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Faszination Fluoreszenzmikroskopie
Experimente flr ein Schilerlabor

Relevanz der Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht Forschenden in den Lebenswissenschaften seit
Jahrzehnten Einblicke in Zellen verschiedenster Organismen und liefert dabei Grundlagen fiir
wesentliche wissenschaftliche Erkenntnisse. Der spezielle Aufbau eines Fluoreszenz-
mikroskops fuihrt dazu, dass in den mikroskopischen Aufnahmen nur die zelluldren Strukturen
in fluoreszierenden Farben zu erkennen sind, die zuvor mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert
wurden, wahrend andere Strukturen nicht dargestellt werden und buchstéblich in den
Hintergrund treten. Dies ermoglicht es Forschenden, gezielt Strukturen und
Stoffwechselprozesse in der Zelle zu untersuchen und wissenschaftlichen Fragestellungen
nachzugehen. Daher gehort die Fluoreszenzmikroskopie mittlerweile zum Standard in den
Laboren der Lebenswissenschaften (Kubitschek, 2017, Lichtman & Conchello, 2005). So wird
die Fluoreszenzmikroskopie unter anderem in der Grundlagenforschung eingesetzt, um den
Aufbau und die Funktionsweise von Zellen, Geweben und ganzen Organismen besser
verstehen zu koénnen. Die vielfaltigen Einsatzbereiche der Fluoreszenzmikroskopie spiegeln
sich beispielsweise im Cells in Motion Interfaculty Centre der Universitat Minster wider. In
diesem Netzwerk entwickeln Forschende in interdisziplindrer Zusammenarbeit den
Forschungsschwerpunkt ,,Zelldynamik und Bildgebung* weiter (Cells in Motion Interfaculty
Centre, 2022). Die interdisziplindre Ausrichtung der Fluoreszenzmikroskopie sowie ihre hohe
Relevanz im Forschungsalltag in den Lebenswissenschaften machen sie zu einem
interessanten Thema fiir die Curriculare Innovationsforschung.

Experimentelle ErschlieBung der Fluoreszenzmikroskopie im Rahmen der Curricularen
Innovation

In der Curricularen Innovationsforschung, die auf Michael Tausch und seine Arbeitsgruppe
zuriickgeht, werden aktuelle, innovative Themen aus der wissenschaftlichen Forschung fir
die Lehre erschlossen, die Ankniipfungspunkte an obligatorische Inhalte aus dem
Chemieunterricht bieten (Tausch, 2004, Parchmann et al., 2017). Der fachlich-
konzeptionellen Erschlieung des curricular innovativen Themas folgt die Elementarisierung
der Fiille an Informationen, also eine didaktische Reduktion der Inhalte auf solche, die fiir
Schiiler:innen relevant sein kénnen. Die didaktische Reduktion unterliegt der Pramisse, dass
die Inhalte wissenschaftlich konsistent dargestellt werden. Im Zentrum der Curricularen
Innovationsforschung steht die Entwicklung von Experimenten und die Konzeption von Lehr-
Lern-Materialien, sowie die Erprobung und Optimierung dieser (Kroger geb. Krees, 2013,
Gust, 2022).

Die Fluoreszenzmikroskopie bietet multiperspektivisch Potential zur Ankniipfung an Inhalte
aus dem Chemieunterricht. In diesem Projekt wird der Fokus auf die Fluoreszenzfarbstoffe
gelegt, die der Markierung zellularer Strukturen dienen. Forschende kénnen aus einer grof3en
Vielzahl an verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen wahlen, um gezielt zelluldre Strukturen und
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Stoffwechselprozesse zu markieren. Dabei werden unter anderem Kriterien wie der Aufbau
der zu untersuchenden zelluldren Struktur, die Einbringung des Fluoreszenzfarbstoffes in
diese, sein Emissionsspektrum oder seine Eignung, lebende oder fixierte Zellen anzuférben,
bertcksichtigt (vgl. z.B. Kubitschek, 2017, Schmitt, 2016, Thermo Fisher Scientific, 2010, Xu
et al., 2016). Die Fulle an Mdglichkeiten zur Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen in der
Forschung wurde didaktisch reduziert und es wurden wesentliche Prinzipien zur Anfarbung
herausgestellt, die sowohl wissenschaftlich konsistent sind als auch Anknlipfungspunkte an
den Chemieunterricht bieten.

Modellexperimente zur Anfarbung zellulérer Strukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen
Die Prinzipien zur Anférbung mit Fluoreszenzfarbstoffen werden in Modellexperimenten
veranschaulicht. Bei der Entwicklung der Experimente liegen folgende Kriterien zugrunde:
Jedes Modellexperiment soll ein gangiges Prinzip zur fluoreszenzmikroskopischen Anfarbung
zellul&rer Strukturen représentieren und mit diesem wissenschaftlich konsistent sein. Die
erzielten Beobachtungen in den Modellexperimenten sollen didaktisch prégnant sowie anhand
der Basiskonzepte durch die Schiiler:innen erklarbar sein.

Die in den Modellexperimenten herausgestellten Prinzipien zur Anférbung basieren auf
bestimmten Eigenschaften oder einem spezifischen Aufbau der jeweiligen zelluldren
Strukturen. Dabei werden vor allem chemische Unterschiede im Aufbau der Zellstrukturen in
den Fokus gertickt. In Tabelle 1 sind die vier Modellexperimente fiir die Fluoreszenzanférbung
der Zellmembran, der Mitochondrien (in Anlehnung an Weil3 & Brandl, 2013), des Zellkerns
(in Anlehnung an Wagner & MacDonald, 1998) und der Lysosomen aufgefiihrt. Es werden
Eigenschaften bzw. der Aufbau der zellul&ren Struktur genannt, auf denen eine Anfarbung in
der Fluoreszenzmikroskopie basieren kann, sowie das zugrundeliegende Prinzip benannt.
AnschlieBend wird die Umsetzung im Modellexperiment beschrieben und mdogliche
Ankniipfungspunkte an Inhalte aus dem Chemieunterricht genannt, die sich zuséatzlich zum
AnknUpfungspunkt ,,Farbstoffe* ergeben (Kultusministerkonferenz, 2020).

Einbettung der Modellexperimente in eine Schulerlaboreinheit

Die Modellexperimente werden im Rahmen einer Schilerlaboreinheit eingesetzt.
Adressat:innen sind Lernende eines Chemiekurses der Sekundarstufe 1l. Die Lernenden
erarbeiten in  Kleingruppen selbststdndig fachliche Hintergriinde anhand wvon
Modellexperimenten und Begleitmaterial, gefolgt von einer gemeinsamen Sicherung durch
Einsatz eines 3D-gedruckten Zellmodells. Fachliche Ziele der Schiilerlaboreinheit sind das
Erschlieen von Prinzipien zur Fluoreszenzmarkierung wesentlicher zellularer Strukturen
sowie den Lernenden Einblicke in die Fluoreszenzmikroskopie als aktuelles und
interdisziplindres Thema zu ermdglichen.

Ausblick

Im weiteren Forschungsprozess soll unter anderem folgenden Fragen nachgegangen werden:
Kann die Immunfluoreszenzfarbung im Modellexperiment veranschaulicht werden? Kann die
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht unterschiedlicher Wellenlangen erfolgen?
Kann ein 3D-gedrucktes Zellmodell dynamisch gestaltet werden? Konnen Aufbau und
Funktionsweise eines Fluoreszenzmikroskops im Modell veranschaulicht werden?
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Tabelle 1:  Modellexperimente  zur  Anfarbung  zellularer  Strukturen  mit
Fluoreszenzfarbstoffen. Aufgefiihrt sind Eigenschaften bzw. der Aufbau der modellhaft
angefarbten zelluldren Struktur, das zugrundeliegende Prinzip der Anfarbung in der

Fluoreszenzmikroskopie ~ (FM)  sowie

eine
Modellexperiments und Anknlpfungspunkte an

kurze  Versuchsbeschreibung  des

Modellexperimente werden unter UV-Licht ausgewertet (1 = 366 nm).

Die Zellmembran

Die Mitochondrien

Eigenschaft / Aufbau
- Aufbau aus einer Phospholipid-Doppelschicht
- amphiphile Eigenschaften der Phospholipide

Eigenschaft / Aufbau

- Ort der Atmungskette

- oxidierende Proteinkomplexe in der inneren
Mitochondrienmembran

Prinzip der Anfarbung in der FM

- Verteilung des Farbstoffes aufgrund von
Hydrophilie / Lipophilie

- Einlagerung lipophiler Farbstoffe in der
lipophilen inneren Schicht der Membran

Prinzip der Anfarbung in der FM

- keine Fluoreszenz der reduzierten Form des
Farbstoffes

- Auftreten von Fluoreszenz nach Oxidation des
Farbstoffes in den Mitochondrien

Modellexperiment

- Hinzugabe verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe
zu einem Zwei-Phasen-Gemisch aus Wasser und
Octanol

- Représentation des Cytosols und der
extrazellularen Flissigkeit durch die wéssrige
Phase

- Représentation der Zellmembran durch die
organische Phase

Modellexperiment

- Fluoreszenz von waéssriger Riboflavin-Lésung
unter UV-Licht

- Erléschen der Fluoreszenz bei Hinzugabe von
Natriumdithionit-Losung durch Reduktion des
Farbstoffes

- erneutes Auftreten der Fluoreszenz bei
Reoxidation durch den Luftsauerstoff

- mehrfache Durchfiihrung méglich

Anknupfungspunkte
- Verbindungen mit funktionellen Gruppen
- intermolekulare Wechselwirkungen

Anknulpfungspunkte
- Elektroneniibergénge
(Redoxreaktionen als Elektroneniibergang)

Der Zellkern

Die Lysosomen

Eigenschaft / Aufbau
- Vorliegen der DNA

Eigenschaft / Aufbau
- pH-Wert innerhalb der Lysosomen von 4 bis 5
- niedrigerer pH-Wert als im neutralen Cytosol

Prinzip der Anfarbung in der FM

- deutliche Fluoreszenzverstarkung des
Farbstoffes bei Bildung einer
Einschlussverbindung mit der DNA

Prinzip der Anfarbung in der FM
- pH-Wert-abhéngige Fluoreszenz des Farbstoffes

Modellexperiment

- geringe Fluoreszenz von 8-Anilinonaphthalin-
1-sulfonséure-Ammoniumsalz (1,8-ANS) in
wassriger Losung

- Fluoreszenzverstarkung bei Hinzugabe von
Hydroxypropyl-g-Cyclodextrin (HP-8-CD)
durch Bildung einer Einschlussverbindung

Modellexperiment

- zwei pH-Reihen mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen

- pH-Wert-abhangige Fluoreszenzintensitét bzw.
Fluoreszenzfarbe von Uranin bzw. Pyranin

- Représentation des sauren Milieus der
Lysosomen bei einem pH-Wert von 4 bis 5

Anknupfungspunkte
- koordinative Bindungen

Anknupfungspunkte
- Protoneniibergénge
(Saure-Base-Konzept nach Brgnsted)

Inhalte des Chemieunterrichts. Die
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