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Pipettenspitzen — es geht auch nachhaltiger

ISO 8655-6:2022: Die hohe Kunst der Pipetten-Kalibrierung

Qualitat der Bioprozessdaten verbessern, Aufwand verringern

Einfache Migration von PCR-Protokollen mittels automatisierter Laufzeitanpassung -

Schnelle Auftrennung von Lipoprotein-Fraktionen aus humanem Serum - etc.



2

EDITORIAL

Willkommen

zu einer neuen Ausgabe der Eppendorf BioNews.

In unserem Leitartikel auf den Seiten 4-5 laden wir Sie ein, die epMotion® kennen-
zulernen, eines der prazisesten Systeme fur automatisiertes Liquid Handling auf
dem Markt. Mit einer epMotion kdnnen Sie sich Freirdaume schaffen fiir das, was Sie
am meisten beschaftigt: lhre Forschung!

Fur Eppendorf ist Nachhaltigkeit im Labor seit Jahren ein Herzensthema. Auf Seite 6 be-
schreiben wir, wie durch smarte Anderungen am Design von Racks oder Verpackungs-
formen Kunststoff eingespart werden konnte. Aber auch unsere Rohstoffe unterliegen
der Weiterentwicklung: Nach der erfolgreichen Einflihrung der Eppendorf Tubes®
BioBased haben wir nun auch das Material einiger Premium-Pipetten- und Filterspitzen
auf ein biobasiertes Polypropylen umgestellt, bei dem Rohol weitestgehend durch
Speiseol der 2. Generation ersetzt wird — ohne Kompromisse bei Produktleistung und
-qualitat.

,Ich hatte mir mehr Notizen machen sollen”, ein oft gehdrter StoBseufzer, wenn es bei
der Dokumentation von probenrelevanten Begleitdaten mal wieder hakt. Dabei kdnnte
diese so einfach sein — mit dem SafeCode-System von Eppendorf, verfugbar fur eine
Vielzahl von Verbrauchsmaterialien (S.10).

Bioprozessingenieure aufgepasst! Der Einsatz unseres neuen Bioprocess Autosamplers
kann die Effizienz lhrer Bioprozessdaten verbessern und den Arbeitsaufwand verringern.
Mehr dazu auf Seite 11 und in der Application Note 3—-4.

Weitere Themen in dieser Ausgabe: u.a. Pipetten-Kalibrierung gemag 1SO 8655-6:2022,
unser neues Service Portal, nachhaltige ULT-Freezer, PCR, Tipps fur die Zellkultur und
8 Seiten Application Notes.

Und wie immer gibt es attraktive Gewinne fur Ihr Labor in unserem Preisratsel auf
Seite 15!

Ilhr Eppendorf BioNews-Team

PS: Méchten Sie uns etwas mitteilen zur BioNews? Haben Sie Ideen und Wiinsche? Dann schreiben Sie eine Mail an
bionews@eppendorf.de. Wir freuen uns auf Ihr Feedback!
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IM BLICKPUNKT - EPMOTION®: FREIHEIT GEWINNEN FUR DAS, WAS ZAHLT

BERRIT HOFF, EPPENDORF SE

epMotion®: Freiheit gewinnen
fur das, was zahlt

In unserem Leitartikel laden wir Sie ein, die epMotion kennenzulernen, eines der prazisesten Systeme fir

automatisiertes Liquid Handling auf dem Markt. Wenn Sie nach maximaler Reproduzierbarkeit lhrer Assays und

groBtmogliche Flexibilitat bei der Anpassung an wechselnde experimentelle Anforderungen streben, lesen Sie

unser Interview mit Dr. Tim Schommartz, Global Marketing Manager. Tim ist selbst Molekularbiologe (mit

Schwerpunkt Virologie) und weifl aus eigener Erfahrung, welche Potenziale fiir die eigentliche Forschung durch

Einsatz automatisierter Systeme freigesetzt werden konnen.

Mit unseren epMotion-Systemen gewinnen Sie zeitliche und gedankliche Freirdume fiir Ihre eigentliche Leidenschaft — die Forschung

BioNews: Tim, im Februar 2023 war die
Weltpremiere fiir die neue Generation der
epMotion auf der SLAS* Konferenz in San
Diego, CA, USA. Dein Fazit?

Tim Schommartz: Die SLAS ist grundsatz-
lich ,the place to be” fiir automatisierte
Systeme und wir waren absolut happy, auf
dieser wichtigen Veranstaltung vor Ort zu
sein. Auch mit unserem Motto ,,Unleash
Your Potential” lagen wir goldrichtig.

Denn um nichts anderes geht es! Mit
unseren epMotion-Systemen gewinnen

Forschende zeitliche und gedankliche Frei-
raume und konnen ihr Potenzial fir ihre
eigentliche Leidenschaft — die Forschung
- entfalten.

BN: Indem man lastige Routinen an einen
. Roboter” {ibergibt?

TS: Genau, es geht um den Wechsel vom
manuellen zum automatischen Workflow.
Besonders Anwendern, die sich noch
nicht mit Laborautomation auseinander-
gesetzt haben, mochten wir aufzeigen,
wie einfach und intuitiv unsere epMotion-

Systeme in Routineaufgaben implemen-
tiert werden konnen. Selbst in kleineren
Labors und mit geringen Durchsatzen
und das in kurzer Zeit — ohne aufwandiges
Training!

BN: Wodurch zeichnet sich die neue
epMotion-Generation aus?

TS: Bei den neuen Geraten handelt sich
um eine Weiterentwicklung der seit fast
20 Jahren etablierten epMotion 5073 und
epMotion 5075 Systeme. Im Laufe der
Zeit wurden diese stetig weiterentwickelt.



Schublade fiir mehr Lager- und Entsorgungskapazitat

Hierbei fokussierten wir uns jedoch vor
allem auf technologische Verbesserungen
—quasi die ,,inneren Werte"”, Das vertraute,

blau dominierte Design wurde beibehalten.

Die neue Generation hingegen bietet ne-
ben durchdachten Detailverbesserungen
jetzt auch ein neues Design: weil3, clean,
klar —und dennoch robust und solide!

BN: Was genau wurde optimiert?

TS: Es ging uns besonders darum, die
~User-Experience”— also das Nutzungs-
erlebnis — noch weiter zu verbessern.

So wurde zum Beispiel das Abfallsystem
Uberarbeitet. Es fasst jetzt mehr flussigen
und festen Abfall und ermoglicht somit
langere Protokoll-Laufzeiten und (noch)
weniger manuelle Eingriffe wahrend eines
Laufs.

Die ausgezeichnete Liquid Handling
Performance, fur welche die epMotion-
Systeme bekannt sind, bleibt auch in der
neuen Gerategeneration erhalten.

Dr.Tim Schommartz, Global Marketing Manager Automation,
mit der neuen epMotion auf der SLAS in San Diego

EPMOTION®: FREIHEIT GEWINNEN FUR DAS, WAS ZAHLT - IM BLICKPUNKT

Auch bei epBlue, der Bedien-Software,
wurden nur behutsame Anderungen vor-
genommen, da diese bereits auf maximale
Einstiegsfreundlichkeit ausgelegt ist. Als
neues Komfortfeature ist z.B. die Gruppie-
rung von Eingabebefehlen hinzugekom-
men.

BN: Welchen Support erhalten epMotion-
Besitzer?

TS: Auch fur die epMotion der neuen
Generation stehen samtliche Eppendorf
Installationsdienstleistungen und Service-
produkte zur Verfligung. Dazu gehort
auch unser Premium Applikationssupport
fur die Methodenetablierung vor Ort.
Wir bieten unseren Anwenderinnen und
Anwendern eine enorme Anzahl qualifi-
zierter Protokolle von fiihrenden Herstel-
lern molekularbiologischer Reagenzien.
Quasi ein Rundum-Wohlfuhlpaket!

BN: Lasst sich die neue epMotion-Generation
mit vorhandenen Systemen kombinieren?

TS: Das ist kein Problem, denn grundsatz-
lich sind alle Dispensiertools, Verbrauchs-
und Zubehorartikel der neuen Generation
mit denen der Vorgangergeneration kom-
patibel. Der Erweiterung eines bestehen-
den Gerateparks mit den neuen Systemen
steht also nichts entgegen. Auch Protokolle
von alteren epMotion-Systemen konnen
mithilfe unseres Applikationssupports auf
die neue Generation Ubertragen werden.

Mehr Information unter:
www.eppendorf.com/automation

*Society for Laboratory Automation and Screening

News

Dokumentieren
Sie Ihre Pipettier-
aktivitaten

Das Steuerungssystem fiir vernetzte
elektronische Pipetten Eppendorf Pipette
Manager hat eine neue wichtige Funktion
erhalten: Pipetting Records. Das neuste
Software-Update bietet die Moglichkeit,
Pipettieraktivitaten automatisch aufzu-
zeichnen mit der Option, diese Aufzeich-
nungen als PDF-Datei mittels USB zu
exportieren.

Der Pipette Manager erleichtert nicht nur
eine schnellere Bedienung; er bietet auch
Anleitungen zum korrekten Umgang mit
schwierigen Flussigkeiten und ermdglicht
die digitale Dokumentation eines jeden
Pipettierschrittes mit vernetzten Pipetten.

Nach der Integration der Move It® Pipetten
im Jahr 2022 ist der Pipette Manager nun
mit samtlichen Eppendorf Xplorer® (plus)
Pipetten kompatibel. Das System schlieRt
verschiedene weitere Features mit ein, die
Sie dabei unterstitzen, lhre Pipettenflotte
effektiv zu verwalten und so die Zusam-
menarbeit zu verbessern. Fir Labore, die
die Effizienz und die Reproduzierbarkeit
von Workflows mit zahlreichen komplexen
Pipettierschritten verbessern mochten, ist
der Pipette Manager ein essenzielles, ein-
fach zu bedienendes Tool.

Erfahren Sie mehr und entdecken Sie
unser digitales Demo-Tool unter
www.eppendorf.com/pipette-manager


https://eppendorf.group/naqwzx
https://eppendorf.group/09u1z0

6

INNOVATION - PIPETTENSPITZEN - ES GEHT AUCH NACHHALTIGER

BRIGITTE KLOSE, EPPENDORF SE

Pipettenspitzen —

es geht auch nachhaltiger

Wir bei Eppendorf wissen um die Schliisselrolle, die Verbrauchsmaterialien aus Kunststoff im Labor spielen.

Gleichzeitig ist uns bewusst, dass die Balance zwischen den Anforderungen der modernen Wissenschaft und der

Sorge um die Umwelt eine zentrale Herausforderung fiir das Management eines Life-Science-Labors darstellt.

Daher folgen wir dem Prinzip ,,Reduce, Reuse, Recycle”, wann und wo immer es moglich ist, und setzen vermehrt

auf den Einsatz biobasierter Rohstoffe.

Sterile Reloads und optimierte epT.l.P.S. Box 2.0

Reduce, Reuse, Recycle

Bei den Verpackungsoptionen fiir unsere epT.l.P.S® Pipetten-
spitzen haben wir bereits seit 2002 fur nicht vorsterilisierte
Reinheitsgrade ausschlieRlich auf unsere wiederverwendbaren
epT.l.P.S. Boxen gesetzt. Diese konnen mit unseren vorgesteck-
ten Reloads immer wieder befillt und bei Bedarf sogar bis zu
100-mal autoklaviert werden.

Erst vor kurzem wurde das Design unserer epT.l.P.S. Einweg-
Racks dermafRen verschlankt, dass bei diesen Racks, die den

hochsten Ansprichen unserer Kundinnen und Kunden genu-
gen, je nach GroRe bis zu 30 % Kunststoff eingespart werden
konnte.

In diesem Jahr sind wir noch einen Schritt weiter gegangen:
Speziell fur vorsterilisierte Pipettenspitzen haben wir eine neue
Verpackungsform entwickelt, die im Vergleich zu den oben be-
schriebenen Einweg-Racks noch einmal — je nach Gro3e — bis
zu 54 % weniger Polypropylen benétigt. Diese , Sterile Reloads”
bilden zusammen mit der ebenfalls neu gestalteten epT.I.P.S.
Box 2.0 ein nachhaltiges, kunststoffeinsparendes System.

Biobasierter Rohstoff

Gleichzeitig mit der Einflihrung der neuen Sterile Reloads
optimieren wir auch die Nachhaltigkeit der in ihnen enthalte-
nen Pipettenspitzen. Nach der erfolgreichen Einfiihrung der
Eppendorf Tubes® BioBased aus biobasiertem Polypropylen (PP)
werden auch die Pipettenspitzen-Varianten der neuen sterilen
Reloads aus einem biobasierten PP hergestellt. Bei biobasiertem
PP wird Rohol weitestgehend durch Speisedl der 2. Generation,
d.h. hauptsachlich in der Lebensmittelindustrie entstandene
Speisedlabfalle und -reste, ersetzt. Das auf erneuerbaren Roh-
stoffen basierende PP und alle Herstellungsschritte sind durch
ISCC Plus zertifiziert — ein anerkanntes, weltweit fihrendes
Zertifizierungssystem fur die Produktion nachhaltiger Produkte.

BioBased — keine Kompromisse

Die Pipettenspitzen weisen keine Qualitats- und Leistungsunter-
schiede zu fossilbasierten epT.I.P.S. und ep Dualfilter T.I.P.S.®
Pipettenspitzen auf. Alle Qualitatsgarantien, die wir mit unseren
produkt- und chargenspezifischen
Zertifikaten geben, gelten ebenso
fur epT.I.P.S. und ep Dualfilter
T.I.P.S. BioBased. Der Wechsel

zu diesen Pipettenspitzen aus
biobasiertem Rohstoff stellt

kein Risiko fur Ihre Proben oder
Versuchsergebnisse dar.

Mehr Informationen:
www.eppendorf.com/eptips-news



https://eppendorf.group/rtewje

CHRISTINE COWEN-ELSTNER, EPPENDORF SE

Impfungen —

IMPFUNGEN - EINE ERFOLGSGESCHICHTE - LABORPRAXIS

eine

Erfolgsgeschichte

Der ewige Kampf zwischen Viren und Impfstoffen ist eine der altesten

Geschichten der Medizin. Bereits 1500 v. Chr. begann der Kampf gegen

die Pocken in China, als Arzte Stiicke der Pockenkruste von Infizierten zu

einem Pulver zermahlten und es durch die Nase verabreichten. In Asien

und Europa ubertrugen Menschen den Blascheninhalt der Pocken auf ge-

sunde Menschen, um diese zu immunisieren.

In den letzten Jahrzehnten wurden zahl-
reiche Impfstofftechnologien entwickelt,
die uns in unserem Kampf gegen Viren
unterstutzen. Traditionelle Totimpfstoffe
punkten mit einer nachgewiesenen Er-
folgsbilanz fur viele Krankheiten. Wahrend
fur diese Impfstoffe noch die Kultivierung
des Erregers erforderlich ist, bendtigen
Impfstoffe der neueren Generation, wie
rekombinante Protein- und Nukleinsaure-
impfstoffe, nur die genetische Sequenz
des Erregers. Diese bahnbrechenden
Plattformen konnen die Entwicklungs-
und Herstellungsprozesse erheblich be-
schleunigen und ein neues Potenzial fur
ein breites Spektrum von Indikationen in
einem noch nie dagewesenen Tempo er-
schlieBen.

Inaktivierte Impfstoffe (z.B. gegen Hepa-
titis A, Tollwut, Polio) enthalten noch das
gesamte Repertoire an immunogenen
Komponenten des urspriinglichen Erre-
gers.

Eine ordnungsgemaRe Inaktivierung ist
zwingend erforderlich, um eine Reaktivie-
rung und Replikation des Virus im Wirt zu
verhindern.

Protein-Untereinheiten-Impfstoffe (z.B.

gegen Influenza, Hepatitis B und C) sind

seit Jahrzehnten eine bewahrte Strategie
und stehen auch heute noch im Mittel-

punkt des Pandemiemanagements.

mRNA-Technologie

Nukleinsaure-Impfstoffe, die aus mRNA
oder Plasmid-DNA bestehen, enthalten
den Bauplan fur virale antigene Kompo-
nenten und fuhren nach der Injektion zur
Bildung spezifischer Proteine eines Erre-
gers. Die bahnbrechende Technologie der
mRNA-Impfstoffe erlebte ihren Durch-
bruch mit SARS-CoV-2 und zeigt Poten-
zial fur viele neue klinische Bereiche wie
HIV, Krebs, Gurtelrose, Grippe, kardiovas-
kulare Anwendungen oder Zika.

Unser Kampf gegen Viren ist nie zu Ende,
aber dank moderner Impfstofftechnolo-
gien haben wir mehr Werkzeuge zur
Verfugung, um sie zu bekampfen und
die Gesundheit der Weltbevolkerung zu
schitzen.

Mehr Informationen
www.eppendorf.link/vaccine-research

News

Happy 60th, Eppi®!

Das Eppendorf Tube feiert in diesem Jahr
Geburtstag: 60 Jahre ist es her, dass das
erste Mikroreaktionsgefal von Eppendorf
das Licht der Welt erblickt hat. Seitdem
hat sich das von unseren Kunden liebevoll
,Eppi“ genannte GefaR international einen
Namen gemacht.

Nur wenige Innovationen schaffen Stan-
dards in der Laborwelt und revolutionieren
Anwendungsprozesse. Das Eppendorf Tube
kann dies allerdings mit gutem Gewissen
von sich behaupten.

1963 fing alles an

Das Eppendorf Tube 3810 kam auf den
Markt und erfreute sich schnell wachsen-
der Beliebtheit in deutschen Medizin- und
Wissenschaftslaboren. Kleinere Proben-
mengen im Mikroliterbereich lieBen sich
nun praktisch abfiillen und aufbewahren.
So wurde das Eppi ein wesentlicher Be-
standteil des von Eppendorf entwickelten
Mikrolitersystems, das zwei Jahre zuvor mit
der ersten Kolbenhubpipette an den Start
gegangen war. Rotoren, Thermomischer-
Aufsatze, GefaBhalter und vieles mehr wur-
den maBgeschneidert fir das Eppendorf
Tube, um reibungslose Laborablaufe zu er-
moglichen. In den vergangenen 60 Jahren
hat Eppendorf die Eppi-Erfolgsgeschichte
mit einer Vielzahl von neuen Eppendorf
Tubes®konsequent weitergeschrieben*.
Und sie ist noch lange nicht zu Ende!

www.eppendorf.link/60YearsTubes

*So gibt es Eppendorf Tubes mittlerweile auch in
Ambra: fir effektiven Lichtschutz empfindlicher
Proben. Mehr dazu in unserem Video ,,Maximum
Light Protection with Eppendorf Amber Tubes:
How it works"”.
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http://eppendorf.group/9ehzek
https://eppendorf.group/qi3ewx
https://eppendorf.group/9rinaz
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LABORPRAXIS - PCR-PROTOKOLLE ERFOLGREICH UBERTRAGEN

HANAE KONIG, EPPENDORF SE

PCR-Protokolle
erfolgreich ubertragen

Ihr PCR-Cycler lauft seit Jahren verlasslich und alle Protokolle sind ge-

speichert und optimiert. Doch nun wird ein neues Modell angeschafft.

Wenn sich die Heiz- und Kiihlraten der Gerate unterscheiden, kann dies

das PCR-Ergebnis beeinflussen. Fast jeder PCR-Cycler bietet die Moglich-

keit, die Heiz- und Kiihlraten anzupassen.

Die Ergebnisse eines PCR-Programms, das
auf zwei verschiedenen Thermocyclern
durchgefuhrt wurde, kdnnen voneinander
abweichen. Eine Ursache konnen die un-
terschiedlichen Heiz- und Kihlraten sein.
Hier betrachten wir einige Optionen zur
Behebung des Problems.

1. Manuelle Eingabe der Heiz- und
Kiihlraten

Eine Methode besteht darin, die in den
technischen Daten des Thermocyclers
angegebenen Heiz- und Kihlraten einzu-
stellen. Bei einigen Wettbewerbsgeraten
kann man jedoch nur die Heiz-, nicht aber
die Kihlraten eingeben.

Daruber hinaus ist eventuell nicht klar,
ob die Heizrate linear oder nicht-linear
ist. Dies ist eine recht unsichere Methode
mit groBem Risiko, das PCR-Protokoll
neu optimieren zu mussen.

2. Auswahl des Gerates aus einer im
neuen Gerat gespeicherten Liste

Manche Hersteller bieten in ihren Geraten
eine Liste von Fremdgeraten an, deren
Heiz- und Kihlraten simuliert werden
konnen. Eine praktische Funktion, sofern
das bisherige Gerat in der Liste zu finden
ist. Ist dies nicht der Fall, bleibt — wenn
Uberhaupt moglich — nur die Programmie-
rung der wie unter 1.beschriebenen Raten,
mit den erwahnten Nachteilen.

3. Programmierung der Gesamtlaufzeit
eines PCR-Protokolls

Eine einfache Methode ist die Eingabe der
gesamten Laufzeit eines PCR-Protokolls
direkt in der Software des Mastercycler®
X50 von Eppendorf. Das Gerat ermittelt
automatisch die Heiz- und Kuhlraten und
reproduziert das gleiche Protokoll. Das
PCR-Ergebnis ist oft vergleichbar und
eine weitere Optimierung ist nicht notig.

Detaillierte Informationen

zu dieser Funktion finden
Sie in der Application
Note 1-2 in diesem Heft.

Tipp
Naher hingeschaut:
Mastercycler® X50

Der neue Mastercycler X50 verbindet
elegant Geschwindigkeit, Flexibilitat und
Bedienfreundlichkeit. Mit seinem intuitiven
Touchscreen, der eine prazise Steuerung
per Fingertip erlaubt, ermdglicht der
Mastercycler X50 PCR-Thermocycler eine
unkomplizierte PCR-Optimierung in der
modernen molekularbiologischen For-
schung und verlassliche Standardisierung
in Routine-PCR-Anwendungen. Zudem
eignet er sich perfekt fir NGS-Aufgaben.

Mehr Informationen, auch zum Download,
finden Sie unter folgenden Links:

> Website The Next Stage: Alles liber die
Mastercycler X50-Familie

> Website Sustainability for PCR Cyclers

> Produktbroschiire Mastercycler X50:
The Next Stage (PDF)

> Produktbroschiire Eppendorf PCR-
Gerate: Eine Klasse fiir sich (PDF)

> Mastercycler X50 Poster: Reduce noise
in your lab! Save time! Reduce your
CO: footprint! (PDF)

> Mastercycler X50 Stay Informed
Infografik: Reproducibility and Speed
in PCR (PDF)

Last but not least: Versaumen Sie nicht
unser Kurzvideo auf YouTube™ - Speed up
and save time!


https://eppendorf.group/y23iok
https://eppendorf.group/bwiqvt
https://eppendorf.group/ndf2mn
https://eppendorf.group/2gzvth
https://eppendorf.group/b5cv9f
https://eppendorf.group/b5cv9f
https://eppendorf.group/b5cv9f
https://eppendorf.group/xb0gme
https://eppendorf.group/xb0gme
https://eppendorf.group/0mfljr
https://eppendorf.group/0mfljr
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Einfache Migration von PCR-Protokollen
mittels automatisierter Laufzeitanpassung

ARORA PHANG, STEFFEN RIETHMULLER
EPPENDORF SE, HAMBURG

Zusammenfassung

Die Optimierung der PCR ist bei der Erstellung eines neuen
PCR-Protokolls oft notwendig, da jedes Experiment die rich-
tige Kombination aus Proben, Reagenzien, Verbrauchsartikeln,
Cycler-Einstellungen und Amplifikationsparametern erfordert.
Nach der Optimierung sollte das PCR-Protokoll auf verschie-
denen Thermocyclern reproduzierbar laufen. Allerdings hat
jeder Thermocycler seine eigenen Charakteristika, die z.B.
von der Hardware- und Softwaretechnologie sowie von der
Konstruktionsweise und den verbauten Komponenten beein-
flusst werden.

Daher kann dasselbe optimierte PCR-Protokoll auf verschiede-
nen Thermocyclern unterschiedliche Amplifikationsergebnisse
liefern und muss somit auf jedem Thermocycler-Modell neu
validiert werden. Dieser Artikel beschreibt eine Losung fur
dieses Problem: Das ,, Program Migration Feature” (PMF) der
Eppendorf Mastercycler® X50 Serie ermdglicht eine einfache
Adaption von PCR-Protokollen, indem einfach die Gesamtlauf-
zeit des Protokolls als gewiinschte Laufzeit (,Desired runtime”)
in die Mastercycler X50 Software eingegeben wird. Dies er-
héht die Ahnlichkeit von Temperaturprofilen zwischen dem
Ausgangsgerat und dem Mastercycler X50, was eine einfache
automatisierte Anpassung von PCR-Protokollen ermdglicht.

Einleitung

Die PCR ist eine ausgereifte Technologie, welche robust, ein-
fach und sensitiv genug fiir die meisten molekularbiologischen
Zwecke ist. Sie kann allerdings sehr anspruchsvoll sein und
eine Vielzahl von Feineinstellungen erfordern, z.B. mit Bezug
auf Heiz- und Kuhlgeschwindigkeit (als Heiz- und Kihlraten
oder Rampen bekannt), Inkubationszeit, Denaturierungs-
und/oder Annealing-Temperatur, Anzahl der Zyklen sowie die
Formulierungen von Reagenzien (Mg?- und DNA-Konzentra-
tion, Primer Matrix, etc.) [1]. Zusatzlich hat jeder Hersteller
von Thermocyclern sein eigenes Design sowie eigene Techno-

logien und standardmaRige Gerateeinstellungen, welche sich
auf die Effektivitat der DNA-Amplifikation auswirken konnen.
Dies kann dazu fuhren, dass dasselbe Protokoll, das auf einem
Thermocycler optimiert wurde, keine vergleichbaren Ergeb-
nisse liefert, sobald es auf einem Thermocycler eines anderen
Herstellers durchgefiihrt wird.

Erfreulicherweise konnen die meisten Protokolle ohne Anpas-
sungen zwischen verschiedenen Thermocyclern libertragen
werden. In Fallen, in denen es dennoch vorkommt, insbeson-
dere wenn mehrere Cycler mit groRen Unterschieden bei der
Geschwindigkeit eingesetzt werden, wird die Reoptimierung
zu einer muihsamen sowie zeit- und materialaufwandigen
Aufgabe.

Um einer solchen Verschwendung von Ressourcen und Zeit
vorzubeugen, verfiigen einige Cycler tUber ,, Simulation”-Funk-
tionen; welche die Thermoprofile anderer Cycler nachahmen,
um die Adaption von Protokollen zu erleichtern. Leider ist die
Liste der simulierten Cycler in der Regel weder umfassend noch
aktuell. Im Gegensatz dazu umgeht die ,,Desired runtime™-
Option des Mastercycler X50 dieses Manko, indem sie es
Anwendern ermaglicht, die Simulation anhand der Laufzeit
eines PCR-Protokolls zu steuern.

Da der Mastercycler X50s mit seinen sehr hohen Rampenraten
derzeit einer der schnellsten Endpoint Thermocycler auf dem
Markt ist, erlaubt es diese Funktion, die Rampenprofile eines
jeden anderen Cycler-Modells zu simulieren.

Material und Methoden

Humane genomische DNA (Promega®) wurde als Template
fur das Fast PCR-Protokoll mit der SpeedSTAR™HS DNA
Polymerase (Takara Bio) eingesetzt. Die Experimente wurden
in Eppendorf 0,2 mL PCR Tube Strips auf dem Mastercycler
X50s sowie auf dem Cycler S durchgefihrt.

Siehe Application Note No. 461 fiir weitere Details.

Cycler S Mastercycler X50s
~28 min Initial denaturation 94°C/60s ~15 min
runtime ‘ runtime
35x cycles Denaturation 96°C/2s
Annealing 65°C/6s
Final elongation 72°C/60s
Hold 10°C

Abb.1: Bestimmte PCR-Protokolle sind unter Umstanden schlecht von langsameren auf schnellere Thermocycler Gibertragbar und erfordern eine Reoptimierung.

(Anmerkung: Amplifikation des humanen B-Globin Gens in dreifacher Ausfiihrung)
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Einfache Migration von PCR-Protokollen
mittels automatisierter Laufzeitanpassung

Mastercycler X50s

~15 min
runtime

Mastercycler X50s

~ 28 min
runtime

Abb.2: PCR-Ergebnisse vor (A) und nach (C) der Aktivierung des ,Program Migration Features” (PMF) mit Hilfe der , Desired runtime”-Option (B)

Ergebnisse und Diskussion

Das aktuelle PCR-Protokoll wurde zuvor auf einem langsameren
Thermocycler (Cycler S) optimiert, um eine gute Amplifikations-
ausbeute zu erzielen. Die Zeit fur den gesamten Durchlauf be-
trug etwa 28 min. Auf dem Mastercycler X50s hingegen wurde
der Lauf in 15 min durchgefuhrt. Die Amplifikationsergebnis-
se, wie anhand der Banden dargestellt, sind jedoch schwach

(Abb.1).

In der Regel kann der Anwender bei einem derartigen Problem
die Heiz- und Kuhlraten auf dem Zielgerat (z.B. Mastercycler
X50s) anhand des erwiinschten Ergebnisses auf dem Aus-
gangsgerat (z.B. Cycler S) manuell programmieren. Aufgrund
der Vielzahl an versteckten Parametern, auf welche der An-
wender keinen direkten Zugang hat, sind mitunter mehrere
Laufe erforderlich, um die entsprechenden richtigen Rampen
zu ermitteln. Durch die Aktivierung von ,Desired runtime” in
der Software des Mastercycler X50 ist es ein Leichtes, das
Verhalten des gewunschten Cyclers nachzuahmen und somit
Zeit und Reagenzien zu sparen.

,Desired runtime” ermdglicht die Anpassung eines PCR-
Programms von Thermocyclern mit niedrigeren Heiz- und
Kuhlraten auf den Mastercycler X50. Die Laufzeit des lang-
sameren Cyclers wurde wie folgt gemessen: nach der Deckel-
erwarmung (zu Beginn der Blockbeheizung auf 94°C im
ersten Denaturierungsschritt) bis zum Erreichen der end-
gultigen Blocktemperatur von 10°C im Halteschritt.

Diese Methode der Laufzeitmessung umgeht den Einfluss
der Zeit, welche zur Deckelbeheizung benotigt wird, und sie
minimiert relevante Faktoren bei der Messung der Cycler-
Geschwindigkeit. Cycler S benotigte somit 28 min, um den
PCR-Lauf zu absolvieren.

In den Programmeinstellungen des Mastercycler X50 ist die
Funktion , Desired runtime” unter ,,Block Settings” aufgefihrt.
Der Mastercycler X50 errechnet die entsprechenden Heiz-
und Kihlraten anhand der erwunschten Laufzeit automatisch,

ohne weitere Eingaben durch den Anwender. Hierdurch er-
ubrigt sich auch die Durchfiihrung mehrfacher Versuchslaufe
zur Ermittlung der richtigen Rampen, wenn es darum geht,
Protokolle auf andere Thermocycler zu Ubertragen. Abb. 2
zeigt die verbesserte Amplifikation des Mastercycler X50s
nach der Adaption der Protokollgeschwindigkeit mit Hilfe der
Funktion , Desired runtime” fur dieses eher schwierige PCR-
Protokoll.

Alles in allem kann eine PCR-Optimierung anspruchsvoll und
zeitaufwandig sein, wobei jede Anderung weitere Validierun-
gen des Protokolls erfordert. Thermocycler mit zusatzlichen
Features, die solche Prozesse vereinfachen, konnen die Be-

dienfreundlichkeit erheblich fordern und somit das Leben im
Labor erleichtern.

Zusammenfassung

Der Mastercycler X50 bietet die Vorteile von hohen Heiz- und
Kuhlgeschwindigkeiten sowie kiurzeren PCR-Laufzeiten. Daru-
ber hinaus bietet die ,,Desired runtime”-Option eine schnelle
und einfache Losung, falls Geschwindigkeitsanpassungen beim
Transfer von Protokollen von langsameren Cyclern erforderlich
sind.

Download der kompletten Application Note No. 461

Literatur

[11 Eppendorf Mastercycler®: Meeting all your PCR needs with reliability
and flexibility. Eppendorf SE, White Paper No. 32.

Die Eppendorf SE behdlt sich das Recht vor, ihre Produkte und Dienstleistungen jederzeit zu
andern. Diese Application Note kann ohne Vorankiindigung gedndert werden. Wenngleich gréte
Sorgfalt darauf verwendet wurde, die Richtigkeit und Vollstandigkeit dieser Informationen zu
gewahrleisten, tibernimmt die Eppendorf SE keine Haftung fiir eventuelle Fehler oder Schaden,
die sich aus der Anwendung oder dem Gebrauch dieser Informationen ergeben. Die Heranziehung
von Application Notes allein kann das Lesen und Einhalten der jeweils aktuellen Version der Be-
dienungsanleitung nicht ersetzen.
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Automatische Probenentnahme mit Hilfe des Bioprocess Autosamplers
zur Analyse eines E. coli Fermentationsprozesses
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SAKTUELLE ADRESSE: E-NEMA, GESELLSCHAFT FUR BIOTECHNOLOGIE UND BIOLOGISCHEN PFLANZENSCHUTZ MBH,
KIEL-SCHWENTINENTAL, KONTAKT: BIOPROCESS-EXPERTS@EPPENDORF.COM

Zusammenfassung

Bioingenieure analysieren mehrere Prozessparameter zu ver-
schiedenen Zeitpunkten innerhalb eines Bioprozesslaufes, um
optimale Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten sowie
Erkenntnisse tuber den Prozess zu gewinnen. Wahrend Para-
meter wie z.B. pH, Temperatur und DO (geloster Sauerstoff)
problemlos online verfolgt werden konnen, werden andere
Parameter meist nach Probenentnahme aus dem Bioreaktor
mit Hilfe von externen Analysegeraten uberwacht: z.B. die
Konzentrationen von Nahrstoffen, Produkt und Nebenproduk-
ten sowie Biomasse und Produktqualitat.

Die Analyse zahlreicher Prozessbedingungen zu verschiede-
nen Zeitpunkten im Bioprozesslauf erfordert eine erhebliche
Anzahl von Proben. Der Einsatz eines Autosamplers kann die
Effizienz einer Bioprozessentwicklung erhohen, indem er den
Arbeitsaufwand fur eine manuelle Probenentnahme reduziert.
Gleichzeitig verbessert er die Datenqualitat, da das gewunsch-
te Probenentnahme-Intervall auch auBerhalb der normalen
Arbeitszeit beibehalten werden kann. In dieser Application
Note dokumentieren wir, wie ein DASbox® Mini Bioreactor
System mit dem Bioprocess Autosampler von Eppendorf
ausgestattet wurde. Dieser wurde eingesetzt, um Proben
aus acht parallelen Fermentationslaufen zu entnehmen und
sodann gekuhlt zu lagern.

Material und Methoden

Fur eine vollstandige Beschreibung der eingesetzten Materi-
alien und Methoden siehe Application Note 441.

Bioprozess-System

DASbox Mini Bioreactor System, ausgestattet mit dem Bio-
process Autosampler

Prozesssteuerung

Der Bioprozess sowie der Bioprocess Autosampler wurden mit
Hilfe der Software DASware® control gesteuert.

Probenentnahme-Strategie

Der Bioprocess Autosampler wurde eingesetzt, um Proben aus
acht parallelgeschalteten BioBLU® 0.3f Single-Use Bioreactors
zu entnehmen. Im Laufe des Bioprozesses wurden acht Pro-
ben entnommen: Nach der Entnahme einer ersten Probe zu
Beginn des Laufes wurden sieben Proben in konstanten Zeit-
intervallen wahrend der Fermentationslaufzeit entnommen.
Diese Intervalle wurden wahrend der Nacht nicht unterbro-
chen. Die Proben wurden in sterile Glasrohrchen tberfihrt,
welche in Proben-Racks innerhalb des Moduls zur Probenlage-
rung vorgelegt worden waren.

Zunachst wurde ein Totvolumen von 0,8 mL entnommen und
verworfen. Sodann wurde eine 4 mL Probe entnommen und
gleichmaRig auf vier Glasrohrchen verteilt; diese Aliquots wur-
den flr unterschiedliche Analysen eingesetzt, einschlieflich
Messungen der Zelldichte und Produktanalyse. Ein Ziel dieser
Studie war es, die Produktlagerung bei 4°C und —20°C zu ver-
gleichen. Die Proben fur Lagerung bei —20°C wurden manuell
in einen Gefrierschrank uberfihrt.

Bioprozess

Es wurde ein E.coli Fermentationsprozess zum Zwecke der
Plasmidproduktion durchgefiuihrt. Die Temperatur wurde auf
37°C eingestellt, der pH auf 7,0 und DO auf 35 %. In einem
zweiten Versuch wurde der Autosampler eingesetzt, um einen
Proteinproduktions-Prozess in E.coli zu analysieren. Siehe
Application Note 441 fur weitere Informationen zu Prozess-
parametern, Kontrollstrategien, Methoden und Ergebnissen.

|

3

o] ]

Abb. 1: DASbox Mini Bioreactor System, ausgestattet mit dem Bioprocess Autosampler. A: DASbox Mini Bioreactor System. B: Temperiertes Modul fiir die Probenlagerung: Das Modul
hat drei Schubladen. Seine Temperatur kann von 4°C bis 40°C reguliert werden. C: Roboterarm, ausgestattet mit Liquid Tools
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Automatische Probenentnahme mit Hilfe des Bioprocess Autosamplers
zur Analyse eines E. coli Fermentationsprozesses

Ergebnisse

Die Proben wurden analysiert, um das Zellwachstum zu be-
stimmen sowie die Produktformation unter verschiedenen
Bioprozessbedingungen zu vergleichen und die unterschied-
lichen Lagerungstemperaturen zu beurteilen.

Abb. 2 stellt die Entwicklung der Prozessparameter in einem
reprasentativen Fermentationslauf dar. Temperatur, DO und pH
wurden online Uberwacht und wahrend des Fermentationslaufes
anhand des Sollwertes kontrolliert. Die Rihrgeschwindigkeit
(N) begann mit einem anfanglichen Sollwert von 300 rpm und
stieg ca. 14 h nach der Animpfung auf 2.000 rpm an, was den
steigenden Sauerstoffverbrauch der wachsenden Kultur wider-
spiegelte. Die ODggo und das Produkt wurden offline analysiert.
Nach 72 h erreichte die ODggo €in Maximum von ca.72 am Ende
des Fermentationslaufes (EoF). Die Proben wurden entweder
bei 4°C oder —20°C gelagert. Die Konzentration an Plasmid-
DNA (pDNA) in Proben, welche bei —20°C gelagert wurden,
war geringer als in bei 4°C gelagerten Proben. Im Gegensatz
dazu war die Konzentration an kovalent geschlossenen zirku-
laren (covalently closed circular [cccl) Plasmiden geringer

in bei 4°C gelagerten Proben. Der geringere Anteil an ccc-
Plasmiden weist darauf hin, dass ein groRerer Anteil an Plas-
miden als offen-zirkulare und lineare Formen vorliegen. Diese
offeneren Formen werden durch reversible Strangbriiche des
Plasmids verursacht. Daher stellt die Lagerung bei —20°C wahr-
scheinlich einen Vorteil fir die Homogenitat der Plasmidprobe
dar.

Fazit

In der hier vorgestellten Studie wurde ein 8-faches paralleles
DASbox Mini Bioreactor System mit dem Bioprocess Auto-
sampler von Eppendorf ausgestattet. Dieser nahm nur gerin-
gen zusatzlichen Platz in Anspruch, da er auf der Laborbank
oberhalb des Bioreaktorsystems montiert wurde. Die Proben-
entnahme wurde unter aseptischen Bedingungen mit lokaler
Sterilitat durchgefiihrt, vergleichbar mit Bedingungen der
manuellen Probenentnahme.

Es wurden acht Fermentationslaufe parallel durchgefiihrt und
pro Bioreaktor wahrend eines jeden Fermentationslaufes acht
Proben entnommen. Insgesamt wurden also 64 Probenent-
nahmeschritte durch den Bioprocess Autosampler durchge-
fuhrt, was die manuelle Arbeitsbelastung drastisch reduzierte.
Die Probenentnahme geschah unabhangig von normalen
Arbeitszeiten, wodurch eine hohe Konsistenz gewahrleistet
wurde und Liicken bei der Probensammlung tiber Nacht und
am Wochenende vermieden werden konnten. Fiir hohe Flexi-
bilitat konnen die Proben jederzeit aus dem Lagerungsmodul
entnommen werden, um sie z.B., wie in dieser Studie beschrie-
ben, bei niedrigeren Temperaturen zu lagern. Der Zeitbedarf
fur die automatische Probenentnahme aus acht Bioreaktoren
in dem beschriebenen Aufbau betrug 2,5 h. Wahrend ein
Probenentnahme-Intervall von 2,5 h fur viele Fermentations-
anwendungen geeignet ist, konnten auch kiirzere Intervalle
wiinschenswert sein, insbesondere, wenn es darum geht, einen
neu etablierten Prozess zu charakterisieren. Um die Proben-
entnahme-Intervalle zu verkiirzen, kann eine Aufteilung der
Proben auf mehrere Rohrchen wie in der hier beschriebenen
Studie vermieden werden. Zusatzlich steht eine Konfiguration
des Bioprocess Autosamplers mit zwei Kopfen zur Verfligung,
um die Effizienz der Probenentnahme auf mehr als eine Probe
pro Stunde und Bioreaktor zu erhohen.

Die hier vorgestellten Daten belegen den Komfort und die
Vielseitigkeit der kombinierten Verwendung des DASbox
Mini Bioreactor Systems und des Bioprocess Autosamplers
sowie deren Leistung als integrierte Einheit. Die Steuerung
des Bioprocess Autosamplers ist nahtlos in die DASware
control 6 Software integriert und ermoglicht flexible und
anpassbare Probenentnahme-Schemata, wie z.B. die Vorein-
stellung von Proben vor dem Start des Experiments, die
Planung zusatzlicher Proben auBerhalb des urspriinglichen
Schemas im Falle besonderer Ereignisse und die Einbezie-
hung manueller Proben in das Lagerungsmuster.

Download der vollstandigen Application Note 441

pH Nirpml TI°C] EoF ODeoo
v
10,0 2000 150 4 r 80
44 4 >
4 1 4
75 800 130 1 * - 70
9,01 1600 42
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7,5 10004 ¥ L 40
70 y 4 v
7,0 800 | 36 i | 30
6,51 600 507 Die Eppendorf SE behilt sich das Recht vor,
344 E 20 ihre Produkte und Dienstleistungen jeder-
6,0 400 - 30 { ] zeitzu andern. Diese Application Note kann
324 ) ohne Vorankiindigung gedndert werden.
5,54 200 r 10 Wenngleich groBte Sorgfalt darauf verwen-
10 1 ° det wurde, die Richtigkeit und Vollstindig-
5,0 - 0- 30 - 0 T T T : 0 keit dieser Informationen zu gewahrleisten,
0 5 10 15 20 25 tbernimmt die Eppendorf SE keine Haftung
. fir eventuelle Fehler oder Schaden, die
Zeit (h) sich aus der Anwendung oder dem Ge-
brauch dieser Informationen ergeben. Die

Abb. 2: Prozessparameter wahrend eines Fermentationslaufes zur Produktion von pDNA. Temperatur, Riihrgeschwindigkeit, DO und pH
wurden online Uberwacht. Die ODesoo wurde in Proben, die mit dem Bioprocess Autosampler entnommen worden waren, analysiert, mit

Ausnahme der Probe am Ende der Fermentation, welche manuell entnommen wurde

Heranziehung von Application Notes allein
kann das Lesen und Einhalten der jeweils
aktuellen Version der Bedienungsanleitung
nicht ersetzen.
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Schnelle Auftrennung von Lipoprotein-Fraktionen
aus humanem Serum durch Ultrazentrifugation

WIAME BEN EL MOSTAPHA, VINCENT DUFEY, SILVIA TEJERINA, PASCAL ROWART,
FRANCOISE DE LONGUEVILLE, EPPENDORF APPLICATION TECHNOLOGIES S.A., NAMUR, BELGIEN
JAN KNOP, EPPENDORF SE, HAMBURG, DEUTSCHLAND

Einleitung

Lipoproteine sind komplexe Partikel mit
einem zentralen, hydrophoben Kern aus
nichtpolaren Lipiden wie Cholesterin,
Estern und Triglyceriden. Lipoproteine
konnen aufgrund ihrer GroRe, Lipidzu-
sammensetzung und Apolipoprotein-
Zusammensetzung in sieben Klassen
unterteilt werden (Tabelle 1). Die primare
Funktion von Lipoprotein-Partikeln be-
steht in dem Transport hydrophober
Molekule innerhalb des extrazelluldren
Wassers und Plasmas des Korpers.

Ihre Dichte stellt die zugrundeliegende
Basis fur die Nomenklatur von Lipiden
dar, und Dichtegradienten-Ultrazentri-
fugation ist die Referenzmethode zur
Messung der Dichte von Lipiden.

Hier zeigen wir den an jedem Laborplatz
moglichen Einsatz der Centrifuge CS-
150NX oder der Centrifuge CS150FNX
von Eppendorf zur Isolierung von Lipo-
protein-Fraktionen aus humanem Serum.
Dies erfolgt mit Hilfe einer optimierten
Methode und vereinfachten Verbrauchs-
artikeln und Reagenzien, mit herkomm-
lichen Steckern und minimalem Platzbe-
darf auf der Laborbank.

Tabelle 1: Klassifizierung von Lipoproteinen

KONTAKT: ROWART.P@EPPENDORF-EAT.BE

Material und Methoden

Auftrennung von Serum-Lipoproteinen
durch Ultrazentrifugation

Das humane Serum wurde nach der
Zentrifugation von geronnenem Blut bei
2.000 x g fir 10 min in der Centrifuge
5810 R (Eppendorf) gewonnen. Serum-
Lipoproteine wurden durch sequenzielle
Ultrazentrifugation mit Hilfe der Centri-
fuge CS150NX und dem Festwinkelrotor
S140AT aufgetrennt.

Fraktionierungen von Serum-Lipoproteinen

Insgesamt wurden drei verschiedene
Dichte-Losungen angesetzt, um die
distinkten Fraktionen zu isolieren:

> Dichte-Losung A (p: 1,006 g/mL)
> Dichte-Losung B (p: 1,182 g/mL)
> Dichte-Losung C (p: 1,478 g/mL)

Ein Volumen von 600 pL Serum wurde

in ein 1TmL 1PC Tube Uberfuhrt. Um die
Sichtbarkeit der Lipoprotein-Fraktionen
nach der Zentrifugation zu verbessern,
wurde das Serum zuvor mit Sudan Fat

7B angefarbt. Fir 600 pL Serum wurden
12 pL der Farbelosung hinzugefligt und

durch Inversion vermischt. Die Dichte-
Losung A (300 plL) wurde hinzugegeben
und sodann durch leichtes Kippen ver-
mischt. Nach der Vermischung wurden
die GefaRe in den 10 x 2 mL Festwinkel-
rotor S140AT in der Centrifuge CS150NX
geladen und zentrifugiert (140.000 rpm,
16°C, 50 min). Nach der Zentrifugation
wurde die oberste Fraktion, welche die
CLM- und die VLDL-Fraktion enthielt,
abpipettiert (Abb. 1A).

Zur verbleibenden Fraktion mit IDL, LDL
und HDL wurden 300 pL der Dichte-
Losung B hinzugefligt. Die GefaRe wur-
den zentrifugiert (140.000 rpm, 16°C,
80 min). Nach der Zentrifugation wurde
die oberste Schicht, welche die IDL- und
die LDL-Fraktion enthielt, abpipettiert
(Abb.1B).

Fur den letzten Auftrennungsschritt
wurden 300 pL der Dichte-Losung C
hinzugegeben. Die Gefalle wurden
zentrifugiert (140.000 rpm, 16°C,
140 min). Die oberste Schicht, welche
ausschlieBlich die HDL-Fraktion ent-
hielt, wurde abpipettiert (Abb.1C).
Alle Fraktionen wurden bei —20°C
gelagert.

Familien-Name Dichte-GroRen-

Partikel-Durch-

Apolipoproteine

Hauptfunktion

ordnung (g/mL) messer (nm) Hauptgruppen Andere
Chylomikronen B ApoA-I, -1V ApoC-I, Transport von exogenen
(CLM) SUE) >75 QECERE -II, -1l ApoE Triglyceriden
Chylomikron- _ _ } Transport von Triglyceriden
Reste 0,93-1,006 30-80 ApoB-48 Apo E und Cholesterin
Very Low Density _ _ R ApoA-|, -1, -V ApoC-l, Transport von endogenen
Lipoproteine (VLDL) L= Sl ApERIe -II, -111 ApoE Triglyceriden
Intermediate Density _ _ } ApoC-I, -1, R
Lipoproteine (IDL) 1,006-1,019 25-35 ApoB-100 Il ApoE Vorganger von LDL
Low Densit Transport von Cholesterin
. ) Y 1,019-1,063 18-25 ApoB-100 = und Phospholipiden zu
Lipoproteine (LDL) ;
peripheren Zellen
High Densit ApoA-Il, -1V, Transport von Cholesterin
an y 1,063-1,121 5-12 ApoA-| -V ApoC-lil und anderen Lipiden aus dem
Proteine (HDL) A
ApoE Plasma in die Gewebe
LIDERreiE 1,055-1,120 25 ApoB-100 Apo (a) Transport von Cholesterin

(a)
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Ergebnisse und Fazit

Das vorliegende Zentrifugationsverfahren
ermoglicht die schnelle Auftrennung von
Serum-Lipoprotein-Fraktionen mit Hilfe
von Dichtegradienten in einer Mikro-

Ultrazentrifuge bei einer einzigen Ge-

schwindigkeit. Einige der Fraktionen ent-
halten zwei Klassen von Lipoproteinen.

Mit der Centrifuge CS150NX oder der
Centrifuge CS150FNX konnen jedoch
auch anspruchsvollere Dichtegradienten-
Ultrazentrifugationsmethoden durchge-
fihrt werden, um einzelne Klassen an
Lipoproteinen zu isolieren. Durch den
Einsatz serieller Zentrifugationsschritte
bei einer Maximalgeschwindigkeit von
513.000 x g kann eine Auftrennung in
die einzelnen Klassen der Lipoproteine
erzielt werden sowie weitere Auflosun-
gen von Subkomponenten.

Der in dieser Arbeit beschriebene ein-
fach durchzufiihrende Separationsansatz
konzentriert sich auf die Auftrennung
von Lipoproteinen in drei Fraktionen,
was in der kurzen Zeit von unter 5 h er-
zielt werden kann. Centrifuge CS150NX
und Centrifuge CS150FNX sind kom-
pakte und vielseitige Mikro-Ultrazen-
trifugen. Sie erreichen in nur 90 s Ge-
schwindigkeiten von bis zu 1.050.000 x g
(140.000 rpm), welche fur die effizien-
teste Isolierung von Lipoproteinen er-
forderlich sind. Alternative Protokolle
zur Isolation von einzelnen Klassen von
Lipoproteinen konnen bis zu 60 h Ar-
beitsaufwand in Anspruch nehmen.

Die Konzentration auf drei Zielfraktionen
und die Kombination aus der Centrifuge
CS150NX oder Centrifuge CS150FNX
und dem Rotor S140AT fur maximale
g-Zahl gewahrleistet einen erheblichen
Zeitvorteil.

CLM- und VLDL-Auftrennung

|

140.000 rpm
16°C
50 min
ACCEL: 9
DECEL: 7

IDL- und LDL-Auftrennung

|

140.000 rpm
16°C
80 min
ACCEL: 9
DECEL: 7

HDL-Auftrennung

|

140.000 rpm
16°C
140 min
ACCEL: 9
DECEL: 7

Abb.1: Schematische Darstellung der Auftrennung von Lipoproteinen. A: CLM- und VLDL-Fraktionen. B: IDL- und LDL-
Fraktionen. C: HDL-Fraktion. SFT = Sudan Fat 7B

Zusammenfassung Zusammengefasst erlaubt die Kombi-
nation der Centrifuge CS150NX, einer
Tisch-Mikro-Ultrazentrifuge, oder dem
Standmodell Centrifuge CS150FNX
und dem Rotor S140AT eine schnellere
Isolierung von Lipoprotein-Fraktionen in
optimierten und vereinfachten Schritten.

1. Lipoproteine sind ein wichtiges The-
ma innerhalb der Biomarkerforschung
fur koronare Erkrankungen.

2. Etablierte Methoden konnen bis zu
60 h in Anspruch nehmen, um einzelne

Lipoprotein-Klassen zu isolieren.
'Pop ! U 100 Download der kompletten

3. Diese Application Note zeigt, wie Application Note 468
Lipoprotein-Fraktionen in weniger als

5 h mit Hilfe der Centrifuge CS150NX

oder der Centrifuge CS150FNX und dem

Rotor ST140AT isoliert werden konnen.

Die Eppendorf SE behdlt sich das Recht vor, ihre Produkte und Dienstleistungen jederzeit zu andern. Diese Application Note kann ohne Vorankiindigung geandert werden. Wenngleich groRte Sorgfalt
darauf verwendet wurde, die Richtigkeit und Vollstandigkeit dieser Informationen zu gewahrleisten, Gibernimmt die Eppendorf SE keine Haftung fir eventuelle Fehler oder Schaden, die sich aus der
Anwendung oder dem Gebrauch dieser Informationen ergeben. Die Heranziehung von Application Notes allein kann das Lesen und Einhalten der jeweils aktuellen Version der Bedienungsanleitung

nicht ersetzen.
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Sanft zur Erde und zu den Zellen: Vergleich der Zytotoxizitatsparameter
bei Eppendorf Tubes® BioBased und Standard Eppendorf Tubes

RAFAL GRZESKOWIAK, EPPENDORF SE, HAMBURG
MURIEL ART, JEAN-FRANCOIS HOET, EPPENDORF CORE TEST LAB, NAMUR, BELGIEN

Zusammenfassung

Mit zunehmendem Umweltbewusstsein und damit einherge-
henden strengeren Auflagen fur Life Science Labore stellen
die in Laboren eingesetzten Kunststoffe eine wachsende
Herausforderung in Bezug auf die Nachhaltigkeit dar. Einer
der wichtigsten Ansatze zur Verbesserung der Nachhaltigkeit
bei Laborkunststoff besteht in der Verwendung von recycelten
und erneuerbaren Rohstoffen in der Produktion. In dieser Studie
wurde eine potenzielle Materialzytotoxizitat der Eppendorf
Tubes 50 mL, hergestellt aus einem ISCC PLUS-zertifizierten
biobasierten Polypropylen, im Vergleich zu fossilbasierten
Standard Eppendorf Tubes 50 mL ermittelt. Die Zytotoxizitats-
effekte beider Materialtypen wurden umfassend anhand von
Zellmorphologie und Viabilitats-Assays, unter Beachtung der
1ISO10993-5:2009 und ISO 10993-12:2012 Standards, bewertet.
Weder die fossilbasierten noch die biobasierten Materialien
induzierten wesentliche morphologische Veranderungen oder
verursachten eine Abschwachung der Zellviabilitat. Dies deutet
darauf hin, dass biobasiertes Material hervorragende Eigen-
schaften hinsichtlich der Zellkulturparameter aufweist, die
identisch mit denen von fossilbasiertem Material sind.

Einleitung

Konische GefalRe mit Schraubdeckel gehoren zu den am hau-
figsten eingesetzten Laborgefaformaten und werden universell
in einer Vielzahl verschiedener Laborverfahren angewendet.
Mit dem in jungster Zeit auch in Life Science Laboren zuneh-
menden Umweltbewusstsein stellen Kunststoffe im Labor eine
wachsende Belastung hinsichtlich Nachhaltigkeit dar. Einer der
wichtigsten Ansatze zur Verbesserung der nachhaltigen Eigen-
schaften bei Laborkunststoffen besteht in der Verwendung von
recycelten und erneuerbaren Rohstoffen in deren Produktion.

Zum ersten Mal ist Eppendorf in der Lage, eine Generation von
GefaBen in den Formaten 5,0 mL, 15 mL, 25 mL und 50 mL
anzubieten, die aus einem ISCC PLUS*-zertifizierten (*Interna-
tional Sustainability & Carbon Certification) Polypropylen auf
Basis erneuerbarer, wiederverwerteter Rohstoffe bestehen
[1,2] und somit dem Massenbilanzansatz gerecht werden.

Das Ziel dieser Studie war es, eine potenzielle Materialzyto-
toxizitat der aus einem biobasierten Polypropylen hergestell-
ten Eppendorf Tubes 50 mL im Vergleich zu der fossilbasierten
Standardvariante zu ermitteln. Der Zytotoxizitatseffekt wurde
qualitativ (Bewertung der Zellmorphologie) sowie quantitativ
(MTT-Assay) ermittelt. Die Extraktionsbedingungen fur das
GefalBmaterial (37°C fur 72 h und 50°C fur 24 h) und alle Test-

verfahren wurden unter Beachtung der ISO 10993-5:2009
(,,Prifungen auf In-Vitro-Zytotoxizitat”) und der ISO 10993-12:
2012 (,,Probenvorbereitung und Referenzmaterialien”) Stan-
dards durchgefihrt.

Material und Methoden

Eine vollstandige Beschreibung der eingesetzten Materialien
und Methoden finden Sie in der Application Note 470. Die
folgenden konischen 50 mL-GefalRe aus Polypropylen wurden
untersucht:

> Eppendorf Tubes BioBased 50 mL, Steril
> Eppendorf Tubes 50 mL, Steril

Vorbereitung des Flissigextraktes

Das Material wurde in kleine Stiicke zerschnitten und in Ex-
traktionsgefalRe mit komplettem Medium (MEM, Glutamin
4 mM, Penicillin 100 Ul/mL, Streptomycin 100 pg/mL, FBS
10 %) uberfihrt. Die Extraktionsbedingungen waren wie
folgt: 37°C fur 72 h und 50°C fur 24 h. Die Extrakte wurden
unmittelbar nach der Extraktionsinkubation in der Zellkultur
eingesetzt. Jedes Experiment wurde in dreifacher Ausferti-
gung durchgefihrt.

Zellkultur

L929-Zellen wurden in komplettem Medium (ATCC®, 30-2003)
(5% CO,) kultiviert und anschlieBend mit Hilfe von Trypsin/
EDTA 25 % verdaut, um Einzelzell-Suspensionen zu erhalten.
Nach der Inaktivierung des Trypsin-EDTA wurden die Zellen
zentrifugiert und in frischem Kulturmedium verdunnt, um
eine Zelldichte von 1x10° Zellen/mL in der Suspension zu
erzielen.

Bewertung der Zellmorphologie

Nach Zellkultivierung tber 48 h wurde die Zellmorphologie
erstmals untersucht: Ablosung, Zelllyse und Vakuolisierung.
Der morphologische Status der Zellen wurde unter Beachtung
des 1ISO 10993-5:2009 Standards bewertet. Eine Bewertung
von groRer als 2 wird als zytotoxischer Effekt eingestuft.

Zellviabilitat — MTT-Assay

Der MTT-Test mit spektrophotometrischer Beurteilung des
Mediums wurde unter Einhaltung des IS0 10993-12:2012
Standards durchgefuhrt (vollstandige Details sind in der
Application Note 470 aufgefuhrt). Eine Viabilitat von weniger
als 70 % (im Vergleich zur Kontrollprobe) wird als zytotoxischer
Effekt eingestuft.

72 h bei 37°C 24 h bei 50°C
Repl.1 1 0 Repl.1 0 0
Repl.2 0 0 Repl.2 0 0
Repl.3 0 0 Repl.3 0 0

Abb.1: Bewertung der Zellmorphologie der L929-Zellkultur mit Bezug auf die eingesetzten Extraktionsbedingungen und die extrahierte Probe
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Eppendorf Eppendorf Eppendorf Eppendorf
fossilbasiert biobasiert fossilbasiert biobasiert
72 h bei 24 h bei
37°C 50°C

Abb.2: Darstellungen der L929-Zellkultur anhand der Extraktionsbedingungen und der extrahierten Probe

Ergebnisse und Diskussion
Bewertung der Zellmorphologie

Nach Kultivierung Gber 48 h in Gegenwart der Extrakte der
GefaBmaterialien wurde die Morphologie der L929-Zellkultur
unter dem Mikroskop untersucht und der morphologische
Status der Zellen anhand der Klassifizierung in Tabelle 1 vor-
genommen (s. Methoden). Wie in Abb.1 und Abb. 2 gezeigt,
blieb die Morphologie unter allen Bedingungen der Kultur
mit den Materialextrakten unbeeintrachtigt. Weder das fossil-
basierte noch das biobasierte Material induzierte unter den
getesteten Extraktionsbedingungen, 72 h bei 37°C bzw. 24 h
bei 50°C, wesentliche morphologische Veranderungen.

Zellviabilitat — MTT-Assay

Nach der morphologischen Beurteilung wurde die Zellviabili-
tat mit Hilfe eines MTT-Assays quantifiziert. Dieser stellt ein
MaR fur den Stoffwechsel lebender Zellen dar. Der Prozent-
satz an lebenden Zellen wurde durch den Vergleich mit den
Kontrollen bestimmt. Laut ISO 10993-5 Standard weist eine
Zellviabilitat von unter 70 % auf einen zytotoxischen Effekt
hin. Die quantitative Beurteilung bestatigte die Beobachtun-
gen der Zellmorphologie eindeutig.

Wie in Abb. 3 dargestellt, lag die mittlere Zellviabilitat zum
GroRteil bei Uber 70 %, unabhangig davon, welche Extraktions-
bedingung oder welches GefaBmaterial eingesetzt worden war.

Die beobachtete leichte Abnahme der Zellviabilitat unter Inku-
bation mit dem Langzeit-Extrakt (72 h bei 37 °C) kann ebenfalls
auf eine unspezifische Degradierung des Zellmediums zurtck-
zufuihren sein (FBS).

Fazit

In dieser Application Note wurde die Materialzytotoxizitat der
aus einem ISCC PLUS-zertifizierten biobasierten Polypropylen
hergestellten Eppendorf Tubes 50 mL im Vergleich zu fossil-
basierten Standard Eppendorf Tubes 50 mL untersucht. Zyto-
toxizitatseffekte wurden unter Beachtung der 1ISO 10993-5:2009
(,,Prifungen auf In-Vitro Zytotoxizitat”) und der ISO 10993-12:
2012 (,,Probenvorbereitung und Referenzmaterialien”) Stan-

dards durchgefuhrt und beinhalteten eine umfassende Beur-
teilung der Zellmorphologie sowie der Zellviabilitat.

Weder die fossilbasierten noch die biobasierten Materialien
induzierten wesentliche morphologische Veranderungen oder
Beeintrachtigungen der Zellviabilitat. Dies weist darauf hin,
dass das biobasierte Material hervorragende Eigenschaften in
Bezug auf Zellkulturparameter aufweist, identisch mit denen
des fossilbasierten Materials. Biobasierte Verbrauchsartikel
stellen somit eine wesentliche Entwicklung zur Verbesserung
der allgemeinen Nachhaltigkeit von Laborverbrauchsartikeln
bei gleicher Produktqualitat und Leistung dar.

Die vollstandige Application Note 470 herunterladen.

Extraktion: 72 h bei 37°C
120%

120%

Extraktion: 24 h bei 50°C

Literatur

[11 www.iscc-system.org

100% ~ 100% ~

80% -+ 80% +

[2] Hermuth-Kleinschmidt K, Consum-
ables Made of Bioplastics Enter the Lab,
Eppendorf White Paper No.78

60% 60%

Zellviabilitdt (%)
Zellviabilitat (%)

40% 40%

20% 20%

Die Eppendorf SE behélt sich das Recht vor, ihre
Produkte und Dienstleistungen jederzeit zu an-
dern. Diese Application Note kann ohne Voran-
kiindigung geandert werden. Wenngleich groBte
Sorgfalt darauf verwendet wurde, die Richtigkeit
und Vollstandigkeit dieser Informationen zu ge-
wahrleisten, ibernimmt die Eppendorf SE keine

Eppendorf
fossilbasiert

Eppendorf
biobasiert

Eppendorf
fossilbasiert

Haftung fiir eventuelle Fehler oder Schaden,
die sich aus der Anwendung oder dem Gebrauch
dieser Informationen ergeben. Die Heranziehung
von Application Notes allein kann das Lesen und
Einhalten der jeweils aktuellen Version der Bedie-

Eppendorf
biobasiert

Abb.3: Zellviabilitat der L929-Zellen je nach Extraktionsbedingungen und extrahiertem GefaBmaterial

nungsanleitung nicht ersetzen.
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ZELLEN RICHTIG AUSSAEN: TIPPS & TRICKS - LABORPRAXIS

Zellen richtig aussaen:
Tipps & Tricks

Das Aussaen von Zellen gehort zu den
Standardtechniken eines jeden Zellkultur-
labors. Hier erfahren Sie, worauf es dabei
ankommt, um reproduzierbare Ergebnis-
se zu erzielen.

Der Zeitfaktor

Der Zelltransfer beim Aussaen, z.B. aus
einem 15 mL-Tube in eine Multiwellplatte,
kann nicht nur von Anwender zu Anwen-
der stark variieren, sondern hangt auch
von der Tagesform des Anwenders ab.
Je langer die Aussaat dauert, desto mehr
Zellen sedimentieren und desto weniger
Zellen werden pro Pipettierschritt trans-
feriert (Abb.1).

Abb.1: Je ldnger die Aussaat dauert, desto mehr Zellen
sedimentieren und desto weniger Zellen werden pro Pipet-
tierschritt transferiert

Dieser Prozess lauft innerhalb weniger
Minuten ab und kann zu signifikanten
Unterschieden der Zellzahl pro Well und
damit zu hoher Ergebnisvariabilitat fihren.

Tipp: Das Sediment resuspendieren und

die Suspension noch einmal sanft mischen.

Die anschlieBende Aussaat sollte dann so
zlgig wie moglich, aber auch so schonend
wie notig ablaufen.

Luftblasen wahrend der Zellaussaat

Wegen des hohen Proteingehalts neigen
Zellkulturmedien zur Schaumbildung.
Entstehende Luftblasen konnen die Zell-
adhasion behindern (Abb.2) und so zu
einer Well-zu-Well-Variabilitat fuhren.
Dieser Effekt ist bei kleinen Plattenfor-
maten wie etwa 96- oder 384-Well-Plat-
ten besonders ausgepragt. Hier nimmt
eine Luftblase im Vergleich zur Wachs-
tumsoberflache eine groRere Flache ein
und stort mehr Zellen bei der Adhasion.

Tipp: Zellsuspensionen zwar sorgfaltig,
jedoch nicht schnell und haufig mischen.
So vermeiden Sie auBerdem Stress fur die
Zellen aufgrund starker Scherkrafte.

Abb.2: Die Zelle iiber dem Pfeil wird durch eine Luftblase
(Pfeil) an der Adhdsion behindert

+Acht”- oder , Kreuz”-Technik?

Neben einer konstanten Zellzahl pro
KulturgefaB oder Well hat auch die Ver-
teilung der Zellen auf der Oberflache ei-
nen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit
nachfolgender Experimente. Hierfiir
existieren verschiedene Techniken, die
haufig von erfahrenen Forschenden an
neue Kolleginnen und Kollegen weiterge-
geben werden (Abb. 3).

Abb. 3: Die richtige Aussaattechnik entscheidet mit Gber
die homogene Verteilung von Zellen auf der Oberfliche des
ZellkulturgefaBes

Doch welche Aussaattechnik ist die bes-
te, und welche Rolle spielt die richtige
Zelldichte bei der Aussaat? Erfahren Sie
mehr in unserem Online-Artikel in der
Eppendorf Lab Academy.

Noch mehr Tipps & Tricks fiir die
Zellkultur benotigt?

Abonnieren Sie unseren monatlichen In-
side Cell Culture Newsletter fur Zellkultur-
profis unter www.eppendorf.com/icc
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10 LABORPRAXIS - ,ICH HATTE MIR MEHR NOTIZEN MACHEN SOLLEN"

,Ich hatte mir mehr
Notizen machen sollen”

Die Dokumentation von Prozessen und Proben nimmt immer mehr Zeit in

Anspruch. Dieser Mehraufwand wird in der Retrospektive belohnt, wenn

Proben leicht identifiziert werden konnen und Begleitdaten zur Verfiigung

stehen. Mit dem SafeCode-System wird die Dokumentation so einfach und

umfassend wie nie zuvor. Eine echte Problemlosung!

Fehlende Daten werden hauptsachlich bei
der nachtriglichen Uberpriifung festge-
stellt.,,Ich hatte mir mehr Notizen machen
sollen” ist wohl einer der am haufigsten
geduBerten Satze in der Wissenschaft. Vor
allem bei Verbrauchsmaterialien sind alle
relevanten Informationen Uber Charge, Art
des Produkts oder Reinheitsgrad auf dem
AulBenkarton aufgedruckt. Dieser wird mit-
samt allen wichtigen Informationen zum
Produkt meist als erstes entsorgt, wah-
rend die Rohrchen mit den entsprechen-
den Proben jahrelang gelagert werden.

Das SafeCode-System lost diese Probleme:
Die vorcodierten Verbrauchsmaterialien
sind mit einem DataMatrix-Code und ei-
nem Schrift-Code voretikettiert, der eine
Art Seriennummer fur jedes einzelne Ver-
brauchsmaterial codiert. Diese Kennung
bietet eine weitaus zuverlassigere Proben-

identifizierung als selbst erstellte Aufkleber
und ermoglicht den Zugang zu den oben
erwahnten speziellen GefaBinformationen
und Zertifikaten. Diese Datensatze konnen
uber die Eppendorf-Website herunterge-
laden werden.

Da das Probenmanagement in vielen Pro-
jekten relevant wird, ist das SafeCode-
Datenkonzept fir die eLabNext-Soft-
warelosung optimiert, kann aber auch
als offenes System genutzt werden. Die
SafeCode-Funktion ist fir verschiedene
Verbrauchsmaterialien wie CryoStorage-
Vials, konische Rohrchen und verschie-
dene Plattenformate verfugbar.

Mehr Informationen

> Entdecken Sie SafeCode
> Testen Sie eLabNext fir
30 Tage kostenlos

News

Offen fur
Zusammenarbeit

Digitalisierung hilft dabei, die Laborarbeit
effizienter zu machen, Proben zu schitzen
und das Beste aus Ihren Daten herauszu-
holen. Fir die Nutzerfreundlichkeit ist ele-
mentar, dass verschiedene Anwendungen
Hand in Hand arbeiten. VisioNize® Lab Suite
(VNLS), das Labormanagementsystem von
Eppendorf, ist mit Systemen anderer
Hersteller kompatibel.

Die VNLS ist fester Bestandteil vieler
Eppendorf-Produkte —z.B. der sogenann-
ten ,VisioNize touch enabled devices” wie
dem ULT-Freezer CryoCube®F740hi oder
dem Zellinkubator CellXpert® C170i. Sie
ermoglicht die Uberwachung von Geriten,
das Empfangen von Alarmen, das Gerate-
management und mehr. Die VNLS ist eine
offene Plattform, d.h. dass auch altere
Gerate von Eppendorf und anderen
Herstellern angeschlossen werden kdnnen.

Clustermarket: Partner im VisioNize
Okosystem

Die wenigsten Labore verwenden Gerate
und Softwareprodukte nur eines Herstel-
lers. Eppendorf kooperiert daher mit
ausgewahlten Partnern, um die VNLS in
die digitalen Produkte von Drittanbietern
zu integrieren und so dem Anwender eine
digitale Losung aus einem Guss anbieten
zu kdnnen.

Clustermarket ist der neuste Partner der
VNLS. Mit dem Clustermarket-Dashboard
konnen Anwender die Nutzung und
Wartung von Laborgeraten planen und
verfolgen sowie den Status von gemeinsam
genutzten Laborgeraten einsehen. Cluster-
market hat mehr als 100.000 aktive Nutzer.

Mehr Informationen
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QUALITAT DER BIOPROZESSDATEN VERBESSERN, AUFWAND VERRINGERN - INNOVATION

ULRIKE RASCHE, EPPENDORF SE, BIOPROCESS CENTER, JULICH

Qualitat der Bioprozessdaten
verbessern, Aufwand verringern

Die Entnahme von Proben aus Ihrem Bioprozess ist erforderlich, um zu beobachten, wie lhre Kultur wachst, wie

das gewiinschte Produkt produziert wird und in welchem Umfang Nahrstoffe verbraucht werden. Solche Informa-

tionen sind fur die Prozessoptimierung unerlasslich. Wenn Sie die Probennahme an einen Autosampler delegieren,

konnen Sie rund um die Uhr in kurzen und regelmaBigen Abstanden Proben nehmen und so vollstandige Daten-

satze gewinnen.

Haben Sie schon einmal viel Zeit und
Mihe in die Probennahme lhres Biopro-
zesses gesteckt, um dann festzustellen,
dass trotzdem ein wichtiger Datenpunkt
fehlt? Weil er mitten in der Nacht hatte
genommen werden mussen, als Sie nicht
im Labor waren? Solche Situationen kon-
nen vermieden werden, indem die Proben-
nahme an einen Autosampler delegiert
wird.

Der Bioprocess Autosampler nimmt
Ihnen manuelle Arbeit ab

Lassen Sie uns anhand eines Beispiels
anschauen, wie Autosampling die Arbeit
des Bioprozessingenieurs vereinfachen
kann. Einer unserer Kunden hat den neuen
Bioprocess Autosampler in einem E. coli
Fermentationsprozess getestet.

Er plante einen parallelen Prozess mit
acht Bioreaktoren, um verschiedene
Prozessbedingungen zu vergleichen.
Wahrend der Prozesslaufzeit von 35 h
sollte in regelmaRigen Abstanden zu
acht Zeitpunkten eine Probe gezogen
werden. Was hatte dies bedeutet, hatte
er eine manuelle Probennahme gewahit?

Zunachst hatte es ein Schichtsystem er-
fordert, um die Prozesslaufzeit abzude-
cken. Und die Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftler hatten einen signifikan-
ten Anteil ihrer Arbeitszeit auf die Pro-
bennahme verwendet.

Besagter Anwender nutzt seit langerem
ein DASbox® Mini Bioreactor System von
Eppendorf, welches nun mit dem Biopro-
cess Autosampler aufgeriistet wurde.

In unserem Beispiel wurden BioBLU®
Single-Use Bioreactors verwendet, aber
das System kann genauso gut mit Glasbio-
reaktoren eingesetzt werden. Aullerdem
kann es auch mit dem DASGIP® Parallel
Bioreactor System verwendet werden,
wenn groRere Arbeitsvolumina benotigt
werden.

Autosampling auf einen Blick

Der Bioprocess Autosampler entnahm
pro Probennahmeschritt eine Probe aus
einem Bioreaktor und lberfuhrte sie in
ein vordefiniertes Gefal, das in einer
temperierten Umgebung gelagert wurde.

Das Probennahmegerat wurde automatisch
gereinigt, so dass der Bioprocess Auto-
sampler fur den nachsten Entnahmeschritt
bereit war. Auf diese Weise ermaglichte
der Bioprocess Autosampler regelmaRige
Probennahmen rund um die Uhr. Die Lage-
rungsposition der Proben wurde in der
Eppendorf Bioprozess Kontrollsoftware
DASware®control vordefiniert und die
Proben automatisch positioniert. Durch
diese automatisierte Probenlagerung
wurde das Risiko fur menschliche Fehler
vermieden. Um mehr uber diesen Anwen-
dungsfall zu erfahren, lesen Sie unsere
Application Note 3—-4.

Mehr Informationen

Wenn Sie mehr uber den Bioprocess Auto-
sampler erfahren mochten und dariber,
wie er lhnen helfen kann, bessere Biopro-
zessdaten zu erhalten, besuchen Sie
www.eppendorf.com/bp-autosampler
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12 NEWS - PERSONLICHE -80°C IN REICHWEITE?

JAN-HENDRIK BEBERMEIER, EPPENDORF SE

Personliche

—-30°C

in Reichweite?

ULT-Gefriergerate mit ihren —80°C werden in vielen Laboratorien tagtaglich

verwendet. Kritische Proben werden liber lange Zeit in diesen klobigen und

stromfressenden Geraten gelagert. Gibt es Optionen zur sicheren Proben-

aufbewahrung moglichst nah an lhrem Arbeitsplatz?

Viele Forschungsteams und sogar ver-
schiedene Gruppen teilen sich einen ULT-
Gefrierschrank. Nicht selten befindet sich
das Gerat auf dem Flur oder sogar noch
weiter entfernt im Keller. Beide Standorte
stellen eine Herausforderung dar: Ver-
schiedene Personen haben Zugang zu
Ilhren wertvollen Proben, und es kann
mehrere Minuten dauern, bis Sie kritische
Proben bei —80°C lagern konnen.

Der CryoCube®F101h I6st beide Heraus-
forderungen. Dieser Untertischgefrier-
schrank ermaglicht Ihnen ,,personliche
—80°C" zur Probenaufbewahrung in Reich-
weite. Um eine hohe Probensicherheit zu
gewahrleisten, haben wir das Gerat wei-
ter verbessert: Die Abkuhlzeit auf —80°C
betragt nur 120 min und die ,, door-open-
recovery” (DOR; 60s Offnung) konnte auf
271 min verkurzt werden, um eine schnelle

Rickkehr zur eingestellten Temperatur
von —80°C zu ermoglichen.

Nachhaltigkeit inklusive

Eppendorf ULT-Gefrierschranke werden
mit 100 % erneuerbarer Energie in unse-
rem Werk montiert. Der CryoCube F101h
benotigt nur 3,2 kWh/Tag (-70°C; 230 V)
bzw. 4,7 kWh/Tag (-80°C; 230 V). Diese

Werte basieren auf externen Tests.

Profitieren Sie auRerdem vom sehr nied-
rigen Treibhauspotenzial (GWP) der gru-
nen Kohlenwasserstoff-Kuhlflissigkeiten
(R170/R290), die wir seit 2008 fur immer
mehr unserer ULT-Modelle verwenden.

Mehr unter
www.eppendorf.com/freezers

Tipp
,Willkommen,

es ist Zeit fur den
Pipetten-Service!“

So wiirden wir Sie kiinftig gerne in
unserem neuen Online Service Portal*
begriRen!

> Hier haben Sie stets den Uberblick iiber
alle Services fur lhre Pipetten

> Hier bestellen Sie Ihren Pipetten-Service
—intuitiv und mihelos

Das neue Service Portal

> Kostenfreier, cloud-basierter Service-
daten-Backup Ihres Pipetten-Inventars

> Individuelle Kalibrierintervalle mit
Erinnerungen an bevorstehende
Services

> Schnelle und intuitive Online-Buchung
von Pipetten-Services

> Direkter Zugang zu lhren Service-
buchungen und -dokumenten

> Uberblick tiber den Status und den
Verlauf lhrer Services

Navigieren im Service Portal

Sie kdnnen lhre Pipetten einfach und
schnell im Service Portal registrieren, die
notwendigen Kalibrierintervalle definieren
und Ihre Pipetten-Services aus unserem
umfangreichen Portfolio buchen.

> Loggen Sie sich mit Ihrem myEppendorf
Konto in das Service Portal ein

> Registrieren oder importieren Sie lhre
Pipetten-Daten — auch mit Microsoft®
Excel® Template moglich

> Bestellen Sie lhre Services — Hochladen
eigener Dokumente moglich

> Drucken Sie Ihre Bestelldokumente aus
und verpacken Sie lhre Pipetten

> Senden Sie lhre Pipetten zum Service
Center

Hier registrieren:
serviceportal.eppendorf.com

Mehr Informationen
www.eppendorf.com/pipette-service

*Noch nicht in jedem Land verfligbar


https://eppendorf.group/2qa6ip
https://eppendorf.group/5l4a0o
https://eppendorf.group/b531wg
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BARBRO PATTERSON, EPPENDORF SE

ISO 8655-6:2022: Die hohe Kunst
der Pipetten-Kalibrierung

RegelmaRige Wartung und Kalibrierung stellen sicher, dass eine Pipette optimal und entsprechend den Spezifi-

kationen und Vorgaben funktioniert. Verschlissene Komponenten sind oft nicht auf den ersten Blick zu erkennen.

Wenn eine Pipette eine routinemaRige Kalibrierung ,wie vorgefunden” nicht besteht, kann dies einen enormen Auf-

wand nach sich ziehen. Die ISO 8655 beschreibt die operativen und rechtlichen Vorgaben zur Kalibrierung und

Prifung von kolbenbetriebenen volumetrischen Apparaten. Die liberarbeitete ISO 8655:2022 wurde im April 2022

veroffentlicht.

Die ISO 8655 ist ein internationaler Standard fur Kalibrier- und

Prifverfahren von kolbenbetriebenen volumetrischen Geraten

(POVA) wie Pipetten, Buretten, Dilutoren und Dispensern. Sie
definiert die Kriterien sowie die maximalen Fehlergrenzen fir
die getesteten Volumina: die Anzahl der Messungen und Volu-
mina, die Umgebungsbedingungen und die zulassige Qualitat

der Prufkette.

Kalibrierungsintervalle fiir Pipetten

> Die Einhaltung der Fehlergrenzen muss mindestens einmal
jahrlich als Teil Ihrer Testgerate-Kontrolle oder der analyti-
schen Qualitatssicherung geprift werden.

> Je nach Anwendung und Genauigkeitsanforderung konnen
Sie kiirzere Intervalle und eigene zulassige Fehlergrenzen
bestimmen.

Anderungen in der ISO 8655-6:2022 mit Auswirkungen

ISO 8655 Teil 6 beschreibt die gravimetrischen Methode zur
Messfehlerermittlung fiir POVA mit den folgenden wesentlichen
Anderungen:

> Anzahl der Messungen zur Ermittlung des Messfehlers:
10 Messungen oder mehr sollen pro Testvolumen durchge-
fuhrt werden.

> Austausch von Spitzen wdhrend der Messzyklen:
Die Spitzen missen mindestens einmal getauscht werden,
um beschadigte oder mangelhafte Spitzen zu erkennen und
die Variabilitat der Spitzen zu beurteilen.

> Dokumentieren der Ergebnisse:
Der Testbericht schlieBt alle Informationen ein, welche zur
Interpretation der Kalibrierergebnisse notwendig sind, aller-
dings ohne die erweiterte Messunsicherheit.

Neues Kapitel ISO 8655-7:2022

ISO 8655 Teil 7 beschreibt alternative Volumenmessverfahren
fiir POVA mit den folgenden wesentlichen Anderungen:

Anzahl der Messungen

> Fur routinemaBige Tests werden 10 Messungen empfohlen.
Weniger Messzyklen sind moglich, falls sich die erweiterte
Messunsicherheit fir den Verwendungszweck eignet, aller-
dings nicht weniger als 4.

> Nach Reparatur oder Justierung missen mindestens
10 Messungen durchgefiihrt werden.

Kalibrierung in einem I1SO 17025-akkreditierten Labor

Benotigen Sie eine lickenlose Rickverfolgung von Resultaten
fur einen laboriibergreifenden Vergleich und/oder die Einhal-
tung der Vorschriften? Die Premium-Qualitat-Services in unse-
ren ISO 17025-akkreditierten Kalibriereinrichtungen umfassen
Kalibrierzertifikate mit allen Rohdaten und den erweiterten Mess-
unsicherheiten. Wir freuen uns darauf, Sie zu unterstutzen.

Mehr Informationen
in unserem Online-Artikel


https://eppendorf.group/iiapeh

14 NEWS - DR. MAURICE MICHEL ERHALT EPPENDORF AWARD 2023

CORDULA RICHTER, EPPENDORF SE

Dr. Maurice Michel erhalt
Eppendort Award 2023

Die unabhangige Jury unter Vorsitz von Prof. Reinhard Jahn
wahlte Dr. Maurice Michel vom Karolinska Institutet, Stock-
holm, Schweden zum 28. Gewinner des Eppendorf Award for
Young European Investigators.

Maurice Michel, Jahrgang 1986, erhalt die mit 20.000 Euro
dotierte Auszeichnung fur seine Arbeiten Uber kinstliche
Funktionen von DNA-Reparaturenzymen. ,Dr. Michel zeigte,
dass die Bindung eines kleinen Molekils an die aktive Stelle
eines DNA-Reparaturenzyms nicht nur dessen Aktivitat erhoht,
sondern es auch dazu veranlasst, eine Reaktion auszufuhren,
die im freien Protein nicht vorkommt, was zu einer verbesserten
DNA-Reparatur nach oxidativen Schaden fiihrt. Diese bahn-
brechenden Entdeckungen konnten weitreichende Anwendun-
gen bei der Behandlung von Krebs oder altersbedingter Dege-
neration haben”, so die Jury.

Maurice Michel: ,Es ist eine groRe Ehre, mit dem Eppendorf
Award 2023 ausgezeichnet zu werden. Dies ware nicht moglich
gewesen ohne den Beitrag und den Geist vieler Wissenschaftler,
ob Kollegen, Mitarbeiter oder Mentoren, sowie meiner unglaub-
lichen Familie.

Markenhinweise

Mit Hilfe von Organokatalysatoren auf der Basis kleiner Molekdle
haben wir neue biochemische Reaktionen in ein Enzym einge-
baut und so den Basen-Exzisionsreparaturweg neu geschrieben.
Unsere Forschung konzentriert sich nun darauf, diese Techno-
logiebasis zu erweitern, indem wir andere Enzyme untersuchen
und biochemische Reaktionswege und ihre biologischen Konse-
quenzen verstehen.”

Die Preisverleihung fand am 22. Juni 2023 im Advanced Training
Center des European Molecular Biology Laboratory (EMBL) in
Heidelberg statt.

Informationen zu Bewerbungsmodalitaten, Auswahlkriterien und
bisherigen Preistragern finden Sie auf

www.eppendorf.com/award

Eppendorf & Science Prize for Neurobiology 2023

Der/Die Gewinner/in stand zum Zeitpunkt ePPe_"do"|=
der Veroffentlichung noch nicht fest. 8@

PRIZE FOR
Mehr Informationen unter NEURO
www.eppendorf.com/prize BIOLOGY

Amazon®is a registered trademark of Amazon Technologies, Inc., USA. ATCC®is a registered trademark of the American Type Culture Collection, USA. Excel®and Microsoft®are
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Pipetten 3er-Set zu gewinnen

,EPPENDORF LAB CHANNEL" lautete die Lésung des Preisrat-
sels aus der BioNews Nr.57. Der Hauptgewinn, eine Eppendorf
Xplorer®plus 8-Kanal-Pipette, ging an Johanna S., Deutschland.

Viel Gliick bei unserem neuen Ratsel!

Bringen Sie alle Buchstaben in den grau hinterlegten Feldern
in die korrekte Reihenfolge und schicken Sie uns die richtige

Antwort bis zum 30. November 2023.

Online teilnehmen unter www.eppendorf.com/bn-service oder
die Losung per E-Mail an bionews@eppendorf.de senden.

Unter allen richtigen Einsendungen verlosen wir wieder attraktive
Preise fur |hr Labor. Die Gewinner werden schriftlich benachrich-
tigt. Eine Barauszahlung ist nicht moglich. Der Rechtsweg ist aus-
geschlossen. Eppendorf-Mitarbeitende und deren Angehorige
durfen nicht teilnehmen. Der Gewinner des ersten Preises wird
in Ausgabe 61 veroffentlicht.

| |3 4 5 6 7 | |8
-"’
14 1 Eppendorf Research®plus
15 -16 19 3er-Pack Ihrer Wahl
20 | |
23
je 1 Amazon® Gutschein
25 9
- im Wert von 50,00 Euro
29 |32 | |
33 35
40 a 8
| je 500 Bonus epPoints®
- (Registrierung bei epPoints erforderlich)
44 48
49
WAAGERECHT SENKRECHT
1 Engl.: Black Tie 28 Nichtout 2 Musikalischer Taktgeber (pl.) 34 Grenzwall des romischen Reiches
6 Beutel aus starkem Material 29 107 m (Abk.) 3 Kampfsport 37 Heimat der Lakers (Abk.)
9 Kains Bruder 30 Kraftfahrzeug 4 Schlaf-, Wohn- und Brutstatte 38 Abk. fiir Wiederholungen z.B. im
10 Verwendetin Lampen und Displays 31 Showformat 5 Qualitatssicherungssystem im Labor Kraftsport
11 Bekannter Singvogel 33 Schlangenférmiger Fisch (Abk.) 40 Geht aufin Spezial- oder
12 Entspannungsoase mit Dampfbad (engl. Bez.) 6 Ablagerung, Bodensatz Nischenthemen
und mehr 35 Miindet bei Venedig ins Meer 7 Gestalt aus der griech. Mythologie 42 Biersorte
13 Bekannter Aktienindex (Kurzform) 36 Element mit Ordnungszahl 81 8 Eintausend hiervon sind ein MB 43 Mannlicher Vorname
15 Zellulares Membrannetzwerk (Abk.) (chem. Symbol) (Abk.) 45 Atomare Masseneinheit, benannt
16 Nachhaltigkeitslabel 39 Nichtup 11 Gefiihlsbetont, gefiihlvoll nach John D. (Abk.)
18 Gibt's in blanc, noir, gris 41 Leitende Personlichkeit 14 Ablauf von Schritten in einem 47 1SO-Landerkirzel fir Israel
20 Engl. Himmelsrichtung 44 Eine der weltweit erfolgreichsten Prozess (Engl.) 48 Europaische Normen (Abk.)
21 Kleines nordisches Konigreich Sédngerinnen 17 Beriihmt fur Kase, Schokolade,
(ISO-Landerkiirzel) 46 Aerodynamisches Bauteil eines Uhren und mehr (ISO-Landerkiirzel)
22 In Barcelona geborener Maler Fahrzeugs 19 Spielzeug fiir englische Kinder
23 Nashville ist die Hauptstadt (Abk.) 49 Erzeugtund verstarkt koharentes 21 Pfeilwurfspiel und Prazisionssport
24 Lastig, nervig (Engl.) Licht 24 Mathematische Konstante
25 Istelektrisch geladen 50 Helle Haarfarbe 26 Gefahrte, Mitspieler
26 Von Mullis entwickelte 27 Zwischen Nickel und Zink (Abk.)
Labormethode 32 Fly me to the moon ...

Losungshinweis fiir das Gewinnspiel BioNews Nr.59:

Einsendeschluss fur das Gewinnspiel: 30. November 2023. Online teilnehmen unter
www.eppendorf.com/bn-service oder die Losung per E-Mail an bionews@eppendorf.de senden.
Informationen Uber die Verwendung lhrer personlichen Daten finden Sie unter www.eppendorf.com/gdpr
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