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	Bioexkursion im Ausbildungs- und Informationslabor für Biotechnologie in Köln: Schülerexperimente zur Gentechnik



Als wir, der LK aus der Stufe 12 gegen 09.00Uhr an dem Ausbildungs- und Informationslabor für Biotechnologie in Köln ankamen, wurden wir von unserer Leiterin empfangen. Zu Beginn wurde uns der Verlauf des Tages erklärt und wir setzten uns in Zweiergruppen an bereits vorbereitete Tische. Der Aufbau der Tische war bei jeder Gruppe gleich, so dass alle mit den gleichen Materialien und unter den gleichen Voraussetzungen arbeiten konnten. Die Leiterin der Experimente erklärt alle zur Verfügung stehenden Geräte. Die Versuche die wir an diesem Tag durchgeführt haben, haben wir schon Wochen vorher mit Hilfe eines Skriptes vorbereitet und wurden daher nur kurz besprochen. Bevor der praktische Teil starten konnte gab es noch einen kurzen theoretischen Teil, indem uns die chromosomale DNA und das Plasmid bei Eschericha coli in einer elektronenmikroskopischen Aufnahme gezeigt wurden. Dann konnten wir mit Hilfe des oben erwähnten Skripts mit den Versuchen in unseren Gruppen beginnen. Der erste Versuch war eine Plasmidpräparation mittels alkalischer Lyse. Als erstes muss das Pellet in der Lösung 1 durch auf- und abpipettieren resuspendiert werden.  Die Lösung die vorher klar war trübte sich nach diesem Vorgang. Anschließend wurde eine zweite Lösung hinzugegeben, die die Plasmamembran der Bakterien lysiert (auflöst) und die DNA denaturiert. Nach dieser Zugabe wurde die Lösung wieder klarer. Durch hinzugeben einer dritten Lösung wird der pH-Wer neutralisiert. Nach 15-minütigem zentrifugieren wird der entstandene Überstand in ein anderes Reaktionsgefäß überführt. Während des Zentrifugierens haben wir das Agarosegel für die später folgende Gelelektrophorese vorbereitet (eingefüllt).  Durch die anschließende Zugabe von Isopropanol in das Reaktionsgefäß wird die Affinität der Wassermoleküle zu den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA gesenkt und bewirkt, dass sich die DNA-Moleküle zu Aggregaten zusammenlagern. Nach erneutem 15-minütigem zentrifugieren wird wieder der Überstand abgegossen, so dass am Boden ein kleines weißes Pellet übrig bleibt. Während die Lösung zentrifugiert, erklärt uns die Leiterin in einem kurzen theoretischen Teil, was wir gerade gemacht haben. Anschließend wird 70% Ethanol in das Reaktionsgefäß mit dem Pellet hinzugegeben. In diesem Schritt wird die Lösung „gewaschen“, die Salze sollen entfernt werden und das Pellet muss im Ethanol aufwirbeln. Danach muss diese Lösung fünf Minuten zentrifugiert werden und der Überstand muss abpipettiert werden, damit das Pellet getrocknet werden kann. Als letztes muss das Pellet in Lösung 1 gelöst werden. Damit war der erste Versuch beendet und wir wurden darüber informiert wie ein Restriktionsenzym arbeitet, da das für den nächsten Versuch notwendig war. Der zweite Versuch beschäftigt sich mit der Spaltung von Plasmid-DNA mit eben diesen Restriktionsenzymen. Auch hier arbeiteten wir genau nach denen im Skript beschriebenen Vorgängen. Zuerst werden verschiedene Komponenten in verschieden gekennzeichneten Reaktionsgefäßen gemischt. Anschließend werden die Ansätze mit Hilfe einer Pipette gut gemischt. Im letzten Schritt wurden die Ansätze in einem Heizblock bei 37°C inkubiert. An diese Spaltung der Plasmid-DNA schließt sich die Gelelektrophorese an. Dadurch kann festgestellt werden, ob die Spaltung der Plasmid-DNA erfolgreich verlaufen ist. Bevor wir die Gelelektrophorese durchführen konnten, wurde uns erklärt wie die Geltaschen gefüllt werden müssen, damit unser Versuch auch gelingt. Da wir die Gelelektrophorese schon zu Beginn vorbereitet hatten. konnten wir direkt mit der Probenvorbereitung beginnen. Danach haben wir die Proben in die Geltaschen aufgetragen. Nach dem Aufsetzen des Deckels und dem Anschließen der Netzkabel konnte der Gellauf bei 100V starten. Nachdem die Elektrophorese beendet war, haben wir das Gel in eine Plastikschale gegeben und anschließend in einer Färbelösung 20min einwirken lassen. Nach der Färbung wurde die Gelelektrophorese ausgewertet und jede Gruppe hat ihr Ergebnis einzeln erklärt bekommen. Dabei wurde festgestellt, dass ein Schritt bei allen Gruppen nicht funktioniert hat, weil er falsch vorbereitet wurde. Zum Schluss hat die Leiterin eine Aufnahme von jedem Gelpad gemacht, die wir mitnehmen durften. Auch das entstandene und gefärbte Gelpad durfte mit nach Hause genommen werden. Abschließend ist zu sagen, dass diese Exkursion sehr interessant war. Durch die selbstständige Durchführung der Versuche haben wir sehr viel gelernt 
