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Ein “richtiges“ Experiment für die Schule 

„Pauline und die Ausreißer“ 
PAULINE KANNGIESSER 

In einer insgesamt neunteiligen Blog-Serie haben wir 
Biologie-Interessierte auf eine Reise in das Themenge-

biet der Genschere CRISPR-Cas mitgenommen und dabei 
interaktiv das Geheimnis der „blauen Ausreißer“ aufge-
deckt. Die Blog-Besucher wurden dabei nahezu in Echtzeit 
über das Voranschreiten der Versuche informiert und 
konnten die weitere Vorgehensweise im Labor durch an-
regende Kommentare und Vorschläge mitgestalten. Die 
Blog-Serie liefert ein sehr schönes Beispiel für wissen-
schaftliches Arbeiten und Erkenntnisgewinnung und zeigt 
anschaulich, wie ausgehend von einer Beobachtung Fra-
gestellungen entwickelt und in welchen Schritten diese 
gelöst werden können. 

Aus Blau mach Weiß – das Experiment im 
Überblick 

Das Blog-Format „Pauline und die Ausreißer“ entwickelte 
sich aus einem Schülerexperiment des Vereins Science 
Bridge e.V. zur Genschere Cas9 [1]. Einige Bakterien – 
darunter auch das Darmbakterium Escherichia coli – sind 
dazu in der Lage, den Milchzucker Lactose als Energiequel-

Das Schülerlabor Science Bridge hatte 2020 ein 
einfaches CRISPR-Cas-Experiment mit E. coli 

entwickelt, das gut für Schulen geeignet war 
und zuverlässig funktionierte. Überraschen-
derweise tauchten dabei sehr selten Kolo-
nien mit einem Phänotyp auf, der nicht 
„passte“: Die Bakterien waren blau und 
nicht – wie erwartet – weiß. Was steckte 
hinter dem Geheimnis der blauen Kolonien? 
Im Herbst 2020 gingen wir dem Rätsel auf 
den Grund. 

Alle Abbildungen wurden der Blog-Serie „Pauline und die 
Ausreißer“ auf www.crispr-whisper.de entnommen. 

le zu nutzen. Hierfür stellen sie ein Protein namens 
β-Galaktosidase (Lactase) her, welches den Zweifach-
zucker Lactose in seine beiden Bestandteile Glucose und 
Galactose spaltet. Das Gen, welches für die Lactase ko-
diert, wird lacZ genannt [2]. 

Der im Schülerexperiment verwendete E. coli-Stamm 
besitzt ein Plasmid, welches für dieses lacZ-Gen kodiert 
(lacZ-Plasmid). Die Induktion des Gens führt also zur Ex-
pression des Proteins β-Galaktosidase, welches nicht nur 
Lactose abbauen, sondern auch eine zugesetzte, farblose 
Substanz namens X-Gal spalten kann. Dabei entstehen so-
wohl der Einfachzucker Galaktose als auch der Farbstoff 
4-Chlor-3-Brom-Indigo: Die Bakterienkolonien werden da-
durch gut erkennbar blau gefärbt. X-Gal dient damit als 
Indikator für ein funktionierendes lacZ-Gen. 

Im Zuge des Experimentes wird nun ein zweites Plas-
mid in die Bakterien eingebracht. Dieses enthält zum einen 
die kodierende Sequenz für die Genschere Cas9 sowie eine 
spezifsche CRISPR-RNA (crRNA), die die Genschere zum 
lacZ-Gen leitet. Das CRISPR-Cas9-System fndet also die zur 
crRNA komplementäre Sequenz und schneidet die DNA 
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ungeCRISPRte E. coli geCRISPRte E. coli 

ABB. 1 Das Ergebnis des Science Bridge-Schülerexperimentes: Aus blauen Bak-
terien (links) entstehen mithilfe der Genschere CRISPR-Cas9 weiße Kolonien 
(rechts). 

ABB. 2 Eine blaue Kolonie inmitten vieler weißer. Was 
steckt wohl hinter dem Geheimnis der Ausreißer? 

I N  K Ü RZE 

– In einem Schulexperiment zu CRISPR-Cas wurden einige Bakterienkolonien 
gefunden, bei denen die Geneditierung nicht wie beabsichtigt funktioniert 
hatte. 

– Dazu wurde ein Forschungsprojekt durchgeführt, um die Ursache für diese 
„Ausreißer“ zu verstehen. 

– Als ergebnisoffenes, interaktives Online-Projekt sollten Hypothesen entwickelt 
und geeignete Methoden vorgeschlagen werden, um die Hypothesen experimen-
tell zu überprüfen. 

– Die jeweiligen Ergebnisse wurden nahezu in Echtzeit online gestellt. 
– Das Projekt kann als Anregung z. B. für einen Leistungskurs Biologie verwendet 

werden. 

innerhalb des lacZ-Gens. Im Gegensatz zu eukaryotischen 
Zellen kann ein Schnitt durch Cas9 in den verwendeten E. 
coli-Stämmen nicht repariert werden. Deshalb wird das 
lacZ-Plasmid vollständig abgebaut und die Bakterien verlie-
ren die Fähigkeit, den blauen Farbstoff herzustellen. Aus 
blauen Kolonien entstehen somit weiße (Abbildung 1). 

Ein digitales Mitmachprojekt entsteht 
Während der Durchführung der Schülerversuche konnten 
wir ab und an ein merkwürdiges Phänomen beobachten: 
Unter den „geCRISPRten“ weißen Bakterien fand sich bei 
genauem Hinsehen die ein oder andere blaue Kolonie (Ab-
bildung 2). Anscheinend funktionierte das CRISPR-Cas9-
System bei einigen wenigen Bakterien nicht. Dem Ge-
heimnis dieser Ausreißer wollten wir natürlich auf die 
Spur kommen. 

Damit wollten wir im Herbst 2020 beginnen, aber die 
COVID-19-Pandemie nahm beständig an Fahrt auf und ein 
Lockdown folgte dem nächsten. Warum aus dem Geheim-
nis der Ausreißer also nicht ein digitales Mitmachprojekt 
entwickeln, um die Community in ein kleines Forschungs-
projekt mitzunehmen? So wurden ab November 2020 re-
gelmäßig Video- und Textbeiträge auf dem CRISPR-Whis-
per-Blog (https://www.crispr-whisper.de/category/labor-
leben/) hochgeladen, in denen nahezu in Echtzeit über die 
Fortschritte der Experimente berichtet wurde, die wir im 
Labor durchführten. Über die Kommentarfunktion hatten 
Leserinnen und Leser die Möglichkeit, weiterführende 
Ansätze und Experimente zu diskutieren und so unser Vor-
gehen mitzugestalten. 

Auf den Spuren der blauen Ausreißer 
Zuerst stellten wir uns die Frage, ob das Auftauchen der 
Ausreißer ein reproduzierbares Ereignis darstellt und falls 
ja, mit welcher Häufgkeit dieses auftritt. Zu Beginn des 
Forschungsprojektes wurde das Schülerexperiment daher 
mehrmals und unabhängig voneinander durchgeführt. 
Nach zwölf Wiederholungen und fast 28.000 ausgezählten 
Kolonien ergab sich ein prozentualer Anteil von rund 0,1 
Prozent, also durchschnittlich eine blaue Kolonie pro 
1000 weißen. Die natürliche Mutationsrate als Ursache 
der Ausreißer kam somit eher nicht in Frage, liegt diese 
doch mit etwa 0,00001 Prozent pro Gen und pro Genera-
tion deutlich niedriger [3]. Es handelte sich also um ein 
reproduzierbares Phänomen, das mit einer relativ hohen 
Wahrscheinlichkeit auftrat. 

Könnte es sein, dass die blauen Ausreißer schlicht und 
ergreifend kein CRISPR-Cas9-Plasmid besitzen? Diese Fra-
ge stellte sich auch ein Leser aus der Community. Aller-
dings war diese Erklärung relativ unwahrscheinlich: Das 
CRISPR-Cas9-Plasmid enthält neben dem cas9-Gen und 
der spezifschen crRNA zusätzlich ein Gen für eine Anti-
biotikaresistenz und die blauen Kolonien wuchsen pro-
blemlos auf einem Medium mit diesem Antibiotikum. 
Trotzdem musste zweifelsfrei geklärt werden, ob das Plas-
mid vorhanden war. 
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€:. c.o\\-8:tamm Ott5a 

Spur Beschreibung 

1-2 E. coli ohne Plasmid 

3 E. coli mit /acZ-Plasmid 

4-5 E. coli mit /acZ-Plasmid und CRISPR-Cas9-Kontrollplasmid 

dde1 

-,. 

r r 

6-7 E. coli mit CRISPR-Cas9-Plasmid gegen das /acZ-Gen (/acZ-Plasmid geCRISPRt) 

8-12 Ausreißer #1 bis #5 

A BB.  3  KOLONIE-CRACKING-GEL 

Ein Auszug aus dem Laborbuch zeigt das Ergebnis des „Kolonie-Cracking-Gels“: Alle untersuchten Ausreißer (Spuren 
8–12) besitzen zwei Plasmide. Die übrigen Spuren 1–7 zeigen verschiedene Kontrollen: Das Kontrollplasmid in den 
Spuren 4 und 5 ist nicht gegen das lacZ-Gen gerichtet, in den Spuren 6 und 7 ist das untere lacZ-Plasmid abgebaut. 

Wir stellten deshalb ein sogenanntes „Kolonie-Cracking-
Gel“ her. Dabei werden die Bakterienzellen durch Kochen 
aufgebrochen und die enthaltene DNA wird freigesetzt. 
Mithilfe eines Agarosegels kann dann ganz einfach über-
prüft werden, ob beide Plasmide in den Kolonien vorhan-
den sind oder ob es zum Verlust eines Plasmids gekom-
men ist. Das Ergebnis: In allen untersuchten Ausreißern 
können – neben der genomischen DNA der Bakterien 
(gDNA, oberste Bande) – beide Plasmide nachgewiesen 
werden (Abbildung 3). Das CRISPR-Cas9-Plasmid war also 
in der Tat in den Bakterienzellen vorhanden, allerdings 
hatte der Abbau des lacZ-Plasmids aus irgendeinem Grund 
nicht funktioniert. 

Was man im „Cracking-Gel“ nicht erkennen kann, wä-
ren zum Beispiel kleinere Mutationen, Deletionen oder 
Insertionen in dem einen oder dem anderen Plasmid. Da-
für ist die Größenaufösung in einem „Cracking-Gel“ nicht 
gut genug. So könnte zum Beispiel ein DNA-Abschnitt des 

lacZ-Genes verändert sein, ohne dass die Funktion des 
Proteins verloren geht. Ein Fehler innerhalb der CRISPR-
Erkennungssequenz könnte die Erkennung durch die ent-
sprechende crRNA beeinträchtigen und den Abbau des 
lacZ-Plasmids verhindern. Im nächsten Schritt wurde da-
her eine Kolonie-PCR durchgeführt, in der der DNA-Ab-
schnitt des lacZ-Gens mithilfe der Polymerasekettenreak-
tion (PCR) vervielfältigt wurde. Auch hier konnten keine 
Auffälligkeiten unter den blauen Ausreißern festgestellt 
werden: Die Zielsequenz im lacZ-Gen scheint – auf den 
ersten Blick – die „richtige“ Länge zu besitzen. 

Des Rätsels Lösung 
Also was nun? Letztendlich konnten wir das Rätsel der 
blauen Kolonien mithilfe der in der Community vorge-
schlagenen DNA-Sequenzierung lösen. Diese deckte zu-
nächst auf, dass die CRISPR-Zielsequenz innerhalb des 
lacZ-Gens bei allen untersuchten Ausreißern intakt ist. 

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit  
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a) 
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Es 
E6 
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Referenz ,, 
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Es 
E6 

Consensus 

Referenz ,, ,, ,, ,, 
Es 
E6 

Consensus 

Referenz ,, 
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Es 
E6 

COf'ISensus 

b) 

1 10 20 30 40 50 60 70 00 90 100 110 120 130 1------------- -------- - - --------------- 1 CGRTCRCRCTRCTCTTCTTTIGC:CTRTTRTRACRTGRRRA C1iCTTTAACll6ßRR(iMTR<i6RRG6TATCC6ACTliClGGTRTTflflCCCTCTTTCTCRlliTTRTCAl CG6CARTGTTGRRTG6R6TCCHTT 
CTAATGAAACGCTTTAACIIGflAfl6flßTRGGAAGGTATCCGACTGCTGGTATTAACCCTCTTTCTCAAGTTRTCRTCGGCflflTGTTGAATGGflGTCCATT 

RRTGRR-CGCTTTß-OlfiRRR611RTRG6RR66TATCCGACT6CTGGTRTTflflCCCTCTTTCTCRR6TTRTCRTlli6CflRT6TT6RRTG6R6TCCHTT 
RATGRA-CGCTTTARCRGAAß6ARTßGGAAGGTRTCCGACTGCJGG1RTTAACCCTCTTTCTCRAGTTRTCRTCGGCARTGTTGARTGGAGTCCATT 
RIIGGRFIRCGCTTTßRCIIGßRflGIIATAG6RAGGTRTCCGACTGCTGGTRTTAACCCTCTTTCTCARliTTRTCCTCG&CART6TTGARTGGflGTCCRTT 

RTRRFIRC1iCTTTAACHliRflfl6RRTR66RflGGTRTCC6RCTliC1GGTRllfllCCCTCTTTCTCRRliTTATCRTC61iCflflT6TTGRRTGGFl6TCCHTT 
TRTGARACGCTTTAACAGflAflGflßTAGGAAGGTRTCCGOCTGCTGGTRTTAACCCTCTTTCTCAAGTTRTCRJCGGCflRTGTTGARTGGAGTCCRTT 

•••• • ••••• • • ••••• •••••••• , ., ., • ,.aat.rftRaCGCTTTHIICllliRRfl6flRTRGGRRG6TRTCC1iRCTGCTGGTRlTHRCCCTCTTTCTCRRliTTRTCaTCG6CRHT6TTGRATGGR6TCCHTT 

w w ~ ~ m ~ m M ~ m ~ ~ ~ ~ 1--------------- -----------------------1 CRAAACAGCATAGCTCTARflRCATGGflACTCAIICRAGTCTCRGTGTGCTGRflGTTTTGGGACCATTCRAAACRGCIITAGCTCTAAAACTGCAGCACHTCCCCCITTCGCCAGCTGGCGGTTTTGGGIICCR 

E=:l~~:i::ig=:i:iE~::gigE:igi~i=ini:E:n~==i~i~i========================= 
CAAAIICAGCATAGCTCTAAAACATGGAACTCAACAAGTCTCAGTGTGCTGAß6TTTTGGCiACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAAC------ - - ---
CARARCRGCATRGCTCTAARRCATGGflOCTCRIICAR6TCTCAGT6TGCTr.AAGTTTTliGGRCCRTTCAAAACAr,CftTAGCTCTARRRCTGCRGCRCRTCCCCCITTCGCCll6CT6GCG6TTTT6G6RCCII 
CRAAACRGCRTRGCTCTAAflACATli6HflCTCRIICRAGTCTCAGTGTGCTGRflGTTTTli6GRCCRTTCRRAIICAGC8TAGCTCTRRHflC- - ---------
CflflRACAGCATAGCTCTRflflACATGGROCTCAACAAGTCTCAGTGTGCTGAßGTTTTGGGACCRTTCAAAACAGCATAGCTCTRAflACTGCRGCACATCCCCCITTCGCCRGCTGGCGGTTTTGGGACCA 
CRflARCR6CATAGCTCTRflflACATli6flflCTCRIICMGTCTCAGTGTGCTliflfl6TTTT66GRCCRTTCMRRCßGCRTAGCTCTRRRACt1ca1cacatccccct.U.qccavct,nc1rtttt1n:acca 

= = = - = - = = - = - = = -1--------------------------------------1 TTCAAAACAGCATAGCTCTflAAACCTCGTAGACTATTTTTGTCTAAAAAAmCGTAATCGCACTATTTGTCTCAGCTAGACTTCAGTCTTGRAAAGCCCCTGTATTACTGCATTTATTAAGAGTATTAT 

=============::::i~~=:g:{ggg{g;=rn~gi:i~~:g:{ngi~i~~=Hg:igH:::~~igrnH:i~:iH:ii:::i:n:i 
------ --cTCGTAGACTRTTTTT6TCTARAAAAmCGTARTC6CflCTATTTGTCTCAGCTIIGACTTCAGTCTT6AflflflGCCCCTGTATTACTGCATTTATTAflGRGTRTTAT 
TTCRAAACAGCATAGCTCTflAAACCTCGTAGACTRTTTTTGTCTAAflAAAmCGTAATCGCRCTATTTGTCTCAGCTIIGACTTCAGTCTTGRRARGCCCCTGTATTACTGCRTTTRTTMGRGTRTTAT 
------ - TCGTAGACTATTTTTGTCTAAAAAIITTTCGTAATCGCACTATTTGTCTCAGCTAGACTTCAGTCTTGAAAAGCCCCTGTRTTACTGCATTTATTRAGAGTATTAT 
TTCAAAACAGCRTAGCTClAAAACCTCGTAliACTATTTTTGTCTAAAAAATTTCGTRATCGCACTATTTGTCTCAGClflGACTTCAGTCTTGARAAGCCCCTGTATTACTGCATTTATTRRGRGTATTAT 
ttcaaa6Careat•ECtct66NCCTCGTAGACTATTTTTGTCTAAAAAAmCGTAATCGCACTATTTGTCTCAGCTAGACTTCAGTCTTGAAARGCCCCTGTATTACTGCATTTATTRRGRGTRTTAT 

= ~ - = = - ~ - - = - = m ~ 1--------------------------------------1 ACCATATTTTTAGTTATTAAGAAfllfllTCTTCATCTRflMTATltcTTCfliTCHCCTCCTAGCTliACTCAfllTCAflT6CGTGTTTCATRAAGRCCAGTGRTG6ATTliAT6GRTfllG 
ACCATATTTTTAGTTATTAflGAOOTAATCTTCATCTAARATATACTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCAAATCAATGCGTGTTTCATAAflGACCRGTGRTG6ATTCiATG6AlflAGßGTGGCATCTAAAAC 
ACCATATTTTTAGTTATTAA6AARTAATCTTCATCTAAAATATflCTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCAAATCAflT6CGTGTTTCATAAAGflCCAGTGRTG6ATTliAT6GATfllGRGTGGCATCTAAAAC 
ACCRTATTTTTRGTTATTAAGAAATAflTCTTCRTCTAAARTRTflCTTCAGTCACCTCCTflGCTGACTCAAflTCAATGCGTGTTTCRTRARGRCCAGTGRTG6ATTGRTGGATflAGRGTGGCRTCTRAAAC 
ACCATATTTTTAGTTATTRAGAAATAATCTTCATCTAAAATATACTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCARATCRRTGCGTGTTTCRTAARGACCAGTGATG6ATTGATG6ATRAliAGTGGCRTCTAARAC 
IICCRTATTTTTRGTTRTTRAGAAflTAflTCTTCRTCTfllflATRTACTTCAGTCACCTCCTFIGCTGACTCRARTCAflTGCGTGTTTCRTIIFIRGACCAGTGRTG6ATTGRTG6ATRAr.AGTGGCATCTRAAAC 
ACCRTRTTTTTAGTTATTAAGMATAATCTTCATCTAAAATRTACTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCAAATCRATGCGTGTTTCATAAAGACCAGTGllTG6ATTfiATGGftTAAf,AGTGGCATCTAAAAC 
flCCATRTTTTTRGTTflTTRAGflAflTAflTCTTCATCTflflflflTRTRCTTCAGTCACCTCCTAGCTGACTCRAATCMTGCGTGTTTCATAAAGACCAGTGRTGGIITTOßTGGflTAAGartnc•tct.aaaac: 

Cam• 

tracrRNA 

CRISPR-Cas9-Plasmid 

9326 bp 

normale crRNA-Sequenz 

- 5' CUAGGTTTT AGAGCTATGCTGTTTTGAA.TGGTCCCAAAACCGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCA 3' 

GCTCCAAAATCTCGATACGACAAAACTTACCAGGGTTTTOOCGGTCGACCGCTTTCCCCCTACAOOACGTCAAAATCTCOATACGACAAAACTTACCAGOOTTTTOAAGT 5' 

repeat lacZ-spezlflscher spac~r 

Deletionsereignis 

Möglichkeit 1 

Deletionsereignis 

Möglichkeit II 

Sequenz in den Ausreißern 

. 5' CGAGOTTTTAGAGCTATOCTOTTTTGAATGOTCCCAAAAC fCA 3' 

3' GCTCCAAAATCTCGATACGACAAAACTTACCAGGGTTTT G 5' 

repeat 

repeat 

A BB.  4  DES RÄTSELS LÖSUNG 

a) Abgleich der crRNA-Sequenzen einer Kontrolle mit intakter crRNA („Referenz“) und sechs Aus-
reißern („E1“- „E6“). Sequenzen, die mit dem erwarteten Sequenz übereinstimmen, sind rot ge-
kennzeichnet, Abweichungen blau. Ungenauigkeiten am Anfang und am Ende einer Sequenzie-
rung treten häufg auf (Positionen 33 bis 40) und haben keine Aussagekraft. Die Abweichung/ 
Mutation in Position 105 in Clon E4 hat keine Auswirkung. b) Schematische Darstellung des Dele-
tionsereignisses in den Ausreißern. Es fehlen jeweils der lacZ-spezifsche spacer sowie eine der 
beiden repeat-Sequenzen. 

Also richteten wir unser Augenmerk 
auf das CRISPR-Plasmid. Und in der 
Tat: Vier der sechs Ausreißer zeigen 
eine identische Deletion von insge-
samt 64 Basenpaaren innerhalb der 
crRNA (Abbildung 4a)! 

Eine normale crRNA-Sequenz be-
sitzt neben einer spezifschen Erken-
nungssequenz, dem sogenannten 
spacer, zusätzlich zwei repeats, also 
sich wiederholende DNA-Abschnitte, 
die vor und nach der eigentlichen 
Erkennungssequenz liegen (Abbil-
dung 4b) [4]. In unserem Experiment 
ist der spacer der crRNA komplemen-
tär zu einer 30 Basenpaaren großen 
Region innerhalb des lacZ-Gens. Un-
sere Auswertung deckte auf, dass in 
den vier Ausreißern jeweils einer der 
repeats sowie die lacZ-Erkennungs-
sequenz fehlen. Durch die fehlerhafte 
crRNA kann die Genschere Cas9 das 
lacZ-Gen nicht fnden und deshalb 
fndet kein CRISPRn in den blauen 
Ausreißern statt. Dabei scheinen die 
beiden sich wiederholenden Sequen-
zen der repeats Rekombina-
tionsereignisse zu begünstigen, was 
erklären würde, weshalb die Muta-
tionsereignisse mit höherer Frequenz 
stattfnden als gewöhnlich. Mit dieser 
Erkenntnis sind wir des Rätsels Lö-
sung gemeinsam ein gutes Stück nä-
hergekommen. Zwei Drittel der Aus-
reißer unserer kleinen Probenzahl 
können damit erklärt werden (vier 
von sechs Kolonien). Die Zahl 2/3 ist 
damit nicht statistisch abgesichert, 
man kann aber schon sagen, dass 
„ein großer Teil“ der Ausreißer auf 
einer Deletion der spacer-Sequenz 
beruht. 

Und was ist nun die Ursache für 
die Blaufärbung der übrigen Ausrei-
ßer? Tja, diese Frage bleibt bis heute 
ein Geheimnis – und könnte ein 
neues Schulprojekt sein. Wer neugie-
rig geworden ist, kann die ganze 
Blog-Serie auf www.crispr-whisper. 
de unter der Kategorie „Laborleben“ 
nachlesen. 

Ein kurzes Fazit zur 
Blog-Serie 

Mithilfe einiger grundlegender Expe-
rimente konnten wir also herausfn-
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den, warum einzelne Bakterienkolonien nicht geCRISPRt 
wurden und blau geblieben sind. Das ist zwar spannend, 
aber was hat der ganze Aufwand genutzt? War es letztend-
lich nur ein Zeitvertreib für neugierige Wissenschaftler? 
Diese Frage kann klar mit Nein beantwortet werden. Wir 
haben gelernt, dass crRNAs aus einem CRISPR-Array ver-
loren gehen können – und zwar mit einer größeren Wahr-
scheinlichkeit als durch „normale“ Mutationen. Diese Er-
kenntnis ist auch in der Anwendung von Bedeutung und 
muss – beispielsweise bei potenziellem Einsatz des 
CRISPR-Cas9-Systems als medizinisches Therapeutikum – 
bedacht werden. Und man sollte hier sogar weitere For-
schungen anstellen. Was wäre zum Beispiel, wenn die 
wenigen nicht geCRISPRten Zellen, die anfangs kaum 
aufgefallen sind, ein kleines bisschen schneller wachsen 
würden? Sie könnten die geCRISPRten Zellen nach einiger 
Zeit verdrängen und daran könnte letztlich eine zunächst 
erfolgreiche Therapie scheitern. Wir wissen jetzt, warum 
das so sein könnte. Das ist noch keine Lösung, aber den 
Grund zu kennen ist die Voraussetzung dafür, eine Lösung 
zu fnden. 

Was kann man mit diesem Projekt in der 
Schule erreichen? 

In der Schule werden wichtige Teile der wissenschaftli-
chen Arbeit kaum realistisch dargestellt. Experimentelles 
Arbeiten mit offenem Ausgang ist sehr selten. In den meis-
ten Fällen werden etablierte Experimente durchgeführt, 
die „funktionieren“ – das entspricht aber nicht der wissen-
schaftlichen Realität, denn sehr häufg liefern Experimen-
te nicht die Ergebnisse, die man gerne hätte. 

Optimal wäre eine solche Aufgabe in einer Schule mit 
einem molekularbiologisch ausgestatteten S1-Labor. Aber 
auch ohne das können Hypothesen aufgestellt und die 
entsprechenden Experimente vorgeschlagen werden, de-
ren Planung, Aufbau und Durchführung aus dem theore-
tischen Unterricht bekannt sind. Lehrer können denkbare 
Ergebnisse grafsch vorbereiten und zur Diskussion stel-
len. Auch so können grundlegende, wesentliche Konzep-
te und Denkweisen der Naturwissenschaft Biologie im 
Bereich der Erkenntnisgewinnung Eingang in den Unter-
richt fnden und bei den Lernenden Wissenschaftsver-
ständnis und wissenschaftliches Denken fördern. Zusam-
mengefasst können die folgenden Lernergebnisse erzielt 
werden: 

1. Wissenschaftliche Fragestellungen ergeben sich (oft) 
aus guter Beobachtung: Man erkennt ein Phänomen 
als ungewöhnlich und will es untersuchen. 

2. Für ein Forschungsprojekt muss ein Phänomen repro-
duzierbar sein. Einzelne Zufallsbeobachtungen sind 
dafür nicht geeignet. 

3. Man muss Hypothesen aufstellen. Das sind keine 
„wilden Spekulationen“, sondern sorgfältige Über-
legungen, wie dieses Phänomen zustande kommen 
könnte. Dabei ist wichtig, dass eine Hypothese experi-

mentell überprüfbar sein muss. Die Hypothese „Aliens 
haben das CRISPR-Gen verhext“ ist nicht überprüfbar. 

4. Eine Hypothese wird verworfen, wenn sie experimen-
tell nicht bestätigt werden kann. Das bedeutet nicht, 
dass die Hypothese schlecht war, sie erklärt aber nicht 
das beobachtete Phänomen. 

5. Eine zutreffende Hypothese erklärt ein Phänomen 
nicht unbedingt vollständig. Im Falle unserer Ausrei-
ßer ist der größte Teil der blauen Kolonien durch eine 
Deletion der crRNA-Sequenz zu erklären, für andere 
Kolonien gilt das aber nicht. Das heißt, es müssen 
weitere Hypothesen entwickelt werden, um diese zu 
erklären. 

6. Vorwissen hilft: Die Häufgkeit der Ausreißer liegt hier 
z. B. weit über der natürlichen Mutationsrate. Dadurch 
ist es sehr unwahrscheinlich (aber nicht völlig auszu-
schließen), dass eine Punktmutation im Cas9-Gen für 
die blauen Kolonien verantwortlich ist. 

7. Kontrollen: Keines der beschriebenen Experimente ist 
ohne entsprechende Kontrollen auswertbar. Bei der 
Plasmidanalyse ist z. B. immer ein Vergleich zwischen 
blauen und weißen Kolonien oder mit den ursprüng-
lichen Plasmiden erforderlich. 

Zusammenfassung 
In einem CRISPR-Experiment wurden vereinzelt Zellen ge-
funden, in denen die Genomeditierung nicht stattgefunden 
hatte. Verschiedene Hypothesen wurden aufgestellt und 
experimentell geprüft. Für den größten Teil der Zellklone 
konnte eine punktgenaue Deletion der entsprechenden 
spacer-repeat-Einheit im CRISPR-Array als Ursache festge-
stellt werden. Hypothesen, Experimente und Schlussfolge-
rungen wurden als partizipatives Online-Projekt auf der 
Webseite www.crispr-whisper.de nacheinander veröffent-
licht. Dieses dient als Anregung für Schulen, Forschung an 
offenen Fragen zu präsentieren und verständlich zu machen. 

Summary 

A suitable experiment for school 
“Pauline and the runaways” 

In a CRISPR experiment, occasionally cells have been found 
in which genome editing had not taken place as expected. 
Various hypotheses to explain the observation were put for-
ward and tested experimentally. For the majority of cell 
clones, a pinpoint deletion of the corresponding spacer re-
peat unit in the CRISPR array was identifed as the cause. 
Hypotheses, experiments and conclusions were published 
one after the other as a participatory online project on the 
website www.crispr-whisper.de. It serves as a stimulus for 
schools to present research on the basis of open questions 
and make it understandable. 
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