisse ein-
deutig interpretiert werden, um weitere Kompetenzen zur Erkenntnisgewinnung zu
fordern (vgl. Rahmenkonzept wissenschaftsmethodischer Kompetenzen (Mayer, 2007,
S. 178), » Kap. 4). Dariiber hinaus spiegeln diese standardisierten Vorgehensweisen
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der molekularbiologischen Methoden auch den Berufsalltag von Forschenden und
Laborassistenten in den Lebenswissenschaften, der Medizin und in weiteren Diszi-
plinen wider, denn dort erfolgt die Anwendung der Standardmethoden auf die glei-
che Weise.

10.1.1 Verschiedene Arbeitstechniken - Werkzeugkasten der
Forschung

Sie wollen einen Versuchsaufbau, der Ihren Schiiler*innen die Grundlagen der Zu-
sammenhénge erklart (8 Abb. 10.1)? Sie mochten Thre Schiiler*innen ausgehend
von eigenen Fragestellungen selbststindig forschen lassen, in dem Sie relevante
Variablen bestimmen und kontrollieren? Sie wollen beim praktischen Arbeiten
nicht nur die DNA-Ebene, sondern auch die Proteinebene beriicksichtigen? Dann
sind Sie nicht allein. Lehrkrifte, die an unseren Fortbildungen teilnahmen, duBer-
ten wiederholt den Wunsch ,,mit Enzymen® und ,,wie in der Industrie” zu arbeiten.
Entsprechend entstand die Idee zu diesem Kapitel in Ergdnzung zu dem voran-
gegangenen.

© Wichtig
Bei der Entwicklung dieses experimentellen Moduls beriicksichtigten wir folgende
Parameter: Es sollte (1) kostengiinstig fiir den Einsatz an Schulen sein; (2) eine curri-
culare Relevanz haben sowie (3) interessant fiir Schiiler*innen sein und dies durch die
Verkniipfung eines Alltagsphdnomens mit industriellen Standards gewéhrleisten.

Schnell war klar, dass sich zu diesem Zweck nur ein Enzym anbietet: Laktase
(LPH). Diese ist im Gegensatz zu anderen Enzymen kostengiinstig und in Tabletten-
form in beliebigen Drogeriemirkten zu erwerben. Allerdings ist ihr industrieller
Einsatz aufgrund ihres geringen Preises eher unspektakulir. Um Milchprodukte
laktosefrei herzustellen, wird Laktase im Uberschuss hinzugegeben. Andere En-
zyme werden wiederverwendet, weil ihre Riickgewinnung und Aufreinigung giins-
tiger ist, als jedes Mal neues Enzym zu verwenden. Eine Moglichkeit dazu bietet
die Immobilisierung. Allerdings sind standardisierte Immobilisierungsmatrices
teuer und teilweise als Schulreagenz verboten. Natriumalginat (Abschn. 10.6.4) ist
dagegen allgemein aus der molekularen Kiiche bekannt und bietet an dieser Stelle
einen Losungsansatz und wird hier entsprechend zur Immobilisierung der Laktase
eingesetzt. Das letzte Problem ist der Nachweis. Laktose sowie ihre Abbauprodukte
Glukose und Galaktose sind jeweils reduzierende Zucker, was zum einen standar-
disierte photometrische Messungen erschwert. Zum anderen sind die industriell
verwendeten Methoden technisch aufwendig und damit teuer. In diesem Modul
stellen wir daher sowohl einen direkten als auch indirekten Nachweis vor, wobel
der indirekte Nachweis technisch spannender ist und ein Verstindnis der Variablen-
kontrolle fordert. Wie Sie sehen, bedienten wir uns aus unterschiedlichsten Quel-
len, um industrielle Vorgehensweisen fiir den Unterricht experimentell zugénglich
zu machen. Allerdings ergeben sich dadurch individuelle Adaptionsmoglichkeiten
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Gluckstadter Anzeiger

Japan-Austausch: Die Bio-AG passt sich an
In Kooperation mit der Molkerei Glicks-Milch werden
Milchprodukte laktosefrei

Gliickstadt, 11.06.2019 Moderne Milchverarbeitung
Wie jedes Jahr begriiRt das In vielen traditionellen Verarbeit-
Gymnasium Glickstadt auch ungsprozessen der Milch wird
diesen Sommer wieder 25 Laktose abgebaut: Alleine 99%
Schuler*innen aus dem ver- bei der Butterherstellung und bis
traumten Takayama, Japan. zu 90% bei der Kéaseherstellung.
Doch dieses Jahr haben sich Die Biotechnologie ermdglicht heut-
die Schiilerinnen etwas ganz zutage Laktose in Milch und anderen
Besonderes ausgedacht. Milcherzeugnissen enzymatisch zu
spalten. Dadurch kénnen auch diese
Die Bio-AG: Produkte von laktoseintoleranten
Seit zwei Jahren gibt es die Bio- Personen genossen werden.

AG am stédtischen Gymnasium
Gluckstadt, die sich mit allerhand
praktischen Themen, wie der
Imkerei und Gemiiseanbau
beschéaftigt.

B Abb. 10.1 Ausschnitt eines thematisch passenden Zeitungsartikels. Dieser Zeitungsartikel ist eines
von mehreren Elementen, die Thnen als didaktisches Begleitmaterial online zu den Versuchen zur
Verfiigung gestellt werden

in Bezug auf Komplexitit und Schwerpunksetzung. In Erginzung zum bisherigen
Vorgehen stellen wir in diesem Kapitel daher eine exemplarische experimentelle
Planung vor. Fiir ein leichteres Verstdndnis orientiert sich der hier vorgestellte Bei-
spielaufbau an der iibergeordneten Fragestellung fiir den Biologieunterricht: Wie
werden laktosefreie Milchprodukte hergestellt?

10.1.2 Forschendes Lernen - aber richtig: Wie werden
laktosefreie Milchprodukte hergestelit?

Aus der libergeordneten Fragestellung leiten sich bereits erste Annahmen ab. Sie
konnen Hypothesen durch Thre Schiiler*innen erarbeiten lassen, da sie den Aus-
gangspunkt fiir die Planung von Experimenten bilden (Abschn. 10.7.2).
H1: Das Enzym Laktase (LPH) kann Laktose in herkdmmlicher Milch spalten.
Eine Kurzanleitung zum richtigen Vorgehen bei der Hypothesenbildung finden
Sie unter Abschn. 10.7.2. Zu diesen Hypothesen miissen aussagekriftige Experi-
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mente geplant werden. Hierbei miissen viele Variablen kontrolliert werden, um die
Ergebnisse interpretieren und eine eindeutige Aussage zu den Hypothesen treffen zu
konnen. Die Hypothesenbildung ist komplex und féllt vielen Schiiler*innen schwer.
Wie Sie diese bei dem Prozess begleiten konnen und was bei der korrekten Hypo-
thesenbildung beachtet werden muss, wird detailliert in » Abschn. 10.7 erklart. Aus
der iibergeordneten Forschungsfrage ,,Wie werden laktosefreie Milchprodukte
hergestellt? leitet sich eine zweite Forschungsfrage ab: ,,Wie kann der Abbau von
Laktose nachgewiesen werden?* Diese zweite Frage betrifft jedes Forschungsvor-
haben, ist im speziellen Fall der Schule besonders relevant, da nicht alle gingigen
Nachweismethoden zur Verfiigung stehen.

Die Entfernung der Laktose aus Milch und die Uberpriifung der erfolgten Re-
aktion geschieht im hier vorgestellten Experimentierplan schrittweise. In Deutsch-
land gelten Lebensmittel als ,,laktosefrei* bei einem Laktosegehalt von 0,1 g auf
100 g Lebensmittel.! Die bei der Laktasespaltung entstehenden Zucker kénnen als
Ausgangsstoffe fiir den Hefe-Stoffwechsel dienen. Dass Hefe bestimmte Zucker
verstoffwechseln kann, ist Schiiler*innen bereits aus dem Alltag bekannt, z. B. Brot-
und Pizzabacken, Bierbrauen. Auch hierzu konnen Ihre Schiiler*innen ent-
sprechende Hypothesen aufstellen, z. B.:

H2: Hefe-Enzyme konnen die Zucker, die bei der Spaltung von Laktose durch
Laktase entsteht, im Stoffwechsel abbauen. Diese Reaktion kann zum Nachweis
genutzt werden.

10.1.3 Adaptivitat durch Kontextuierung

Die vorgestellte Versuchsplanung ist hochgradig anpassungsfihig. Zwar stellen wir
die fachlichen Grundlagen in den Kontext der laktosefreien Milchprodukte, Sie
konnen ein vergleichbares Vorgehen und die verwendeten Arbeitstechniken jedoch
auch in weiteren Zusammenhédngen umsetzen, weil das Prinzip von Enzym-
reaktionen iibertragbar ist und die vorgestellte experimentelle Planung mithilfe der
Nachweisreaktionen auf die Eigenschaften von ausgewidhlten Zuckern abzielt.
Entsprechend kommen als thematische Rahmung auch Zuckerkonsum, Stoff-
wechsel von Mikroorganismen, Enzymkinetik, Proteinchemie, Prozessverfahren in
der Lebensmittelindustrie in Frage. Geben Sie sich selbst und Thren Schiiler*innen
die Moglichkeit, das Experimentieren neu zu entdecken.

Aus dem Grundgedanken der Herstellung laktosefreier Milchprodukte durch
Laktase und dessen Nachweis im Schulkontext ergeben sich die oben angedeuteten
Variationsmdglichkeiten. Da Laktase nach industriellen MaBstiben ein ver-
gleichsweise gilinstiges Enzym ist, wird es einfach zur Milch hinzugegeben, ohne
den Anspruch, es im Anschluss herauszufiltern. Bei den meisten anderen Enzy-
men ist das nicht der Fall, weshalb diese immobilisiert werden (Abschn. 10.6.3).

1 Online Auftritt LGL Bayern: » https://www.lgl.bayern.de/lebensmittel/warengruppen/wc_02_
milchprodukte/ue_laktosefreie_produkte.htm.


https://www.lgl.bayern.de/lebensmittel/warengruppen/wc_02_milchprodukte/ue_laktosefreie_produkte.htm
https://www.lgl.bayern.de/lebensmittel/warengruppen/wc_02_milchprodukte/ue_laktosefreie_produkte.htm
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10.2 - Planung und Vorbereitung des Klassenraums

@ Abb. 10.2 Ubersicht der Reagenzien, Losungen und Materialien. a Darstellung der bendtigten
Materialien fiir die micro scale-Anwendung 1: Aufbewahrungsbox, 2: Kleines Reagenzglas mit Loch-
Stopfen, 3: Girungsréhrchen, 4: Becherglas (50 mL), 5: Spritze (10 mL). b Ubersicht iiber samtliche
Materialien und Reagenzien 1: Losungen (Glukose, Laktose, Milch), 2: Kalkwasser, 3: Sechs
Reagenzgliser im Reagenzglasstinder, 4: Sechs Garungsrohrchen, 5: Hergestellte Alginat-Kiigelchen
(Laktase, Hefe, Hefe-Laktase), 6: Indikator, 7: Pulverloffel zum Einfillen der Alginat-Kiigelchen,
8: Pipetten zum Einfiillen der Lésungen

Dieses Prozessverfahren und seine Hindernisse kann selbst zum Schwerpunkt von

Untersuchungen der Schiiler*innen werden, z. B.:

= Wird die Enzymreaktion durch die Immobilisierung von Laktase beeinflusst?

= Beeinflusst die Konzentration der Trigermatrix (hier: Alginat) die Enzym-
reaktion?

In diesem Kontext kdnnen Sie Laktase auch als Beispielenzym fiir die Erforschung

der Enzymkinetik unter variablen Bedingungen verwenden, z. B.:

== Welchen Einfluss haben Substratkonzentration, Temperatur oder der pH-Wert
auf die Reaktionsgeschwindigkeit?

Fiir den Nachweis des Laktose-Abbaus bedienen wir uns in diesem Setting der

Hefe. Als Modellorganismus kann diese unabhéngig von laktosefreien Milch-

produkten ebenfalls fokussiert werden:

= Kann Hefe jeden Zucker verstoffwechseln?

== Welche anderen Energiequellen auBler Kohlenhydrate werden von Hefen im
Stoffwechsel genutzt?

10.2 Planung und Vorbereitung des Klassenraums

Die Umsetzung der Experimente kann in jedem Raum, der mit einem Wasch-
becken ausgestattet ist, erfolgen. Weitere Voraussetzungen an die Raumlichkeit
miissen nicht geschaffen werden. Informationen zu den grundlegenden Vor-
bereitungsmaBnahmen durch Sie als Lehrkraft finden Sie im » Abschn. 10.5. Eine
Ubersicht aller benétigten Reagenzien und Materialien zur Durchfithrung dieses
Versuchs im micro scale-MaBstab ist in @ Abb. 10.2 gezeigt.

© Wichtig
= Pro Gruppe ein Miillgefal3
== Pro Gruppe ein Folienstift
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Micro scale-Box: Reagenzglas mit Stopfen, Garungsrohrchen,
Becherglas (20 mL), Einwegspritze (10 mL), Einwegpipetten (3 mL)
Magnet-Heizriithrer inkl. Rithrfisch

Mindestens eine Waage (Genauigkeit d = 0,01)

Messzylinder (z. B. 100 mL)

Becherglaser zur Herstellung der Losungen (mind. 50 mL)
Erlenmeyerkolben, Weithals (mind. 250 mL)

Kleine Bechergliaser zur Lagerung der Alginat-Kiigelchen (20 mL)
Reagenzglasstinder

Pulverloffel und Spatel

Teesieb zum Abtrennen der Alginat-Kiigelchen aus der Losung
Reagenzien und Losungen (Abschn. 10.5)

© Wichtig
Besorgen Sie im Vorfeld noch Béckerhefe und Laktase-Tabletten. Letztere sind in
einer Reihe von verschiedenen Ausfiihrungen in Super- oder Drogerieméarkten er-
héltlich. Natrium-Alginat konnen Sie online erwerben oder in einer Apotheke.

0 Testen Sie [hre Biackerhefe-Losung vorab mit dem Glucose-Oxidase-Streifen, da in
Abhingigkeit von der Zusammensetzung ggf. ein positiver Nachweis erfolgen
kann und dann das Versuchskonzept nicht funktioniert. Weichen Sie auf ein Alter-
nativprodukt aus.

© Wichtig
Setzten Sie die Alginat-Losung einen Tag vor der Versuchsdurchfithrung an, da Nat-
rium-Alginat sehr lange braucht, um sich vollstindig zu 16sen. Alternativ kann der Pro-
zess durch Erhitzen der Losung beschleunigt werden, aber auch dann miissen Sie aus-
reichend Zeit einplanen, damit die Losung wieder auf Raumtemperatur abkiihlen kann.

Die Vorbereitung der anderen Losungen kann je nach individueller Planung eben-
falls durch Sie im Vorfeld geschehen oder als Arbeitsauftriage an die Schiiler*innen
gegeben werden. Eine detaillierte Aufstellung aller verwendeten Reagenzien, Lo-
sungen und Materialien ist in » Abschn. 10.5 zu finden. Entfernen Sie vor Unter-
richtsbeginn alle nicht zum Versuch gehdrenden Materialien von den Schulbédnken.
Bereiten Sie alle ndtigen Materialien vor und bauen Sie die fiir den Versuch be-
notigten Gerite auf (@ Abb. 10.2).

© Wichtig

Es empfiehlt sich, wiahrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen. Weisen
Sie Thre Schiiler*innen auf die allgemeinen Verhaltensregeln in einem Labor hin.

10.3 Durchfiihrung

Sie sind bei der Durchfithrung dieses Modulabschnitts vollig frei und konnen ver-
schiedene Schwerpunkte setzen, auf diese wird unter » Abschn. 10.7 genauer ein-
gegangen. In diesem Kapitel stellen wir die Planung der Experimente zu den unter
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10.3 - Durchfiihrung

Versuchsiibersicht

liber Nacht
inkubieren

ORI GCEN

| Phenolphthalein| |GIukose-0xidase-Test | | Wohlk-Probe |

positiv. negativ positiv. negativ positiv  negativ

<4+

B Abb. 10.3  Versuchsiibersicht Enzymimmobilisierung und ihre Anwendung mit Alginat-Kiigelchen.
Die Versuchsdurchfithrung ist je nach Ausfiihrlichkeit in ein bis zwei getrennten Doppelstunden
moglich. Am ersten Tag werden die Losungen vorbereitet, die Alginat-Kiigelchen hergestellt und die
verschiedenen Reaktionsansitze gestartet. Dabei kann ein individueller Fokus auf eine Reihe von
Fragestellungen bzw. Arbeitstechniken gelegt werden. Die Reaktionen werden iiber Nacht inkubiert.
Wenn die erfolgreiche Enzymreaktion indirekt iiber die Kohlendioxid-Entstehung nachgewiesen wer-
den soll, konnen die Ergebnisse von der Lehrkraft dokumentiert und zur Diskussion in den Unter-
richt mitgebracht werden. Weitere Nachweisreaktionen konnen an einem zweiten Versuchstag durch-
gefiihrt werden: Glukose-Oxidase-Test und Wohlk-Probe

» Abschn. 10.1 genannten Hypothesen vor, welches in einer kleinstmoglichen An-
zahl an Ansétzen den groBtmoglichen Vergleich der Variablen erlaubt und sich auf
die im Impuls gestellten Forschungsfragen bezieht. Falls Sie andere Forschungs-
fragen/Hypothesen wiéhlen, missen Sie die Ansdtze entsprechend anpassen. Zur
Uberpriifung der Hypothesen wird mit immobilisierten Enzymen gearbeitet, weil
so das industrielle Herstellungsverfahren ,,im Kleinformat* nachvollzogen werden.

In @ Abb. 10.3 ist die Versuchsiibersicht unter Angabe der praktischen Durch-
fihrungsschritte gezeigt. Damit Sie als Lehrkraft einen ersten Eindruck dariiber
bekommen, wie viel Zeit die praktische Durchfithrung der einzelnen Teilschritte in
Anspruch nimmt, sind entsprechende Zeitangaben in die Abbildung integriert.
Erfahrungsgemal lasst sich dieser Versuch sehr gut in zwei getrennten Doppel-
stunden umsetzten. Die verschiedenen Reaktionsansédtze werden iiber Nacht ste-
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hen gelassen. Erst am Folgetag konnen die Ergebnisse ausgewertet werden, da fiir
einen erfolgreichen Kohlendioxid-Nachweis in diesem Versuch eine Reaktions-
dauer von mindestens vier Stunden beno6tigt wird. Sofern die Auswertung der Re-
aktionsansétze lediglich tiber die Kohlendioxid-Entstehung erfolgen soll, konnen
als Alternative die Ergebnisse von Thnen dokumentiert werden und in den Unter-
richt zur Diskussion mitgebracht werden. Hierbei ist eine Umsetzung des Ver-
suchs durch die Schiiler*innen in einer Doppelstunde moglich. Unsere Ein-
schitzungen der Zeiten konnen je nach Jahrgangsstufe und praktischem
Erfahrungsbereich Threr Schiiler*innen abweichen. Anhand der Fragestellung
sollte entschieden werden, welche Formen der Alginat-Kiigelchen hergestellt wer-
den. Wollen Sie abweichend von unserem Vorschlag beispielsweise nur auf den
Stoffwechsel der Hefe mit verschiedenen Zuckerderivaten eingehen, brauchen Sie
keine Laktase-Kiigelchen herzustellen. Wollen Sie aber den Einfluss der Im-
mobilisierung auf die Enzymreaktion untersuchen, brauchen Sie alle Kugel-
varianten und jeweils Ansitze, bei denen die Reagenzien nicht in Alginat ein-
geschlossen werden. Unter » Abschn. 10.1.3 finden Sie weitere Anregungen, wie
Sie mit Schiiler*innen Forschungsfragen und ggf. auch dazu passende Hypothesen
bilden kénnen.

Aus der exemplarischen Forschungsfrage mit Hypothesen unter » Abschn. 10.1
ergeben sich die folgenden Ansitze: Milch ist eine komplexe Losung mit vielen
Inhaltsstoffen, darunter Laktose. Da Laktose direkt nur Uber die Wohlk-Probe
nachgewiesen werden kann und dieser Nachweis einige Hiirden bei der Umsetzung
im Klassenraum bietet, z. B. Abzug oder noch ungekliarter Reaktionsmechanismus
(» Abschn. 10.3.3.4), stellen wir Thnen auch Nachweismethoden der anderen be-
teiligten Stoffe vor. Beispielsweise muss ausgeschlossen werden, dass die Hefe an-
dere Komponenten verstoffwechseln kann als Glukose, z. B. Milchprotein, oder
dass Kohlendioxid bereits aufgrund der in Trockenhefe enthaltenen Starter ent-
steht. Dies ist sowohl fiir die Reaktion der Laktase (Spaltung von Laktose) als
auch fiir die Reaktion der Hefe (Abbau der Glukose) wichtig. Auf diese Weise
konnen durch die Nachweisreaktionen einzelne Reaktionskomponenten separat
iiberprift und damit auch falsch-positive Reaktionen ausgeschlossen werden. Im
Folgenden werden die Durchfiihrungsschritte der einzelnen Methoden im Detail
beschrieben.

In diesem Versuch kann jede*r Schiiler*in seine eigenen Ansitze analysieren. Es
empfiehlt sich, ein einheitliches Beschriftungssystem festzulegen, z. B. die Initia-
len. Das erleichtert den Schiiler*innen, ihre eigenen Ansitze auch nach der Inku-
bation tiber Nacht zu identifizieren.

© Wwichtig
Achten Sie bei der Durchfithrung auf die allgemeingiiltigen Prinzipien des siche-
ren Arbeitens im Labor, um Schiiler*innen friithzeitig fiir diese zu sensibilisieren.
Es empfiehlt sich, wihrend des gesamten Versuchs Handschuhe zu tragen.



217 1 o

10.3 - Durchfiihrung

10.3.1 Herstellung der Alginat-Kiigelchen

Je nach Fragestellung (» Abschn. 10.1.3) konnen die Schiiler*innen in Tandems
oder in groBeren Gruppen die fiir ihre Experimente bendtigten Alginat-Kiigelchen
herstellen (B8 Abb. 10.4). Zur Immobilisierung von z. B. Enzymen eignet sich hier-

Variante 1: Hefe-Alginat-Kiigelchen

AN

Hefe-Alginat -
—— [
(Fee ©7—100 mL
[ ]
mso  Wom =P o Hon—P
Trockenhefe Wasser Natrium- CaClz-Lésung
Alginat-
Lésung

Variante 2: Laktase-Kiigelchen

- /

<)
{ e Laktase-Alginat <
100 mL
C@aon P @ Bon et
Laktase Wasser Natrium- CaClz-Lésung
Tabletten Alginat-

Lésung

Variante 3: Hefe-Laktase-Alginat Kiigelchen

o /

o Hefe-Laktase | |
4 Alginat g
4 ﬂ 100 mL
‘@ aom E - &som [ome @7 |
Laktase Hefe-Lésung Natrium- CaCl: Lésung
Tabletten Alginat-

Lésung @

O Abb. 10.4 Herstellung verschiedener Alginat-Kiigelchen. Die iiber Nacht vorbereitete Natrium-
Alginat-Losung wird je nach gewiinschter Alginat-Kiigelchenvariante zur entsprechenden Losung
gegeben (Anleitungen zur Herstellung der Losungen in » Abschn. 10.5). Variante 1: Reine Hefe-
Alginat-Kiigelchen (H), Variante 2: Reine Laktase-Alginat-Kiigelchen (L), Variante 3: Co-
Immobilisierung von Hefe und Laktase in Alginat-Kiigelchen (HL). Es muss darauf geachtet werden,
dass sich beim Mischen keine Blasen bilden (p https://doi.org/10.1007/000-6fy)
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fiir Alginat zum FEinsatz an Schulen besonders, weil es frei verkduflich, kosten-
giinstig und ungeféhrlich ist.

© Wichtig
Die in @ Abb. 10.4 beschriebene Anleitung zur Herstellung von Alginat-Kiigel-
chen reicht fiir etwa zehn Ansitze pro Kugel-Sorte. Alle Angaben kénnen nach
Bedarf angepasst werden.

Vorsichtig umrithren, um Blasenbildung zu vermeiden, da sonst die Kugelbildung
beeintrachtigt wird.

== Laktase-Tabletten im Morser zerkleinern, um das Aufldsen zu erleichtern.

== Pro 10 mL Wasser oder Hefe-Losung wird eine Laktase-Tablette benotigt.
Hefe-Losung (H) bzw. Laktase-Losung (L) bzw. HL-Losung zu einer dqui-
valenten Menge Natrium-Alginat-Losung hinzugeben.

© Wichtig
Zu einer 50 mL Laktase-Losung (enthélt fiinf Laktase-Tabletten), werden 50 mL
Natrium-Alginat-Losung zugegeben.

== Alginat-Losungen (H, L oder HL) jeweils mit einer Einwegspritze (10 mL) auf-
ziehen.
== Einen 250 mL Erlenmeyerkolben mit 100 mL Calciumchlorid-Losung fiillen.
— Die Calciumchlorid-Losung wird bei 300 UpM (Umdrehungen pro Minute)
geriihrt.
Ist kein Magnetrithrer vorhanden, kann der Kolben alternativ auch ge-
schwenkt werden.
== Tropfen Sie die Alginat-Losung langsam mit ihrer Spritze in die Calciumchlorid-
Losung, die Alginat-Kiigelchen gelieren dabei.
== Die Alginat-Kiigelchen kénnen anschlieBend abgesiebt und sofort verwendet
werden.

© Wwichtig
Sie konnen die Alginat-Kiigelchen mindestens zwei Tage im Kiihlschrank lagern,
ohne dass diese ihre Funktionalitét verlieren. Lagern Sie die Kiigelchen feucht, um
ein Austrocknen zu verhindern. Die Aufbewahrung in Fliissigkeit wird durch das
Aufquellen der Kiigelchen nicht empfohlen. Dichten Sie die Gefalle zur Lagerung
ab, z. B. mit Frischhaltefolie oder Parafilm.

Fir groBere Forschungsansitze mit Alginat konnen auch Biiretten fiir die Her-
stellung der Kiigelchen genutzt werden, da dadurch eine weitere Variablenkontrolle
moglich wird.
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10.3.2 Vorbereitung der Reaktionsansatze

Die hergestellten Alginat-Kiigelchen konnen nun dazu genutzt werden, um Lak-

tose enzymatisch aus Milch zu entfernen. Die verschiedenen Kugelvarianten die-

nen der Variablenkontrolle. Im Folgenden wird beispielhaft ein Set an Versuchs-
ansitzen vorgestellt (B Abb. 10.5), das sich an der Beispielforschungsfrage mit
ihren Hypothesen orientiert.

Experimentalansétze:

1. Milch mit Laktase-Alginat (M LA): In Abhéngigkeit von der verwendeten
Milch dient dieser Ansatz als Experimentalansatz. Die Laktase spaltet das
Substrat Laktose in (tierischer) Milch in Glukose und Galaktose. Die Glukose
kann direkt oder indirekt nachgewiesen werden.

2. Milch mit Laktase-Hefe-Alginat (M LHA): Mit diesem Ansatz kann das Re-
aktionsprodukt Glukose aus der Laktase-Reaktion (Ansatz 1) iiber den Hefe-
Stoffwechsel weiter abgebaut werden. Bei diesem Stoffwechselweg entsteht als
Endprodukt Kohlendioxid, das seinerseits iiber einen Indikator nachgewiesen
werden kann.

Kontrollansitze:

3. Laktose-Losung mit Laktase-Alginat (Positiv-Kontrolle, LL LA): Mit diesem
Kontrollansatz kann die Funktionstiichtigkeit der Laktase-Tabletten tiberpriift
werden. Verwendet man Hefe-Laktase-Alginat, kann auch der Gesamtablauf
der Reaktion mit Folgereaktion iiberprift werden.

4. Glukose-Losung mit Hefe-Alginat (Positiv-Kontrolle GL HA): Mit diesem
Kontrollansatz wird tiberpriift, ob Hefe Glukose abbauen kann; dieser Stoff-
wechselweg ist die Voraussetzung dafiir, dass tiber die Kohlendioxidentstehung
der Abbau von Laktose durch Laktase indirekt nachgewiesen werden kann. Va-
riationen dieses Ansatzes eignen sich zur Untersuchung des Zuckerstoffwechsels
von Hefen ohne vorgeschaltete Laktase-Reaktion (» Abschn. 10.1.3).

5. Laktose-Losung mit Hefe-Alginat (Negativ-Kontrolle LL HA): Mit diesem
Kontrollansatz wird {iberpriift, ob Hefe allein bereits Laktose abbauen kann.
Konnte Hefe die Laktose unter Produktion von Kohlendioxid abbauen, wére
der indirekte Nachweis der Laktase-Reaktion im Experimentalansatz 2 nicht
eindeutig. Um auszuschlieBen, dass in der verwendeten Hefe Stoffe enthalten
sind, die ebenfalls zu einer Kohlendioxid-Entstehung fiihren, sollte eine zweite
Negativ-Kontrolle von Hefe-Alginat in Wasser durchgefiithrt werden. Auf diese
wurde der Einfachheit halber hier verzichtet.

6. Milch mit Hefe-Alginat (Negativ-Kontrolle M HA): Aus diesem Ansatz kann
geschlossen werden, ob in Milch andere Stoffe vorhanden sind, die von Hefe zu
Kohlendioxid abgebaut werden konnen. Wire dies der Fall, konnte der Kohlen-
dioxid-Nachweis ebenfalls nicht zur Uberpriifung der Laktase-Reaktion heran-
gezogen werden.

Mit den Kontrollansitzen 4 bis 6 wird die Substratspezifitit der Enzymausstattung
der Hefe gepriift. Sie bendtigen alle drei Ansétze, um die Herkunft des Kohlendi-
oxids auf den Abbau von Glukose zuriickfiihren zu kénnen.
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@ _> 5mL

v Y
GL LL M

Reagenzglaser (RG) beschriften Reaktionslésung hinzugeben

Kalkwasser[

HA LA HLA
VYT —
peeT]
GL LL M GL LL M
Alginat-Kiigelchen in die RG mit Stopfen verschlieRen
RG fiillen Gahrroéhrchen fiillen

GL LL M GL LL M
Kalkwasser und Ansétze liber Nacht bei
Phenolphthalein Raumtemperatur inkubieren

99

positiv  negativ

B Abb. 10.5 Vorbereitung moglicher Reaktionsansiitze. Die hergestellten Alginat-Kiigelchen kon-
nen sofort weiterverwendet werden. Entsprechend der geplanten Anzahl von Ansdtzen werden
Reagenzgliser, dazu passende Stopfen mit Loch und Garungsrohrchen vorbereitet. Alle Ansitze soll-
ten eindeutig beschriftet werden. Zunéchst wird die Reaktionslosung in die RG gefiillt, anschlieBend
die Alginat-Kiigelchen. Folgende Losungen werden benétigt: GL = Glukose-Losung, LL = Lakto-
se-Losung, M = Milch. Als Alginat-Kiigelchen-Varianten werden verwendet: HA = Hefe-Alginat,
LA = Laktase-Alginat, HLA = Hefe-Laktase-Alginat. Alles mit den Géarungsrohrchen-Stopfen ver-
schlieBen, Kalkwasser und Indikator zugeben und die Ansdtze iber Nacht inkubieren. Als Positiv-
kontrolle dient Ansatz GL HA (Kontrollansatz 4 im Text), als Negativkontrolle dient Ansatz LL HA
(Kontrollansatz 5 im Text). Das mit * markierte Reagenzglas stellt einen Sonderfall dar (zusitzliche

Infos in @ Tab. 10.1)
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Als Faustregel gilt: Fliissigkeitsstand der Reaktionslosung etwa bis zur Halfte der
Reagenzglashohe und mit Alginat-Kiigelchen etwa bis zur Hélfte des Fliissigkeits-
stands auffiillen. Dabei muss beachtet werden, dass falls die Durchfithrung der
Wohlk-Probe (Ruppersberg et al., 2019) geplant ist, mindestens 3 mL Reaktions-
16sung verwendet werden miissen.

== Entsprechend den geplanten Ansitzen werden Reagenzgliser (RG), Stopfen
mit Loch und Garungsrohrchen vorbereitet. In jedes RG werden etwa 5 mL der
verschiedenen Reaktionslosungen gegeben:
— 8 %-ige Glukose-Losung
— 8 %-ige Laktose-Losung
— Milch (laktosehaltig, laktosefrei)
— Wasser

== Die vorbereiteten Alginat-Kiigelchen werden entsprechend den Ansitzen in
die RG gefiillt. Die benotigte Menge entspricht etwa drei gehduften Pulver-
loffeln.

= Die RG werden mit Stopfen und Garungsroéhrchen verschlossen.

© Wichtig
Achten Sie darauf, dass der Stopfen das RG luftdicht abschlie3t, aber verschlieBen
Sie das Gadrungsrohrchen nicht.

= Jedes Girungsrohrchen wird mit 3-5 mL Kalkwasser gefiillt, sodass der untere
Bogen vollstindig mit Fliissigkeit verschlossen ist (8 Abb. 10.6).

8 Abb. 10.6 Skizze verschiedener Fiillstinde von Gérungsrohrchen. Das Konzept von Garungsrohr-

chen ist, dass Gase erst durch eine Flissigkeitssdule wandern, bevor sie das Reaktionsgefaly ver-
lassen. Um das zu gewihrleisten, zeigt die Abbildung ideale Fiillstinde
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== AnschlieBend werden drei Tropfen Indikator Phenolphthalein (KMK, 2019)
hinzugegeben. Dabei bildet sich die eindeutig violette Farbe. Alternativ kann
auch Blaukrautsaft als Indikator verwendet werden. Im Folgenden wird nur
von Phenolphthalein gesprochen.

= Alle Ansitze werden tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluss konnen die Beobachtungen der jeweiligen Versuchsansitze notiert
werden und die Versuche anhand des Kohlendioxid-Nachweises ausgewertet wer-
den. Weitere Nachweisreaktionen (Glukose-Oxidase-Test, Wohlk-Probe) sind
ebenfalls moglich (» Abschn. 10.3.3.3 und 10.3.3.4).

10.3.3 Nachweisreaktionen

Da bei der Entwicklung dieses Forschungssettings die Praktikabilitit an Schulen
im Vordergrund stand, stellen wir einen indirekten Nachweis in den Vordergrund,
da dieser direkt in den Experimentaufbau integriert werden kann. Dabei handelt es
sich um den indirekten Nachweis des Laktose-Abbaus mittels Kohlendioxid-
bildung tiber den nachfolgenden Glukose-Abbau durch Hefe. Den direkten Nach-
weis der Laktose finden Sie in » Abschn. 10.3.3.4.

10.3.3.1 Direkte und indirekte Nachweisverfahren

Laktose, Glukose sowie Galaktose sind in Wasser gelost farblos. Alle drei Saccha-
ride sind reduzierende Zucker. Milch und laktosefreie Milch sind wei3. Um eine
Reaktion verfolgen zu konnen, die nicht mit dem bloBen Auge sichtbar ist, bedient
man sich sogenannter Nachweisreaktionen. Diese unterteilt man in direkte und
indirekte Nachweise (Huber, 1996). In 8 Abb. 10.7 sind die Nachweisreaktionen
mit der eigentlichen Hauptreaktion in Beziehung gesetzt. Bei einem direkten Nach-
weis identifiziert man einen ursichlichen Faktor. Am Beispiel einer chemischen
Reaktion kann man entweder die Edukte oder die Produkte und deren verdnderte
Konzentrationen verfolgen. Von einem indirekten Nachweis spricht man, wenn zur
Identifizierung eine GroBe analysiert wird, die vom ursichlichen Faktor abhidngt.
In der Chemie lasst man typischerweise ein Produkt weiter reagieren und das ent-
stehende Folgeprodukt wird nachgewiesen (8 Abb. 10.7). Um einen bestimmten
Einfluss auszuschlieBen bzw. zu testen, werden Positiv- und/oder Negativkontrollen
durchgefiihrt. Diese zeigen eindeutig die zu erwartenden Ergebnisse und erleichtern
sowohl die Einordnung der Ergebnisse der Experimente als auch das AusschlieBen
fehlerhafter Reagenzien oder anderer Experimentierfehler. Dieses Konzept wird
im Folgenden mit den hier verwendeten Nachweisreaktionen in Beziehung gesetzt
und erldutert.

== Laktose kann direkt durch die sogenannte Wohlk-Probe nachgewiesen werden.
= Glukose lasst sich direkt durch den Glukose-Oxidase-Test nachgewiesen.

Bei dem Glukose-Oxidase-Test (GOD-Test) (» Abschn. 10.3.3.3) handelt es sich
um einen zusammengesetzten enzymatischen Nachweis, der auf der Oxidation von
Glukose durch das Enzym Glukose-Oxidase basiert. Dabei entsteht Gluconolac-
ton und Wasserstoffperoxid. Letzteres wird in einer nachgeschalteten Reaktion
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Hauptreaktion
| o | (Proaue 2)
direkter Nachweis

Folgereaktion
—’ 4_
o) o

indirekter Nachweis

8 Abb. 10.7 Direkte und indirekte Nachweisreaktionen. Schematischer Zusammenhang der direk-
ten (blau) und indirekten (rot) Nachweisreaktion mit der zu analysierenden Hauptreaktion

von einem weiteren Enzym (Peroxidase) umgesetzt und ldsst sich durch einen Farb-
umschlag visualisieren. Normalerweise dienen die hier verwendeten Teststreifen
zur Analyse des Glukosegehalts im Urin. Hierbei wird der Test als quantitative
Nachweismethode eingesetzt. Die unterschiedliche Farbintensitit der Teststreifen
korreliert dabei mit der im getesteten Urin vorhandenen Glukosekonzentration.

© Wichtig
Hier wird der GOD-Teststreifen als qualitativer Nachweis verwendet, da die
Glukosekonzentrationen der hier durchgefithrten Versuche deutlich héher sind als
das Detektionslimit der GOD-Teststreifen. Ein qualitativer Test gibt nur an, ob die
zu analysierende Substanz vorliegt oder nicht.

== Kohlendioxid ist ein Stoffwechselprodukt der Hefe beim Abbau von Glukose
und kann damitalsindirekter Nachweis verwendet werden (» Abschn.10.3.3.2.).

10.3.3.2 Kalkwasserprobe zum Nachweis von Kohlendioxid

Kohlendioxid ist sehr gut wasserldslich. Im Vergleich zu Sauerstoff (0,4 gL~!) 16sen
sich von Kohlendioxid bis zu 1,6 gL.=! in Wasser (Wisotzky et al., 2018, S. 65). Im
Rahmen der Kalkwasserprobe reagiert Kohlendioxid mit Wasser zu Hydrogen-
carbonat und Carbonat-Ionen. Letztere reagieren mit Calciumhydroxid weiter zu
wasserunloslichem Calciumcarbonat. Dieses fillt aus und kann als Triibung der
Losung im Gérungsrohrchen beobachtet werden. Der Nachweis kann mit dem
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Phenolphthalein in der Losung unterstiitzt werden, weil sich wihrend Reaktion der
pH-Wert von basisch nach neutral &ndert und infolgedessen den Indikator entfarbt.

Dieser indirekte Nachweis wird zeitgleich zu den Reaktionsansidtzen durch-
gefiihrt und kann unmittelbar im Anschluss ausgewertet werden. Bleibt der In-
dikator Phenolphthalein violett, ist kein Kohlendioxid entstanden, der Nachweis
ist negativ. Tritt eine Entfarbung der Indikatorlosung auf, ist Kohlendioxid ent-
standen, ein positiver Nachweis liegt vor. Weitere Hinweise zur Interpretation fin-
den Sie unter » Abschn. 10.4.

10.3.3.3 Glukose-Oxidase-Test zum Nachweis von Glukose

Der Glukose-Oxidase-Test wird mit medizinischen Teststreifen der Firma
Macherey-Nagel durchgefiihrt (B8 Abb. 10.8).
= Pro Ansatz wird ein GOD-Teststreifen aus der Packung entnommen.

© Wichtig

Vermeiden Sie das Beriihren der gelben Testflaiche mit den bloBen Fingern.
= Ein Tropfen der zu testenden Losung wird auf das Testfeld getropft. Alternativ

konnen die Streifen fiir 1 sec in die zu testende Losung gehalten werden.
== Das Ergebnis kann nach | min abgelesen werden.

—
I |

Pro Ansatz einen Von jedem Ansatz eine
GOD-Teststreifen Tropfen auf das jeweilige Testfeld tropfen.
entnehmen Alternativ den GOD-Teststreifen

1 Sekunde in die Reaktionslésung halten.

O

positiv negativ
mogliche Ergebnisse

O Abb. 10.8 Durchfiihrung des Glukose-Oxidase-Tests. Mit den GOD-Teststreifen kann in wenigen
Minuten ermittelt werden, ob Glukose in der Lésung vorhanden ist oder nicht. Dazu kann entweder
ein Tropfen der Testlosung auf den Streifen pipettiert werden, oder der Streifen fiir 1 sec in die Test-
16sung gehalten werden. Ist Glukose vorhanden, farbt sich der Teststreifen griin
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Bleibt das Testfeld gelb, ist keine Glukose vorhanden, der Nachweis ist negativ.
Verfarbt sich das Testfeld griin, konnte Glukose nachgewiesen werden und der
Nachweis ist positiv.

Weitere Hinweise zur Interpretation finden Sie unter » Abschn. 10.4.

10.3.3.4 Wohlk-Probe zum Nachweis von Laktose

Die Wohlk-Probe dient dem direkten Nachweis von Laktose (B8 Abb. 10.9) (Rup-
persberg et al., 2019). Thre Durchfithrung kann die vorangegangenen indirekten

Nachweise erginzen.

—

Wasserbad auf 60 °C 3 mL der Probe in ein
vorheizen neues Reagenzglas Uberfiihren

®

Im Abzug arbeiten! Proben im Wasserbad
2 Tropfen 10 % NHs-L6ésung inkubieren
und 3 Tropfen KOH-Lésung
zugeben

positiv negativ

O Abb. 10.9 Durchfiihrung der Wohlk-Probe. Zur Durchfithrung der Wohlk-Probe werden frische
Reagenzgliser, ein 60 °C warmes Wasserbad, 10 %-ige Ammoniak-Lésung und 1 M Kaliumhydroxid-
Losung bendtigt. In 3 mL der Testlosung werden zundchst 2 Tropfen Ammoniak-Losung und an-
schlieBend 3 Tropfen Kaliumhydroxid-Losung zugegeben. Die Proben werden fiir 15-30 min im
Wasserbad inkubiert. Ist Laktose vorhanden, farbt sich die Losung lachsrosa
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Wichtig
Bitte arbeiten Sie bei der Durchfithrung der Wohlk-Probe im Abzug.

Ein Wasserbad mit einer Temperatur von 60 °C vorbereiten.

Das Gefal3 sollte so groB3 sein, dass alle Proben hineinpassen.

Pro Probe wird ein neues RG vorbereitet und eindeutig beschriftet.

Im Anschluss werden 3 mL der Probe (Reaktionslosung des zu testenden An-
satzes) in das neue RG tiiberfiihrt.

Zu jeder Probe werden zundchst 2 Tropfen 10 %-ige Ammoniak-Losung und
anschlieBend 3 Tropfen 1 molare Kaliumhydroxid-Lésung hinzugegeben.

Die Proben werden fiir 15 bis 30 min im Wasserbad inkubiert.

Im Anschluss konnen die Ergebnisse notiert werden:

Ist keine Verfarbung oder nur ein Gelbstich erkennbar, liegt keine Laktose vor
und der Nachweis ist negativ. Verfarbt sich die Probe lachsrosa liegt Laktose in
der Losung vor, der Nachweis ist positiv.

10.4 Ergebnisinterpretation

Die Ergebnisinterpretation ist abhéngig von Ihrer Fragestellung mit ent-
sprechender Planung und Durchfithrung. Durch die erwdhnten Adaptions-
moglichkeiten kann es sein, dass nicht alle Interpretationsmoglichkeiten auf Thre
experimentelle Planung zutreffen. Entsprechend werden hier allgemeine Ergeb-

nis

sin

se prasentiert.

Folgende Beobachtungen sind bei der Versuchsdurchfithrung moglich:
Alginat-Kiigelchen schwimmen: direkte Beobachtung der Eigenschaften von
Alginat. Die Permeabilitét erlaubt dem umgebenden Wasser einzudringen und
fithrt zum Quellen der Kiigelchen.

Gasblaschen sind an der Oberfliche der Alginat-Kiigelchen zu beobachten:
Sichtbarkeit der Gasentwicklung direkt an den Kiigelchen, die Hefe enthalten,
v. a. bei Anwesenheit von Glukose, aber ggf. reichen Zusatzstoffe in der Trocken-
hefe bzw. frischen Hefe ebenfalls fiir diese Beobachtung.

Die zu erwartenden Ergebnisse fiir die in 8 Abb. 10.5 empfohlenen Ansitze
d in @ Tab. 10.1 zusammengestellt.
Im folgenden finden Sie Anmerkungen in Bezug auf die in 8 Tab. 10.1 mit

Sternchen versehenen Ergebnisse.

1.

Kohlendioxid: Kohlendioxid entsteht als Abfallprodukt des Stoffwechsels von
S. cerevisiae. Hefen konnen allerdings auch andere Energiequellen wie bei-
spielsweise Proteine nutzen (Annemdiller et al., 2008; da Cruz et al., 2003). Ent-
sprechend entfarbt sich Phenolphthalein durch Kohlendioxid-Entstehung, ob-
wohl Milch keine Glukose enthilt, gelb. (Nachweise: negativer GOD-Test bei
Milch, keine Kohlendioxid-Entstehung bei Hefe in Laktose-Losung).

GOD-Test: Die hier verwendeten GOD-Teststreifen dienen dem Glukose-
Nachweis im Urin, entsprechend liegt die Farbskala der quantitativen
Konzentrationsbestimmung deutlich unterhalb der hier verwendeten bzw. gene-
rierten Glukosekonzentrationen und kann somit lediglich als qualitativer Nach-
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B Tab.10.1 Erwartete und hiufig beobachtete Ergebnisse der Nachweisreaktionen fiir die
empfohlenen Ansiitze (> Abb. 10.3). Phenolphthalein: positiv (+) farblos, negativ (-) violett
dargestellt. GOD-Teststreifen: negativ (-) gelb, positiv (+) griin dargestellt. Wohlk-Probe:
Negativ (-) gelb, positiv (+) lachsrosa dargestellt. Ergebnisse, die mit einem Sternchen
markiert sind, werden in den Anmerkungen behandelt. L~ steht fiir laktosefrei

Reaktionslésung Alginat-Klgelchen Nachweise
Phenolphthalein GOD-Test Wohlk-Probe

Glukose Hefe _
Laktose Hefe +
Milch Hefe +
Milch Laktase *3-
Milch Hefe-Laktase -
L-Milch Hefe -
L-Milch Laktase =
L-Milch Hefe-Laktase =

weis dienen. Daher kann der GOD-Test einer mit Hefe-Alginat-Kiigelchen in-
kubierten Glukose-Losung immer noch positiv sein, auch wenn Hefe Glukose
abbaut. Der Abbau ist in dem Fall aufgrund einer zu geringen Inkubationszeit
nicht vollstandig verlaufen.

3. Wohlk-Probe: Auch hier hat die Inkubationszeit wesentlichen Einfluss auf die
Ergebnisse der Nachweismethode, da sie bestimmt, wie lange die Umsetzung
der Edukte erfolgt. Entsprechend kénnen auch hier die erwarteten Ergebnisse
von den tatsdchlichen Beobachtungen im Versuchsablauf abweichen. Bei der
Wohlk-Probe kénnte es entsprechend bei unvollstindigem Abbau von Laktose
zu einer helleren lachsrosa Farbung kommen.

4. In laktosefreier Milch (L) ist die Laktose bereits in Glukose und Galaktose
gespalten und kann somit direkt von Hefe weiter verstoffwechselt werden.

5. Da bereits Glukose in laktosefreier Milch vorliegt und der GOD-Teststreifen
sehr empfindlich ist, hdngt das positive Ergebnis von der Inkubationszeit ab.
Wenn die Hefe genug Zeit bekommt, kann es sein, dass auch ein negativer GOD-
Test auftritt.

10.5 Checkliste

Im Folgenden finden Sie eine Auflistung aller notwendiger Reagenzien und Losun-
gen sowie Hinweise zu deren Herstellung. Fiir einen reibungsfreien Ablauf der
praktischen Einheit in Threm Unterricht konnen Sie mehrere Vorbereitungen tref-
fen. Genauere Informationen dazu entnehmen Sie bitte » Abschn. 10.2. Die An-
gaben und Empfehlungen in diesem Kapitel werden haufig in Gruppen angegeben.
Dabei entspricht eine Gruppe zwei Schiiler*innen. Sie sind darauf ausgerichtet,
den Versuch pro Person einmal vollstindig durchzufiihren. Sie kdnnen individuell
entscheiden, mit welcher Gruppenstirke Sie die Versuche durchfithren wollen. Ob-
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wohl alle Schiiler*innen mit ihrer eigenen Probe arbeiten, empfiehlt es sich, min-
destens Zweiergruppen einzuteilen. Dadurch kann an Materialien und Gerdten
gespart werden und eventuell verringern Teams die Fehlerrate.

10.5.1 Reagenzien

Natrium-Alginat (erhéltlich in der Apotheke)
Calciumchlorid

Laktase-Tabletten (erhéltlich im Super- oder Drogeriemarkt)
Bickerhefe (erhéltlich im Super- oder Drogeriemarkt)
Laktose

Glukose

Milch (laktosehaltig und laktosefrei)

Calciumhydroxid

Phenolphthalein (0,1 %-ige Losung, WINLAB)

MEDI TEST Glucose Teststreifen (Macherey-Nagel; bei Amazon erhiltlich)
Ammoniak-Losung (10 %-Losung), nur fiir Wohlk-Probe
Kaliumhydroxid-Losung (1 M), nur fiir Wohlk-Probe

10.5.1.1 Besonderheiten bei der Verwendung von Laktase-Tabletten

In diesen Versuchen wird mit Laktase aus Laktase-Tabletten gearbeitet. Diese sind
in einer Reihe von Super- und Drogerieméarkten in verschiedenen Ausfithrungen er-
haltlich. Die Laktase-Tabletten unterscheiden sich zum einen in der Enzym-
konzentration, zum anderen in ihrer Zusammensetzung. Die Enzymkonzentration
wird in FCC-Einheiten (food chemical codex) angegeben; 1 FCC entspricht etwa
14,3 mg Laktase. Diese Menge wird benotigt, um etwa 1 g Laktose abzubauen. Dies
bedingt die benétigte Inkubationszeit der Experimentalansitze (» Abschn. 10.3).

© Wichtig
Vergewissern Sie sich, dass keine Zusatzstoffe (z. B. Saccharide, ...) in den Laktase-
Tabletten enthalten sind, die Thre eigentliche Nachweisreaktion von Glukose falsch-
positiv beeinflussen. Ein Nachteil sind die Tablettenfiillstoffe, da diese Einfluss auf
die Reaktion selbst oder die Nachweisreaktionen haben konnten.

Die Vorteile von Laktase-Tabletten gegeniiber reiner industrieller Laktase liegen
vor allem in ihrem giinstigen Preis und der guten Lagerstabilitit.

10.5.1.2 Der Stoffwechsel der Backerhefe S. cerevisiae

Bickerhefe kann das Disaccharid Laktose nicht spalten (Schopfer, 1989, S. 4). Bei
der Co-Immobilisierung von Hefe mit Laktase iibernimmt das Enzym Laktase
extrazelluldr die Spaltung vorliegender Laktose und stellt somit den Hefezellen
Glukose fiir ihren Stoffwechsel zur Verfiigung. Beim anaeroben Abbau von Glu-
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kose durch die Glykolyse und alkoholische Garung unter Beteiligung der Hefe-
enzyme entsteht gasformiges Kohlendioxid, das man dem indirekten Nachweis
zufiihrt (» Abschn. 10.3.3.2). Diesen Prozess macht man sich auch im Alltag zu
Nutze, um beim Backen den Teig aufgehen zu lassen.

10.5.2 Vorbereitung der Losungen

© Wichtig
Denken Sie daran, am Tag vor den Versuchen die Alginat-Losung vorzubereiten,
da Natrium-Alginat sehr lange braucht, um sich vollstindig zu 16sen.

Die Vorbereitung der anderen Losungen kann je nach individueller Planung eben-
falls durch Sie im Vorfeld geschehen oder als Arbeitsauftriage an die Schiiler*innen
weitergegeben werden.

Alle Losungen konnen entsprechend der bendtigten Menge skaliert werden.
1. Natrium-Alginat-Losung
== Konzentration: 0,015 gmL~!
== 1,5 g Natrium-Alginat in 100 mL Wasser 16sen
Uber Nacht riihren lassen fiir vollstindiges Losen
2. Calciumchlorid-Losung
= Konzentration: 2 % £ 2,22 gL~}
== (),22 g Calciumchlorid in 100 mL Wasser 16sen
3. Calciumhydroxid-Losung (Kalkwasser)
== Konzentration: geséttigt
== So viel Calciumhydroxid in Wasser 16sen, bis sich ein Niederschlag bildet.
== Dieser zeigt die Sittigung an. Losung vom Riickstand abdekantieren und
moglichst luftdicht verschlieBen. Idealerweise frisch zubereiten.
4. Laktose-Losung
= Konzentration: 8 % £ 8,65 gL~
= (),87 g Laktose in 100 mL Wasser 16sen
5. Glukose-Losung
= Konzentration: 8 % £ 14,41 gL~
= 1,44 g Glukose in 100 mL Wasser 16sen
6. Hefe-Suspension
== 5 g Trockenhefe in 50 mL Wasser suspendieren
7. Laktase-Losung
== ] Tablette im Morser zerkleinern und in 10 mL Wasser 16sen

© Wichtig

Bei Punkt 6 und 7 bitte vorsichtig umrithren um Blasenbildung zu vermeiden.
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10.6 Fachwissenschaftlicher Hintergrund

10.6.1 Herstellung laktosefreier Milchprodukte

In vielen traditionellen Verarbeitungsprozessen der Milch wird Laktose abgebaut:
ca. 99 % bei der Butterherstellung, ca. 90 % bei der Kiseherstellung und bis zu
30 % bei der Milchsdurefermentation fliissiger Milchprodukte wie Joghurt und
Kefir (Harju et al., 2012). Laktosefreie Milchprodukte wurden erstmals 1950 auf
den Markt gebracht und ab 1970 auch enzymatisch prozessierte Milchprodukte, da
das Enzym f-Galaktosidase zu diesem Zeitpunkt kommerziell zur Verfiigung stand
(Katrolia et al., 2019, S. 410-423). Das Enzym p-Galaktosidase kommt auch in
vielen Organismen vor: In Tieren (alle Sdugetiere), Pflanzen (u. a. Mandeln, Pfirsi-
che, Apfel) und Mikroorganismen (Bakterien, Pilze und Hefen) (Chen et al., 2009;
Katrolia et al., 2019, S. 410-423). Im Wesentlichen unterscheiden sich die pH-Op-
tima der Laktase je nach Ursprungsorganismus. Da der natiirliche pH-Wert von
Milch in einem Bereich von 6,5 bis 6,6 liegt, werden f-Galaktosidasen aus Bakte-
rien und Hefen bevorzugt fiir industrielle Prozesse verwendet (Chen et al., 2009).
Heutzutage ist Laktase eines der wichtigsten Enzyme der Lebensmittelver-
arbeitung (Harju et al., 2012). Die hydrolytische Spaltung von Laktose in Milch-
produkten ist eine der moglichen Herangehensweisen, der Laktoseunvertraglich-
keit zu begegnen (Vasiljevic & Jelen, 2001). In der Regel wird eine Hydrolyse der
Laktose von 80-90 % verfolgt, da das Hydrolyseprodukt Glukose zu einer
Geschmacksveranderung des Milchprodukts fiihrt (Harju et al., 2012). Laktose ist
nur etwa halb so st} wie Glukose (Lomer et al., 2008). Um dieser Beschaffenheit
entgegenzuwirken, wird hdufig Speisesalz hinzugegeben (Harju et al., 2012). Aller-
dings stellt die Hydrolyse-Rate die Lebensmitteliiberpriifung vor neue Heraus-
forderungen (Mangan et al., 2019): Es gibt keine allgemeingiiltige Definition, ab
welchem Schwellenwert Milchprodukte als laktosefrei gelten. Viele Lander haben
sich auf 10-100 mg Laktose pro 100 g Produkt festgelegt (Mangan et al., 2019).

10.6.2 Verwendung von Enzymen in industriellen Prozessen

Als Biokatalysatoren erhohen Enzyme die Rate chemischer Reaktionen, ohne
selbst verdandert bzw. verbraucht zu werden. Dabei verdndern sie das Gleichgewicht
zwischen Edukten und Produkten nicht (Robinson, 2015). Die hohe Effizienz und
Selektivitiat enzymatischer Prozesse ist erstrebenswert fiir viele industrielle Prozesse
(Dinget al., 2015). Entsprechend spielen sie eine Schliisselrolle in vielen biotechno-
logischen Prozessen der Energie-, Lebensmittel- und chemischen Industrie, bei-
spielsweise in der Medikamentenproduktion, der medizinischen Diagnostik oder
der Herstellung von Biogas (Ding et al., 2015; Velasco-Lozano et al., 2016).

Fiir eine industrielle Verwendung miissen Enzyme einfach in der Handhabung,
stabil gegeniiber den Prozessbedingungen und wiederverwendbar sein (Velasco-
Lozano et al., 2016). Allerdings sind Enzyme héufig sehr sensitiv und tendieren zur
Inhibition durch zu hohe Produktkonzentrationen, dadurch wird ihre Verwendung
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technisch herausfordernd, v. a. in Bezug auf ihre Riickgewinnung und Wiederver-
wendung (Mohamad et al., 2015). Insgesamt ist der industrielle Erfolg von Enzy-
men nicht so hoch, wie man erwarten konnte (Rueda et al., 2016). Das liegt vor
allem an ihrem biologischen Ursprung: Enzyme sind durch jahrelangen Evolutions-
druck geprigt und erfiillen in der Regel nur das Minimum, das fiir die Funktionali-
tat der Zelle benotigt wird (Mohamad et al., 2015; Rueda et al., 2016). Der Bereich
der Biotechnologie wichst stark und neben der Reduktion von Produktionskosten
stehen auch Verbesserungen in der Produktqualitidt im Vordergrund (Ansari et al.,
2018). Es gibt viele Versuche, die Nutzung von Enzymen fiir biotechnologische
Prozesse zu begiinstigen. Die Immobilisierung ist eine von vielen Methoden, um
Kosten des Enzyms und des enzymatisch hergestellten Produkts zu reduzieren
(Damin et al., 2021; Harju et al., 2012; Velasco-Lozano et al., 2016). Im-
mobilisierung bedeutet die Limitierung des Enzyms auf einen definierten Bereich,
wobei es seine katalytische Aktivitdt behalt und fiir die Wiederverwendung nutzbar
gemacht wird (Velasco-Lozano et al., 2016). Weitere Methoden sind beispielsweise
Separationsprozesse wie die Kristallisation oder Ultrafiltration (Harju et al., 2012).
Die andauernde Optimierung der Immobilisierung von f-Galaktosidasen steht
seit einigen Jahren im Fokus der Forschung (Chen et al., 2009). Es handelt sich um
einen innovativen, schnell wachsenden Markt (Ansari et al., 2018). Aufgrund des
hohen Konkurrenzdrucks sind die meisten Herstellungsprozesse patentiert. Neben
der dadurch gesteigerten enzymatischen Aktivitat ist auch eine Verwendbarkeit im
grof3technischen MaBstab wichtig (Ansari et al., 2018). Dabei riicken vor allem
thermophile Ursprungsorganismen in den Mittelpunkt, da Enzyme aus diesen
gegeniiber harteren Prozessbedingungen stabiler sind (Chen et al., 2009; Vasiljevic
& Jelen, 2001). Sie fiithren zu einer gesteigerten Reaktionsgeschwindigkeit, reduzie-
ren das Risiko mikrobieller Kontamination und haben eine lingere Halbwertszeit
(Chen et al., 2009). Dabei achtet die Lebensmittelindustrie vor allem darauf, dass
die verwendeten Quellen als sicher gelten(Chen et al., 2009). Eine allgemeingiiltige
Klassifikation findet dabei durch den GRAS-Status statt, der die Unbedenklich-
keit eines Stoffes als Lebensmittelzusatzstoff verifiziert (Vasiljevic & Jelen, 2001).

10.6.3 Techniken zur Enzymimmobilisierung

Die Immobilisierung (Borzouee et al., 2021) kann die Reaktivitit der Enzyme ver-
andern, u. a. durch veranderte Konformation oder einen veranderten Aggregations-
zustand (Velasco-Lozano et al., 2016). Trotzdem kann die Immobilisierung neben
der Reduktion von Produktionskosten viele weitere Vorteile bieten, da sie die En-
zyme unloslich macht: u. a. eine Vereinfachung der Handhabung, eine gesteigerte
Kontrolle des Reaktionsprozesses, die Steigerung der Enzymstabilitit gegeniiber
Lagerung und Durchfiihrungscharakteristiken (pH-Wert, Losungsmittel, Substrat-
konzentrationen, Temperatur, inhibitorische Effekte etc.) sowie die Verringerung
bzw. Vermeidung der Proteinkontamination im Produkt (Basso & Serban, 2020,
S. 27-36). AuBerdem kann eine Immobilisierung die Regio-, Enantio- und Chemo-
selektivitdt der Enzyme vorteilhaft beeinflussen (Velasco-Lozano et al., 2016).
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Die drei haufigsten Techniken der Immobilisierung sind Adsorption, Ein-
schluss und kovalente Bindung. Bei allen drei Arten der Immobilisierung muss
beachtet werden, dass das Enzym seine chemischen und physikalischen Eigen-
schaften wihrend der Immobilisierung verdandert (Es et al., 2015; Mohamad et al.,
2015).

Den groBiten Einfluss auf diese Verdnderung der Enzymeigenschaften hat die
verwendete Matrix (Mohamad et al., 2015). Die Interaktion des Matrixmaterials
mit dem Enzym muss, in Abhingigkeit des verwendeten Enzyms, verschiedene
kinetische, mechanische und biochemische Eigenschaften haben (Mohamad
et al., 2015). In der Regel gelten folgende Eigenschaften als vorteilhaft bei der
Auswahl des Matrixmaterials: Hydrophilie, Inaktivitdt gegeniiber enzymatischem
Abbau, Biokompatibilitit, Resistenz gegen mikrobiellen Befall, geringe Kosten.
Die gelaufigsten Materialien sind Stirke, Kollagen, lonenaustausch-Harze, Sili-
kon, Keramik, Agarose und eine Reihe von Polymeren, zu denen auch Alginat
gehort (Mohamad et al., 2015). Die Immobilisierung an Makro- oder Mikroober-
flichen dient in der Regel der nicht-nativen Anwendung von Enzymen, z. B. in
Biosensoren oder Bioreaktoren (Ding et al., 2015). Allerdings limitiert sie die
Leistungsfahigkeit aufgrund der Verzerrung nativer Strukturen, sterischer Hinde-
rung und verlangsamter Diffusionsraten (Ding et al., 2015). Die drei haufigsten
Techniken sind in @ Abb. 10.10 schematisch dargestellt (Es et al., 2015; Moha-
mad et al., 2015).

Die physikalische Adsorption von Enzymen ist die einfachste Art der re-
versiblen Immobilisierung. Die Adsorption wird durch schwache unspezifische
Krifte wie z. B. Van-der-Waals Krifte, hydrophobe Interaktionen oder Wasser-
stoffbriicken hervorgerufen (Es et al., 2015). Ein groBer Vorteil ist, dass die En-
zyme unter milden Bedingungen wieder von der Matrix gelost werden und durch
neue Enzyme ersetzt werden kdnnen. Dies wird notwendig, sobald verwendete En-
zyme ihre Funktionalitit verlieren (Mohamad et al., 2015). Entsprechend ist diese
Methode vor allem aus 6konomischer Sicht sinnvoll, da die Kosten des Matrix-
materials einen primédren Faktor der Gesamtkosten von immobilisierten Enzymen
darstellen (Mohamad et al., 2015).

Der Einschluss ist eine irreversible Methode der Immobilisierung. Polymere
Membranen erlauben den Austausch von Edukten und Produkten, wihrend das
Enzym in der Matrix verbleibt (Es et al., 2015). Einige Vorteile des Einschlusses
sind, dass die mechanische Stabilitiat erhoht werden kann und das Enzym nicht
chemisch mit der Matrix interagiert, wodurch die Denaturierung oder Entartung
verhindert wird (Mohamad et al., 2015). AuBerdem bietet diese Methode durch
Modifikation der Matrix die Moglichkeit, eine ideale Mikroumgebung fiir das
Enzym zu schaffen, z. B. pH-Wert oder Polaritat (Es et al., 2015; Mohamad et al.,
2015). Die einfachste und haufigste Anwendung des Einschlusses liegt in der Ver-
wendung polyanionischer bzw. -kationischer Polymere, die unter Zugabe von Ge-
genionen geliert werden (Mohamad et al., 2015). Neben Alginat konnen dafiir
auch Gelatine, Polyacrylamid und andere Polymere verwendet werden. Alginat
wird am héufigsten verwendet, da es unter milden Bedingungen geliert und un-
giftig ist (Es et al., 2015; Mohamad et al., 2015). Trotzdem ist der Einschluss als
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8 Abb. 10.10 Schematische Darstellung der drei hiufigsten Arten der Enzymimmobilisierung. Physi-
kalische Adsorption iiber schwache Wechselwirkungen, wie Van-der-Waals Krifte oder Wasserstoff-
briicken; Einschluss des Enzyms in eine pordse Matrix, die eine Diffusion von Substraten, aber nicht
des Enzyms erlaubt; und kovalente Bindung der Enzyme untereinander. Enzyme sind durch rote
Formen und die verwendete Immobilisierungseinheit durch blaue Formen dargestellt

Immobilisierungsmethode teilweise limitiert, v. a. durch die Porengrdfe, die beein-
flusst, bis zu welcher GroBle Substrate ungehindert diffundieren kénnen (Moha-
mad et al., 2015). AuBlerdem kann es zur Inaktivierung des Enzyms kommen und
teilweise sind die Matrices in ihrer Ladekapazitit eingeschriankt. Des Weiteren
kann es zu einem Abtrag des Materials wihrend der Nutzung kommen (Mohamad
et al., 2015).

Entsprechend wird die dritte Alternative der kovalenten Bindung bzw. Querver-
netzung fiir die irreversible Immobilisierung am héaufigsten verwendet (Es et al.,
2015). In der Regel werden die Enzyme iiber Enzymreste von Lysin, Cystein,
Aspartat oder Glutamat verkniipft (Mohamad et al., 2015). Die Aktivitiat des En-
zyms ist im Anschluss von mehreren Faktoren abhidngig: Grof3e, Form und Zu-
sammensetzung des Verbindungsmaterials sowie Art der Bindung (Es et al., 2015).
Allerdings bietet die kovalente Bindung auch die Moglichkeit zur Immobilisierung
ohne die Verwendung einer Triagermatrix (Velasco-Lozano et al., 2016).
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Es konnte gezeigt werden, dass durch die Integration von Nanopartikeln
wie Quantum Dots oder Carbon-Nanotubes die Enzymaktivitit wiahrend der
Immobilisierung verbessert werden kann (Ding et al., 2015). Dadurch kénnen zum
einen Kosten des Tragermaterials eingespart und zum anderen die Temperatur-
stabilitit erheblich erhoht werden (Velasco-Lozano et al., 2016). Allerdings sind
diese Verbindungen sehr sensibel gegeniiber pH-Wert-Schwankungen sowie me-
chanischer Krafteinwirkung (Velasco-Lozano et al., 2016).

10.6.4 Alginat - von der molekularen Kiiche bis hin zur
grolindustriellen Anwendung

Als Alginat werden die Salze der Alginsdure bezeichnet. Bei Alginsdure handelt es
sich um ein 1,4-glykosidisch verkniipftes lineares Polysaccharid, welches sich aus
den beiden Zuckersduren «a-L-Guluronsdure und p-D-Mannuronsdure zu-
sammensetzt (B Abb. 10.11). Seine Struktur ist nicht alternierend, sondern es
kann zu Bereichen reiner Guluronsdure (GG-Blocke) oder Mannuronsdure
(MM-Blocke) kommen (Zimmermann et al., 2005). Alginat wird vor allem von
Braunalgen gebildet und dient dort als interzelluldres Strukturelement der Zell-
wiande, wodurch sowohl die Flexibilitit als auch die Festigkeit der Algen zustande
kommt. Industriell fillt Alginsdure aus Braunalgen meist als Nebenprodukt der
Iod-Gewinnung an.

Allerdings extrahiert die Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie Algi-
nat auch direkt aus Braunalgen. Dabei werden jahrlich 30.000 Tonnen Alginat ge-
wonnen, diese machen weniger als 10 % des zusitzlich biosynthetisch hergestellten
Alginats aus (Pawar & Edgar, 2012). Mit einwertigen Kationen ist Alginat wasser-
16slich, doch sobald die Carboxy-Gruppen iiber mehrwertige Kationen querver-
netzt werden, geliert es. Dabei spielen die GG- und MG-Blocke eine besondere
Rolle, da zwischen ihnen das mehrwertige Kation wie in einem Fierkarton ein-
gelagert wird (Zimmermann et al., 2005). Im Gegensatz zu GG-Blocken sind die
Quervernetzungen der MG-Blocke schwicher. Die Affinitdt von Alginat zu ver-
schiedenen bivalenten Kationen unterscheidet sich und nimmt in dieser Reihen-
folge ab: Pb > Cu > Cd > Ba > Sr > Ca > Co, Ni, > Zn > Mn. Trotzdem wird
Calcium industriell am hdufigsten verwendet (Pawar & Edgar, 2012). » Abb. 10.11
zeigt die verschiedenen Moglichkeiten zur Quervernetzung von Alginat mit
Ca’*-Tonen.

Es gibt zwei Methoden zur Gelierung von Alginat mit Calcium. Erstens Diffu-
sion, dabei wird die Calcium-Losung extern hinzugegeben und fiithrt zu einem
Konzentrationsgradienten von Calcium im Alginatgel. Zweitens die innere Re-
aktion, bei der eine unldsliche Calcium-Quelle in der Alginat-Losung enthalten ist
und durch eine kontrollierte Verdnderung der Umgebungsbedingung (z. B. {iber
den pH-Wert) frei wird. Das fithrt zu einer konstanten Calciumkonzentration
innerhalb des Alginat-Gels. In diesem Versuchsteil wird mit der Diffusionsmethode
gearbeitet.
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O Abb. 10.11 Alginat Struktur und deren schematische Darstellung der Quervernetzung mit zwei-
wertigen Kationen. Alginsdure besteht aus den beiden Sdurezuckern f-D-Mannuronsdure und a-L-
Guluronsédure, welche 1.4-glykosidisch miteinander verkniipft sind. Dabei kdnnen folgende Poly-
saccharid-Fragmente entstehen: MM-Bocke, MG-Blocke und GG-Blocke. Mit mehrwertigen
Kationen kénnen die Carboxy-Gruppen interagieren, wodurch Quervernetzungen entstehen. Dies ist
nur mit GG- und MG-Blécken moglich, da bei ihnen das Kation, wie in einem Eierkarton eingebettet
werden kann. Uber einen Kationenaustausch kann somit die Gelierung des Alginats erfolgen
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Als natiirliches Polysaccharid spielt Alginat eine gro3e Rolle in der Biomedizin.
Beispiele dafiir sind die Verwendung als Wundverband, die Behandlung chroni-
scher Entziindungen bei Zystischer Fibrose oder die Verkapselung lebender Zellen
oder Medikamente (Boateng et al., 2008; Pawar & Edgar, 2012; Ramsey & Woz-
niak, 2005). Letzteres gehort zum Bioengineering und stellt hohe Anspriiche an
das verwendete Material, namlich die Bereitstellung einer physikalischen und che-
mischen Umgebung, die von biologischen Objekten (z. B. lebenden Zellen) bevor-
zugt wird. Die Verwendung von Alginat hat diesbeziiglich viele Vorteile. Es ist
hydrophob, biokompatibel und nicht immunogen (Pawar & Edgar, 2012). Wird die
Quervernetzung von Alginat durch Tonen hervorgerufen, spricht man von physika-
lischen Gelen, welche bereits ein breites Anwendungsgebiet haben (u. A. Lebens-
mitteladditiv, E400) (Draget et al., 2005, S. 1-30).

Dariiber hinaus gibt es Ansitze, Alginat kovalent zu vernetzen und es dadurch
fiir weitere Anwendungsfelder verfiigbar zu machen, beispielsweise fiir die Ionen-
Austauschchromatographie, superschwellende = Materialien, Pervaporation
(z. B. Dehydrierung von Wasser-Alkohol-Gemischen), Trennung optischer Iso-
mere (Grasselli et al., 1993; Hoon Kim et al., 2003; Moe et al., 1993).

10.7 Didaktische Uberlegungen fiir Ihren Unterricht

10.7.1 Lehrplanbezug und Kompetenzforderung

Auch wenn Alginat-Kiigelchen hier als Reaktionsraum in den Kontext der Protein-
chemie und Enzymkinetik gestellt werden, haben diese im Unterricht ein multi-
perspektivisches und fécheriibergreifendes Potenzial, sodass sich das hier vor-
gestellte Modul fiir den Einsatz sowohl in unterschiedlichen Jahrgangsstufen als
auch in unterschiedlichen Unterrichtsfachern, z. B. der Chemie eignet.

Arbeiten mit Basiskonzepten: Anhand der Alginat-Kiigelchen ldsst sich das
Konzept der Kompartimentierung demonstrieren und das Standardbeispiel der
Biomembran erweitern. In diesem Zusammenhang kann die Notwendigkeit der
Immobilisierung von Enzymen in industriellen Prozessen aufgegriffen und vertieft
werden (> Abschn. 10.6.2).

Chemische Bindungen und daraus resultierende Eigenschaften. Alginat gehort zu
den Kohlenhydrat-Polymeren und bietet dadurch eine gute Alternative zu den
Standardbeispielen Stiarke und Zellulose. Mit Blick auf die Kohlenhydratchemie
bietet sich daher die horizontale Vernetzung {iber das Struktur-Eigenschafts-
Konzept am Beispiel der Polymere Stiarke, Alginat und Agarose an. Im direkten
Vergleich von Alginat und Agarose konnen die Eigenschaften der chemischen Bin-
dungen sehr anschaulich gezeigt werden. Sowohl bei Agarose, als auch bei Alginat
handelt es sich um physikalische Gele, die allerdings auf verschiedenen Bindungs-
typen basieren. Alginat geliert basierend auf ionischen Bindungen zwischen den
Polymerketten und Metallionen, wiahrend Agarose helicale Strukturen durch
Wasserstoftbriickenbindungen zwischen -NH und -OH Gruppen bildet. Besonders
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Wasserstoftbriicken konnen hier als Typ chemischer Bindungen aufgegriffen wer-
den, da Schiiler*innen bei diesen hiufig Verstindnisschwierigkeiten haben.?
Diese Struktur-Eigenschafts-Beziehungen eignen sich hervorragend fiir Projekte
im Rahmen des Forschenden Lernens, da diese iiber geeignete Fragestellungen hau-
fig mit simplen Mitteln untersucht werden und dariiber hinaus {iber den Ebenen-
wechsel (mikroskopisch — makroskopisch) direkt erfahrbar gemacht werden konnen,
wodurch im Idealfall ein Conceptual Change erreicht wird (» Abschn. 9.6.3). Algi-
nat wird als fiir uns essbares Kohlenhydrat-Polymer fiir den Einschluss des Enzyms
genutzt. Durch den Vergleich von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen konnen wei-
tere Forschungsfragen aufgeworfen werden:
= Welche Kohlenhydrat-Polymere sind essbar und kénnen vom Menschen ver-
wertet werden?
= Welche Eigenschaften haben Kohlenhydrat-Polymere, die nicht verdaut werden
kénnen?
== Warum ist es in Laboren hdufig wichtig, dass Polymere nicht oder nur schlecht
biologisch, z. B. durch Mikroorganismen, abgebaut werden konnen?

Die letzte Frage kniipft an die Herstellung laktosefreier Milch in diesem Kapitel
unmittelbar an: Warum ist es fiir das hier durchgefiihrte Experiment wichtig, dass
weder Hefe noch Laktase Alginat abbauen konnen? Diese Fragen konnen ge-
meinsam beantwortet und auf die daraus folgenden Spezies-Unterschiede (Mensch
vs. Hefe) eingegangen werden. Welche Folgen hitte es fiir das Experiment, wenn
Hefe oder Laktase das Alginat abbauen kénnten?

Gesundheitliche Perspektive. Die Bezugnahme auf den Themenbereich Gesund-
heit findet sich z. B. mit dem Thema gesunde Erndhrung nahezu in allen Rahmen-
lehrplanen und bietet die Moglichkeit, an das Interesse und die alltiglichen Er-
fahrungen von Schiiler*innen anzukniipfen. Beginnend bei der Laktoseintoleranz
(» Kap. 9) sowie den hier vorgestellten Zusammenhéngen konnen Sie den themati-
schen Aspekt ,,Zucker” erweitern und Laktase-Nicht-Persistenz mit Diabetes in
Bezug auf die industrielle Herstellung von Laktase und Insulin vergleichen sowie
weitere Gemeinsamkeiten und Unterschiede herausarbeiten. Laktose bietet in dem
Kontext auch ein gutes Modellbeispiel fiir weitere Zucker, die verschiedenen Lebens-
mitteln zugesetzt werden. Dieser Aspekt erdffnet die Diskussion iiber modernes Er-
nahrungsverhalten anhand von Zusatzstoffen in (verarbeiteten) Lebensmitteln.

Okonomische Perspektive. Alginat wird aus Braunalgen gewonnen und ist ein
Abfallprodukt, dennoch kommt es in vielen industriellen Zweigen zum Einsatz,
z. B. Kosmetik. Damit kdnnen Forderketten und Verwendungszwecke reflektiert
werden, sowie der Recycling- oder ,,zero waste*“~-Charakter aus anderer Sicht be-
trachtet werden. An der Stelle lassen sich auch Berufsméglichkeiten im MINT-
Bereich aufzeigen, z. B. die Entwicklung von Anwendungen fiir ,,Abfallprodukte.

In der folgenden Tabelle finden Sie beispielhaft am Bayerischen Lehrplan themati-
sche Ankniipfungspunkte, die sich fiir das Forschende Lernen anbieten (8 Tab. 10.2).
Teilweise konnen diese abweichen, abhingig von Threm gewéhlten Schwerpunkt.

2 Online Auftritt des Bundesverbandes zur Forderung des MINT-Unterrichts: » https://www.
mnu.de/fachbereiche/didaktischer-pruefstand/411-wechselwirkungen-zwischen-teilchen.


https://www.mnu.de/fachbereiche/didaktischer-pruefstand/411-wechselwirkungen-zwischen-teilchen
https://www.mnu.de/fachbereiche/didaktischer-pruefstand/411-wechselwirkungen-zwischen-teilchen
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O Tab.10.2 Kompetenzerwartungen und Inhalte am Beispiel ausgewiihlte Lern- bzw.
Themenbereiche der Bildungspline am Beispiel des bayerischen Lehrplans (S. f. S. u. B. ISB,

2022)

Themenbereich:
Erkenntnisse
gewinnen —
kommunizie-
ren — bewerten

Themenbereich:
Mikroorganis-
men in der
Biotechnologie

Themenbereich:
Stoff- und
Energie-
umwandlung
beim Menschen

Schiiler*innen durchlaufen den Weg der wissenschaftlichen Erkenntnis-
gewinnung selbststindig mit einfachen Experimenten.
Allgemein gesprochen, konnen Schiiler*innen in diesem Modul den gesamten
Weg der Erkenntnisgewinnung ( Fragestellung, Hypothese, Planen, Durch-
fiihren, Protokollieren, Auswerten, Darstellen und Prdsentieren) durchlaufen.
Entwicklung und Eigenschaften von naturwissenschaftlichem Wissen, u. a.
Interpretation, Nutzung unterschiedlicher Methoden.
Die Nutzung unterschiedlicher Nachweismethoden mit ihren individuellen
Vor- und Nachteilen und inwiefern sie sich aus dem Experimentaldesign
ergeben, kann hier gut angekniipft werden. Konkret: Die GOD-Teststreifen
sind quantitativ bei Urinproben, weil dort sehr geringe Mengen Glukose
vorhanden ist, allerdings qualitativ in diesem Experiment, weil die Glukose-
Konzentration weit oberhalb der vorgesehenen Skala liegt.

Schiiler*innen erkldren den biotechnologischen Nutzen von Mikroorganis-
men.

Bezug zur Lebensmittelindustrie: Fermentierte Milchprodukte (Joghurt,
Kefir, Kiise) enthalten weniger Laktose als der Ausgangsstoff Milch, da diese
von den Milchsdurebakterien verstoffwechselt wird.

Schiiler*innen lernen die Vielfalt heterotropher Stoffwechseltypen kennen.
Gegeniiberstellung von Hefe und Milchsdurebakterien. Hefe kann Glukose,
aber keine Laktose verstoffwechseln, Milchsdurebalkterien konnen Laktose
verstoffwechseln.

Allgemein: Hefe als Modellorganismus.

Schiiler*innen vergleichen Inhaltstoffe von Nahrungsmitteln und ordnen
diese den Makronéhrstoffen zu.

Milch enthdilt alle drei Makrondhrstoffgruppen. Fokus auf Kohlenhydrate

( Disaccharid Laktose) oder mit Schwerpunkt auf den Stoffwechsel der Hefe
auch variable Kohlenhydratquellen.

Verdauung

Schiiler*innen erlautern die allgemeine Wirkungsweise von Enzymen auf
Stoff- und Teilchenebene.

Konkretes Beispiel der Laktase und ihrer Funktion im menschlichen Korper
(Stillen und zusctzliche Nahrungsquelle durch Fermentieren mit Milchsdure-
bakterien).

Schiiler*innen erlautern die Enzymausstattung des Menschen als Ange-
passtheit.

Riickbezug zu Food Wars I. Laktosetoleranz als junge Mutation in der
evolutiondren Entwicklung des Menschen.

Gasaustausch

Schiiler*innen erkldren den Gasaustausch an Lunge und anderen Geweben
mithilfe des Struktur-Funktions-Konzepts (Diffusion, Oberflichenver-
groBerung).

Experimentelle Beobachtung.: Kohlendioxid entsteht als Endprodukt bei
mikrobiellen Stoffwechselwegen — Riickbezug zur Verdauung von Menschen
mit Laktoseunvertrdglichkeit und den Symptomen ( Blihungen), sowie
Nachweismethoden ( H,-Atemtest). Dieser Zusammenhang verdeutlicht, dass
auch in anderen Geweben Gasaustausch stattfindet, dieses Gas durch das Blut
transportiert und durch die Lunge abgegeben wird.
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10.7.2 Forschendes Lernen am Beispiel der Herstellung
laktosefreier Milchprodukte

10.7.2.1 Erkenntnisgewinnung in den Lebens- und
Naturwissenschaften

Im Mittelpunkt dieses Kapitels steht neben dem konzeptuellen Wissenserwerb die

experimentelle Erkenntnisgewinnung als facheriibergreifende Arbeitsweise in den

Lebens- und Naturwissenschaften. Der Diskurs zu MaBnahmen wihrend der

Corona-Pandemie oder der Fokus auf den Klimawandel haben eindriicklich die

Wichtigkeit einer naturwissenschaftlichen Grundbildung (scientific literacy: Bybee,

2004) gezeigt, um Schiiler*innen auf der Basis von Wissen und Verstidndnis natur-

wissenschaftlicher Konzepte und Arbeitsweisen zu gesellschaftlicher Teilhabe zu

befahigen. Scientific literacy ermoglicht es, Diskurse iiber Zukunftsthemen wie die

Gesundheit oder Wege zur Sicherung des gesellschaftlichen Wohlstands unter Be-

riicksichtigung ethischer Gesichtspunkte evidenzbasiert zu fiihren. Entsprechend

erhalten diese Kompetenzen schon linger Eingang in die Bildungspldne der Bun-

deslander(z.B. ISB, 2022) und Bildungsstandards (KMK, 2020).

Neben naturwissenschaftlichen Fakten und Konzepten sollen Schiiler*innen
verstehen, auf welche Weise in den Naturwissenschaften Untersuchungsergebnisse
gewonnen und wie sie interpretiert werden. Im Rahmenkonzept wissenschafts-
methodischer Kompetenzen (Mayer, 2007) werden daher drei Dimensionen unter-
schieden: (1) Praktische Arbeitstechniken (practical work), (2) wissenschaftliche
Erkenntnismethoden (scientific inquiry) und (3) Charakteristika der Naturwissen-
schaften (nature of science: Flick & Lederman, 2004; Lederman et al., 2002). Expe-
rimentieren als exemplarische naturwissenschaftliche Arbeitsweise zielt damit im
Biologieunterricht auf die Verkniipfung von Theorie und Praxis. Zur Theorie zahlt
hier sowohl Fachwissen (Fakten, Prinzipien, Konzepte) als auch Methodenwissen,
das ein Verstindnis fiir naturwissenschaftliche Methoden und ihre Grenzen sowie
fiir Zweck und Funktion einzelner Aspekte wissenschaftlichen Arbeitens umfasst
(Arnold, 2015). Die Praxis ist dagegen gekennzeichnet durch die Anwendung von
Arbeitstechniken und Durchfithrung von Experimenten. Schiiler*innen sollen so-
wohl experimentelle Fahigkeiten und Fertigkeiten erwerben, Methoden und Tech-
niken kennenlernen, als auch Einblicke in das wissenschaftliche Denken erhalten
(Mayer & Ziemek, 2006). Dabei wird das wissenschaftliche Denken als natur-
wissenschaftliches Problemldsen verstanden (Klahr, 2000; Klahr & Dunbar, 1988;
Mayer, 2007). Experimentieren als Problemloseprozess ldsst sich in folgende
Schritte sequenzieren (Duit & Mikelskis-Seifert, 2010; Klahr, 2000; Mayer & Zie-
mek, 2006; Nerdel, 2017):

(1) Fragestellungen und Hypothesen ableiten: Ausgehend von bekannten Theo-
rien und Modellen oder aus explorativen Daten werden Untersuchungsfragen
und begriindete Vermutungen abgeleitet. Hypothesen sind dabei immer so zu
formulieren, dass sie auch durch Experimente widerlegt werden konnen.

(2) Aussagekriftige Experimente planen: Zur Uberpriifung der Hypothesen wer-
den Experimente geplant, mit denen vermutete Ursache-Wirkungs-Beziehungen
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zwischen den Variablen bestitigt oder verworfen werden kénnen. Hierfiir ist
Variablenkontrolle und systematisches Vorgehen erforderlich. Im einfachsten
Fall werden je ein Experimental- und Kontrollansatz vorbereitet (mit bzw.
ohne Einwirkung der zu iiberpriifenden Variable, » Abschn. 10.3). Experi-
mente, bei denen mehrere Variablen gleichzeitig verandert werden, lassen da-
gegen keine eindeutigen Riickschliisse auf die Wirkung einer mutmaflichen
Ursache zu.

(3) Durchfithrung von Experimenten: Hierzu gehort die Vorbereitung der be-
notigten Materialien sowie der Aufbau der Versuchsanordnung. Bei der Durch-
fiihrung werden die ablaufenden Prozesse beobachtet und/oder gemessen. Vor-
gehen, Ablauf, Beobachtungen und Messwerte werden in geeigneter Weise
dokumentiert (Beschreibungen, tabellarische Ubersichten, Zeichnungen, Fotos
etc.). Hierzu gehoren insbesondere von der Planung abweichendes Vorgehen
oder unvorhergesehene Ereignisse.

(4) Ergebnisse auswerten und interpretieren, Glltigkeit der Hypothesen: Die
Daten werden grafisch und/ oder mathematisch ausgewertet, Zusammenhénge
beschrieben und ihre Aussage mit Blick auf Forschungsfrage und Hypothesen
interpretiert. Hierzu konnen z. B. Trends aus den Daten herausgelesen werden.
Zur Interpretation der Ergebnisse und einer abschlieBenden verallgemeinernden
Aussage zur Gililtigkeit der Hypothese (Bestatigung vs. Falsifikation) gehort
eine kritische Reflexion der Aussagekraft der Daten unter Berlicksichtigung
der verwendeten Forschungsmethodik und moglichen Limitationen. Die Dar-
stellung der Ergebnisse muss intersubjektiv tiberpriifbar und anhand der Pla-
nung und Durchfiihrung reproduzierbar sein.

Zur Forderung des wissenschaftlichen Denkens wird das Forschende Lernen als Me-
thode im Biologieunterricht empfohlen (KMK, 2005; Mayer & Ziemek, 2006). Beim
Forschenden Lernen werden ausgehend von authentischen Problemsituationen
(» Abschn. 10.7.2) Fragestellungen und Hypothesen abgeleitet, Experimente und
Untersuchungen geplant, durchgefiihrt und ihre Daten ausgewertet. Forschendes
Lernen ist konstruktivistisch und kollaborativ angelegt, d. h. Schiilerinnen und
Schiiler arbeiten selbststindig in kleinen Gruppen und konstruieren gemeinsam
Wissen, wobei die Lehrperson als Moderator den Forschungsprozess der Lernenden
unterstiitzt (Arnold et al., 2017). Auch wenn das Forschende Lernen sich in vielen
Untersuchungen als lernwirksam erweist (zusammenfassend z. B. Arnold et al.,
2017), ist diese Unterstlitzung insbesondere fiir Schiiler*innen mit geringerem
inhaltlichen und methodischen Vorwissen erforderlich, um diese nicht durch zu
groBe Offenheit in der Bearbeitung der Problemsituation oder Fragestellung zu
iiberfordern (Kirschner et al., 2006). Der Grad der Eigenstdndigkeit der Schiiler*in-
nen beim Experimentieren und die Hilfestellungen miissen entsprechend auf die
Lerngruppe abgestimmt sein 8 Tab. 10.3. (Mayer & Ziemek, 2006).

Beim Forschenden Lernen wird der zyklische Prozess des Problemlosens von
der Fragestellung bis zur Interpretation der Daten von den Schiiler*innen mit
mehr oder weniger Unterstiitzung durch die Lehrkraft durchlaufen. Hier sollten
héufig berichtete Schwierigkeiten von den Schiiler*innen beriicksichtigt werden.



241 1 0

10.7 - Didaktische Uberlegungen fiir Inren Unterricht

B Tab. 10.3 Grad der Selbststiindigkeit beim Experimentieren aus Sicht der Schiiler*innen.
(Nach Mayer & Ziemek, 2006)

Grad  Fragestellung/ Planung Durch- Auswertung Inter-
Hypothesen fiihrung pretation
1 Lehrkraft Lehrkraft/ Schiiler- Schiiler- Lehrkraft/
Schiiler*innen *innen *Innen Schiiler-
*Innen
2 Lehrkraft Lehrkraft/ Schiiler- Schiiler- Lehrkraft/
Schiiler*innen *innen *innen Schiiler-
*Innen
3 Lehrkraft/ Lehrkraft/ Schiiler- Schiiler- Schiiler-
Schiiler*innen Schiiler*innen *innen *innen *innen
4 Schiiler*innen Schiiler*innen Schiiler- Schiiler- Schiiler-
*Innen *innen *innen

10.7.2.2 Schwierigkeiten beim Experimentieren

Auch wenn sich Schiiler*innen mit dem Experiment als naturwissenschaftliche
Arbeitsweise zur Erkenntnisgewinnung im schulischen Kontext vorwiegend aus-
einandersetzen, haben sie bereits durch alltigliche und medial vermittelte Er-
fahrungen Vorstellungen iiber das Experimentieren entwickelt (Duit & Treagust,
2003; Jong & van Joolingen, 1998). Entsprechend sollten auch diese bei der Unter-
richtsplanung zum Forschenden Lernen beriicksichtigt werden.

Hypothesen generieren. Schiiler*innen haben hdufig Schwierigkeiten, Hypo-
thesen zu generieren (Chinn & Brewer, 1993), z. B. werden Hypothesen nicht ver-
worfen, weil falsche Schliisse aus widerspriichlichen Daten gezogen werden. Darti-
ber hinaus werden widerspriichliche Daten auch ignoriert, um an der urspriinglichen
Annahme festzuhalten, anstatt neue Hypothesen zu formulieren Schiiler*innen
fallt es dariiber hinaus schwer, Alternativhypothesen oder widerlegbare Hypo-
thesen zu formulieren (Dunbar, 1993; van Joolingen & Jong, 1993).

Experimente planen. Schiiler*innen planen haufig nicht aussagekriftige Experi-
mente und gehen bei der Uberpriifung von Hypothesen nicht systematisch vor. Sie
verdandern beispielsweise mehrere Variablen gleichzeitig oder solche Variablen, die
fir die Uberpriifung der Hypothesen nicht relevant sind, sodass keine giiltigen
Schlussfolgerungen aus dem Experiment gezogen werden kdnnen. Manche Experi-
mente produzieren lediglich gewiinschte Ergebnisse und dienen der Prozess-
optimierung, anstatt die Hypothesen zu testen und das theoretische Modell dahin-
ter zu verstehen (engineering approach: Schauble et al., 1991). Dieser Ansatz fiihrt
zu einer eingeschriankten Suche nach Losungsoptionen und zum Fokus auf erfolg-
versprechende Variablen (Hypothesenbestitigung).

Interpretation von Daten. Bei der Datenauswertung und -interpretation finden
erfolgreiche Lerner in der Regel mehr GesetzméBigkeiten in den Daten als weniger
erfolgreiche Lerner (Schauble et al., 1991). Haufig werden Daten fehlinterpretiert.
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Schiiler*innen suchen vorzugsweise Ergebnisse, die die Hypothese bestitigen, an-
statt sie zu widerlegen (confirmation bias: Jong & van Joolingen, 1998). Dabei
scheint die Hypothese die Dateninterpretation zu leiten, anstatt die Dateninter-
pretation gezielt darauf auszurichten, widerspriichliche Befunde zur Hypothese zu
suchen. Auch bei der Erstellung von Diagrammen, die zur grafischen Datenaus-
wertung herangezogen werden konnen, wurden verschiedene Schwierigkeiten be-
obachtet (Kotzebue et al., 2015; Lachmayer, 2008).

10.7.2.3 Variable Adaption und modulare Umsetzung

Die hier vorgestellten Versuchsansitze (» Abschn. 10.3) lassen aufgrund ihrer
Struktur eine Vielzahl an Variationsmoglichkeiten zu. Somit kann man individu-
ellen Bediirfnissen, z. B. mit Blick auf den apparativen Aufwand, Anforderungen
an Raum, Ort und Zeitbedarf, sowie der Unterstiitzung der Schiiler*innen im
Lehr-Lern-Prozess gerecht werden. Der modulare Aufbau ermoglicht neben der
Umsetzung im Regelunterricht eine Erweiterung auf einen Nachmittag oder
sogar auf eine Projektwoche. 8 Abb. 10.12 zeigt eine schematische Ubersicht der
Modularisierung, des Zeitaufwands und moglicher Ansatzpunkte fiir die Indivi-
dualisierung.

Neben der vollstindigen Implementation in den Biologieunterricht kann di-
daktisch reduziert werden, ohne die Kernaussage des Versuchs (Laktose-Abbau
und -Nachweis in Milch durch Co-Immobilisierung von Laktase (Abbau Laktose)
mit Hefe (Nachweis des Reaktionsprodukts Glukose) in Alginat-Kiigelchen) zu
verdandern. Je nach Schwerpunktsetzung konnen Teilbereiche zur Durchfithrung
ausgewahlt werden.

1. Herstellung der Alginat-Kiigelchen—Fokus auf Struktur-Eigenschafts-Beziehungen

Hierbei bietet sich die micro scale-Variante an (8 Abb. 10.4). Durch die praktische
Umsetzung der Herstellung von Alginat-Kiigelchen, konnen Struktur-Eigenschafts-
Beziehungen experimentell nachvollzogen werden, ohne die Kiigelchen fiir einen
Einschlussversuch weiter zu nutzen. Trotzdem kann die Aufgabe in einen alltags-
bezogenen Kontext gesetzt werden, z. B. Gelbildner in der Kiiche (Alginat, Gela-
tine). So wird eine Durchfithrung des Versuchs bereits in jiingeren Jahrgangsstufen
(z. B. Natur und Technik) moglich, ohne die Aspekte der Enzymkinetik in den
Unterricht zu integrieren. Um trotzdem den vollstindigen Weg der Erkenntnis-
gewinnung zu durchlaufen, bieten sich zwei Themenbereiche an. Erstens die oben
beschriebenen Gel-Unterschiede mit der Uberpriifung physikalischer Einfliisse,
z. B. wie reagiert Alginat auf Hitze, Kélte, Druck, Reillen etc. Zweitens die Her-
stellung der Kiigelchen an sich, z. B. eingebettet in die Forschungsfrage ,, Wie wer-
den die rundesten Kugeln hergestellt?*. Dabei konnen Teilbereiche der Versuchs-
durchfithrung variiert werden, z. B. Tropfhohe, Schwenk-/Rithrgeschwindigkeit,
Haltbarkeitsstudien, Lagerungsparameter (feucht, trocken, kiihl etc.). Fiir die
Umsetzung im Unterricht sollten 30 Minuten eingeplant werden.
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@ Abb. 10.12 Ubersicht der Adaptionsmoglichkeiten des Versuchs Enzymimmobilisierung im
Klassenraum. Dieser Versuch lasst aufgrund seiner Struktur eine Breite an Variationsmoglichkeiten
zu. Neben der vollstindigen Implementation konnen verschiedene Bereiche weggelassen werden,
ohne die Kernaussage des Versuchs (Nachweis des Laktose-Abbaus in Milch durch co-immobilisierte
Hefe und Laktase) zu beeintriachtigen

2. Vorbereitung der Reaktionsansiitze: Abbau von Laktose durch Laktase

Vorab hergestellte Alginat-Kiigelchen konnen von den Schiiler*innen direkt fiir
ihre Experimente mit immobilisierten Enzymen verwendet werden. Die zusitz-
liche Zeit konnte im Unterricht genutzt werden, um Schiiler*innen im Sinne des
Forschenden Lernens zu ermdglichen, eigenen Hypothesen nachzugehen und ihre
Experimente passend zur gewihlten Fragestellung zu planen. Dabei kann der
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Grad der Offenheit beim Experimentieren frei gewahlt werden (vgl. Mayer & Zie-
mek, 2006). Durch die thematische Schwerpunktsetzung wird die Anzahl an
Experimenten und damit die Auswahl an Alginat-Kiigelchen-Varianten bestimmt.
Durch eine geschickte Wahl kann das dazu fithren, dass die Umsetzung im Unter-
richt weiter reduziert werden kann. Beispielsweise konnten nur Hefe-Alginat-
Kiigelchen zur Analyse der Zucker-Verstoffwechselung von Hefe in verschiedenen
Zuckerlosungen (Konzentrationsreihe oder Zuckersorten, z. B. Saccharose, Fruc-
tose) zur Verfiigung stehen. Fiir die praktische Umsetzung im Unterricht sollten
30 Minuten eingeplant werden. Diese Angabe muss um den zeitlichen Rahmen,
den Sie Thren Schiiler*innen fiir den Entwurf ihrer eigenen Ansétze geben, er-
weitert werden.

3. Nachweisreaktionen

Nachweisreaktionen ermdglichen die Analyse des Reaktionsverlaufs. Der Aufbau
der Reaktionsansitze, wie in @8 Abb. 10.5 vorgestellt, erlaubt die direkte Visualisie-
rung des Reaktionsverlaufs durch Entfirbung des Phenolphthaleins in Kalkwasser.’
Kohlendioxid entsteht nur bei Stoffwechselvorgingen der Hefe, die wiederum nur
Glukose (und nicht Laktose) umsetzen kann. Entsprechend ist die Durchfithrung
weiterer Nachweisreaktionen optional und richtet sich nach dem Grad der ge-
wiinschten Intensivierung. Unter Verwendung von Teststreifen dauert der GOD-
Test etwa zehn Minuten (ca. 100 Proben). Fiir die Durchfithrung der Wohlk-Probe
sollten 30 Minuten eingeplant werden. Dariiber hinaus kann der GOD-Test und die
Wohlk-Probe auch unabhingig vom vorgestellten Kontext im Unterricht mit Milch-
produkten durchgefiihrt werden (8 Abb. 10.8 und 8 10.9). Die Kernaussage des
Versuchs kann so allerdings nicht mehr berticksichtigt werden.

10.8 Online-Material

Zur weiteren Vertiefung steht Ihnen zusdtzliches Material online zur Verfiigung
(sn.pub/rEt5b)). Unter anderem finden Sie dort die Flussdiagramme in detaillier-
ter Ausfiihrung. Diese eignen sich als Arbeitsanweisungen fiir Schiiler*innen fiir
die praktische Umsetzung und konnen direkt ausgedruckt werden. Entsprechend
stehen Thnen auch die Bild- und Videodateien zur Nutzung im Unterricht zur Ver-
fligung. Des Weiteren finden Sie dort verschiedene Aufgabenformate zu versuchs-
spezifischen Fragen. Online haben Sie die Moglichkeit, sich aus diesen individuelle
Arbeitsblétter zusammenzustellen. Die Musterlosungen werden Thnen dort eben-
falls angegeben.

3 Alternativ kann der Universalindikator Blaukrautsaft verwendet werden.
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Auszug eines Arbeitsblatts fiir Food Wars Episode II.

Industrielle Prozesse erfordern unter anderem eine hohe Kontrolle des Reaktions-

prozesses und eine Reduktion der Produktionskosten bei enzymatischen Prozessen.

a. Definieren Sie den Begrift Enzymimmobilisierung.

b. Nennen Sie die drei hdufigsten Arten der Enzymimmobilisierung, erkliren Sie
deren unterschiedliche Mechanismen und geben Sie mdgliche Vor- und/oder
Nachteile der jeweiligen Immobilisierung an.

c. Zeichnen Sie eine Art der Enzymimmobilisierung IThrer Wahl. <«

Das hier vorgestellte Versuchskonzept kann ohne weitere Sicherheitsregularien an
Schulen durchgefiihrt werden. Trotzdem konnen Sie online die entsprechenden
Sicherheitsdatenblétter abrufen (sn.pub/rEt5bJ).

Zusammenfassung

Zucker und Enzyme, beides sind umfangreiche Themenkomplexe, die in den Lehr-
planen an verschiedenen Stellen adressiert werden kdnnen. Im Kontext der laktose-
freien Milchprodukte konnen sie miteinander verbunden werden, wodurch gleich-
zeitig Priakonzepte der Schiiler*innen zur Enzymkinetik und Stoffwechsel adressiert
werden konnen. Das vorgestellte Versuchssetting ist sehr adaptiv und lasst sich u. a.
wegen seines micro scale-Charakters einfach auf Experimente im Rahmen des For-
schenden Lernens ausweiten Dieses Kapitel enthélt eine detaillierte Anleitung zur
Durchfithrung mit wichtigen Hinweisen, wie Sie typische Fehler adressieren konnen.
Zusitzlich enthilt es eine Einleitung zu den Versuchsvariablen und Hintergriinden
zur industriellen Herstellung laktosefreier Milchprodukte und Enzym-
immobilisierung.
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1.1 Impuls

Auch wenn Sie Thre Schiiler*innen mit den vorgestellten Versuchen in die Tiefen
der Molekularbiologie und Biotechnologie entfithren kdnnen, ist ein praktischer
Einblick in den experimentellen Weg Von der DNA zum Protein nur mit einem
S1-Labor zu erreichen, dass die Arbeit mit gentechnisch verdnderten Organismen
erlaubt. DNA-analytische Techniken sind dabei der erste Schritt, doch héufig bie-
tet die endgiiltige Erklarung eines Phanomens erst die Proteinanalyse. S1-Labore
sind kostenintensiv und daher an Schulen duBlerst selten zu finden, daher bietet
sich an dieser Stelle die Kooperation mit nahe gelegenen Universititen an.! Mit
Blick auf eine zunehmende Digitalisierung in den Schulen bieten sich fiir diese Zu-
sammenarbeit auch ganz neue Perspektiven mit Blick auf eine computermediierte
Kollaboration (» Abschn. 7.6.3), wenn die ndchste Universitét in groBerer Ent-
fernung liegt und nicht ohne groeren Aufwand zu erreichen ist. Im Folgenden
zeigen wir daher unterschiedliche Modelle der Schiilerforschung auf und stellen
Ihnen ein Kooperationsmodell zwischen Schule und Universitit im Rahmen eines
W-Seminars? (bayerisches Pendant der Facharbeitsseminare) vor. Die Autorinnen
sind tiberzeugt, dass in dieser Form der Zusammenarbeit der Schliissel fiir eine ef-
fektive Forderung junger Nachwuchswissenschaftler*innen und angehender quali-
fizierter Fachkrifte in den MINT-Fichern liegen kann.

11.2 Schiilerforschung an Universitaten und Schulen

11.2.1 Universitaten als auBBerschulische Lernorte fiir
Schiilerforschung

Unter Auferschulischen Lernorten werden Lerngelegenheiten auBBerhalb der Schule
oder des institutionellen Rahmens zusammengefasst. Bei Schiilerlaboren und
Schiilerforschungszentren, die fiir die Biotechnologie besonders bedeutsam sind,
handelt es sich um didaktische Lernorte, bei denen die Eigentitigkeit der Schii-
ler*innen zentral ist (Haupt et al., 2013). Im Gegensatz zu Schiilerlaboren, die oft
im Klassenverband besucht werden und die ihre Wirkung in der Breitenforderung
entfalten sollen, bieten Schiilerforschungszentren interessierten und leistungs-
starken Jugendlichen an, sich auch in der Freizeit eigenstindig mit einem
Forschungsgegenstand iiber lingere Zeit auseinanderzusetzen. Bei der Gestaltung
kommt dem interdisziplindren Kontext und der Authentizitét, d. h. dem Erleben
der realen Arbeitssituation von Wissenschaftler*innen in ihren Laboren oder sons-
tigen wissenschaftlichen Einrichtungen mit entsprechender Materialausstattung
und Methodenrepertoire, eine besondere Bedeutung zu (Sommer et al., 2020).

1 Schiilerlabor-Atlas: » https://www.schuelerlabor-atlas.de/.
Das wissenschaftspropddeutische Seminar (W-Seminar) soll die Auspragung iiberfachlicher Kom-
petenzen unterstiitzen und zur Studierfahigkeit und Profilbildung von Schiiler*innen beitragen.
Naihere Infos unter » http://www.oberstufe.bayern.de/w-seminar/.


https://www.schuelerlabor-atlas.de/
http://www.oberstufe.bayern.de/w-seminar/
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11.2 - Schilerforschung an Universitaten und Schulen

Der Besuch von auflerschulischen Lernorten wirkt sich kurz- bis mittelfristig
positiv auf das MINT-Interesse der Schiiler*innen sowie deren Selbstkonzept bzw.
Selbstwirksamkeit aus; die Effekte sind insbesondere bei Einzelveranstaltungen
nur kurzfristig nachweisbar (z. B. Brandt et al., 2008; Itzek-Greulich, 2020; Pawek,
2020; Stake & Mares, 2001). Auch die Forderung von Fachkenntnissen und beruf-
licher Orientierung wurde bereits untersucht und ein (kurzfristiger) positiver Ef-
fekt auf den Wissenserwerb festgestellt (u. a. Brandt et al., 2008; Engeln, 2004;
Kim, 2016; WeBnigk, 2013). Gleichzeitig gewinnen die Schiiler*innen Einblicke in
wissenschaftliche Arbeitsweisen sowie Studien- und Berufsfelder (Schiitte & Kol-
ler, 2015; Sumfleth & Henke, 2011). In diesem Zusammenhang ist der positive Ein-
fluss von schulischer Vor- und Nachbereitung bei Schiilerlaborbesuchen auf aktu-
elles Interesse oder Wissenserwerb von Bedeutung, die als Konsequenz immer
wieder gefordert, aber bislang noch zu selten umgesetzt wird (z. B. Heike It-
zek-Greulich & Vollmer, 2018; Pawek, 2020). Werden praktische mit theoretischen
Einheiten konsistent verkniipft, fithrt das zu einer Steigerung sowohl der Schii-
ler*innen-Leistung als auch ihrer Einstellung zum jeweiligen Fach (Guderian &
Priemer, 2008).

11.2.2 Begabtenforderung

AuBerschulische Lernorte sind fiir die Begabtenforderung besonders wichtig, weil
eine addquate Forderung durch die Heterogenitét der Interessen und z. T. stark
ausgeprigte Vorwissens- und Leistungsunterschiede in den MINT-Fachern im cur-
ricularen Unterricht oft gar nicht moglich ist. Unter begabten und leistungsstarken
Jugendlichen werden in unserem Fall solche Schiiler*innen verstanden, die be-
sonderes Interesse, hervorragende Leistungen und iiberobligatorisches Engage-
ment in den MINT-Fachern zeigen. Diese Schiiler*innen konnen sich an auler-
schulischen Lernorten im Sinne eines Enrichment unter Anleitung von Expert*innen
vertieft mit bestimmten Themengebieten auseinandersetzen. Gleichzeitig konnen
sie durch das gemeinsame Forschen in Kleingruppen Gleichgesinnte kennenlernen
und sich austauschen. Soziale Eingebundenheit kann die nachhaltige Ausbildung
von Interessen begiinstigen (Ryan & Deci, 2000). Nur beim positiven Zusammen-
wirken des sozialen Kontextes und des Potenzials der Jugendlichen kann es zu
herausragenden Leistungen kommen.

11.2.3 Vernetzung von aufBerschulischem und schulischem
Lernen

Eine Gelingensbedingung fiir den Erfolg auBerschulischer MINT-Bildung ist die
Verkniipfung mit der Schule. Einmalige oder kurzfristige Schiilerforschungs-
angebote sollten curricular und didaktisch sinnvoll eingebunden sowie in der
Schule vor- und nachbereitet werden, um Lerneffekte erzielen zu konnen
(Itzek-Greulich & Vollmer, 2017). Die konstruktive Zusammenarbeit von Lehr-
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personen, Schulleitungen und Mitarbeiter*innen wissenschaftlicher Institutionen
in sog. Learning communities werden in der internationalen Bildungsforschung seit
den 1980er-Jahren als Instrument der Schulentwicklung und zur Verbesserung von
Unterrichtsqualitit intensiv diskutiert. Professionelle Lerngemeinschaften von
Lehrkriften und anderen Beteiligten sind auch hierzulade gut etabliert und haben
durch verschiedene Modellprogramme (z. B. SINUS (Ostermeier et al., 2004) oder
die Kontextprogramme (Bayrhuber et al., 2007; Grisel & Parchmann, 2004; Mi-
kelskis-Seifert & Duit, 2007)) zur Einbindung von Innovationen in den Unterricht,
z. B. Lernen in Kontexten oder Nutzung digitaler Medien, und damit einher-
gehender Schul- und Unterrichtsentwicklung eine lingere Tradition; ihre Wirk-
samkeit ist empirisch belegt (z. B. Holtappels, 2020).

Professionelle Lerngemeinschaften sind im Wesentlichen durch fiinf Merkmale
gekennzeichnet (vgl. (Warwas & Schadt, 2020): (1) Sie entwickeln gemeinsame
Zielsetzungen fiir die Unterrichtsgestaltung; (2) sie haben einen klaren Fokus auf
das Lernen von Schiiler*innen mit einer unterstiitzenden Hilfe- und Fehlerkultur
(Bonsen & Rolff, 2006); (3) sie fithren einen kontinuierlichen, reflexiven Dialog
iiber Lehren und Lernen, z. B. durch Erprobung und Bewertung neuer Lehr-
ansétze; (4) sie de-privatisieren ihren Unterricht, indem ihre Mitglieder Wissen und
professionelle Erfahrungen teilen; (5) sie konstruieren gemeinsam neues Wissen
und Lehransitze (vgl. » Abschn. 5.2, Kollaboration). Dariiber hinaus beurteilen
die Mitglieder einer Lerngemeinschaft den Erfolg und die Wirksamkeit prozess-
begleitend durch die Riickmeldungen einer wissenschaftlichen formativen Evalua-
tion und kénnen von diesen Erkenntnissen bei ihrer Weiterentwicklung der Inno-
vation schnell profitieren (Grasel, 2010; Grisel & Parchmann, 2004). Kooperation
kann so zur Einbindung von Innovationen in Schule und Unterricht wirksam bei-
tragen (Borko, 2004; Grisel et al., 2008; Grisel & Parchmann, 2004; Krebs, 2008).

Mithilfe solcher Bildungsinstitutionen-iibergreifenden Kooperation unter Be-
riicksichtigung von Forscher*innen aus den MINT-Dominen kann auch am
auBerschulischen Lernort initiierte, regelméBig stattfindende Schiilerforschung im
schulischen Kontext gemeinsam weiterentwickelt oder umgekehrt schulische
Schiilerforschungsprojekte, z. B. aus Facharbeiten oder Wettbewerbsteilnahmen,
durch Schiilerlabore, Schiilerforschungszentren oder allgemein wissenschaftliche
Institutionen unterstiitzt werden. Fiir fortgeschrittene Jahrginge gibt es geeignete
schulische Formate, um den Zugang zur Studien- und Berufsorientierung durch
Schiilerforschung zu vertiefen (z. B. in Bayern: W- und P-Seminare)?. Lehrkrifte
sollten entsprechend das Potenzial von MINT-begabten Schiiler*innen fiir die
Schiilerforschung diagnostizieren (Praetorius et al., 2011), fiir die Teilnahme an
auBerschulischen MINT-Programmen motivieren und diese addquat bei der Ent-
wicklung von Projektideen unterstiitzen konnen (Itzek-Greulich, 2020). Innovative
Forschungsthemen, wie sie am auB8erschulischen Lernort bearbeitet werden, stellen
fiir Lehrkrifte eine Herausforderung dar (» Abschn. 11.4), weil sie sich stetig 4n-
dern und daher nicht in den Lehramtscurricula in ausreichender Breite und Tiefe

3 P-Seminar: Format zur Bearbeitung praxisorientierter Projektthemen iiber die Dauer der Ober-
stufe » http://www.oberstufe.bayern.de/p-seminar/.
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behandelt werden. Lehrkréfte sollten daher durch Fortbildungsangebote unter-
stiitzt werden, um in der Umsetzung von Schiilerforschung bestarkt zu werden.
Besuche auBerschulischer Lerngelegenheiten stellen ferner durch ihre fachspezi-
fische und methodische Praxis eine sinnvolle Erginzung zur professionellen Exper-
tise der Lehrkréfte dar (Killermann et al., 2011; Mannott et al., 2018).

Vor diesem Hintergrund mochten wir mit diesem Kapitel dazu motivieren, die
Angebote umliegender auBerschulischer Lernorte fiir Thre Unterrichtspraxis zu
nutzen und mit diesen Einrichtungen zusammenzuarbeiten, um sich wechselseitig
kennenzulernen, iiber aktuelle Schiilerforschungsprojekte zu informieren und
regelméBig zur Weiterentwicklung der Inhalte zusammenzuarbeiten, um das Stu-
dien- und Berufsinteresse der Schiiler*innen in einem gemeinsamen Netzwerk
langfristig aufrechtzuerhalten (Schiitte & Koller, 2015; Sumfleth & Henke, 2011).
Durch die aktuellen Erfahrungen und die Verbesserung der Infrastruktur wihrend
der COVID-19-Pandemie kann zukiinftig effektiver auf digitale Tools (Lernplatt-
formen, Videokonferenzsysteme) bei der Umsetzung der Kooperation in Kombi-
nation mit Priasenz vor Ort zuriickgegriffen werden, um eine klare Rollenverteilung
zwischen Wissenschaftler*innen und betreuenden Lehrpersonen und die Zu-
standigkeiten bei der Schiilerforschung zu definieren und die Reichweite des Netz-
werks tiber die Grenzen einer Region hinaus zu vergroBern.

11.3 Exemplarische Konzeption kooperativ durchgefiihrter
W-Seminare

Schulische W-Seminare in Bayern verfolgen allgemein die Zielsetzung, Schiiler*in-
nen fachiibergreifende Kompetenzen zu vermitteln, damit sie ein wissenschaft-
liches Studium bewiltigen kénnen.* Werden die W-Seminare in Kooperation mit
einer Universitdt gestaltet, erhalten interessierte Schiiler*innen unmittelbar prakti-
sche Einblicke in den universitdren Forschungsalltag der Wissenschaftler*innen.
In der hier beschriebenen Zusammenarbeit wurde dies exemplarisch an grund-
legenden biotechnologischen Methoden zur Gewinnung und Analyse rekombinant
erzeugter Proteine realisiert.

Kontaktaufnahme und erste Planungsschritte beginnen bereits ein Jahr vor der
Durchfithrung des W-Seminars, weil die Umsetzung des praktischen Teils des W-
Seminars an der Universitét an die Verfiigbarkeit eines S1-Labors gekniipft ist. Mit
der interessierten Lehrkraft wird daher bereits ein Jahr vor der Praxis die verbind-
liche Zusammenarbeit festgelegt. Ein halbes Jahr vor der praktischen Umsetzung
im S1-Labor wihlen die Schiiler*innen jeweils aus einem Themenkatalog ihren in-
dividuellen theoretischen Schwerpunkt zur Umsetzung verschiedener protein-
chemischer Methoden aus. In enger Abstimmung mit der Seminarlehrkraft werden
hierzu im Vorfeld die verschiedenen Themen definiert. Wiinsche von Seiten der
Schiiler*innen werden bei der Themenstellung beriicksichtigt. Zur Einarbeitung in
die individuelle Thematik wird den Schiiler*innen vorab ein Skript zur Verfiigung

4 » http://www.oberstufe.bayern.de/w-seminar/.
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gestellt. Wahrend der einwochigen Praxis im S1-Labor befassen sich die Teil-
nehmenden tiber die DNA-Analytik hinaus intensiv mit dem Gebiet der Protein-
chemie und lernen neben ihrem Schwerpunktthema den vollstindigen Ablauf zur
Erzeugung eines rekombinanten Proteins aus Escherichia coli (E. coli) kennen. Um
eine intensive Betreuung der Schiiler*innen zu gewahrleisten, wird in Kleingruppen
gearbeitet. Unter Verwendung modernster Techniken und Geritschaften konnen
zeitintensive Analysemethoden wie das Western-Blotting an einem Praktikumstag
durchgefithrt werden. Die Teilnehmenden haben wihrenddessen immer die
Maoglichkeit, sich mit den Wissenschaftler*innen fachlich auszutauschen und Un-
klarheiten zu besprechen. In der Regel sind die hier bearbeiteten Themen viel kom-
plexer als diejenigen im Biologieunterricht und gehen weit tiber die Lehrplaninhalte
des Lernbereichs Genetik und Gentechnik der Sekundarstufe II hinaus. Trotz
eines individuellen Schwerpunkts wird bei der praktischen Umsetzung darauf
Wert gelegt, dass alle Schiiler*innen den vollstindigen Ablauf des Arbeitens mit
E. coli Bakterien zur rekombinanten Herstellung von Enzymen kennenlernen und
selbst durchfiihren. Nach der Isolierung eines fluoreszierenden Zielproteins wird die-
ses chromatografisch gereinigt und mit gingigen Analyseverfahren charakterisiert.
Ein Auszug moglicher Themenschwerpunkte zur Anwendung protein-
chemischer Methoden ist nachfolgend gezeigt.
== Erzeugung eines rekombinanten Plasmids zur Herstellung von Griin fluoreszie-
rendem Protein (GFP) in E. coli
== Reinigung rekombinanter Plasmid-DNA aus E. coli durch Verwendung eines
standardisierten Kits und Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese
= Transformation — molekularbiologische Methode zur Erzeugung gentechnisch
veranderter E. coli-Bakterien
Kultivierung und Zellaufschluss rekombinanter E. coli-Bakterien zur Ex-
pression und Isolierung des gewiinschten Zielproteins
Einsatz erster chromatografischer Methoden zur Aufreinigung von Proteinen
SDS-PAGE - Verfahren zur Trennung und Analyse von Proteinen
Fotometrische Methoden zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Western-Blotting — immunchemische Methode zur Detektion von Proteinen

Die Seminarlehrkraft bereitet ihre Schiiler*innen in ihrem Seminar theoretisch auf
die Laborpraxis vor. Neben den molekularbiologischen Grundlagen, wie z. B. Auf-
bau der DNA, Replikation, Proteinbiosynthese und Gentechnik, werden auch
erste praktische Aspekte behandelt (» Kap. 5). Praktische Fertigkeiten werden
themenbezogen geiibt, zum Beispiel die Isolierung von DNA aus einer Zwiebel
oder den Umgang mit Mikroliterpipetten bei der Einfiihrung kleinster Volumina.
Die einwochige Betreuung im S1-Labor wird durch die Universitét iibernommen,
wobei die Lehrkraft ihre Schiiler*innen an ausgewidhlten Praktikumstagen im
Labor gerne begleiten darf. Die Schiiler*innen werden wéahrend der Praxis von
zwel Wissenschaftler*innen betreut. In enger Abstimmung zwischen der Lehrkraft
und der Wissenschaftler*in erfolgt die Korrektur der wissenschaftlichen Arbeit der
Schiiler*innen. Der fachwissenschaftliche Teil wird hier zundchst von dem/der
Wissenschaftler*in kommentiert und eine erste Einschiatzung zur Gesamtheit der
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Arbeit abgegeben. Die finale Beurteilung der Arbeit erfolgt dann durch die jewei-
lige Lehrkraft.

Damit Sie als Leser*in einen authentischen Eindruck gewinnen konnen, ob es
auch fir Sie sinnvoll sein kann, im Bereich der Biotechnologie ein W-Seminar in
Kooperation mit einer Universitdt [hren Schiiler*innen anzubieten, beschreibt eine
mit uns kooperierende Lehrkraft eines bayerischen Gymnasiums in der Niahe von
Miinchen im ndchsten Abschnitt ihre Erfahrungen, die sie im Rahmen ihres
W-Seminars mit uns an der Technischen Universitit Miinchen gemacht hat
(s. » Abschn. 11.4).

11.4 ,Freiwillige gesucht!” oder die Antwort auf die Frage,
warum man als Lehrkraft eben DOCH ein W-Seminar
durchfiihren sollte (von Nina Ostermeier)

Das Szenario an Schulen ist jedes Jahr dasselbe: Die Oberstufenkoordinator*innen
suchen — oft regelrecht verzweifelt — nach einer ausreichend groBen Anzahl an
Lehrkraften, die ein W-Seminar anbieten. Die mangelnde Begeisterung seitens des
Lehrpersonals lasst sich durchaus erkldren: Wissenschaftspropadeutisch soll es
sein, das Seminar, also zu wissenschaftlichen Denk- und Arbeitsweisen hinfithren
und nach Vorgabe des ISB? forschendes Lernen ermdglichen. Das Idealergebnis:
Schiiler*innen, die zu einem wissenschaftlichen Studium befahigt sind. Allerdings
gibt es keinen vorgegebenen Weg zu diesem hochgesteckten Ziel, keinen Lehrplan,
an dem man sich, wie gewohnt, entlanghangeln kann. Endlich Gestaltungsspiel-
raum, endlich eine Moglichkeit eigene Ideen umzusetzen ..., oder? Die so ver-
lockend klingende Freiheit fiihrt bei Lehrkraften gelegentlich zu Unsicherheit und
etwas spater, wenn man sich schlieBlich zu einem Seminar {iberreden hat lassen, zu
der Erkenntnis, dass ein enormer Arbeitsaufwand damit verbunden ist, diese hoch-
gesteckten Ziele zu erreichen.

Optimismus und Kreativitat sind sicherlich Eigenschaften, die einem in solch
einer Situation weiterhelfen. Perfektionismus hingegen stellt einen bei der Planung
eines W-Seminars zum Rahmenthema Molekularbiologie durchaus vor Heraus-
forderungen: Biologie ist bekanntlich ein Experimentalfach und genau diese Eigen-
schaft erweist sich vielen anderen Fachern gegentiber oft als riesengroBBer Vorteil.
Denkt man spéter an die Schulzeit zurtick, sind es die Versuche, die Schiiler*innen
in Erinnerung bleiben: der explodierende Knallgasballon (zur Veranschaulichung
der Notwendigkeit einer Atmungskette), die sezierte Forelle, oder eine ,,Autobahn*
an Paramecien unter dem Mikroskop. Fiir mich war also sofort klar, dass meine
Schiiler*innen keine reine Recherchearbeit anfertigen, sondern den Schwerpunkt
ihrer Arbeit auf einen Praxisteil legen sollten. Durch eine sehr gute Laboraus-
stattung an unserer Schule waren einfache molekularbiologische Versuche mog-
lich. Aber echtes wissenschaftliches Arbeiten ohne Sicherheitslabor? Moderne

5 Staatsinstitut fiir Schulqualitiat und Bildungsforschung.
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molekularbiologische Verfahren nur theoretisch vermitteln, weil die praktische
Umsetzung an den extrem teuren Reagenzien und Versuchsapparaturen scheitert?
Wandelte sich im wissenschaftsorientierten W-Seminar der Experimentalcharakter
des Faches Biologie von einem Vor- in einen Nachteil? Rat war nun teuer, wenn
man die Schiiler*innen gemaB des Lehrplanauftrags auf ein (natur-)wissenschaft-
liches Studium vorbereiten will, aber simtliche Voraussetzungen fiir die praktische
Umsetzung nicht gegeben sind. Letztlich erwies sich vollig unverhofft die Uni-
versitit als die perfekte Losung fiir all meine Probleme.

Die Entscheidung fiir die TU-Miinchen als Kooperationspartner fiel fiir mich
aus zwei Griinden sehr schnell: Zum einen hatte ich Frau Dr. Schoppner in mehre-
ren Fortbildungen bereits als sehr kompetente und engagierte Biologin kennen-
gelernt. Ich war mir bei ihr sicher, dass sie den schwierigen Spagat zwischen
Schiilerwissen und Forschungsansatz schaffen wiirde. Zum anderen wusste ich aus
den Lehrgingen von der hervorragenden Ausstattung der Studentenlabore. In
mehreren Telefonaten stellte sich heraus, dass sechs Schiiler*innen wahrend der
Sommerferien die Moglichkeit erhalten sollten, eine Laborwoche mit dem Thema
,,Proteine als Bausteine des Lebens“ an der TU Miinchen zu absolvieren, die
wissenschaftliches Arbeiten in den Bereichen der Molekularbiologie und Bio-
chemie auf neuestem Stand versprach. Mit diesem Wissen startete ich im Schuljahr
2018/ 19 in mein W-Seminar.

Das erste Semester meines W-Seminars nutzte ich, um den Schiiler*innen die
Grundlagen der Molekularbiologie ndher zu bringen: Aufbau der DNA, Replika-
tion, Proteinbiosynthese und Gentechnik, um nur einige Bereiche zu nennen. Prak-
tische Fertigkeiten iibten wir jeweils themenbezogen mit ein, so zum Beispiel die
Isolierung von DNA aus einer Zwiebel oder den Umgang mit Mikroliterpipetten
bei der Einfithrung kleinster Volumina. Es ist immer wieder faszinierend zu sehen,
dass man oft mit einfachsten Methoden, wie dem Pipettieren eines 1 Mikroliter
groBen ,, Tropfens“ Tintenwasser, die Begeisterung seiner Schiiler*innen wecken
kann. Als kronenden Abschluss des Semesters fithrte ich mit meinem W-Seminar
in einem vierstiindigen Praktikum einen Test auf den Besitz des Bitterschmecker-Gens
durch, inklusive Isolation und Restriktion eigener DNA, Vervielfiltigung durch
PCR und Auftrennung durch Gelelektrophorese. Die Anleitung zu diesem Prakti-
kum hatte ich auf einer Fortbildung bei Frau Dr. Schéppner kennengelernt und es
ermoglichte den Schiiler*innen bereits, in die gidngigsten Standardverfahren
molekularbiologisch arbeitender Labors hinein zu schnuppern.

Was sich hier fiir manchen unrealisierbar oder extrem ambitioniert anhort, ist in
Wahrheit mit etwas Motivation und Aufgeschlossenheit fiir jede Lehrkraft einfach
durchzufiihren. Alle Fortbildungsteilnehmer*innen konnen sdmtliche Versuchs-
apparaturen von der TU Miinchen kostenlos leihen und sogar die Reagenzien wer-
den in bereits fertig vorbereiteten Schiilerportionen zur Verfiigung gestellt —in Zeiten
ohne BTA an Schulen fiir jeden Biologielehrer ein Traum! Nach diesem halben
Jahr hatten also meine Schiiler*innen eine Vorstellung von Aufbau, Vermehrung,
Veranderung, Isolierung und Auftrennung von DNA bekommen und damit eine
solide Grundlage zur Teilnahme am Laborpraktikum der TU-Miinchen gelegt.

Es ist nun natiirlich Illusion zu glauben, dass Schiiler*innen allein durch ihr
erworbenes Wissen aus dem W-Seminar in der Lage sind, den theoretischen



257 1 1

11.4 - Freiwillige gesucht!” oder die Antwort auf die Frage, warum...

(geschweige denn den praktischen) Ablauf wissenschaftlicher Verfahren wie einer
SDS-PAGE oder eines Western Blot vollumfassend zu verstehen. Der Sprung von
schulischen Inhalten aus dem Bereich der Molekularbiologie und Biochemie zu
forschenden Arbeitsweisen in einem Labor ist ein immens groBer. Doch auch hier
zeigte sich die Kooperation als ideale Losung: Vorbereitend zum Laborpraktikum
erhielten die Schiiler*innen ein von Frau Dr. Schoppner erstelltes, maBgeschneidertes
Skript mit allen Versuchsanleitungen und Hintergrundinformationen zu den einzel-
nen proteinchemischen Forschungsmethoden sowie eine Literaturliste, die sich vor
allem bei der spéteren Anfertigung der Seminararbeit als groBe Hilfe erwies. Un-
klare Sachverhalte und Verstidndnisschwierigkeiten konnten jederzeit wiahrend des
Laborpraktikums oder per Email mit Frau Dr. Schoppner gekliart werden.

Sowohl die Vorbereitung des TU-Praktikums als auch die Durchfithrung waren
fiir mich — abgesehen von den regularen Unterrichtsstunden — lediglich mit einigen
wenigen organisatorischen Tatigkeiten und Telefonaten verbunden und deshalb
eine enorme Arbeitsentlastung im Vergleich zu meinen an der Schule von mir selbst
betreuten Schiiler*innen. Auch die Sorge, sich als Lehrkraft in hochkomplexe
Themeninhalte so einarbeiten zu miissen, dass wirklich alle Problemstellungen be-
antwortet werden konnen, erwies sich als unbegriindet, da samtliche Fragen der
Schiiler*innen wiahrend des Laborpraktikums von Frau Dr. Schoppner und Frau
Stich beantwortet wurden. Der im wahrsten Sinne des Wortes paradiesische Be-
treuungsschliissel von 3:1 tat sein Ubriges. Der ein oder andere wird hier eventuell
anmerken, dass die ,,gemeine Lehrkraft®, die meist gerne selbst das Zepter fiihrt,
ihr Heft durch diese Verfahrensweise vollig aus der Hand gebe. Aber obwohl mir
die Betreuung des Laborpraktikums komplett abgenommen wurde, fithlte ich mich
zu jeder Zeit iiber alle Abldufe und Vorgehensweisen informiert und in alle Ent-
scheidungen integriert. Auch mein personliches Anliegen, den organisatorischen
Ablauf eines Labortages und das Arbeitsverhalten meiner Schiiler*innen selbst
miterleben zu konnen, wurde mir dankenswerterweise problemlos ermoglicht. Bei
meinem eintdgigen Besuch im Labor war ich — trotz meiner bereits hohen Er-
wartungen — sehr davon angetan, wie extrem professionell, didaktisch geschickt
und trotzdem wissenschaftlich die Versuche angeleitet wurden.

Nun ist der dargestellte Sachverhalt zugegebenermalen meine subjektive
Lehrersicht. Jedoch zeigte sich bei einer von mir im nachfolgenden Unterricht
durchgefiihrten Evaluation des Praktikums, dass auch die Schiiler*innen fast aus-
nahmslos begeistert waren. Insbesondere der gute Betreuungsschliissel, die iiber-
sichtlichen und gut verstiandlichen Versuchsanleitungen, die hohe Fachkompetenz
der Betreuungspersonen und die professionelle und hochmoderne Ausstattung des
Labors wurden lobend hervorgehoben. ,,Ohne dieses Laborpraktikum hatte ich
niemals, selbst an keinem Tag der offenen Tiir, einen so tiefgreifenden Einblick in
die Arbeitsweisen eines Labors bekommen konnen. Ich bin wirklich dankbar diese
Moglichkeit gehabt zu haben!*, so das Fazit eines Schiilers.

Auch die Betreuung der Schiiler*innen wéhrend der abschlieBenden Erstellung
ihrer Seminararbeit war im Ubrigen ein tolles Beispiel fiir Teamwork: Zwar wur-
den die Beratungsgespriche selbstverstandlich von mir durchgefiihrt, jedoch stand
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Frau Dr. Schoppner auch hier den Schiiler*innen fiir Fachfragen weiterhin zur
Verfiigung und entlastete mich damit wesentlich.

Kann man nun also ein W-Seminar — mit echtem wissenschaftlichen Anspruch —
in einer Naturwissenschaft guten Gewissens und mit normalem Arbeitsaufwand
durchfithren? Die Antwort ist ein eindeutiges JA! Die Kooperation mit der TU
Miinchen erwies sich fiir mich in jeglicher Hinsicht als absoluter Gliicksfall. Auf-
grund der Sicherheitsbestimmungen und der finanziellen Ausstattung von Schulen
wire ein wissenschaftliches Arbeiten auf neuestem Stand im Bereich der Molekular-
biologie nicht umsetzbar gewesen. Und obwohl dieser Themenbereich zu meinen
absoluten Interessensgebieten gehort und ich deshalb mehrmalig Fortbildungen
dazu besucht habe, reicht mein Wissen bei Weitem nicht an das der Betreuungs-
personen des Laborpraktikums heran. Ein sowohl inhaltlich als auch ausstattungs-
technisch so qualitativ hochwertiges W-Seminar hitte ich meinen Schiiler*innen in
Eigenregie niemals bieten konnen. Und die Arbeitsentlastung der betreuenden
Lehrkraft — in diesem Fall also meiner selbst — ist dabei definitiv ein sehr willkom-
menes Zusatzgeschenk. Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die
Vor- und Nachteile einer Kooperation sowohl aus Schiiler*innen- als auch
Lehrer*innen-Perspektive (8 Tab. 11.1).

O Tab.11.1 Vor- und Nachteile einer Kooperation zwischen Universitiit und Schule aus
unterschiedlichen Sichtweisen

Pros Schiiler*innen Cons Schiiler*innen

Betreuung in Kleinstgruppen Miissen sich wihrend der Ferien
eine Woche Zeit nehmen

Gut verstandliches Schiiler-Skript zur Vorbereitung
Literaturliste zur weiteren Vertiefung der Thematik

Fachlicher Austausch mit den Betreuungspersonen
jederzeit problemlos méoglich (auch per E-Mail)

Arbeiten auf neuestem wissenschaftlichen Stand
Hochmodern ausgestattetes Labor

Tiefgreifender Einblick in wissenschaftliches Arbeiten
Keine Kosten

Durch 6ffentliche Verkehrsmittel gut erreichbar

Pros Lehrkrifte Cons Lehrkrifte

Enge Kooperation Langfristige Planung notwendig um
Laborplétze zu sichern

Extreme Zeitersparnis und Arbeitsentlastung bei Man muss den Mut haben, die
Vorbereitung und Betreuung Kontrolle ein Stiick weit abzugeben

Ermoglicht Versuche mit Sicherheitsstandards

Hilfestellung bei Themenfindung und Korrektur
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11.5 Fachwissenschaftlicher Hintergrund

Die Gebiete molekulare Biologie und Biotechnologie gewannen in Forschung,
Wirtschaft und Gesellschaft in Deutschland wihrend der letzten Jahrzehnte ver-
starkt an Bedeutung. Mit Entdeckung der Biotechnologie in den frithen 1970er
Jahren (Cohen et al., 1973; Smith & Welcox, 1970; Wu & Taylor, 1971) wurde die
Entwicklung einer neuen Generation von Humantherapeutika erst moglich.
Wesentlicher Grundstein war hierfiir die Erfindung der DNA-Rekombinations-
technologie.

Mit Erfindung der DNA-Rekombinationstechnologie wurde die gezielte Ver-
anderung der genetischen Ausstattung von Organismen erst moglich. Diese Tech-
nik setzt Enzyme voraus, welche die Spaltung, Verkniipfung und Replikation von
DNA ermoglichen und die Reverse Transkription von RNA herbeifithren. Zur ge-
richteten Klonierung von PCR-Produkten werden diese durch Restriktionsenzyme
an ihren Enden geschnitten und in entsprechend vorbereitete Vektoren ligiert
(Christen et al., 2016, p. 516). Durch die Wahl entsprechender Primer kdnnen die
Restriktionsschnittstellen am Gen des Zielproteins eingebaut werden. Durch das
Einschleusen der Fremd-DNA in einen Wirtsorganismus (z. B. E. coli), kénnen
dann die rekombinanten Konstrukte, d. h. die Plasmide, in die das gewiinschte
DNA-Fragment ligiert ist, repliziert werden.

Plasmide sind natiirliche, z. B. in Bakterien zusitzlich zum Chromosom vor-
kommende, ringformige DNA-Molekiile. Wichtig ist, dass sich Plasmide autonom
in ihrem Wirt vermehren. Ausgehend von in der Natur vorkommenden Plasmiden
wurden gentechnisch rekombinante Vektoren erzeugt, die es erlauben, Fremdgene
in Bakterien einzuschleusen. Diese Plasmide tragen zusitzlich Antibiotika-
resistenzen, durch die eine Selektion der rekombinanten Mikroorganismen bei der
Vermehrung erst moglich wird.

Zunichst wird ein entsprechendes rekombinantes DNA-Molekiil erzeugt (ent-
hilt Zielgensequenz). Dieses rekombinante DNA-Molekiil kann dann durch
Transformation in eine Wirtszelle (hier: E. coli) vervielfaltigt werden. Nach Erhalt
eines positiven Klons erfolgt die Expression des gewiinschten Proteins in E. coli.
Nach der Anzucht kann das Protein durch Aufschluss der E. coli-Zellen isoliert
und chromatografisch aufgereinigt werden. Nach jeder chromatografischen Reini-
gung werden die gesammelten Fraktionen hinsichtlich des Vorhandenseins des
Zielproteins und dessen Reinheitsgrades tiberpriift. Dies erfolgt mittels SDS-
PAGE. Das Zielprotein kann nach erfolgreicher Reinigung anhand einer Vielzahl
von Analysemethoden (z. B. fotometrisch oder immunchemisch) charakterisiert
werden.

Zusammenfassung

Viele molekularbiologische Standardmethoden, insbesondere solche zur Proteinher-
stellung, sind auf die Umsetzung in einem S1-Labor beschrinkt. In diesem Kapitel
wird ein Methodenrepertoire vorgestellt, das im Rahmen eines Kooperationsprojekts
zwischen Universitiaten und Schulen interessierten Schiiler*innen einen tieferen Ein-
blick in die Methoden der Protein-Biochemie erméglicht.
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Allel Genvariante; Ausprigung eines Gens an einem bestimmten Genort; unter-
schiedliche Allele tragen zur genetischen Variabilitdt einer Population bei

Alginat Salz der Alginsdure; vorkommend in Braunalgen

Alkaloid Organische, stickstoffhaltige und meist alkalische natiirlich vorkommende
Verbindungen

B-Galaktosidase Enzyme, die endstindig (Exoglycosidasen) die Hydrolyse der gly-
kosidischen Bindung von f-Galaktopyranosiden katalysieren. Dabei entsteht das
Monosaccharid Galaktose. Die bakterielle S-Galaktosidase aus dem Darm-
bakterium E. coli hydrolysiert das Disaccharid Laktose in D-Galaktose und in
D-Glukose.

Glykosid Organisch, chemische Verbindung, wobei ein Alkohol (R-OH) mit einem
Zuckerrest (Z) lber eine glykosidische Bindung verbunden ist. Es resultiert eine
Struktur R-O-Z.

Biokatalysator(en) Sammelbezeichnung in lebenden Organismen, die chemische
Reaktionen beschleunigen oder in anderer Weise fordern. Beispiele sind vor allem
Enzyme (Biokatalysatoren i. e. S.), aber auch Hormone, Vitamine, Spurenelemente
(Bioelemente, Mikronihrstoffe) und pflanzliche Wuchsstoffe (Phytohormone)!

Biokompatibilitat Vertriaglichkeit von Wirkstoffen gegeniiber dem lebenden
Organismus

Chronotyp Als Chronotypen bezeichnet man Typisierungen von Individuen, die
sich aufgrund ihrer jeweiligen inneren biologischen Uhr hinsichtlich physischer
Merkmale (z. B. Temperatur, Schlaf-Wach-Phasen) unterscheiden.

Circadianer Rhythmus Fiahigkeit eines Organismus die physiologischen Vorginge
und Verhalten an die 24 stiindige Rhythmik der Erdumdrehung anzupassen.

Circannuale Rhythmus Fihigkeit eines Organismus die physiologischen Vorginge
und Verhalten an die Jahresrhythmik der Erdwanderung um die Sonne anzupassen,
z. B. Vogelzug, Fellwechsel.

1 Online Auftritt Spektrum — Lexikon der Biologie: » https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/
biokatalysatoren/8644. Zugegriffen am 12.01.2022
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CFTR Abkiirzung fiir cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. Dieses
Protein ist als integraler Ionenkanal an der Aufrechterhaltung, z. B. der Lungen-
funktion beteiligt; verschiedene Mutationen fithren zu unterschiedlichen Aus-
priagungen an Zystischer Fibrose.

Cyanobakterium Cyanobakterien werden aufgrund ihres fehlenden Zellkerns zu
den Prokaryoten und damit den Bakterien gezdhlt. Sie gehoren zu den &ltesten
Lebewesen. Viele Cyanobakterien sind in der Lage oxigene Photosynthese zu be-
treiben.

Deletionsmutation Verlust eines oder mehrerer Nukleotidpaare

Dimerisierung In der Biochemie bezeichnet Dimerisierung die Zusammenlagerung
zweier Einheiten (Monomere) zu einem Dimer, die iiberwiegend auf nicht-
kovalenten Bindungen basiert.

Effektor(en) Ein Regulationsmolekiil, das auf die Reaktionsgeschwindigkeit eines
Enzyms Einfluss nimmt, indem es dieses entweder stabilisiert oder inhibiert.

Enterozyt(en) Enterozyten sind die letzte Zellschicht des Darms, welche sich v. a.
durch ihre Mikrovilli auszeichnen und fiir den Stofftransport zustdandig sind.

Enzymimmobilisierung Réumliche Fixierung von Enzymen, die zu einer Ver-
lagerung der katalytischen Aktivitét fithrt und reversibel oder irreversibel erfolgen
kann.

Epigenetik Fachrichtung, die sich mit Genaktivititen befasst, welche weder auf
Mutation noch Rekombination der DNA zuriickzufiihren sind. Epigenetische Ef-
fekte entstehen durch Verdnderung der Chromatinstruktur oder Methylierungen
der DNA.2

Exon Abschnitt der genomischen DNA, der in reifer mRNA erhalten bleibt; Ko-
dierende DNA-Abschnitte in einem Gen

Genlocus Auch Genort, die physische Position eines Gens im Genom.
genetische Pradisposition Als genetische Pradisposition bezeichnet man die Wahr-
scheinlichkeit mit der sich eine Pathologie entwickelt, die sich aus der Struktur

oder Zusammensetzung des Erbguts ergibt.

genomische DNA Gesamtheit der vererbbaren Gene eines Individuums

2 Online Auftritt Nature Journal: » https://www.nature.com/articles/nature02625free=2 (Egger,
G., Liang, G., Aparicio, A., & Jones, P. A. (2004). Epigenetics in human disease and prospects for
epigenetic therapy. Nature, 429(6990), 457-463).


https://www.nature.com/articles/nature02625?free=2
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Genregulation Die sowohl von der Zelle selbst (endogen) als auch durch duBere
Einfliisse (exogen) verursachte Steuerung der Aktivitiat von Genen.

Glukose-Oxidase-Test Chemische Nachweismethode fiir Glukose, die klinisch bei
Diabetes Mellitus Patienten Anwendung findet und in verschiedenen Test-Kits er-
hiltlich ist. Weiterfiithrende Literatur unter?

Heterozygot Wenn ein Gen auf den beiden homologen Chromosomen in unter-
schiedlichen Varianten vorliegt.

Homdostase Ein Spezialfall der Selbstregulation von offenen Systemen, welcher
durch intern regelnde Prozesse zu einem Gleichgewichtszustand fiihrt.

Homozygot Wenn die zwei Kopien eines Gens auf den beiden homologen Chromo-
somen in identischer Ausfithrung vorliegen.

Inkubationszeit Zeit, in der kontrollierte Umgebungsbedingungen beibehalten
werden, z. B. zur Durchfithrung eines wissenschaftlichen Experiments oder der
Kultivierung von Mikroorganismen.

Intron Nicht-codierende Abschnitte eines Eukaryoten-Gens, welche benachbarte
Exons voneinander trennen. Vor der Translation werden intronische Bereiche aus
der mRNA herausgeschnitten (Splei3en).

Konformation Anordnung eines Molekiils im Raum.

Laktase-Nicht-Persistenz (LNP) Der natiirliche Verlauf der Genexpression von
Laktase-Phlorizin-Hydrolase bedingt, dass die Expression im Erwachsenenalter
nicht mehr stattfindet, sodass der Konsum von Laktose zu Symptomen, wie
z. B. Blahungen, fiihrt.

Laktase-Persistenz (LP) Durch eine Mutation in der regulatorischen Einheit findet
die Genexpression von Laktase-Phlorizin-Hydrolase auch im Erwachsenenalter
statt und ermdglicht den symptomfreien Konsum von Laktose.

Laktase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) Im Diinndarm lokalisiertes Enzym, das Laktose
hydrolytisch in Glukose und Galaktose spaltet.

Laktoseunvertraglichkeit Bezeichnet den physiologischen Zustand, der zu Symp-
tomen, wie z. B. Blihungen bei einem (iibermaBigen) Konsum von Laktose fiihrt.

3 Vertiefende Literatur: » https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0734975009000536
(Bankar, S. B., Bule, M. V., Singhal, R. S., & Ananthanarayan, L. (2009). Glucose oxidase—an
overview. Biotechnology Advances, 27(4), 489-501). Zugegriffen am 27.01.2022
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Ligand Molekiil, das reversibel an ein Zielmolekiil bindet und von diesem nicht
umgesetzt wird.

Loci s. Genlocus

Mucosa Schutzschicht, die das innere von Holorganen auskleidet, z. B. Mund- und
Nasenhohle.

Mutation(en) Eine Mutation stellt eine zufillige Verdnderung der genetischen In-
formation an einem Genort dar. Es werden Chromosomen- und Punktmutationen
unterschieden. Ist die Zahl, die Form oder der strukturelle Aufbau von Chromo-
somen verdndert, spricht man von einer Chromosomen-Mutation. Punkt-
mutationen stellen Verdnderungen in der Sequenz der Basenpaare eines Genoms
dar, die innerhalb eines Gens oder auBlerhalb im nicht codierenden Teil liegen kon-
nen.

Negativkontrolle Ansatz eines wissenschaftlichen Experiments, der dazu dient ein
negatives Ergebnis zu verifizieren.

Pellet Ablagerung von Zellen oder Zelltriimmern am Boden eines Reaktions-
gefdBes im Anschluss an die Zentrifugation.

Periphere Uhr Molekularer Mechanismus in korpereigenen Zellen zur Aufrecht-
erhaltung der circadianen Homoostase, welche durch neuronale oder hormonelle
Signale gesteuert wird.

Polymorphismus Ist als Vorkommen mehrerer, verschiedener Allele eines Gens
innerhalb einer Population zu verstehen. Ein Beispiel ist der Einzelnukleotid-
Polymorphismus, auch SNP (single nucleotid polymorphism) genannt, bei dem die
Unterschiede der Allele eines Gens auf einen einzelnen Nucleotid zuriickgeht.

Positivkontrolle Ansatz eines wissenschaftlichen Experiments, der dazu dient ein
positives Ergebnis zu verifizieren.

Pranataldiagnostik Medizinische Untersuchungen des Ungeborenen wihrend der
Schwangerschaft, auch um Erkrankungen oder Schidigungen des ungeborenen
Kindes erkennen zu kénnen

Primer Einzelstrangige Oligonukleotide, meist aus 20-30 Nukleotiden aufgebaut;
werden in der PCR zur Vervollstindigung der komplementdren DNA-Einzel-
stringe als Ausgangspunkt fiir die Polymerase verwendet. Der vorwérts Primer ist
dabei komplementér zum Start der Zielsequenz, der riickwérts Primer ist komple-
mentdr zum Ende der Zielsequenz.

Primerdimer Zusammenlagerung von Primern, die als Schmierbande in Agarose-
Gelen sichtbar ist.
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Proteasom Bestandteil der Proteinqualitdtskontrolle in Zellen, welche am kontrol-
lierten Abbau von Proteinen beteiligt ist.*

Punktmutation Eine Form der genetischen Mutation, bei der eine einzelne Nukleo-
base ausgetauscht wird.

Restriktionsverdau Wissenschaftliche Methode, bei der mithilfe von Restriktions-
enzymen DNA oder DNA-Molekiile an spezifischen Stellen geschnitten werden.

Signaltransduktion Form der molekularen Signalweiterleitung

single nucleotide polymorphism (SNP) Einzelnukleotidpolymorphismus(en) Aus-
tausch eines einzelnen Nukleotids. Dies kommt sowohl in der codierenden, als
auch in nicht-codierenden Regionen der DNA vor. Funktionelle Auswirkungen
zeigen sich bei SNPs in codierenden Bereichen (z. B. Austausch von Aminosduren
oder in der Genregulation und SpleiBen). Ansonsten handelt es sich um neutrale
Mutationen.

Suprachiasmatischer Kern (SCN) Eine Region im Hypothalamus von Sdugetieren,
der als wichtigster aber nicht einziger Koordinator des artenspezifischen Tages-
rhythmus fungiert. Vertiefende Literatur unter?

Templat Aus dem Englischen template bezeichnet Matrizen-DNA/ RNA, die bei
dem Aufbau eines komplementiren Stranges als Vorlage dient.

Transkriptionsfaktor(en) (TF(s)) Es werden die generellen Transkriptions-
faktoren (GTFs) und die regulatorischen Transkriptionsfaktoren (RTFs) unter-
schieden. Bei GTFs handelt es sich um Proteine, welche befihigt sind an die DNA
zu binden und mit der Polymerase wihrend der Transkription zu interagieren. Als
RTFs werden regulatorische DNA-Sequenzen bezeichnet, die als spezifische Binde-
stellen fiir weitere Proteine bezeichnet, die die Initiation der Transkription beein-
flussen.

Translokation Uberfiihrung eines Molekiils zwischen Zellkompartimenten

7 Transmembranhelices Rezeptor (7TM-Rezeptor) In die Zellmembran integrierter
Proteinkomplex, der sowohl einen extra- als auch intrazelluldren Bereich besitzt
und iiber 7 Helices in der Membran verankert ist. Auch als G-Protein gekoppelte
Rezeptoren bezeichnet.

4 Online Auftritt Nature Journal: » https://www.nature.com/articles/4401702 (Hershko, A. (2005).
The ubiquitin system for protein degradation and some of its roles in the control of the cell divi-
sion cycle. Cell Death & Differentiation, 12(9), 1191-1197). Zugegriffen am 21.02.2022

5 Vertiefende Literatur: Robert F. Schmidt (2013). Gerhard Thews: Physiologie des Menschen. (27.
Aufl.) Springer, Berlin, ISBN 978-3-662-00485-2, S. 151.
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variable number of tandem repeats (VNTRs) Genetische Variation des menschlichen
Genoms, die zu einem Lingenpolymorphismus fiihren, bei dem Wiederholungen
des gleichen DNA-Sequenzmotifs auftreten.

Wildtyp Bezeichnung fiir Organismen oder Gene, die in einer durch die Evolution
entstandenen Form vorliegen. Abweichungen entstehen durch Mutationen, wobei
sich diese evolutiondr durchsetzen kdnnen und man ab einen bestimmten Anteil in
der Population von Polymorphismen spricht.

Zielsequenz Bezeichnet einen DNA-Abschnitt der im Rahmen der Polymeraseket-
tenreaktion vervielfialtigt werden soll. Nach Auftrennung der DNA in zwei kom-
plementire DNA-Einzelstriange ist hierbei der vorwérts Primer komplementér zur
Start-Sequenz. Der riickwérts Primer bindet komplementar an die Stopp-Sequenz.
Im Gegensatz zur vollstindigen Zielgensequenz muss fiir die Polymerasekettenre-
aktion lediglich die DNA-Sequenz des vorwirts und riickwirts Primers bekannt
sein.
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