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Was die DNA im Labor so alles durchstehen muss

von Ilka Lehnen-Beyel (Text) und Friederike Grof3 (lllustrationen)

NEULICH BEGEGNETE uns die Doppel-
helix vollig ausgepowert. ,,Was ist los?*,
fragten wir. Da erzdhlte sie folgende
Geschichte:

~Hatte ich gewusst, was mich in dem
Labor so alles erwartet, hitte ich wohl
schleunigst Reifaus genommen. Gut,
das widre sicher schwierig geworden,
schlieftlich habe ich als DNA nur sehr
eingeschrankte Mdglichkeiten der Fort-
bewegung. Wie auch immer, jetzt ist es
zu spdat. Und irgendwie war es ja auch
interessant, so viel iiber mich heraus-
zufinden.

Auf den ersten Blick wirkte alles
harmlos. Das Labor war picobello sau-
ber, und auch die Wissenschaftler mach-
ten einen sympathischen Eindruck. Einer
kam gleich auf mich zu und murmelte
etwas von ,reinigen und dann ab in die
PCR". Was das hief}, war mir schnell

klar, als ich intensiv gebadet wurde - es ¢

ging ganz schon zur Sache: Salzlésun-
gen, Phenolwaschungen und viel Alko-
hol waren beteiligt.

Anschliefiend zog ich um in ein Minia-
tur-Reagenzglas aus Plastik. Dort warte-
ten auf mich schon zwei andere DNA-
Fragmente - mit nicht einmal 30 Nu-
kleotiden viel kleiner als ich -, ebenso
wie ein geheimnisvolles Protein namens
Taq, dazu ein Haufen einzelner Nukleo-
tide, also die Bausteine, aus denen ich
auch selbst bestehe. Der Forscher steck-
te uns in einen grauen Kasten und star-
tete die Polymerase-Kettenreaktion,
englische Abkiirzung: PCR. Wie ich hin-
terher erfuhr, ist diese Methode extrem
wichtig fiir die Biotechnologie, denn sie
kann ganz gezielt ein bestimmtes Stiick
einer DNA vervielfaltigen.

Ich erschrak, als ich spiirte, wie die
Umgebungstemperatur sehr rasch stieg,
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auf 95 Grad Celsius - und wie ich aus-
einanderfiel. Denn bei dieser Hitze
schaffe ich es nicht, die beiden Stringe
meiner Doppelhelix zusammenzuhalten.
Gliicklicherweise sank die Temperatur
nach einer Minute wieder auf ertragli-
che 60 Grad. Und dann passierte etwas
Unerwartetes: Die beiden kleinen DNA-
Fragmente, die sich mir als Primer vor-
gestellt hatten, schmiegten sich >
jeweils an einen meiner Einzel- lm’l
strange - und zwar so, dass einer ~ = ©
am Beginn des Teils von mir haf-  Primer
tete, der die Forscher interessierte, und
einer am Ende.

Anschlieftend - die Temperatur war
auf kuschelige 65 Grad gestiegen -
schlug die Stunde von Taq, was einfach
eine Kurzform von DNA-Polymerase
aus Thermus aquaticus ist. Taq ist also
ein Enzym, dessen Job es ist, DNA-
Doppelstrdnge herzustel-
§ len, und es stammt von
~ einem Bakterium aus
heifen Quellen - des-

Tag  wegen hatte es auch das 95-Grad-
Bad problemlos tiberstanden.

Tag machte sich ans Werk und pro-
duzierte, ausgehend von den beiden Pri-
mern, zu jedem meiner beiden Einzel-
strange den passenden zweiten Strang.
Danach hatte ich mich sozusagen ver-
doppelt.

Und dann ging die ganze Sache wie-
der von vorne los - auseinanderfallen,
Primer anheften, Doppelstrang herstel-
len. Immer und immer wieder, etwa 30
Mal. Am Ende hatte ich viele, viele neue
Geschwister, die exakt genauso auf-
gebaut waren wie ich oder, besser ge-
sagt, wie der Teil von mir, der zwischen
den beiden Primern lag. ,Mission er-
fiillt, kommentierte der Forscher.

Doch auch nach dieser Prozedur war
nichts mit Verschnaufen. Im Gegenteil:
Die Wissenschaftler wollten uns gleich
ans Eingemachte - ,Sequenzieren’,
horte ich einen von ihnen sagen. Ich
hab’s nachgeschlagen: Es heift, sie
wollten gucken, in welcher Reihenfolge
unsere Basenbausteine angeordnet wa-
ren. Also zogen wir wohl oder iibel um
in einen weiteren grauen Kasten.

Zusammenbleiben durften wir aller-

dings nicht: Man teilte uns in vier

Gruppen ein. Sonst dhnelte alles den
Gegebenheiten bei der PCR. Jeder Grup-
pe wurde aber noch ein geheimnisvolles
Reagenz mitgegeben: Es sah aus wie ein
gewohnliches Nukleotid - je nach Gruppe
A, T, C oder G -, hatte aber an der Ribose
eine OH-Gruppe zu wenig (siehe Basis-
wissen Zelle, Folge 2, in bdw 8/2012).

Was dann passierte, ist schwierig zu
erkldren. Man kann es sich vorstellen,
als wiirde jemand eine Kette kniipfen
aus roten, blauen, gelben und griinen
Holzperlen - die stehen fiir die verschie-
denen Nukleotide: Er nimmt immer
wieder eine neue Perle aus einem Gefaf}
und verldngert damit die Kette. Irgend-
wann erwischt er dabei eine Perle, die nur
auf einer Seite eine Ose hat - das geheim-
nisvolle OH-Mangel-Nukleotid. Das kann
er zwar noch an die Kette anhédngen, da-
nach geht aber nichts mehr. Haben die-
se verstimmelten Perlen alle eine be-
stimmte Farbe, bekommt der Kniipfer
im Lauf der Zeit unterschiedlich lange
Ketten, die stets mit der gleichen Farbe
enden. Die Prozedur kann er dann mit
den drei anderen Farben wiederholen.

Und genau das geschah auch mit uns
DNA-Molekiilen in dem grauen Kasten:
Am Ende gab es uns in vielen verschie-
denen Langen, wobei alle Geschwister
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Kettenabbruch-Nukleotid

in einem Reaktionsgefaf} mit dem
gleichen Baustein aufhdrten - dem
Kettenabbruch-Nukleotid. Zu allem
Uberfluss mussten die vier Gruppen
anschlieffend noch ein Wettrennen ver-
anstalten. Dabei sollten wir uns durch
ein Dickicht kdmpfen - die Forscher
nannten es Gelelektrophorese. Logisch,
dass die kleineren von uns schneller
vorwdrts kamen als die grofieren. Des-
wegen befanden wir uns auch an unter-
schiedlichen Stellen im Dickicht, als das
Rennen plotzlich abgebrochen wurde.
Erstaunlich: Die Forscher konnten
aus unserer Verteilung tatsachlich unse-
re Basenfolge, also die Sequenz, able-
sen. Sie guckten einfach, zu welcher
Gruppe die gehorten, die am weitesten
gekommen waren. Deren Kettenab-
bruch-Baustein war ein ,A‘, was die
Forscher vermerkten. Dann suchten sie
nach dem zweiten Sieger, also den

zweitkiirzesten = Fragmenten,
das waren DNAs aus der
C-Gruppe. Es folgte zweimal die
G-Gruppe, dann wieder ein A und
schlieilich ein T. Daraus leiteten die
Forscher dann logisch ab, dass die ur-
spriingliche Sequenz ACGGAT gewesen
sein musste. Ich war beeindruckt.
Mittlerweile weify ich natiirlich, dass
es heute sehr viel schnellere und elegan-
tere Moglichkeiten gibt, um unsere Ge-
heimnisse zu liiften. Doch was ich mit-

Die Sequenzierung

gemacht habe, war lange Zeit die einzige
verfiigbare Sequenziermethode.

Thr verdanken die Menschen, dass sie
wissen, wie ihr Genom aufgebaut ist -
und damit ein Stiick weit auch die Er-
kenntnis, woher sie kommen und wohin
sie gehen.” |

Was der DNA im Biotech-Labor sonst
noch bliiht und wie sie das Innenleben von
Mdusen, Bakterien und Tomaten kennen-
lernt, das ist Thema der néichsten Folge.

Name: Kettenabbruch-Methode nach Frederick Sanger, auch als Didesoxymethode

bekannt
Geburtsjahr: um 1975

Maximale Lénge sequenzierbarer DNA-Fragmente: 1000 Basenpaare
Genauigkeit: 99,999 Prozent — damit die genaueste, wenn auch eine der lang-

samsten Methoden

Auseinanderfallen, Primer anheften, Doppelstrang herstellen mit der Hilfe von Taq — das ist die Polymerase-Kettenreaktion
(obere Reihe). Unten: Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode (links) und Wettrennen im Gelelektrophorese-Dickicht.
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