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Das Gentechnik-Projekt der
Biologie-Leistungskurse vom Juli 2011 %!H,f* enes

Unsere Teams:
Der Leistungskurs von Herrn Metzner:

Der Leistungskurs von Herrn Sohmen:
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Die genauen Details zum Versuch mag sich der wissensdurstige Leser
auf den Seiten der Firma ROCHE gonnen (Blue Genes ROCHE).

Hier zeigen wir in Ausschnitten die entscheidenden Statio-
nen der experimentellen Ablidufe.

Vorsicht — Sauberkeit — Prazision —- Teamwork: Das sind die leitenden
Schlagworte fiir gelingendes
gentechnisches Arbeiten.

Im Mikroliter-Bereich bewegen
sich die Mengen an Erbsub-
stanz DNA, mit denen gearbeitet
wird. In den kleinen Eppendorf-
GefafSen befinden sich also nur
minimale Mengen klarer Flus-
sigkeit, die - z.T. herunterzen-
trifugiert - mit der Pipette auf-
gezogen und wieder abgelassen

werden mussen.

Gegen das Einbringen eigener
DNA schtiitzen Handschuhe.

Zunachst muss ein sog. ,,Plasmid-
Ring“ mit Schneideenzymen
(Restriktionsenzymen) aufgebro-
chen werden, damit das neue
Gen eingepflanzt werden kann.
Dieses neue Gen soll E.-coli-
Bakterien dazu veranlassen, spéter eine Substanz in ihrem Nahrboden
in einen blauen Farbstoff umzuwandeln.

Die Schneideenzyme sind Pro-
teine, die nur bei exakt einge-
haltenen Temperaturverhélt-
nissen arbeiten, welche in
Wasserbddern erzeugt werden.
Um sehen zu kénnen, ob diese
Schneideenzyme richtig gear-
beitet haben, schickt man die
DNA-Fragmente durch ein Gel
aus Agarose, das erst als heifde
Flussigkeit hergestellt und



http://www.roche.de/diagnostics/biochemica/bluegenes/index.htm?sid=d006cb2da88649c919f025101a276088

dann in eine elektrisch funktio-
nierende Kammer gegossen wird.

Durch eingesetzte KAmme wer-
den im Gel Taschen frei gehal-
ten, in die spéater die angefdrbten
DNA-L6sungen gegeben werden.

Das Einftillen dieser Losungen
ist eine echte Konzentrations-
leistung, denn man muss ,unter
Wasser“ die Tasche treffen, oh-
ne das Gel kaputt zu machen.

Dann wird eine Stromspannung

angelegt und die DNA-Fragmente
wandern zum Pluspol durch das

Gel.

Je nach Grofse wandern sie un-
-1 terschiedlich weit.




Das Ergebnis ist ein Bandenmuster, wobei die Fragmente in der Mitte
mit Hilfe eines Ldngenstandards aufSen links und rechts identifiziert
werden koénnen. In unserem Fall sind die zwei Fragmente des aufge-
brochenen Plasmid-Ringes gut zu erkennen.

Da wir mit den Restriktionsenzymen nicht nur fertige Plasmid-Ringe
kaputt gemacht haben, sondern auch unfertige und diese dann mit
dem neuen Gen wieder zusammengesetzt haben, wollen wir wissen, ob
E.-coli-Bakterien die neuen Plasmid-Ringe aufnehmen, das neue Gen
ablesen und das Genprodukt, die Galaktosidase, herstellen, damit ein
blauer Farbstoff im Ndhrbo-
den produziert wird.

Es werden Petrischalen vorbe-
reitet, auf die spéter unter-
schiedlich konzentrierte Bak-
terienlésungen gegeben wer-
den. Manche Platten dienen
als Kontrolle, ob tiberhaupt
Bakterien wachsen kénnen.




Dann wird der Ndhrboden als heifse Flussigkeit angertihrt und mit ei-
nem Antibiotikum geimpft — ungewollte Bakterien von aufsen und ,un-
fahige“ Bakterien sollen vernichtet werden (alle ,richtigen“ Bakterien
haben im aufgenommenen Plasmid-Ring ein Gen gegen dieses Antibio-
tikum und das neue Gen).

Unter sterilen Bedingungen im Ab-
zug werden die Béden gegossen,
mit Bakterienlésung versehen,
und diese wird mit einem selbst
produzierten Drigalski-Spatel aus-
plattiert.

Nach eintédgiger Inkubation im Brutschrank bei 37° kann man dann
sehen, ob ,blaue Kolonien“ von Bakterien gewachsen sind.



So sieht das Idealbild aus:

Und so die verdiente Pause:




