Hans-Jorg Rheinberger
Verlangsamen. Kdlteumgebungen biologischen Experimentierens

Biologische Materialien sind von delikater Natur. Den Organen und Zellen von Labor-
tieren wie Miusen, Ratten, Kaninchen, der Fruchtfliege Drosophila melanogaster oder
dem Bakterium Escherichia coli entnommen, sind sie besonders empfindlich gegen
hshere Temperaturen. Zwar arbeiten Enzyme und andere Wirkstoffe in der Regel
optimal in einem schmalen Korridor um die Kérpertemperatur herum, aber auch bei
diesen Temperaturen degradieren sie rasch im Reagenzglas — innerhalb von Stunden
oder sogar von Minuten — und gehen ihrer Aktivitit irreversibel verlustig. Der einzige
Weg, sie fiir lingere Zeitriume in einem funktionsfihigen Zustand zu erhalten, besteht
darin, sie in geeigneter Form kiihl zu stellen. Noch bis in die 1950er-Jahre hinein war es
iiblich, biochemische Versuche im Reagenzglas ausschlieBlich mit jeweils ad Aoc frisch
priparierten Materialien durchzufiithren. Die Wissenschaft der Biochemie brauchte die
ganze erste Hilfte des 20. Jahrhunderts, um einerseits stabilisierende Medien zu ent-
wickeln, in denen biologische Makromolekiile lingere Priparationszeiten iiberstanden,
und um andererseits Formen der Kiithlung zu finden, die es erlaubten, solche Priparate
tiber lingere Zeitriume in einem funktionsfihigen Zustand aufzubewahren. Um die
dazu gehérige und das erméglichende, eher unspektakulire Infrastruktur soll es im
Folgenden gehen. Joanna Radin bemerkt dazu in Life on Ice: , Eine Infrastruktur aus
Kihlschrinken, Gefriertruhen und ihren biologischen Inhalten scheint dazu bestimmit
zu sein, iibersehen zu werden. Jedoch ist es die Fihigkeit, biologische Substanzen bei
verschiedenen Graden tiefer Temperatur zu halten, die es ermdglicht hat, diese Sub-
stanzen unglaublich vielseitig und beweglich werden zu lassen, sie zu manipulieren,
zu verlagern und zu rekombinieren, um damit Fragen zu beantworten, die bei ihrer

anfinglichen Extraktion aus dem Kérper noch gar nicht gestellt werden konnten.!

Ein kurzer Blick in die Geschichte

Natiirlich hat die Temperatur immer schon eine erhebliche Rolle in biologischen sowie
medizinischen und dort vor allem in pathologischen Experimenten gespielt, sodass
bestimmte Arbeiten oft nur saisonabhingig durchgefiihrt werden konnten. Auch tem-
peraturabhingige biologische Rhythmen spielten dabei eine nicht zu unterschitzen-
de Rolle. Ein Temperaturregime und die Notwendigkeit einer Temperaturkontrolle
wurden aber immer dringender und geradezu unabweisbar, als sich die Mikrobiologie
und das biochemische Experimentieren i vitro im letzten Drittel des 19. Jahrhunderts
etablierten.? Letzteres beruhte, dem Biochemiker Herbert Friedmann zufolge, auf der

1 Joanna Radin: Life on Ice. A History of New Uses for Cold Blood, Chicago/London 2017,S. 3. Ubersetzung
des Autors, wie auch bei den weiteren Zitaten aus englischsprachigen Texten.

2 Vgl. Hans-Jérg Rheinberger: Cultures of experimentation. In: Karine Chemla, Evelyn Fox Keller (Hg.):
Cultures without Culturalism. The Making of Scientific Knowledge, Durham/London 2017, S. 278-295.
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Uberzeugung, dass ,,Gewebeextrakte nicht nur Naturprodukte darzustellen in der
Lage waren, das heiBt im Gewebe synthetisierte Verbindungen, sondern Nazurprozesse“.?
Um das zu erreichen, bedurfte es eines umfassenden Apparates an Kiithlverfahren
und Kiihlsystemen mit den dazugehérigen Laborausriistungen. Es muss verwun-
dern, dass dieser Aspekt biochemischen Experimentierens bislang so wenig histori-
sche und epistemologische Aufmerksamkeit erfahren hat, obwohl in den letzten zehn
Jahren Cryopolitics ins Zentrum des Interesses von Wissenschafts- und Technikfor-
schung im Zusammenhang mit dem biomedizinischen Komplex geriickt ist.}

Nicht darum soll es hier aber gehen, sondern um das Rhizom der Kiithlungsketten
im Labor. In Deutschland gehen die ersten effizienten Kiihlaggregate im letzten Drit-
tel des 19. Jahrhunderts auf die Konstruktionstitigkeit des Ingenieurs Carl von Linde
(1842-1934) zuriick.’ Linde hatte am Eidgenossischen Polytechnikum in Ziirich studiert
und arbeitete dann im Kontext der Bayerischen Brauerei-Industrie. Die von ihm gegriin-
dete Firma wurde fithrend bei der Verfliissigung und Verfestigung von Gasen bei nied-
rigen Temperaturen und weitete ihre Aktivititen zu Beginn des 20. Jahrhunderts auch
auf Amerika aus. Flisssiger Stickstoff und Trockeneis — festes CO2 — sollten im weiteren
Verlauf des Jahrhunderts eine immer wichtigere Rolle bei der Kiihlungsversorgung bio-
logischer Laboratorien spielen. Mit ihnen konnte die Serie der Standardtemperaturen im
Kiltebereich wesentlich erweitert werden. Sie erstreckten sich nun von Eis am Schmelz-
punktvon 0° C zu Trockeneis mit einem Sublimationspunkt von -78,48° C bis zu fliissigem
Stickstoff mit einem Kochpunkt bei -196° C, die entsprechenden Behilter vorausgesetzt.

Ein Experiment

Im Folgenden geht es jedoch weder um eine detaillierte Geschichte der historischen
Entwicklung von Kiihlungstechnologien noch um eine Geschichte der Einfiihrung von
Kiihlverfahren in biologische Laboratorien, angefangen von der Errichtung der ersten

Physiologie-Paliste im ausgehenden 19. Jahrhundert® bis zu gegenwirtigen Super-Tech-

3 Herbert C. Friedmann: From Friedrich Wéhler’s urine to Eduard Buchner’s alcohol. In: Athel Cornish-
Bowden (Hg.): New Beer in an Old Bottle: Eduard Buchner and the Growth of Biochemical Knowledge,
Valencia 1997, S. 67—122, hier S. 108.

4 Joanna Radin, Emma Kowal (Hg.): Cryopolitics. Frozen Life in a Melting World, Cambridge/Mass./
London 2017 sowie Lucy van de Wiel: Freecing Fertility. Oocyte Cryopreservation and the Gender
Politics of Aging, New York 2020.

5 Vgl. dazu Hans-Liudger Dienel: Linde: History of a Technology Corporation, 1879-2004, New York
2004 und fiir den weiteren Kontext Mikael Hard: Machines Are Frozen Spirit: The Scientification of
Refrigeration and Brewing in the 19th Century. A Weberian Interpretation, Boulder/Colorado 1994.

6 Vgl. dazu Sven Dierig etal.: The Virtual Laboratory. Essays and Resources on the Experimentalization
of Life, 1830-1930, online unter: https://www.mpiwg-berlin.mpg.de/research/projects/Dierig02 (Stand
5/2021).
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nologien wie der Kryo-Elektronenmikroskopie mit ihren atomaren Strukturbildern
von bisher ungekannter Auflésung.” Vielmehr soll ein Blick in die molekularbiologische
Laboratoriumsumgebung geworfen werden, wie sie sich in den spiten siebziger und
den achtziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts darbot. Um diese Zeit war das neu
errichtete Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik in Berlin-Dahlem das wohl am
besten ausgertistete molekularbiologische Labor, das man in Berlin finden konnte. Es
ist daher gut geeignet, eine Vorstellung von den Kiihlungserfordernissen und -regimes —
wie auch ihren Gegenstiicken, den Wirmevorrichtungen — fiir die experimentelle Mani-
pulation biologischen Materials zu vermitteln, die den ganzen Laborraum einschlieBlich
seiner Architektur und der Distribution von Laborgeriit durchzog und durchwirkte.

Die Betrachtung wird sich dabei von innen nach auen vorarbeiten, beginnend
mit einem typischen In-vitro-Experiment auf dem Labortisch, gefolgt von der Aus-
riistung und ihren Komponenten, die fiir die Priparierung und die Lagerung der
einschligigen, fiir das Experiment erforderlichen Materialien benétigt werden. Ein-
getragen in einem Log-Blatt fur ein typisches Labortisch-Experiment sind die Mikro-
liter-Angaben fiir das Pipettieren der Ingredienzien des Experiments: Pufferlésungen,
Energie-Mixe, Biomolekiile wie Poly-Uridylsiure, Transfer-RNAs, Ribosomen und der
fiir die untersuchten molekularen Bewegungen erforderliche Elongationsfaktor EF-G
(G steht fur eine Kopplung mit dem Energiespender Guanosintriphosphat). 2 Abb. 11n
diesen ist auch der Elongationsfaktor EF-Tu involviert, dessen Temperatur-Sensitivitit
schon in seinen Namen eingeschrieben ist (Tu steht fiir ,,temperature-unstable®). Darti-
ber hinaus spielt die Temperaturdifferenz zwischen 0° C und 37° C eine entscheidende
Rolle fiir den Rhythmus des Versuchs.

Das ganze Experiment — die Bindung von Transfer-RNA an Ribosomen-Partikel,
mit einer darauffolgenden Translokation der Molekiile auf dem Ribosom — beruht auf
einer strikten Alternierung zwischen zwei Schritten, die bei 0° C auf Eis und bei 37°C
in einem thermostatierten Wasserbad durchgefiihrt werden. Die Ingredienzien fiir die
einzelnen Schritte werden jeweils bei 0° C zusammengefiihrt. Das erfordert eine mit
Eis gefiillte Wanne auf dem Labortisch, an dem der Experimentator die Materialien
mit einer Pipette aus ebenfalls eisgekiihlten kleinen Eppendorf-Kiivetten aufnimmt
und dem Reaktionsmix zufiigt. Alles hat strikt bei 0° C zu erfolgen, wobei die Chargen
des biologischen Materials aus einer Gefriertruhe kommen, wo sie bei -20° C gelagert
und am Tag des Experiments langsam und vorsichtig bei 0° C fliissig gemacht werden,

7 Fiir die Entwicklung dieser Technik erhielten Jacques Dubochet, Joachim Frank und Richard Henderson
2017 den Nobelpreis fiir Chemie. Vgl. dazu Peter Brzezinski: Scientific Background on the Nobel Prize
in Chemistry 2017. The Development of Cryo-Electron Microscopy, 4.10.2017, The Nobelprize, https://
www.nobelprize.org/uploads/2018/06/advanced-chemistryprize2017-1.pdf (Stand 5/2021).
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1: Experimentalblatt, Experiment 444 vom 22. Oktober 1987.

so dass sie pipettiert werden kénnen. Die Puffer hingegen kommen aus dem Kiihl-
schrank, wo sie bei 4° C verwahrt und vor Beginn des Experiments auf den Gefrier-
punkt heruntergekiihlt werden.

Schon damit ein solches Experiment in die Wege geleitet werden kann, miis-
sen bereits drei Kiilte-Laborgeriite im Einsatz sein: Zunichst ein Kiihlschrank mit
einer kontrollierten Standardtemperatur von 4° C als Grundausstattung eines jeden
biologischen Labors. Sodann eine grofie Gefriertruhe mit einer ebenfalls kontrollier-
ten Temperatur von -20°C, in der Regel in einem separaten Raum zusammen mit
weiteren groferen Apparaturen der Laborausriistung wie zum Beispiel — ebenfalls
gekiihlten — Ultrazentrifugen. Drittens schlieBlich eine Eismaschine, die sich meist in
einem Flur mdglichst dquidistant zu einer ganzen Anzahl von Laborriumen befin-
det: Hier werden am Morgen die Eiswanne fiir die Stinder mit den Reagenzglisern
sowie die Styropor-Behilter fiir die Ingredienzien des Experiments mit zerstolenem
Eis gefiillt. Soraya de Chadarevian hat in ihrer kleinen Ode an den Eisbehdlter darauf
hingewiesen, dass ein so unauffilliges Gerit wie die Eismaschine keineswegs so
simpel ist, wie es auf den ersten Blick den Anschein hat.?

8 Soraya de Chadarevian: Ode to the ice bucket. In: Joanna Radin, Emma Kowal (Hg.): Cryopolitics.
Frozen Life in a Melting World, Cambridge/Mass./London 2017, S. 83—88.
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2: Laborraum im Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin, Abteilung Wittmann, um 1971.

Ohne diese Kilteausriistung wire kein kontrolliertes In-vitro-Experiment még-
lich. Zusitzlich aber ist natiirlich ein thermoreguliertes Wasserbad nétig, das fiir die
verschieden langen Inkubationsschritte auf 37° C gehalten wird. Obwohl der Transfer
der Reagenzgliser von kalt nach warm und von warm nach kalt keinen instantanen
Temperaturwechsel garantiert, wird diese kurze Ubergangszeit in der Regel vernach-
lassigt, denn die Fliissigkeits-Volumina in den Reagenzglisern sind minimal und tiber-
steigen meist nicht eine GréBenordnung von 50 bis 100 pl. Am Ende des Tages werden
die nicht mehr benétigten, iibriggebliebenen biologischen Materialien, die meist in
kleinen Eppendorf-Plastikrshrchen verwahrt werden, in ein Dewar-Gefid3 mit fliis-
sigem Stickstoff getaucht. Dieser Vorgang des Schockfrierens verlduft so rasch, dass
das Material vitrifiziert und eine Eiskristallbildung und damit eine dadurch bedingte
Inaktivierung der Proben vermieden wird. Dann werden sie in die Tiefkiihltruhe
zuriickgelegt. Die prozessierten radioaktiven Proben, die das Experiment geliefert hat,
werden in kleinen Glas- oder Plastikgefifen in die Endlosschleife eines Szintillations-
zihlers gestellt, dessen Probenraum ebenfalls gekiihlt ist, und tiber Nacht gemessen.
2 Abb. 2 vermittelt einen Eindruck von einem typischen Laborraum, in dem solche
Experimente durchgefithrt werden. Zu sehen sind eine Reihe kleiner Evaporati-
onsgerite, ein Tisch fiir die Durchfithrung von Experimenten sowie ein Abzug, in
den giftige Arbeitsmaterialien gestellt und unter dem sie umgefiillt werden kénnen.

Hinter den Experimenten: Vernetzte Kalte
Woher kommen diese biologischen Komponenten eines typischen In-vitro-Experi-
ments? Um diese Frage zu beantworten, sind wiederum Kreisliufe von Kiithlung und
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Erwirmung mit den entsprechenden technischen und architektonischen Einrichtungen
zu durchmessen, denen sich diese Proben verdanken. Es beginnt mit einem Raum, in
dem die Bakterien, mit denen das ganze Labor arbeitet, gepflegt und aufbewahrt wer-
den. Im vorliegenden Fall sind das ausschlieBlich verschiedene Stimme und Mutanten
von Escherichia-coli-Bakterien. Die Bakterien werden auf Agarplatten in Petrischalen
von etwa 10 cm Durchmesser gehalten und, auf dem Deckel beschriftet, iibereinander
geschichtet in einem Kiihlschrank bei 4° C gehalten. Bei dieser Temperatur tiberleben
die Bakterien problemlos, doch ihr Metabolismus ist minimal und sie vermehren sich
nicht. Aber unbegrenzt kénnen sie auf diese Weise nicht aufbewahrt werden. Von Zeit
zu Zeit, in mehr oder weniger zweiwdchigen Intervallen, miissen sie eine neue Runde
der Vermehrung und damit Auffrischung durchlaufen. Ein Abstrich wird von der
entsprechenden Platte genommen und in ein Flischchen mit einem vollen Komple-
ment einer Nihrlosung gegeben und in einen Inkubator bei 37° C gestellt, wo sich die
Bakterien im Halbstundenrhythmus vermehren kénnen. Dann wird eine Probe auf
eine neue Petrischale gestrichen. Nachdem sich die Bakterien dort festgesetzt haben,
werden sie fiir eine weitere Runde in den Kiihlschrank gestellt.

Ebenfalls von Zeit zu Zeit wird ein anderer, separater Raum betreten, in dem ein
100-Liter-Fermenter installiert ist. Hier kann man die Bakterien im Groimafstab in
einem geeigneten Medium und unter entsprechendem Riithren und guter Durchliif-
tung bei 37° C wachsen lassen. Dabei muss die optische Dichte verfolgt werden, die
ein Mal fiir die angesammelte Bakterienmasse darstellt, denn die Bakterien miis-
sen geerntet werden, wenn sie sich noch in ihrer logarithmischen Wachstumsphase
befinden, einer Phase, in der ihr Proteinsynthese-Apparat in voller Aktion ist. Dann
werden die Bakterien aus dem Medium herauszentrifugiert, und die Paste wird in
Portionen verpackt, schockgefroren und bei -20°C in einer grofen Tiefkiihltruhe
aufbewahrt.

Um die Protein synthetisierenden Organellen zu isolieren und fiir Experimente
bereitzustellen, miissen die Bakterienzellen aufgebrochen werden. Dazu wird die Bak-
terienpaste in einem groflen Morser zusammen mit Aluminiumoxid zerrieben. Auch
das ist ein Prozess, bei dem Erwiirmung unter allen Umstinden vermieden werden
muss. Er wird deshalb in einem abgetrennten Raum, Kiltelabor genannt, ausgefiihrt.
Kiltelabore sind Laborriume von normaler GréfBe, die mit Tischen und Wandge-
stellen ausgeriistet sind, auf denen wirmeunbestindige Materialien aller Art gelagert
werden kénnen und deren Temperatur durch die Zirkulation kalter Luft etwa auf
dem Gefrierpunkt gehalten wird. Wenn die Bakterien zerrieben sind, wird die resul-
tierende zdhfliissige Paste niedertourig und gekiihlt zentrifugiert, um das Alumini-
umoxid zusammen mit den Zellwandfragmenten zu sedimentieren. Der Uberstand,
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der das gesamte Zellplasma enthilt, wird dann tiber Nacht durch eine Losung mit
kontinuierlich steigendem Zuckergehalt zentrifugiert, was in einem anderen gekiihlten
Raum vonstattengeht, der mit den entsprechenden Hochgeschwindigkeitszentrifugen
ausgestattet ist. Der Zucker fungiert hier nicht nur als Gradientenmaterial, sondern hat
auch Stabilisierungsfunktion. » Abb. 3 vermittelt einen Eindruck von einem solchen
Zentrifugen-Arsenal samt den dazugehérigen massiven Kithlvorrichtungen.

Der resultierende Gradient im Rotor wird dann am Tag darauf — wiederum im
Kiltelabor — fraktioniert und auf eine Serie von Reagenzglisern verteilt. Diese werden
in den ersten Kilteraum zusammen mit den Protokollen der Gradientenprofile zuriick-
gebracht, wo die Ribosomen enthaltenden Peak-Fraktionen vereinigt und noch einmal
in groBen Zentrifugenréhrchen 20 Stunden lang bei hohen Umdrehungszahlen aus der
Sucrose sedimentiert werden. Die resultierenden Niederschlige werden dann am nichs-
ten Tag wiederum im Kiltelabor bei 0° C resuspendiert. Nach der Bestimmung der Kon-
zentration der Ribosomen-Partikel werden diese in kleine Eppendorf-Gefifie abgefiillt
und in fliissigem Stickstoff fiir die spitere experimentelle Verwendung schockgefroren.

Die Proteinfaktoren fiir die Bindung von Transfer-RNA an die Ribosomen und
fiir deren Translokation auf denselben, wie auch fiir die Beladung von Transfer-RNAs
mit den fiir sie spezifischen Aminosiuren, werden alle nach jeweils speziellen Protokol-
len pripariert. Dabei geht man vom gleichen Rohmaterial aus und hat die gleichen Kiih-
lungsvorschriften zu beachten. Alle diese Komponenten wiirden bei Raumtemperatur
rasch degradieren und den Nukleasen und Proteasen des Zellsaftes zum Opfer fallen,
solange sie nicht vollstindig von diesen unerwiinschten Zutaten befreit sind. Und nach
der Trennung und Reinigung lauern andere Gefahren: Bei Raumtemperatur koagulie-
ren und denaturieren sie rasch in den Konzentrationen, in denen sie aufbewahrt werden
miissen, um Experimente der genannten Art in Mikrolitervolumina durchfiihren zu
kénnen. Jeder dieser experimentellen und priiparativen Parameter steht nicht fiir sich
allein, sondern ist mit einer Reihe von anderen verkniipft. Sie miissen alle in Balance
zueinander gehalten und so gut es geht aufeinander abgestimmt werden. Fiir die Erhal-
tung der Aktivitit wihrend der langen Priparierungszeiten ist neben stabilisierenden
Pufferlssungen die strikte Einhaltung der Temperaturvorschriften entscheidend.

So wie Kilteumgebungen beim Experimentieren mit biologischen Materiali-
en eine entscheidende Rolle spielen, miissen die Kilteregimes selbst noch einmal je
nach Material und Verfahren differenziert und nuanciert werden. Die Kiltestufen
reichen von extrem kalt (fliissiger Stickstoff), sechr kalt (Trockeneis), kalt (Kiihltru-
he) bis zum Schmelzpunkt von Eis und normaler Kiihlschranktemperatur. Die ver-
schiedenen Kiltestufen sind vorwiegend durch Naturkonstanten — Kochpunkt von

fliissigem Stickstoff, Sublimationspunkt von Trockeneis, Schmelzpunkt von Eis —
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und von Materialien bestimmt, die
im Labor vorritig gehalten werden
kénnen. Dadurch wird auch Ver-
gleichbarkeit tiber Labor- und Lin-
dergrenzen hinweg gewiihrleistet.
Die Kiiltestufen selbst werden durch

die Erfordernisse der experimentel-

len Verfahren sowie der Priparation
und Lagerung biologischer Makro-

3: Zonal-Zentrifugenparade im Max-Planck-Institut fiir molekulare
molekiile definiert und sind das Genetik, Berlin, Abteilung Wittmann, um 1980.

Ergebnis jahrzehntelanger Erfah-
rung im Umgang mit ihnen. Sie sind
untereinander durch ein engmaschiges Netz von Verrichtungen und Materialtrans-
fers verbunden, das zu einem komplexen Regime der Temperaturmodulation
zusammengefiigt ist. Dabei spiclen die Uberginge jeweils eine entscheidende Rolle.
Dariiber hinaus haben die analytischen und priparativen Instrumente, die bei
der Isolierung und Reinigung biologischer Materialien zum Einsatz kommen, heute
alle eingebaute Kiihlvorrichtungen und kénnen deshalb in der Regel auch bei Raum-
temperatur aufgestellt und bedient werden. Labore sind aber verzweigte Netze von
Riumen, die den jeweiligen Erfordernissen ihrer Nutzung angepasst und von einem
stindigen Verkehr durchzogen sind, den die biologischen Komponenten von Expe-
rimenten zwischen ihnen zuriicklegen miissen. Dieser Verkehr wird in der Regel
durch dickwandige Isolierbehilter aus Styropor bewerkstelligt, die mit zerstolenem
Eis gefiillt sind und so etwas wie eine ununterbrochene , Kiihlungskette” bilden.” So
entsteht — bei Raumtemperatur — ein materielles, distribuiertes, flexibles und leicht
modifizierbares Gewirr von Kiihlpfaden, das alle Punkte eines voll ausgeriisteten

biologischen Labors miteinander verbindet.

Jenseits des Labors

Nicht selten muss dieses lokale System von Kiltekaniilen iiber die Mauern des Labors
hinweg ausgeweitet werden. Das Labor, in dem der Verfasser titig war, unterhielt bei-
spielsweise eine Kollaboration mit der Neutronen-Spallationsquelle am Institut Laue-
Langevin in Grenoble. Das Ziel der Zusammenarbeit bestand darin, die mittleren
Abstinde zwischen den Proteinkomponenten des Bakterienribosoms zu ermitteln und

ihre Position relativ zueinander im Partikel zu bestimmen. Um das zu erreichen, muss-

9 De Chadarevian (s. Anm. 8), S. 83.
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ten die ribosomalen Proteinkomponenten voneinander getrennt und mit jeweils zwei mit
schwerem Wasserstoff markierten Komponenten in einer ansonsten protonierten Matrix
rekonstituiert werden. Die mikrobiologische und biochemische Vorarbeit hierzu, ein-
schlieBlich der nétigen Aktivititstests der rekonstituierten Partikel, wurde im Berliner
Labor mit dem dort vorhandenen Know-how bewerkstelligt. Dann wurden die Partikel
mit den je zwei deuterierten Komponenten in fliissigem Stickstoff schockgefroren, in
dicke, mit Trockeneis gefiillte Container verpackt und mit dem Auto ins 1.200 Kilometer
entfernte Grenoble transportiert. Dort angelangt, taute das Transportteam die Partikel
vorsichtig und langsam auf und resuspendierte sie gemif} einem standardisierten Proto-
koll, bevor sie in einer dafiir priparierten Kammer in den Neutronenstrahl eingebracht
und die Streudaten der deuterierten Komponenten ermittelt wurden. Aus diesen Daten
wurden schlieSlich, wieder in Berlin, die Abstinde mittels eines eigens daftir konstru-
ierten Algorithmus bestimmt. Auch hier musste dafiir gesorgt werden, dass die Kiil-
tespur bis zu dem Endpunkt nicht verlassen wurde, an dem der Messprozess stattfand.

Angesichts dieses unentwirrbaren Ineinandergreifens von Bakterienkultur und
-pHege, Priparation biologischer Makromolekiile aus ihrem Zellsaft, analytischen Qua-
litdtstests der isolierten und gereinigten Chargen und ihrem Einsatz in Reagenzglas-
Experimenten bedarf es keiner groBen Fantasie, um sich vorzustellen, dass an jedem
Punkt dieser Verkettung mit ihren Verzweigungen etwas schieflaufen kann. Wenn ein
Experiment unerwartete Ergebnisse liefert, heiBt das aber auch, dass eine Plethora von
Faktoren dafiir in Frage kommt und zuriickverfolgt werden muss, um Liicken in der
Kette auszuschlieBen und sicherzustellen, dass das erhaltene Signal weiter untersucht
werden sollte. Fehlersuche ist somit tigliche Routine. Das ist nicht zuletzt deshalb
relevant, weil es in gréferen Labors gewohnlich eine gewisse Arbeitsteilung gibt, was
die materiellen Produktionslinien angeht, die fiir eine Arbeitsgruppe relevant sind.
Im hier beschriebenen Fall beispielsweise waren die Pflege der Bakterienstimme, die
Fermentation von Bakterien en masse und die Zuckergradienten-Zentrifugation der
Ribosomen an technische Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter delegiert, auf deren Pri-
zisionsarbeit sich die Experimentierenden verlassen mussten.

Ein Labor wie das beschriebene bildet also ein cher fragiles Ganzes, das auf-
rechtzuerhalten nicht nur technische Kontrollen erfordert, sondern auch verliissliche
Beziechungen innerhalb der ganzen Laborgruppe. Man arbeitet im Vertrauen auf
die Dienste, die nicht nur permanent delegiert sind, sondern auch von einzelnen
Mitgliedern der Gemeinschaft abwechselnd tibernommen werden, wie etwa das
Herstellen von Pufferlésungen im groen MalBstab oder die Spezialkenntnisse erfor-

dernde Reinigung einer bestimmten experimentellen Komponente.
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Die Arbeit mit biologischen
Materialien wie den hier beschrie-
benen ist unweigerlich verbunden
mit materialbedingten Variationen
der jeweiligen biologischen Akti-
vitit — seien es Bindungsvorginge

oder enzymatische Prozesse. Das

fiithrt zu variierenden quantitativen

0. um

Bestimmungen. Dennoch ist Quan-
tiﬁzierung der einzige Weg, um zu 4: Gefriergedtzte Chloroplastenmembran, elektronenoptische
robusten Differenzen zu gelangen,  Aufnahme.

die am Ende das Entscheidende sind.

Denn einen externen, absoluten Stan-

dard, mit dem die quantitativen Messungen eines Experimentalvorgangs verglichen
werden konnten, gibt es nicht. Jedes einzelne Experiment muss so angelegt werden,
dass die entsprechenden Kontrollen in das betreffende Experiment selbst integriert
sind, so dass jede Messung differenziell gegen eine Hintergrundmessung, jede Hin-
zufiigung gegen deren Weglassung bestimmt werden kann. Solche Kontrollen miis-
sen das ganze Experiment durchzichen; sie sind entscheidend fiir die Aussagekraft
einer Messung, wie auch das oben behandelte Experimentalblatt belegt, wo der mit
,Translokation® bezeichnete Schritt in der dritten Kolonne den dritten Inkubations-
schritt darstellt. Es ist unschwer zu erkennen, dass das Probenvolumen grof} genug
ist, um jeweils eine Doppel- oder eine Dreifachbestimmung vornehmen zu kénnen.

Das Beispiel zeigt eindriicklich, wie die Spuren eines bestimmten prozeduralen
Erfordernisses—hier die schonende Kiihlhaltung biologischer Materialien —einen ganzen
Laborraum durchdringen kénnen, einschlieBlich seiner architektonischen Gestaltung.
Zugleich konstituiert es aber auch eine intrinsische Achse des Experimentierens. In Expe-
rimentaltermen bedeutet ,,Kiithlen“ Verlangsamen. Verlangsamung kann einerseits ein
Mittel darstellen, um unerwiinschten Reaktionen zuvorzukommen, andererseits kann
es dazu dienen, laufende Reaktionen zu einem bestimmten Zeitpunkt ganz zu stoppen.
Kiihlung kann auflerdem weitere Funktionen im Forschungsprozess erfiillen,

insbesondere bei der Probenvor- und -zubereitung im Rahmen von Technologien der
Sichtbarmachung. Ein gutes Beispiel dafiir ist die Technik des Gefrierbruchs bei der
Probenvorbereitung zur Transmissions-Elektronenmikroskopie von Zellstrukturen.
Dabei wird schockgefrorenes Gewebe aufgebrochen, an den Bruchflichen lisst man
im Vakuum eine Sublimierung des Wassers eintreten, so dass sich dreidimensionale
Zellstrukturen an den Bruchfliichen bilden. Diese werden mit Schwermetall (Platin,
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(B)

5: Semliki-Forest-Virus, Kryo-Elektronenmikroskopie (A); Rekonstruktion (B).

Wolfram) beschattet; die so entstandenen metallenen Replikas kénnen dann im Elek-
tronenmikroskop vergréBert dargestellt werden. Die in den 1950er-Jahren entwickelte
Gefrierbruch-Technik hat wesentlich zur Aufklirung von im Lichtmikroskop nicht
darstellbaren Zellstrukturen wie etwa Membranen beigetragen.'” 2 Abb. 4 zeigt gefrier-
geitzte Membranen eines Chloroplasten, in denen die Photosynthese abliuft. Unter
den neuesten Entwicklungen sei die eingangs erwihnte Kryo-Elektronenmikroskopie
genannt, bei der die Proben vitrifiziert und unter Tiefsttemperaturen in ihren atoma-
ren Bewegungen so weit eingeschrinkt werden, dass sich unter optimalen Bedingun-
gen eine atomare Auflgsung von einzelnen biologischen Makromolekiilen erreichen
lisst.!! 2 Abb. 5 zeigt das kryo-elektronenoptische Bild einer Ansammlung von Semliki-
Forest-Viren mit der dazugehérigen gemittelten Bildrekonstruktion. Um jedoch diese
kiltebedingten Darstellungsverfahren wirklich verstehen zu kénnen, ist es grundle-
gend, auch den mundanen Laboralltag biologischen In-vitro-Experimentierens mit
seinen Kiihlungsketten im Auge zu behalten.

10 Vgl. z.B. John E. Heuser: The origins and evolution of freeze-etch electron microscopy. In: Journal of
Electron Microscopy, 2011, Nr. 60 (1), S. 3-29.

11 Vgl. Joachim Frank: Generalized single-particle cryo-EM — a historical perspective. In: Microscopy,
Februar 2016, Nr. 65, S. 3-8, online unter: https://doi.org/10.1093/jmicro/dfv358 (Stand 5/2021); zu neu-
esten Entwicklungen vgl. Bing-Rui Zhou et al.: Atomic resolution cryo-EM structure of a native-like
CENP-A nucleosome aided by an antibody fragment. In: Nature Communications, 2019, Nr. 10 (2301),
online unter: https:/doi.org/10.1038/s41467-019-10247-4 (Stand 5/2021).



