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EDITORIAL - LIEBE LESER

Liebe Leser,

Vielen Dank fur die zahlreichen guten Wiinsche zum 25. Jubilaum der BioNews. |hr
Feedback hat uns sehr gefreut und spornt uns weiter an. Besonderen Anklang fanden
ubrigens die personalisierten Pipetten, die in unseren Jubilaums-Preisratseln zu ge-
winnen waren.

Fur den Umgang mit problematischen Flussigkeiten gibt es so manches Geheimrezept.
Dabei kommt es eigentlich nur darauf an, das fir lhren Anwendungsfall optimale Rust-
zeug aus Pipette und Spitze zu bestimmen. Hierbei sind gute Kenntnisse Uber Pipettier-
techniken sowie Uber aktuelle Pipettiersysteme unerlasslich. Werden auch Sie zum
Pipettierexperten — oder gar zum Pipettier-Ninja! Wie Eppendorf Ihnen dabei helfen
kann, erfahren Sie in unserem Leitartikel auf den Seiten 4-5.

Vor zehn Jahren war das (Eppendorf) New Brunswick™ Premium U570-G Ultratiefkuhl-
gerat eines der allerersten Gerate mit griinem Kaltemittel im Markt. Mit unserer lang-
jahrigen Erfahrung in Entwicklung, Herstellung, Logistik und Service sehen wir unser
Konzept global bestatigt. Eine wachsende Zahl von Anwendern sieht ,,griine” Gerate
heute als selbstverstandlich an. Mehr Hintergrundwissen finden Sie auf Seite 6.

Die PCR ist momentan die schnellste und sicherste Methode zur DNA-Amplifikation.
Dennoch birgt diese Standardmethode Tucken und unterliegt zahlreichen Einfluss-
faktoren. Der Bedarf, PCR-Durchlaufe zu beschleunigen und zu optimieren, ist allgegen-
wartig und kann auf verschiedene Weise angegangen werden. In unserem Artikel auf
den Seiten 12-13 zeigen wir lhnen funf Moglichkeiten auf.

Neben weiteren Berichten zu Neuheiten und Neuigkeiten, z.B. zur Bioprozesstechnik,
gibt es im Innenteil wieder vier detaillierte Application Notes.

Ilhr Eppendorf BioNews-Team

PS: Mochten Sie uns etwas mitteilen zur BioNews? Haben Sie Ideen und Wiinsche? Dann schreiben Sie eine Mail an
bionews@eppendorf.de. Wir freuen uns auf |hr Feedback!
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IM BLICKPUNKT - WELCHE PIPETTE IST EIGENTLICH DIE RICHTIGE FUR MEINE ANWENDUNG?

SAMIRA SCHROEDER, EPPENDORF AG

Welche Pipette ist eigentlich die
richtige fur meine Anwendung?

Fiir den Umgang mit problematischen Fliissigkeiten gibt es so manches iiberlieferte ,,Geheimrezept”. Die

Pipettenspitze wird abgeschnitten, um viskose Fliissigkeiten pipettierbar zu machen. Ethanol und Aceton werden

im Wettrennen mit der Zeit in Hochstgeschwindigkeit pipettiert, denn die Flussigkeiten konnten heraustropfen.

Detergenzienreste in der Spitze werden auch mal hingenommen. So richtig prazise ist das alles nicht? Es geht

auch anders!

Seit 1961 die erste Mikroliterpipette auf
den Markt kam, haben sich Modelle und
Techniken zwar weiterentwickelt, die meis-
ten Pipetten basieren jedoch weiterhin auf
dem urspriinglichen Kolbenhubprinzip.
Hierbei befindet sich zwischen Kolben
und Flussigkeit ein Luftpolster. Luft-
feuchte, Temperatur und physikalische
Eigenschaften von Flussigkeiten beein-
flussen das Luftpolster und damit das zu
pipettierende Volumen. Die auf Wasser
kalibrierten Luftpolsterpipetten sind fur
die meisten Anwendungen hochprazise,
es gibt jedoch Ausnahmen.

Eine Luftpolsterpipette fiir alles?

Haufiger als angenommen verwenden
Anwender nur eine einzige klassische
Luftpolsterpipette, unabhangig von der
zu pipettierenden Flissigkeit. Bei Flus-
sigkeiten mit einer anderen Viskositat,
Flichtigkeit, Oberflachenspannung oder
Dichte als Wasser stof3t die Luftpolsterpi-
pette jedoch an ihre Grenzen: Es tropft
und klebt, flieBt langsam und Luftblasen
entstehen.

Was tun? Schneller oder langsamer pipet-
tieren? Vorbenetzen? Revers pipettieren?
Anwender berichten von weiteren, teils
sehr individuellen Techniken, die darauf
hindeuten, dass hier ein groRer Leidens-
druck besteht.

Mit Luftpolsterpipetten bessere
Ergebnisse erzielen

Auch mit Luftpolsterpipetten kann man
bereits mit einigen Tricks herausfordernde

Flussigkeiten deutlich praziser verarbeiten.
Die Herausforderung bei z.B. viskosen
Flussigkeiten wie Glycerol liegt darin, dass
sie sich aufgrund geringerer Fliefahigkeit
schwer aufziehen lassen und unklar ist,
wann die gewlinschte Flussigkeitsmenge
komplett aufgezogen ist. Schnell entstehen
so auch Luftblasen und Flussigkeitsrick-
stande bleiben an der Wand der Spitze
zurlick.

Zur Vorbeugung kann man langsam oder
revers pipettieren. Mehr Sicherheit und
Prazision bietet jedoch ein Direktverdran-
gersystem.

Kolben
Spitze mit
integrier-

Luft tem Kolben

polster |

LS i

Flussig-
keit

Flissig-
| keit

Luftpolsterprinzip Direktverdrangerprinzip

Luftpolster- und Direktverdrangerprinzip im Vergleich

Prazise und sicher arbeiten mit dem
Direktverdrangersystem

Sie sind es satt, sich mit abgeschnittenen
Spitzen zu behelfen und Kompromisse bei
der Prazision einzugehen? Direktverdran-
ger wie beispielsweise das Multipette®/
Combitips advanced® System vereinfachen
den Pipettierprozess und sorgen fir pra-

zise Pipettierergebnisse, unabhangig von
den physikalischen Eigenschaften einer
Flussigkeit.

Anders als bei Luftpolsterpipetten ist
hier der Kolben der Spitze im direkten
Kontakt mit der Flussigkeit. Die Flussig-
keitsabgabe erfolgt direkt und ohne Luft-
polster und die Dichtlippe des Kolbens
transportiert samtliche Riickstande aus
der Spitze. Da sich die Flissigkeit in einer
speziellen hermetisch abgedichteten
Spitze befindet, wird auch das Risiko von
Aerosol-Kontamination verringert. So-
wohl der Anwender als auch die Pipette
werden somit zusatzlich vor gefahrlichen
Flissigkeiten geschitzt.

Letit flow! Der neue ViscoTip ist spezialisiert auf hochviskose
Flissigkeiten



WELCHE PIPETTE IST EIGENTLICH DIE RICHTIGE FUR MEINE ANWENDUNG? - IM BLICKPUNKT

¥ Pipetting of Challenging Liquids

Fipetting of Challenging Liquids Tip Quality

Ergonomics Time Saving

Hier werden Sie zum Pipettierexperten

Mit dem ViscoTip®sogar spielend leicht
Cremes und Honig meistern

Sicherlich kennen auch Sie die Grenzen,
wenn es um das prazise Pipettieren
hochviskoser Flussigkeiten geht. Dank
der jungsten Erganzung zur Familie der
Combitips advanced fur die Multipette
kann jetzt auf umstandliches Auswiegen
solcher Flissigkeiten verzichtet werden.

Die neuartige ViscoTip Pipettenspitze ist
spezialisiert auf hochviskose Flissigkeiten
wie z.B. Cremes, Honig oder hochprozen-
tiges Glycerol. Besonders geeignet ist das
System aus Multipette und ViscoTip fur
Applikationen im Bereich der Lebens-
mittelanalytik, Kosmetik oder der petro-
chemischen Industrie.

Erfahren Sie mehr in unserem Webinar
,Handling of Viscous Liquids — Basics,
Techniques and Tricks” (s. Kasten) sowie
auf www.eppendorf.com/let-it-flow

Keine Kompromisse bei Prazision und
Richtigkeit

Sie haben die Qualitat Ihrer Pipettierergeb-
nisse in lhrer eigenen Hand. Kombinieren
Sie das fur Ihren Anwendungsfall optimale
Ristzeug aus Pipette und Spitze mit ver-
besserter Kenntnis von Pipettiertechniken.

Werden Sie zum Pipettierexperten ...

Wir helfen Ihnen dabei, lhre Pipettier-
kenntnisse auszubauen: mit weitergehen-
den Informationen, Problemstellungen
und Losungen, Artikeln, Postern, Videos
und Application Notes. Zu finden unter
https://handling-solutions.eppendorf.
com/liquid-handling oder per QR-Code.

Pipette Calibration Automated Liquid Handling

Pipette Maintenance Small Volumes

... und zum Pipettier-Ninja!

Ihr erworbenes Wissen konnen Sie in
unserem Online-Test uberprifen und
sich Ihr personliches Zertifikat ausdru-
cken, welches Ihr Konnen beweist.

Wir wunschen Ihnen viel SpaR dabei,
lhre Kenntnisse und Fahigkeiten weiter
auszubauen.

QR-Code scannen fiir
mehr Informationen!

Tipp
Viskose Losungen

mit der richtigen
Technik pipettieren

Im Labor begegnet man in der taglichen
Arbeit zahlreichen Flissigkeiten unter-
schiedlichster Viskositat. Von leicht- Gber
mittel- bis hochviskos ist alles dabei.
Doch wie unterteilt man Flissigkeit in
Viskositatsklassen? Wie entsteht Viskositat?
Und vor allem — wie pipettiere ich viskose
Flussigkeit korrekt?

Auf diese Fragen wurde in unserem
Webinar ,,Handling of Viscous Liquids —
Basics, Techniques and Tricks” einge-
gangen, das wir lhnen auch als Webinar-
Aufzeichnung ans Herz legen mdchten.

Im Vordergrund stehen insbesondere die
verschiedenen Pipettiertechniken und
Pipettentypen, die fur reproduzierbares und
akkurates Dosieren von viskosen Losungen
notwendig sind. Dartiber hinaus wird
gezeigt, wie der Wechsel von klassischen
Luftpolsterpipetten zu Direktverdranger-
pipetten sich positiv auf das Pipettier-
ergebnis auswirkt. Erfahren Sie, wie Sie
die Prazision und Richtigkeit sowie die
Geschwindigkeit des Pipettierens erh6hen
konnen, indem Sie die passende Pipette
mit der richtigen Technik verwenden.

Das kostenfreie Webinar finden Sie unter
www.eppendorf.com/webinar/viscosity

QR-Code scannen fiir
mehr Informationen!



https://handling-solutions.eppendorf.com/liquid-handling/pipetting-facts/pipetting-of-challenging-liquids/
https://handling-solutions.eppendorf.com/liquid-handling
https://handling-solutions.eppendorf.com/liquid-handling
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LABORPRAXIS - FCKW, FKW, KW? EINFACH EINEN GRUNEN FREEZER, BITTE!

JAN-HENDRIK BEBERMEIER, EPPENDORF AG

FCKW, FKW, KW? Einfach einen
grunen Freezer, bitte!

Der Klimawandel ist eine Herausforderung fiir die Weltbevolkerung. Zusatzlich zu direkten CO,-Emissionen

fordern die in Kiihlsystemen verwendeten Fluorkohlenwasserstoffe (FKW) die globale Erwarmung. FKWs sind

um ein Mehrfaches schadlicher als CO,. Daher gibt es eine Verschiebung hin zu Kohlenwasserstoffen (KW),

auch bekannt als griine Gase. Vor zehn Jahren war Eppendorf einer der ,First Mover” in Richtung griiner Gase

bei —-86°C.

\

&

In Nachhaltigkeitsdiskussionen steht haufig der Energieverbrauch
im Vordergrund. Doch selbst energieeffiziente Ultratiefkiihigerate
verbrauchen viel Energie, um rund um die Uhr und an sieben
Tagen der Woche extrem niedrige Temperaturen zu halten.
Neben dem Energieverbrauch riickt daher auch das Kaltemittel
in den Fokus.

Auf Grundlage des Montreal-Protokolls wurden vor einigen Jahren
ozonschichtschadigende FCKW*-basierte Kaltemittel (*Fluorchlor-
kohlenwasserstoffe) abgeschafft und durch alternative Verbindun-
gen wie Fluorkohlenwasserstoffe (FKW) ersetzt. Obwohl besser
fir die Umwelt, besitzen FKWs wie R508b und R404a ein hohes
Treibhauspotential (Global Warming Potential; Abk.,GWP").
R404a hat z.B. einen GWP-Wert von 3922, was bedeutet, dass
100 g dieser Substanz den gleichen GWP-Wert wie 392 kg CO,-
Aquivalent besitzen.

Kohlenwasserstoffe

2014 kundigte die EU die Abschaffung aller nicht-Kohlenwasser-
stoff basierten Flussigkeiten bis zum Jahr 2020 an (EU_517/2014).
Kohlenwasserstoffe sind auch bekannt als griine oder naturliche

Gase. Die Hauptvertreter sind Propan (R290) und Ethan (R170).
Laut IEC 60335-2-89 bedarf der Einsatz griiner Gase in Ultra-
tiefkuhlgeraten keiner weiteren Sicherheitsvorschriften.

Das EU-Verbot schlieBt alle Kiihlgerate auBer Geraten fur Tempe-
raturen unter —50°C ein. Daher ist es zwar zulassig, in —86°C
Ultratiefkuhlgeraten weiterhin FKWs einzusetzen. Sinnvoller ist
es jedoch, FKW-haltige Kaltemittel zu ersetzen, um dem Klima-
wandel entgegenzuwirken.

Daher plant Eppendorf, innerhalb der nachsten Jahre alle Ultra-
tiefkuhlgerate zu ersetzen, die noch klassische Kaltemittel
verwenden. Aktuell wurde der Einsatz nachhaltiger, griner
Kaltemittel in den Modellen F740h, F740hi und F740hiw (mit
Wasserklhlung) unserer Flaggschiff-Serie CryoCube®F740
erfolgreich umgesetzt. Doch dies ist nur ein Teil einer langen
Geschichte.

Blick zurtick ins Jahr 2008

Das (Eppendorf) New Brunswick™ Premium
U570-G Ultratiefkihlgerat war eines der
allerersten Gerate mit griinem Kaltemittel
im Markt. Mit nun zehn Jahren Erfahrung in
Entwicklung, Herstellung, Logistik und Service
sehen wir unser Konzept global bestatigt. Die meisten Ultratief-
kiihlgerate in Europa werden heutzutage als ,,griine” Variante
verkauft. Asien und Amerika ziehen nach. Eine wachsende Zahl
von Anwendern sieht griine Gerate als selbstverstandlich an, so
dass mehr und mehr Freezer-Hersteller auf grine Technologie
umstellen. Willkommen im Green-Club!

Weitere Informationen unter
www.eppendorf.com/freezers

QR-Code scannen fiir
mehr Informationen!



HANAE KONIG UND BERRIT HOFF, EPPENDORF AG

BACKSTAGE BEI EINEM EPPENDORF WEBINAR - NEWS

Backstage bei einem
Eppendort Webinar

10,9,8,7,6,5, 4 ... der Countdown lauft. Es kribbelt im Bauch. Gleich werde ich live geschaltet, und mehrere

hundert Menschen uiber die ganze Welt verteilt werden meiner Stimme lauschen und der Prasentation folgen.

3,2, 1, und los! Nach der BegriiBung durch den Moderator starte ich mit der Prasentation. Nach den ersten drei

Folien ist das leichte Zittern in meiner Stimme fort, die Anspannung nimmt ab und der SpaR beginnt.

So beschreibt Hanaé Konig, erfahrene Webinar-Prasentatorin
bei Eppendorf, den Start eines Webinars. Ein Webinar ist auf-
regend, birgt aber auch eine Menge Arbeit in der Vor- und
Nachbereitung. Die Planung beginnt bereits ein Jahr vor dem
Live-Event. Webinar-Themen basieren auf haufigen Frage-
stellungen an die Eppendorf-Support Hotline, auf typischen
Problemen im Labor oder aktuellen Forschungsthemen.
Sobald das Thema feststeht, werden gemeinsam mit dem
Webinar-Provider Datum und passende Uhrzeit fixiert. ,Uns
ist wichtig, dass weltweit moglichst viele Interessenten teil-
nehmen konnen. Das ist gar nicht so einfach, wenn man die
unterschiedlichen Zeitzonen berlicksichtigt”, so Hanaé Konig.

+Wenn der Rahmen steht, mache ich mir Gedanken zu Inhalten,
Bildern und Anekdoten. Mein Ziel ist es, das Thema spannend zu
gestalten und trotzdem viel Inhalt zu vermitteln. Und das Ganze
auf hilfreiche und leicht verstandliche Weise. Die Teilnehmer
sollen das Gefuihl bekommen, etwas fur ihren Laboralltag ge-
lernt zu haben”, erganzt Hanaé Konig.

I ':
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Die Webinare werden rechtzeitig beworben, um maoglichst viele
Interessenten zu erreichen. Zwei bis drei Wochen vor dem Live-
Termin beginnt die heiRe Phase. Hanaé: , Die Teilnehmerzahl
steigt und die erste Nervositat kommt auf, wenn ich die Zahl
der Anmeldungen sehe.”

Am Tag des Webinars geht Hanaé Konig die Prasentation noch
einige Male durch und feilt am Text, den sie zu jeder Folie
sprechen wird. , Ich Uberlege auch, welche Fragen die Teilneh-
mer im Anschluss haben kénnten.” Auch wenn sie schon viele
Webinare gehalten hat, das Lampenfieber bleibt. , Es ist wie eine
Radiosendung, nur zusatzlich mit Live-Fragen der Teilnehmer
am Ende. Die Antwort muss ich blitzschnell wissen, um mich
nicht zu blamieren.” Ist das Webinar vorbei, ist sie erleichtert
und glucklich. Doch jetzt beginnt die aufwendige Nachberei-
tung. Alle Fragen, die aus Zeitmangel nicht live beantwortet
werden konnten, erhalt Hanaé Konig per Mail. Teilnehmer, die
sich fur das Webinar registriert haben, konnen sich die Auf-
zeichnung anhoren und spater noch Fragen Ubermitteln. ,,Bis zu
vier Wochen nach einem Webinar erreichen mich noch einzelne
Fragen”, so Hanaé Konig. ,,Im Anschluss daran werten wir das
Event aus, um fur kiinftige Webinare zu lernen und uns stetig zu
verbessern.”

Ihr Fazit: ,Ich glaube, alle Webinar-Prasentatoren bei Eppendorf
werden mir zustimmen — es macht riesigen SpaR, ein Webinar
vorzubereiten und zu halten. Die Interaktion mit den Teilnehmern
in der Fragezeit ist groRartig, eine Herausforderung und ein
wunderbarer Einblick in die aktuellen Themen und Forschungen
der Fragenden. Allein dafiir lohnt sich die Arbeit!”

Auf www.eppendorf.com/webinars finden Sie
geplante und aufgezeichnete Webinare.

QR-Code scannen fiir
mehr Informationen!
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LABORPRAXIS - ALLES FUR DEN BIOPROZESS - ONLINE!

ULRIKE BECKEN, EPPENDORF AG BIOPROCESS CENTER, JULICH

Alles fur den Bioprozess

— Online!

Die Bioprozesstechnik ist aus der modernen Medizin, der Medi-
kamentenentwicklung und den Life Sciences nicht wegzudenken,
von der chemischen sowie der Nahrungs- und Futtermittelindus-
trie ganz zu schweigen. Als fihrender Anbieter von Laboraus-
ristung und Bioprozesslosungen prasentiert Eppendorf jetzt auf
seiner Internetseite einen neuen Bereich zur Bioprozesstechnik.

Auf www.eppendorf.com/bioprocess finden Sie Anwendungs-
beispiele, Einblicke von Industrieexperten und aktuelle News.

Diese Wissensplattform richtet sich an Profis aus den genannten
Bereichen und bietet nicht nur einen Gesamtuberblick, sondern
enthalt auch detaillierte Anwendungsbeispiele und Empfehlungen
zur Losung von spezifischen wissenschaftlichen Fragestellungen.

Anwendungen auf einen Blick

Bioprozessanwendungen sind nicht nur zahlreich, sondern
auch sehr unterschiedlich. Diese Diversitat findet sich auch in
unserem neuen Internetbereich wieder. Sorgfaltig aufbereitete
Informationen in Gbersichtlichem Layout vermitteln Wissens-
wertes Uber ,heiRe Themen” der Bioprozesstechnik: Wie skaliere
ich die Antikorper- und Hormonproduktion? Was gilt es bei der
Entwicklung neuer Prozesse zur Steigerung der Impfstoff-Aus-
beute zu beachten? Welche Fortschritte gibt es in der Expansion
von Stammezellen fur neue Verfahren in der Medikamentenent-
wicklung? Dieses sind nur einige der hier behandelten Fragen.
Die Plattform beleuchtet Bioprozessanwendungen auf einen
Blick — aus verschiedenen Perspektiven und in unterschiedlichen
Formaten.

Eppendorf-Systeme: maBgeschneidert fiir jeden Bioprozessbedarf

Anwenderberichte

Expertenaustausch ist unabdingbar fur den Fortschritt. Der
Grofteil der Informationen in dem neuen Bereich stammt von
Bioprozessprofis aus Industrie und Hochschulen. Internationale
Experten prasentieren Fallstudien in Form von Application Notes,
Fachartikeln und wissenschaftlichen Postern und diskutieren
einige der relevantesten Fragen aus der aktuellen Bioprozess-
entwicklung.

Internetseiten-Besucher finden z.B. ein E-Book Uber Prozess-
automation und Datenanalyse, Ergebnisse aus Zellkultur-Scale-up
in Einweg-Bioreaktoren, Dokumente uber kontrollierte Stamm-
zellkultivierung und vieles mehr. Fir den, der lieber zuhort, bieten
wir Aufzeichnungen der letzten Bioprozesswebinare und einen
Podcast. In unseren letzten Webinaren sprachen wir Gber die
Prozessoptimierung in der Biosimilarproduktion durch Vergleich
von Batch-, Fedbatch- und Perfusionskultur und diskutierten die
Maglichkeiten der Multivariaten Datenanalyse bei der Prozess-
entwicklung. In unseren Webinaren lernen Anfanger etablierte
Techniken UND neue Prozesse kennen, wahrend sich Fortge-
schrittene untereinander und mit Eppendorf, als anerkanntem
Experten in der Bioverfahrenstechnik, austauschen konnen.

MaRgeschneiderte Produktempfehlungen

Aufgrund der hochst individuellen Prozesse sind die Anforde-
rungen an das Bioprozessequipment so speziell, dass es keine

einfache Standardlosung gibt. Hilfestellung bieten die Anwen-

dungsstudien in unserem Bioprozessbereich. Hier erfahren Sie,
welche technischen Herausforderungen mit welchen Produkten
erfolgreich gelost wurden. Das ist Produktsuche einmal anders
herum!

Immer up to date mit unserem Newsletter

Wir laden Sie herzlich ein, den neuen Bioprozessbereich zu
besuchen, doch gerne wiirden wir Sie auch personlich kennen-
lernen und beraten. Daher finden Sie neben dem News-Bereich
auch eine stets aktuelle Liste mit , Bioprocess Events” sowie
einen Button fur die schnelle, unkomplizierte Kontaktaufnahme.
Um stets auf dem Laufenden zu bleiben, abonnieren Sie ganz
einfach unseren Newsletter.
E. E Mehr Informationen unter
www.eppendorf.com/bioprocess

1== ek

=]

QR-Code scannen fiir
mehr Informationen!
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Uberwachung des Redoxpotenzials zur verbesserten anaeroben
Fermentation mit Hilfe der BioFlo® 120 Bioprozess-Steuerungseinheit

YING YANG UND MA SHA, EPPENDORF INC., ENFIELD, CT, USA

Zusammenfassung

Bei der Fermentation stellt das Redox-
potenzial einen wichtigen physiochemi-
schen Faktor dar, welcher die Tendenz
des Kulturmediums, Elektronen aufzu-
nehmen, misst. Es ist in der Lage, die
Effizienz eines Bioprozesses direkt zu
beeinflussen. Ein Beispiel ist die anaero-
be Fermentation von Clostridium zur
Produktion von industriellen Losungs-
mitteln. Losungsmittelproduktion durch
Clostridium Spezies erfolgt in zwei auf-
einanderfolgenden Stoffwechselschrit-
ten. In der frihen Phase der Kultur pro-
duziert die Acidogenese hauptsachlich
Essig- und Buttersaure. In der spaten
exponentiellen Wachstumsphase wech-
selt der Stoffwechsel dann zur Solvento-
genese — der Bildung von groRtenteils
organischen Losungsmitteln, ein-
schlieBlich Butanol [1].

Um den Elektronenfluss in die Richtung
der Butanolproduktion zu lenken, ist
die Regeneration des NAD(P)* Vorrats
innerhalb der Clostridium Spezies essen-
tiell [11. Das intrazellulare Verhaltnis von
NAD(P)H zu NAD(P)* ist stark vom Re-
doxpotenzial abhangig; daher kann das
Redoxpotenzial dahingehend genutzt
werden, sowohl die Anreicherung von
Biomasse als auch die Losungsmittel-
produktion zu modifizieren [2].

Wir kultivierten C. beijerinckii unter an-
aeroben Bedingungen mit Hilfe einer
BioFlo 120 Bioprozess-Steuerungseinheit,
ausgestattet mit BioBLU® 3f Single-Use
Vessels. Durch das Beibehalten eines
Redoxpotenzials von etwa =500 mV

Abb.1: Bioprozess-Equipment

Parameter Gerat/Sollwert
Inokulationsdichte 1:100 (v/v)
Arbeitsvolumen 3L

Sparger Macrosparger

Begasungskontrolle

100 % konstanter Stickstofffluss von 0,1vvm (0,3 sL/h), wahrend der

ersten 4 Stunden durch submerse Begasung, nach 4 Stunden durch
Begasung in den Kopfraum

Agitation

Magnetantrieb; 50 rpm

Temperatur

37°C; durch Heizmanschette und Kiihlschikanen kontrolliert

Tabelle 1: Uberblick iiber Prozessparameter und Sollwerte

erhohten sich sowohl das bakterielle
Wachstum als auch die Butanolproduk-
tion drastisch im Vergleich zu einem
Prozess ohne Steuerung des Redoxpo-
tenzials. Diese Studie zeigt die Vorteile
einer Uberwachung des Redoxpoten-
tials wahrend der Fermentation von

C. beijerinckii klar auf.

Material und Methoden

Wir fihrten Batch-Fermentationen unter
anaeroben Bedingungen durch. Die
Vorbereitung des Inokulums sowie die
Medienzusammensetzung wurden be-
reits eingehend beschrieben [3].

Anaerobe Bedingungen wurden durch
stetes Begasen mit 0,1 vvm (Vessel
Volumen pro Minute) Stickstoff erzielt.
Wir fuhrten zwei Batch-Fermentations-
laufe durch. Im ersten Lauf kontrollierten
wir das Redoxpotenzial nicht. Im zweiten
Lauf hingegen wurde das Redoxpotenzial
auf einen niedrigen, stabilen Wert von
—500 mV eingestellt. Die Prozesspara-
meter sowie die Einstellungen, welche
fur beide Laufe galten, sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

In 24 h-Intervallen entnahmen wir T mL
Probenvolumen und quantifizierten die
Konzentrationen von sowohl Glucose
als auch Butanol [3]. Ebenso wurde die
optische Dichte bei 600 nm (ODgg) ge-
messen, um das bakterielle Wachstum
zu verfolgen.

Uberwachung und Anpassung des
Redoxpotenzials

Wir verfolgten den pH-Wert und das
Redoxpotenzial online mit Hilfe von
zwei ISM®pH/Redox Sensoren (Mettler
Toledo® Schweiz). Der gleiche Sensortyp
kann eingesetzt werden, um entweder
den pH-Wert oder das Redoxpotenzial
zu messen, und die Wahl kann inner-

halb des Konfigurations-Bereiches der
Steuerungssoftware getroffen werden.
Wir kalibrierten die pH- und die Redox-
sensoren auBerhalb des GefalRes mit
Hilfe von 2-Punkt Kalibrierungsmethoden
[31.

Das Redoxpotential des Fermentations-
mediums stellten wir mit 35 g/L Natrium-
sulfid Nonahydrat (Sigma-Aldrich®, USA)
ein. Um die Einfuhrung von Sauerstoff zu
verhindern, wurde die Losung fur 15 min
mit Stickstoff begast, bevor sie in das
GefaR gepumpt wurde. Der pH-Wert
der Losung betrug 12,84. Um das Redox-
potenzial bei etwa =500 mV zu halten,
schalteten wir 24 h, 32 h, 48 h und 120 h
nach dem Animpfen die vorkalibrierte
Pumpe ein, um dem Medium 2-3 mL
Natriumsulfidlosung hinzuzusetzen.

Ergebnisse

Wir verglichen das bakterielle Wachs-
tum sowie die Butanolproduktion zweier
Prozesse. In einem Prozess hielten wir
das Redoxpotenzial relativ konstant bei
—500 mV. In dem anderen Prozess be-
einflussten wir das Redoxpotenzial auf
experimentelle Weise nicht.

Redox und pH-Trends

Zu Beginn der Fermentation betrug das
Redoxpotenzial etwa 0 mV. Wahrend
der ersten 24 h, und bei exponentiellem
Wachstum von C. beijerinckii, sank es
drastisch ab, auf =500 mV. Wenn wir das
Redoxpotenzial nicht auf experimentelle
Weise anderten, schwankte es zwischen
—600 und =300 mV, beginnend 24 h
nach dem Animpfen (Abb. 2A).

Wenn wir der Kultur Natriumsulfid
Nonahydrat zusetzten, konnte ein relativ
stabiles Redoxpotenzial von =500 bis
—400 mV beibehalten werden. Wahrend
der exponentiellen Wachstumsphase,



SEITE 2

Eppendorf BioNews Application Notes

(BN 50) JANUAR 2019

Uberwachung des Redoxpotenzials zur verbesserten anaeroben
Fermentation mit Hilfe der BioFlo® 120 Bioprozess-Steuerungseinheit

innerhalb der ersten 24 h der Kultur,
sank der pH-Wert in beiden Laufen von
6,5 auf 5,1. Es ist wahrscheinlich, dass
Acidogenese stattgefunden hatte und
dass sowohl Essigsaure als auch Butter-
saure entstanden waren. In dem Lauf
ohne Redoxsteuerung blieb der pH-Wert
mit 5,0—5,1 relativ niedrig, ohne sich
wahrend des Laufes zu erholen, was wie-
derum auf ein Fehlen einer dominanten
solventogenen Phase schlieBen lieR.

Im Gegensatz dazu begann sich der pH-
Wert innerhalb der Redox-gesteuerten
Fermentation nach 24 h zu erholen und
erreichte nach 70 h einen Wert von 6,0.
Dann fiel er langsam auf 5,5 ab — ein
Wert, der bis zum Ende der Kultur er-
halten blieb. Es ist wahrscheinlich, dass
der kurvige pH-Verlauf durch eine Ver-
anderung des mikrobiellen Stoffwechsels
hervorgerufen worden ist. Die Butanol-
produktion konnte Essigsaure verbraucht
haben und es konnte zu einer Produkt-
verschiebung von Buttersaure zu Butanol
gekommen sein. Die Verringerung der
Saurekonzentration verursachte mit
groRer Wahrscheinlichkeit den Anstieg
des pH-Wertes.

Bakterielles Wachstum

Innerhalb der ersten 24 h beobachteten
wir in beiden Kulturen vergleichbare ex-
ponentielle Wachstumskurven. In dem
Lauf ohne Redoxsteuerung verlangsamte
sich das Wachstum nach 24 h signifikant
und erreichte nach 124 h einen Endwert
von 0,788 ODggo-Einheiten. Im Gegensatz
dazu wuchs C. beijerinckii robust weiter,
wenn ein Redoxpotenzial von =500 mV
beibehalten wurde. Die endgiiltige ODggg
nach 124 h betrug 1,565. Dieser Wert ist
doppelt so hoch wie derjenige, der ohne
Redoxsteuerung erzielt wurde (Abb. 2B).

Fazit

Wenn das Redoxpotenzial experimentell
auf einem relativ stabilen Wert von
—-500 mV beibehalten wurde, wurde im
Vergleich zu einem Lauf ohne Redox-
steuerung die doppelte Biomasse sowie
eine dreifach erhohte Ausbeute an
Butanol erzielt (Abb. 2C). Dies dient als
Beispiel einer Bioprozess-Optimierung
durch Uberwachung und Anpassung des
Redoxpotenzials wahrend der gesamten
Dauer einer Kultur.

100
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Abb.2: A) Redoxpotenzial-Trends. In dem Lauf mit Redoxsteuerung wurde Natriumsulfid Nonahydrat 24 h, 32 h, 48 h und
120 h nach dem Animpfen hinzugefiigt (Pfeile). B) C. beijerinckii Wachstumskurven. C) Glucose- und Butanolkonzentrationen
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Verkurzte PCR-Laufzeiten bei erhohter Ausbeute
mit Eppendorf Fast PCR-Consumables

ALISA GRUSCHKA, KERSTIN ISERMANN, ARORA PHANG, EPPENDORF AG, HAMBURG

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Eppendorf Fast PCR-
Consumables eine einfache Umsetzung von einem Standard-
zu einem Fast PCR-Protokoll ermadglichen, ohne dass die
Reaktionseffizienz beeintrachtigt wird. Polyethylen, aus dem
die Fast PCR Tube Strips gefertigt werden, besitzt bessere
Warmetransfereigenschaften als Polypropylen, das Material,
aus dem PCR-Consumables Ublicherweise hergestellt werden.
Unter Fast PCR-Bedingungen fuhrt die verbesserte Warme-
leitung verglichen mit Standard PCR-Consumables sowie mit
Fast PCR-Consumables anderer Hersteller zu einer erhohten
Amplifikationsausbeute. Dies hilft dabei, die Arbeitsablaufe zu
optimieren und die Effizienz im Labor zu steigern.

Einleitung

Eine Verkurzung der Amplifikationszeit, und somit ein hoherer
Durchsatz, sind fir jedes Labor von Vorteil. Es ist bereits viel
Mihe in die Beschleunigung der PCR geflossen. Ein Ansatz
hierzu ist die Etablierung von Zwei-Schritt-Protokollen fur den
Thermocycler. Weitere Entwicklungen zielen auf Thermocycler
mit hoheren Temperierraten und spezielle Kits, welche Polyme-
rasen mit schnelleren Expansionsraten beinhalten, ab. Trotz
allem ist eine signifikante Reduktion der Zykluszeiten haufig
nur mit Hilfe von spezieller Ausrustung und angepassten Pro-
zessen zu erreichen, was in einem Standardlabor nicht immer
einfach umzusetzen ist. Typische Endpunkt-PCR-Protokolle
dauern daher nach wie vor eine Stunde oder langer.

Ein Grund, weshalb Fast PCR- oder Rapid PCR-Protokolle nicht
im breiteren MafRRstab angewendet werden, ist die Tatsache,
dass die Umsetzung eines etablierten PCR-Protokolls in ein
Fast-Protokoll haufig die Ausbeute und die Spezifitat der PCR
beeintrachtigt. Auch sind schnelle Protokolle oft mit sehr ge-
ringen Reaktionsvolumina verbunden (<5 pL), die sich aller-
dings selten fur Standardanwendungen eignen. Der Einsatz
spezieller Fast PCR-Mastermixe reduziert zwar die Laufzeit,
ihr volles Potenzial kann jedoch nur in Kombination mit einem
Fast Thermocycler ausgeschopft werden. Der limitierende
Faktor ist hierbei der Warmetransfer vom Block in die Probe.
Bisher wurde diese Einschrankung hauptsachlich durch din-
nere GefaBwande umgangen. Der Ansatz der Eppendorf Fast
PCR-Consumables besteht im Einsatz eines alternativen Mate-
rials mit besseren Warmetransfereigenschaften, um die Lauf-
zeiten zu verkirzen.

Material und Methoden

Alle Experimente wurden auf Mastercycler® X50 Silberblock
Modellen (X50s und X50i, Eppendorf) mit den folgenden Ein-
stellungen durchgefiihrt:

Deckeltemperatur: 105°C, Energiespar-Modus an

Temperaturmodus:  Schnell

Blockeinstellungen:  Silver 96

Humane genomische DNA (Roche®) wurde als Template fur
die Fast PCR-Protokolle mit SpeedSTAR™ HS DNA Polymera-
se (TaKaRa) oder dem 2x GeneAmp® Fast PCR Master Mix
(Applied Biosystems®) eingesetzt.

Der PCR Reaktions-Master Mix fiir die SpeedSTAR HS DNA
Polymerase wurde mit Hilfe von 1x Fast Buffer I, 0,2 mM
dNTP-Mix, 0,5 uM eines jeden Primers, 30 ng DNA-Template
und 0,25 U der DNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen
von 10 pL angesetzt. Der PCR Reaktions-Master Mix fur den
GeneAmp Fast PCR Master Mix (2x) wurde mit Hilfe von 1x
Fast PCR Master Mix, 0,2 uM eines jeden Primers und 20 ng
DNA-Template in 10 pL Gesamtvolumen angesetzt.

Die folgenden Primer wurden zur Amplifikation einer 536 bp
Sequenz des humanen B-Globin-Fragmentes eingesetzt:

Vorwarts-Primer 5-GCT CAC TCA GTG TGG CAA AG-3’
Rickwarts-Primer 5-GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG G-3'

Zyklus-Bedingungen:

SpeedSTAR™ GeneAmp®
Protokoll Fast Protokoll
Initiale Denaturierung 94°C/60 s 96°C/15s
96°C/2s 96°C/1s
Zyklen 35x 65°C/6's 62°C/16's
Auf die Zyklen folgende 72°C/60 s 72°C/10's
Elongation
Lagerung 10°C 10°C

PCR-Reaktionen wurden mit den folgenden Consumables
durchgefihrt:

Eppendorf Fast PCR Tube Strips

Eppendorf PCR Tube Strips

ThermoFisher Scientific®  ABI MicroAmp® Fast 8-Tube Strip, 0,1 mL

0,2 ml 8-Tube PCR Strips ohne Deckel,

i0- ®
Bio-Rad low profile

8-Well-Strip (0,2 ml, low profile),

H ®
Analytik Jena transparent mit Deckel

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese
(GelRed®, Biotium®) nachgewiesen und mit Hilfe des Gel Doc
XR+™" (Bio-Rad®) sichtbar gemacht.

Die ThermoFisher Scientific® GeneRuler™50 bp DNA-Leiter
wurde als GroBenmarker eingesetzt.

Ergebnisse und Diskussion

Signifikant reduzierte Laufzeiten konnen mit Hilfe von Fast
PCR-Reagenzien auf Thermocyclern mit schnellen Temperier-
raten erzielt werden.
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Im Gegensatz dazu benotigen Standard

PCR-Consumables durch ihre schlechtere

Warmeleitfahigkeit eine hohere Lauf-
zeit. Polypropylen, das Standardmaterial
fur PCR-Consumables, begrenzt die Ge-
schwindigkeit des Warmetransfers aus
dem Thermoblock in die Probe sogar
bei ultra-dinnwandigen Gefalen. Dies
fuhrt unter Fast PCR-Bedingungen in
der Regel zu niedrigeren Amplifikations-
ausbeuten bei ebenfalls verminderter
Genauigkeit.

Die hier dargestellten Ergebnisse zei-
gen die erfolgreiche Umsetzung eines
Standard PCR-Protokolls in ein Fast
PCR-Protokoll unter Zuhilfenahme der
Eppendorf Fast PCR Tube Strips aus
Polyethylen (Abb.1). PCR-Protokolle mit
zwei verschiedenen Fast PCR-Reagenzien
wurden erfolgreich auf dem Mastercycler
X50s sowie dem X50i etabliert.

Abb.1: Eppendorf Fast PCR Tube Strips

Wahrend das Standard-Protokoll in der
Regel eine Stunde bendtigt, konnte das
Fast PCR-Protokoll innerhalb von 12 min
(SpeedSTAR) bzw. 16 min (GeneAmp)
vollendet werden. Dies stellt eine Reduk-
tion der Laufzeit von tber 70 % dar.

Zusatzlich veranschaulicht der Vergleich
zwischen Eppendorf Fast PCR Tube
Strips, Standard PCR-Consumables und
anderen Fast PCR-Consumables die uber-
legene PCR-Leistung der Eppendorf
Fast PCR-Consumables aus Polyethylen
anhand hoherer Amplifikationsausbeuten
(Abb.2).

A B

C D E

—_— >
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Abb.2: SpeedSTAR Protokoll (oben), GeneAmp Fast PCR Protokoll (unten)

Fazit

Die uberlegenen Warmetransfer-Eigen-
schaften von Polyethylen ermdglichen
die problemlose Umsetzung von Stan-
dard PCR-Protokollen zu Fast PCR-
Protokollen bei gleichzeitig erhohten
Amplifikationsausbeuten. Gemeinsam
mit Fast PCR-Reagenzien ist es moglich,
den Vorteil von hohen Temperierraten
auf schnellen Thermocyclern wie dem
Mastercycler X50s bzw. X50i voll aus-
zunutzen sowie die Zykluszeiten ohne
arbeitsaufwendige Optimierung um mehr
als 70 % zu reduzieren. Dies ermoglicht
es dem Anwender, die Zeit bis zum
PCR-Ergebnis zu verkirzen sowie den
Probendurchsatz mit Hilfe von Thermo-
blocken und Consumables im Standard-
format zu erhohen und somit die Not-
wendigkeit fur spezielle Geratschaften
zu eliminieren.

Mehr Details finden Sie in der Appli-
cation Note 400; erhaltlich unter
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Kostengunstige DNA-Bestimmung mit Qubit™-Assays
im Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Zusammenfassung

Fur diese Application Note wurden ver-
schiedene Konzentrationen von dsDNA-
Proben mit dem Qubit dsDNA-Assay im
Eppendorf BioSpectrometer fluorescence
bestimmt. Fir die Messungen wurden
die UVette®und die Eppendorf pCuvette®
G1.0 verwendet. Um die Probenkonzen-
tration zu bestimmen, sind verschiedene
Regressionsmaglichkeiten der Standard-
kurve angewendet worden. Zusatzlich
wurden die Resultate mit parallel im
Qubit-Gerat durchgefuhrten Messungen
der gleichen Proben verglichen. Wir zei-
gen, dass der Qubit-Assay sowoh| mit der
UVette als auch der Eppendorf pCuvette
G1.0 verwendet werden kann. In beiden
Fallen lassen sich die Assays mit erheb-
lich geringerem Probenvolumen als im
Qubit-Gerat durchfihren. Bei Verwen-
dung des BioSpectrometer fluorescence
mit der UVette wird nur die Halfte an
Qubit-Reagenz benotigt und somit die
Reichweite des Kits verdoppelt.

Einleitung

Neben der klassischen Methode, Nuklein-
saure-Konzentrationen tber Absorptions-
messungen bei 260 nm zu bestimmen,
haben sich auch Quantifizierungsmetho-
den mittels Fluoreszenz etabliert. Ab-
sorptionsmessungen sind zwar einfacher
durchzufiihren, da man die Probe direkt
und ohne Standardkurve bestimmen
kann, andererseits stol3t man bei der
photometrischen Methode hinsichtlich
Genauigkeit und Prazision gerade bei
sehr gering konzentrierten Proben an
die mogliche Nachweisgrenze.

Eine gebrauchliche Anwendung zur Be-
stimmung von z.B. dsDNA sind die Qubit-
Methoden von Thermo Fisher Scientific,
welche auf einem System aus Fluores-

zenz-Farbstoff und Fluorimeter beruhen.
Einige der Qubit-Assays, wie der Qubit
dsDNA HS Assay Kit, konnen auch
unabhangig vom Qubit-Fluorimeter im
Eppendorf BioSpectrometer fluorescence
durchgefihrt werden. Zur Optimierung
der Methode im BioSpectrometer wurden
hierzu verschiedene Evaluierungsschritte
unternommen, wie zum Beispiel die
Anwendung verschiedener Regressions-
analysen der Standardkurve. Entspre-
chende Messungen wurden sowohl in
der UVette als auch in der Eppendorf
pCuvette G1.0 durchgefuhrt und die
Qualitat der jeweiligen Messergebnisse
mit der des Qubit-Fluorimeters vergli-
chen [1].

Die wichtigsten Ergebnisse hierzu sollen
hier vorgestellt werden.

Methoden

Fur die Messungen im Qubit-Gerat
werden die im Kit mitgelieferten dsDNA-
Standards verwendet und entsprechend
hergestellt (0 und 500 ng/mL). Die Be-
dienung des Qubits erfolgt analog zu den
Angaben in der Kit-Versuchsvorschrift.
Im BioSpectrometer werden ebenfalls
die im Kit enthaltenen Standards verwen-
det. Durch entsprechende Verdiinnungen
mit dem Qubit-Puffer werden weitere
Konzentrationsstufen hergestellt (0, 50,
100, 250, 500 ng/mL). Dadurch konnen
verschiedene Regressionsmaglichkeiten
der Standardkurve am BioSpectrometer
erprobt werden. Es werden jeweils

vier Messreihen mit unterschiedlichen
Probenkonzentrationen (s. Tabelle 1)
hergestellt. Jede Konzentrationsstufe
wird jeweils finfmal gemessen.

Abhangig vom Messsystem werden un-
terschiedliche Proben- bzw. Standard-
volumina hergestellt (s. Tabelle 2).

MARTIN ARMBRECHT, EPPENDORF AG, HAMBURG

Die Bedienung des Qubit erfolgt
analog zu den Angaben in der Kit-Ver-
suchsvorschrift. Fir die Messung am
BioSpectrometer wird die vorprogram-
mierte Qubit-HS Methode verwendet
[1,2]. Fur eine Messung in der UVette
werden je 100 pL und fir die pCuvette
je 5 pL eingesetzt.

Ergebnisse

Die Methodenevaluierung des Qubit
dsDNA HS Assay Kit am BioSpectrome-
ter fluorescence zeigt, dass sowohl die
UVette als auch die pCuvette verwendet
werden konnen. Die Regressionsanalysen
[1] fur die UVette machen deutlich, dass
wie beim Qubit eine 2-Punkt Kalibrierung
(Lineare Interpolation) ausreichend ist.

Abbildung 1 zeigt einen entsprechenden
Vergleich zwischen Messungen in der
UVette (BioSpectrometer) und dem
Qubit-System. Dabei werden jeweils die
Prazision der Messreihe (A) und die Ab-
weichung vom Zielwert (B) miteinander
verglichen.

Die UVette-Ergebnisse sind im Vergleich
zum Qubit bezliglich Prazision (Abb.1A)
absolut vergleichbar und in Hinblick auf
das Erreichen des Zielwertes sogar bes-
ser als die Messungen im Qubit (Abb.1B).

Dabei kann bei Messungen in der UVette
die Halfte der verwendeten Reagenzien
eingespart werden. Statt 200 pL werden
fur die UVette nur 100 pL benotigt.

Auch die pCuvette kann fur den Assay
verwendet werden. Hier zeigt die
Methodenevaluierung, dass die besten
Ergebnisse bei quadratischer Regression
erzielt werden [1]. Die Ergebnisse be-
zuglich Prazision und Abweichung vom
Zielwert sind in Abbildung 2A bzw. 2B
dargestellt.

Ausgangs- Endkonzentration [ng/mL] Proben- oder Standard-  Puffervolumen fur Messvolumen
konzentration (nach 1:20 Verdinnung volumen [pL] Verdlinnung [pLl] [pL]
[pug/mLl] mit Qubit-Reagenz)
10 500 Qubit 10 190 200
5 250 Eppendorf BioSpectrometer®
+ UVette® > 9> 100
2 100 E dorf BioS ®
ppendorf BioSpectrometer N
1 50 + Eppendorf pCuvette®G1.0 2 38 5407
Tabelle 1 Tabelle 2: Messvolumina in den *Zur Vermeidung von Pipettierfehlern werden bei der uCuvette

verschiedenen Messsystemen

Proben und Standards in einem 40 puL Ansatz hergestellt. Fir die
eigentliche Messung werden aber nur 5 pL benétigt.
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Kostenglinstige DNA-Bestimmung mit Qubit™-Assays
im Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
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Abb.1A: Prazision der Messreihe bei verschiedenen Konzentrationsstufen

Abb.1B: Jeweilige Abweichung von Zielwert/dsDNA Konzentration [%]
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Abb.2A: Prazision der Messreihe bei verschiedenen Konzentrationsstufen

Auch Messungen in der pCuvette sind
bei fast allen Konzentrationsstufen be-
zuglich Prazision vergleichbar mit den
Qubit-Messungen (Abb. 2A) und bei Er-
reichen des Zielwertes sogar etwas bes-
ser (Abb. 2B).

Auch wenn fur die Standardkurve vier
Standards eingeplant werden mussen,
konnen trotzdem erhebliche Mengen an
Reagenzien eingespart werden, da nur
40 pL fur eine Messung benotigt werden.

Fazit

1. Bei Verwendung der UVette reicht
wie beim Qubit eine 2-Punkt Kalibrierung
aus. Die Ergebnisse sind dabei vergleich-
bar und sogar besser im Vergleich zum
Qubit.

2. Im Vergleich zum Qubit wird bei
Verwendung der UVette nur die Halfte
der Reagenzien benotigt. Somit erhalt
der Kit eine doppelte Reichweite bei
Verwendung im BioSpectrometer und
bei Einsatz der UVette.

3. Auch bei Einsatz der pCuvette zei-
gen sich vergleichbare Ergebnisse im
Vergleich zu den Qubit-Messungen.

4. Es werden bei der pCuvette zwar
mindestens vier Standards benotigt,
aber dafur konnen die groSten Mengen
an Reagenzien eingespart werden.

Mehr Details zur Auswertung finden Sie

in der Eppendorf Application Note 402
[1]1 oder in dem Short Protocol 036 [2].

Abb.2B: Jeweilige Abweichung von Zielwert/dsDNA Konzentration [%]

Literatur

[11 Armbrecht M. Economic DNA Determination
in the Eppendorf BioSpectrometer® Fluorescence
Using Qubit™ Assay kits. Eppendorf Application
Note No. 402 (2018). Download unter
www.eppendorf.com/appnote402

[2] Armbrecht M. Using the Qubit™ dsDNA

HS Kit on the Eppendorf BioSpectrometer®
fluorescence. Eppendorf Short Protocol No.036.
Download unter www.eppendorf.com/sp36
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Eppendorf Amber Conical Tubes:
maximaler Probenschutz bei guter Sichtbarkeit

RAFAL GRZESKOWIAK, EPPENDORF AG, HAMBURG

SANDRINE HAMELS, EPPENDORF APPLICATION TECHNOLOGIES S.A., NAMUR, BELGIEN

Zusammenfassung

Der Umgang mit lichtempfindlichen Re-
agenzien sowie deren Lagerung findet
im Allgemeinen in ambrafarbenen Kunst-
stoffgefallen statt, von denen die meisten
jedoch einen deutlichen Nachteil haben:
Sie sind undurchsichtig und lassen somit
keinen direkten Blick auf die Probe zu. In
dieser Application Note werden sowohl
der Lichtschutz der Proben (Fluoreszein-
Wiedergewinnungstest) als auch deren
Sichtbarkeit (Transmissionsspektrum) in
verschiedenen ambrafarbenen konischen
GefaBen (15 mL, 50 mL) untersucht.
Samtliche untersuchten Gefalle wiesen
gute Lichtschutzeigenschaften auf. Al-
lerdings erbrachten ausschlieBlich die
Eppendorf Amber Conical Tubes eine
ausreichende Probensichtbarkeit (im
Wellenlangenbereich tiber 550 nm). Sie
bieten daher einen klaren Vorteil bei
dem Umgang mit der Probe sowie bei
der Vermeidung von Kontaminationen.

Einleitung

Fur die Handhabung und Lagerung von
lichtempfindlichen Reagenzien werden
im Allgemeinen ambrafarbene Kunst-
stoffgefalBe eingesetzt. Diese Gefalle sind
zumeist weitestgehend undurchsichtig,
um die Reagenzien vor Degradation
schutzen. Die mangelnde Sichtbarkeit der
Probe innerhalb der GefaRe erschwert

das adaquate Handling deutlich, insbe-
sondere bei groBeren GefalRen wie den
15 mL und 50 mL Varianten. Dieser
Nachteil wird jedoch meistens in Kauf
genommen, um ein frihzeitiges Aus-
bleichen der Reagenzien und damit eine
Gefahrdung der Experimente zu vermei-
den. In dieser Application Note haben
wir sowohl den Lichtschutz der Proben
(Fluoreszein-Wiedergewinnungstest)
als auch die Sichtbarkeit der Probe
(Transmissionsspektrum) in verschiede-
nen ambrafarbenen konischen GefaRen
untersucht.

Material und Methoden

Lichtschutz der Proben:
Fluoreszein-Wiedergewinnung

Ambrafarbene konische GefaRe verschie-
dener Hersteller (Eppendorf, Gr, V, Ar, Lc)
wurden mit 30 mL einer 30 nM Fluores-
zeinlosung (0,1 M NaOH) befullt und
uber einen Zeitraum von 92 Stunden
bei durchschnittlichen Lichtbedingungen
oder im Dunkeln inkubiert. Standard
(farblose) Eppendorf Conical Tubes

50 mL wurden als Negativkontrolle ein-
gesetzt (kein Lichtschutz), und Standard
(farblose), in Aluminiumfolie gewickelte
Eppendorf Conical Tubes 50 mL, dienten
als Positivkontrolle (maximaler Licht-
schutz). Nach der Inkubation wurden
190 pL jeder Probe einer Fluoreszenz-

- 'Fs m
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Abb.1: Sichtbarkeit der Proben und des Pipettierens in verschiedenen ambrafarbenen konischen GefaRen

messung in Dreifachbestimmung unter-
zogen (Fluoroskan Ascent™, Thermo-
Fisher Scientific). Es wurden zwei
unabhangige Versuche durchgefihrt.

Sichtbarkeit der Proben:
Messung des Transmissionsspektrums

Aus jedem 50 mL ambrafarbenen koni-
schen Gefal (Eppendorf, Gr, V, Ar und Lc)
wurden zwei 5 x 5 mm Wandabschnitte
entnommen, und Messungen der Ab-
sorptionsspektra (200 nm bis 650 nm)
wurden im Eppendorf BioSpectrometer
vorgenommen. Blank-Probe: Messung
ohne Wandabschnitt (Luft). Die Absorp-
tionsdaten (A) wurden mit Hilfe der nach-
folgenden Gleichung in den prozentua-
len Durchlassigkeitsgrad umgerechnet:

A=2-10og10 %T.
Ergebnisse und Diskussion

Die ambrafarbenen konischen GefaRRe
verschiedener Hersteller zeigen signifi-
kante Unterschiede in Bezug auf Farb-
intensitat und Opazitat. Die Farbpalette
variiert von Mittelbraun bis Schwarz bei
nahezu kompletter Unsichtbarkeit der
Probe (Abb.1).

Eppendorf Amber Conical Tubes zeigen
hingegen signifikant weniger Farbinten-
sitat, und sie sind die einzigen transpa-

renten GefaRe. Diese Transparenz stellt
beim Umgang mit der Probe einen lber-
ragenden Vorteil dar. Sie ermaoglicht dem
Anwender, die Eintauchtiefe von Pipet-

tenspitzen eng zu kontrollieren sowie den
Fullstand genau einzusehen und somit

Pipettenkontaminationen zu vermeiden.

Die Wiedergewinnungsraten der Fluo-
reszeinproben (Lichtschutz der Proben)
nach 92 Stunden Inkubation in farblosen
sowie ambrafarbenen Eppendorf Conical
Tubes 50 mL sind in Abb. 2 dargestellt.
Verglichen mit der farblosen Variante
zeigen die Eppendorf Amber Tubes sehr
hohe Wiedergewinnungsraten der Fluo-
reszeinproben und bieten somit nahezu
100 % Schutz. Die Wiedergewinnungs-
raten der Fluoreszeinproben, welche in
den anderen ambrafarbenen Gefaen
inkubiert wurden, sind vergleichbar
(Daten nicht gezeigt).
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Die Analyse der Kontrollen bestatigt, dass
Fluoreszein ausreichend lichtempfindlich
ist (Negativkontrolle: niedrige Wieder-
gewinnungsraten der bei Tageslicht in
farblosen GefaBen inkubierten Proben),
wohingegen unter Lichtschutz keinerlei
unspezifischer Abbau des Fluoreszeins
beobachtet werden konnte (Positivkon-
trolle: normale Wiedergewinnungsraten
in mit Aluminiumfolie abgedeckten Ge-
faen).

Um sicherzustellen, dass die Messungen
nicht durch ein magliches Auslaugen
fluoreszenzaktiver Substanzen aus den
ambrafarbenen GefaRen beeinflusst
werden, wurde ein zusatzliches Kontroll-
experiment durchgefihrt.

Hierfur wurde ausschlieflich Fluores-
zein-Verdunnungslésung (0,1 M NaOH)
fur 92 Stunden in den Gefalen inku-
biert. Dabei konnte keinerlei Anstieg
der Fluoreszenz nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

In Abb. 3 werden die Transmissionsspek-
tren (Prozentsatz der Lichtdurchlassig-
keit bei verschiedenen Wellenlangen)
der ambrafarbenen konischen Gefalle
miteinander verglichen. Die guten Licht-
schutzeigenschaften aller hier untersuch-
ten Gefalle korrelieren mit dem Prozent-
satz der Lichtdurchlassigkeit, welcher
in dem Wellenlangenbereich zwischen
200 nm und etwa 550 nm nahezu 0 %
betragt.

100

80

60

40 1

20

Wiedergewinnungsrate (%)

Ctr ()

Ctr (+)

I Dunkelheit
[ Tageslicht

Eppendorf ambra

Tubes (farblos), in Aluminiumfolie gewickelt

Abb. 2: Fluoreszein-Wiedergewinnungsrate (Prozent) nach 92 Stunden Inkubation in 50 mL ambrafarbenen konischen Ge-
faBen bei Tageslicht oder im Dunkeln. Ctr (-): Eppendorf 50 mL Conical Tubes (farblos); Ctr (+): Eppendorf 50 mL Conical

100
90 4 ——— Eppendorf farblos
—— Eppendorf ambra
80 4 — Gr
—_—V
E\t 70 — Ar
- Lc
g 60 - /_A,\/.'-«/\l"‘f’—‘
2
b
i@ 50
<
2
S 404
=]
=
<
L 304
-
20+
10 A
0 T — T
200 300 400 500

600

Wellenlange (nm)

Abb. 3: Transmissionspektren (Prozent der Lichtdurchldssigkeit als Funktion der Wellenldnge) der ambrafarbenen konischen
GefaRe. Das Anregungsmaximum von Fluoreszein (A ex) ist als durchgehende schwarze Linie dargestellt.

Dies stellt den aktiven Bereich der
meisten in den Life Sciences sowie bei
diagnostischen und anderen Anwen-
dungen verwendeten Anfarbungen und
Fluorophoren dar. Uber 550 nm zeigen
die Eppendorf Amber Conical Tubes
einen maRigen Anstieg der Lichtdurch-
lassigkeit — dies ermoglicht eine gute
Sichtbarkeit der Probe und korreliert
mit der hellbraunen Farbe des GefaRes.
Dieses Transmissionsspektrum ist ver-
gleichbar mit jenem der ambrafarbenen
GlasgefaRe, welche in den Life Sciences
sowie in pharmazeutischen und chemi-
schen Laboren routinemaRig zum Ein-
satz kommen. Es bewegt sich innerhalb
der entsprechenden standardmaRigen
Grenzen dieser Branche [2].

Fazit

Samtliche in dieser Application Note ge-
testeten 50 mL ambrafarbenen konischen
GefaRe bieten einen guten Schutz fur
lichtempfindliche Proben. Das wird an-
hand der hohen (nahezu 100 %) Wieder-
gewinnungsraten innerhalb der Fluores-
zeinproben nach 92 h Inkubation unter
normalen Lichtverhaltnissen ersichtlich.
Dieses Ergebnis wird auch durch die mit
nahezu 0% sehr niedrige Lichtdurch-
lassigkeit im energiereichen Langenwel-
lenbereich zwischen 200 nm und etwa
550 nm bestatigt. Allerdings sind die
Eppendorf Amber Conical Tubes derzeit
die einzigen GefaRe, welche im Wellen-
langenbereich tber 550 nm transparent
sind und damit zusatzlich den lange ge-
wunschten Vorteil der guten Proben-
sichtbarkeit bieten. Ein gutes Handling,
bessere Moglichkeiten zur Kontamina-
tionsvermeidung und Schutz der licht-
sensitiven Probe schlieBen sich damit
nicht mehr gegenseitig aus.

Literatur

[1] Glass Containers for Pharmaceutical Use
(3.2.1) p. 363; European Pharmacopeia 7.0;
01/2008

[2] Spectral Transmission for Colored Glass
Containers; 4 (660) Containers—Glass/Physical
Tests; USP Guidelines 36

Die vollstandige Fassung dieser Application
Note konnen Sie herunterladen unter
www.eppendorf.com/appnote403
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CCCADVANCED®FN 1 MOTIFS ZELLKULTURARTIKEL - NAHAUFNAHME

CCCadvanced®FN 1
motifs Zellkulturartikel

Seit der bahnbrechenden Entdeckung humaner induzierter pluripotenter

Stammzellen (hiPSCs) durch Shinya Yamanaka im Jahr 2006 hat der Einsatz

pluripotenter Stammzellen (PSCs) Hochkonjunktur.

Dank ihrer umfangreichen Selbsterneue-
rungseigenschaften sowie ihrer Fahig-
keit, sich in zahlreiche unterschiedliche
Zelltypen zu differenzieren, bieten PSCs,
und insbesondere hiPSCs, zahlreiche
vielversprechende Anwendungen, z.B.

in der regenerativen Medizin. Neue ge-
brauchsfertige Zellkulturgefale fir die
Kultivierung von Stammzellen sollen die
dringend notwendige Reproduzierbarkeit
von Experimenten erhohen.

Die groRte Herausforderung bei der iPSC-
Kultivierung ist es, ihre Eigenschaften bis
zur gezielten Induktion zu erhalten. Dazu
ist u.a. eine Wachstumsoberflache unver-
zichtbar, welche die extrazellulare Matrix
nachahmt.

Oftmals werden dazu biologische Be-
schichtungen verwendet, deren Zusam-
mensetzung naturgemafd komplex und
undefiniert sind. Eine Folge: eine haufig
verminderte Reproduzierbarkeit von
Experimenten. Verstarkt wird dies u.a.
durch Variationen zwischen verschiedenen
Produktionschargen des Beschichtungs-
mediums und durch ein erhohtes Konta-
minationsrisiko beim Selbstbeschichten
von GefalRen.

Aus diesen Grunden sind gebrauchs-
fertige, vollsynthetische Kultursysteme,
welche frei von tierischen und humanen
Komponenten sind, fir definierte und
reproduzierbare Kulturbedingungen in
Forschung und Produktion von groRem
Interesse.

Entsprechende Zellkulturgefalle fir
iPSCs gab es bisher allerdings nicht auf
dem Markt. Die neuen gebrauchsfertigen
CCCadvanced FN 1 motifs Zellkulturartikel
von Eppendorf sind mit synthetischen,
von Fibronektin abgeleiteten Motiven
beschichtet und unterstitzen die lang-
fristige hiPSC-Expansion. Zudem sind
sie auch fur andere Stammzelltypen, an-
dere ECM-abhangige Zellen und Kultur
unter xeno-freien restriktiven Kulturbe-
dingungen geeignet.

Ausfuhrliche Informationen unter
www.eppendorf.com/ccc-advanced

Tipp
Vorteile fur Ihre
Stammzellkultur

Wie reproduzierbar sind Ihre iPSC- oder
MSC-Kulturen und nachgelagerte Analysen
heute? Wenn Sie derzeit biologische oder
selbstbeschichtete ZellkulturgefaBe nutzen,
ist hier sicher Raum fir signifikante Ver-
besserung und Zeitersparnis. Synthetische
Oberflachen wie die neuen CCCadvanced
ZellkulturgefaBe bieten naturgemaR ein
hohes MaR an Konsistenz zwischen
verschiedenen Fertigungschargen.
Dadurch, dass sie direkt gebrauchsfertig
sind, sparen Sie Zeit und senken zudem,
verglichen mit selbstbeschichteten
GefaBen, das Kontaminationsrisiko
signifikant. Dies tragt ebenfalls zu einer
erhohten Reproduzierbarkeit bei.

Fur zentrale Einkaufer bietet die neue
Oberflache ebenfalls diverse Vorteile:
Durch die, verglichen mit vielen anderen
Beschichtungen, groBe Bandbreite an
erfolgreich getesteten kompatiblen Zellen,
Medien und Dissoziationsreagenzien
konnen viele Applikationen abgedeckt
werden. Die enorm lange und einfache
Lagerfahigkeit von drei Jahren bei Raum-
temperatur sichert eine groRere Investition
ab und spart zudem Kapazitaten in Kiihl-
raumen.

Jetzt mehr Informationen und ein
kostenloses Sample anfordern unter
www.eppendorf.com/ccc-advanced

QR-Code scannen fir
mehr Informationen!




10 TIPP - RUNDUM SORGLOS MIT UNSEREM TECHNISCHEN SERVICE

BARBRO PATTERSON, EPPENDORF AG

Rundum sorglos mit unserem
Technischen Service

Alles aus einer Hand! Damit Sie Ihre Eppendorf-Laborgerate moglichst produktiv und tiber lange Betriebszeiten

nutzen konnen, bieten wir als Hersteller auch einen umfassenden und griindlichen technischen Support. Dieser

beinhaltet von der Standorterfassung bis zur Installation, Wartung, Zertifizierung und Reparatur zahlreiche unter-

stiitzende Dienstleistungen.

i

Zentrifugenwartung durch hochqualifizierte und herstellergeschulte Eppendorf-Service-
techniker

Wartung und Zertifizierung

Mit unseren Programmen zur Vorbeugenden Wartung beugen
Sie unerwarteten und unliebsamen Gerateausfallzeiten und da-
mit verbundenen Kosten wirksam vor, da Probleme rechtzeitig
erkannt und behoben werden konnen.

Unsere Zertifizierungspakete umfassen Services zur Kalibrierung,
Verifizierung sowie Installations- und Funktionsqualifizierung
(1Q/0Q) um sicherzustellen, dass lhre Systeme gleichbleibende
und verlassliche Resultate erbringen.

Zur Einhaltung lhrer Laborrichtlinien unterstitzen wir Sie mit
der entsprechenden Dokumentation.

Eppendorf Performance Plane

Bei regelmaRiger Durchfuhrung sorgen unsere Performance
Plane dafur, dass Ihre Liquid-Handling-, Sample-Handling- und
Cell-Handling-Instrumente tUber Jahre im besten Zustand sind
und die Herstellerspezifikationen fir Genauigkeit und Prazision
erfillen.

=)
-
=

|

Eppendorf Servicetechniker bei einer Multikanal-Temperaturverifizierung des
Mastercycler®X50s

Unsere Serviceprogramme fur Ihre Eppendorf-Laborgerate:

> ESSENTIAL CHECK: Uberpriifung der wichtigsten Funktionen
des Gerats

> ADVANCED MAINTENANCE: Vorbeugendes Servicepro-
gramm zur Einhaltung von Herstellerspezifikationen

> PREMIUM SERVICE: Rundum-sorglos-Paket durch umfassen-
den Dienstleistungsvertrag uber Wartung und Reparatur

> Installationsqualifizierung (IQ): Dokumentierte Verifizierung,
dass die installierte Anlage mit dem genehmigten Design und
den Empfehlungen des Herstellers tibereinstimmt

> Funktionsqualifizierung (OQ): Dokumentierte Verifizierung,
dass die installierte Anlage im Rahmen der vorgesehenen
Spezifikationen den Erwartungen gemaR funktioniert

Weitere Info und Serviceanfragen unter
www.eppendorf.com/epServices

epServices

for premium performance



HANAE KONIG, EPPENDORF AG

REINIGUNG UND WARTUNG IHRER LABORGERATE - NEWS

Reinigung und Wartung
Ihrer Laborgerate

Laborinstrumente sind taglich Kontaminationen, aggressiven Chemikalien

und der Bedienung durch verschiedene Anwender ausgesetzt. Bei mangeln-

der Wartung fuhrt dies zum TeileverschleiR oder zu verminderter Genauig-

keit und Prazision. Unsere Anleitungen und Videos zu Reinigungs- und

Routinewartungsschritten, die Sie selbst durchfiihren konnen, helfen lhnen,

die Lebensdauer lhrer Laborgerate zu verlangern.

Laborgerate brauchen regelmafig War-
tung. Die sensiblen Gerate sollen genaue
und prazise Ergebnisse liefern. Pipetten
enthalten z.B. viele Teile aus unterschied-
lichen Materialien wie Metall, Polymeren
und Silikon. Der Kontakt mit Probenflls-
sigkeit kann Kontamination in der Pipette
sowie Kreuzkontamination zwischen ver-
schiedenen Proben verursachen. Auch der
Einsatz starker Chemikalien kann Teile der
Pipette in Mitleidenschaft ziehen und zu
Korrosion fihren.

Zentrifugen, wenngleich sie schwer und
robust sind, unterliegen bei der Zentri-
fugation hohen Kraften und haufig auch
aus GefaBen evaporierenden chemischen
Dampfen. Einige Reinigungs- und War-
tungsschritte wie z.B. das Fetten des
Rotors, die Reinigung der Rotorkavitaten
oder der Zentrifugeninnenkammer konnen
Sie selbst durchfuhren.

Informieren Sie sich jetzt im Eppendorf
Handling Solutions-Bereich tber die sach-

gerechte Reinigung von Pipetten und
Zentrifugen. Eine Reihe von Artikeln und
Videos begleitet Sie Schritt fur Schritt
durch den Reinigungsprozess. Nutzen
Sie folgende Links, um mehr zu erfahren:

> Pipetten: www.eppendorf.com/
bn50/pipette

> Zentrifugen: www.eppendorf.com/
bn50/centrifuge

Qualitatsmanagement-Systeme erfordern
immer haufiger regelmaRige Wartungs-
und Zertifizierungsservices fur Pipetten,
Zentrifugen und Rotoren, um ein sicheres
Arbeitsumfeld und den Betrieb gemaf
Herstellerangaben sicherzustellen. Unsere
Performance Plane (s. auch S.10) unter-
stutzen Sie beim Aufrechterhalten eines
einwandfreien Betriebes lhrer Gerate
sowie bei der Einhaltung lhrer Labor-
richtlinien anhand von entsprechenden
Zertifizierungsdokumenten.

www.eppendorf.com/epServices

¥ Pipette Maintenance

News

Was unsere Leser
sagen

RegelmaRig erhalten wir Feedback von
unseren geschatzten Lesern. Wir freuen
uns, dass viele von Ihnen den BioNews-
Inhalt informativ und niitzlich und in vielen
Fallen auch erfreulich und inspirierend
finden.

Hier einige Leserstimmen:

“Mir hat das Kreuzwortrdtsel viel Spafs ge-
macht! Auch den Artikel tiber das Pipettieren
fand ich toll! Gerade kurzlich haben wir bei
uns im Labor diskutiert, wann und wie man
revers pipettiert und dass wir nie wirklich
gelernt haben, wie man korrekt pipettiert.
Ich werde diese Ausgabe garantiert auch den
anderen Kollegen in meinem Labor zeigen!™
(Charlotte C., GroRbritannien)

»Kompliment an Eppendorf fiir die stetige
Verbesserung von Produkten. Das macht uns
Wissenschaftlern das Leben viel leichter. Ich
finde das VisioNize-System ganz interessant
und praktisch. Wie oft gibt es Versuche, die
tiber Nacht laufen, aber keine Mdglichkeit,
diese zu lberwachen. Mit diesem System
konnten wir alles liber das Smartphone
tiberwachen.” (Rashell W., Jamaica)

.Obwohl ich drei Vortrdge fur eine kurz
bevorstehende Konferenz vorzubereiten
hatte, war mein ,Verlangen’ nach einer
personalisierten Pipette dermafen grofs,
dass ich erst einmal das Kreuzwortrdtsel
l6sen musste (librigens ein ungekldrtes
Phdnomen, warum man andere Dinge
erledigt anstelle der vordringlichen Auf-
gaben)!” (Helen 0., GroRbritannien)

.Nein, ich habe meine Kollegin nicht gebe-
ten, mich mal kurz zu kneifen. Ich weif3, dass
ich nicht trdume, auch wenn es sich so
anfthlt. Ich bekomme meine ganz personli-
che Pipette! Das klingt so herrlich verrtickt.
Das ist das Salz in der Suppe des Arbeitsle-
bens. Das bringt Farbe in den gar nicht so
grauen Alltag des Forschens! [...] You made
my day!” (K. Henriette R., Deutschland)

Mochten auch Sie uns Feedback geben?
Dann senden Sie uns einfach eine E-Mail an
bionews@eppendorf.de
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www.eppendorf.com/bn50/pipette
www.eppendorf.com/bn50/pipette
www.eppendorf.com/bn50/centrifuge
www.eppendorf.com/bn50/centrifuge

12 LABORPRAXIS - FUNF MOGLICHKEITEN, PCR-DURCHLAUFE ZU OPTIMIEREN UND ZU BESCHLEUNIGEN

HANAE KONIG & TANJA MUSIOL, EPPENDORF AG

Funf Moglichkeiten, PCR-Durchlaufe
zu optimieren und zu beschleunigen

In fast jedem Labor weltweit werden taglich mehrere PCR-Reaktionen durchgefiihrt. PCR ist momentan die

schnellste und sicherste Methode, DNA zu vervielfaltigen. Dennoch birgt diese Standardmethode Tiicken und

unterliegt zahlreichen Einflussfaktoren. Der Bedarf, PCR-Durchlaufe zu beschleunigen und zu optimieren, ist

somit allgegenwartig und kann auf verschiedene Weise angegangen werden. Wir zeigen in diesem Artikel funf

Moglichkeiten auf.

Bei der fast schon als narrensicher gel-
tenden PCR verlasst man sich meist auf
kommerziell erhaltliche Kits, die optimale
Ausbeute bei schneller Durchfuhrung
versprechen. Die Probenvorbereitung
sowie samtliche Gerate und Verbrauchs-
materialien im gesamten PCR-Ablauf
haben jedoch einen oft unterschatzten
Einfluss auf das Ergebnis.

Jede PCR-Reaktion ist anders, jedes
Primerpaar und jede DNA-Probe haben
andere Anforderungen an die Temperatur,
und meist bedeutet ein Optimierungs-
schritt auch, einen gesamten PCR-Durch-
lauf abzuwarten. Schnellere Durchfiihrung
der PCRs und hoherer Durchsatz in Ex-
perimenten und Analysen sind gefragt.
Das bedeutet jedoch auch, dass die Opti-
mierung schneller vorgenommen werden
muss.

1. Das richtige Material steigert Heiz-
und Kiihlraten

Warmeleitende Materialen, die zur Le-
gierung des PCR-Blocks im PCR-Gerat
genutzt werden, fihren zu hoheren
Heiz- und Kihlraten. Aluminium ist das
Standardmaterial. Bei einem mit Silber
legierten Block ist die Heizrate doppelt
so hoch (Tab.1).

Thermoblock Aluminium Silber
Heizrate 5°C/s 10 °C/s
Kihlrate 2,3°C/s 5°C/s

Tab.1: Heiz- und Kihlraten je nach fiir den Thermoblock
verwendetem Material

Schnelleres Erreichen der Temperatur
fuhrt automatisch auch zu einem schnel-
leren PCR-Durchlauf. Wichtig ist, dass die
Temperaturen zuverlassig mit geringster
Abweichung und minimalem Over- und
Undershoot erreicht werden. Um zu
gewahrleisten, dass die Temperaturen
zuverlassig erreicht werden und lhr
PCR-Gerat optimal funktioniert, sollte
es regelmaRig und am besten durch
einen akkreditierten Service mit dem
sogenannten Temperature Verification
System (TVS) kontrolliert werden.

2. Neue Technologien maximieren
Optimierungsmaoglichkeiten

Seit der Entdeckung der PCR hat sich
der Markt fir PCR-Gerate rasant
entwickelt.

Abb.1: Der 2D-Gradient
ermoglicht es, in nur einem
PCR-Durchlauf die optimale
Temperatur fiir Denaturierung
und Annealing herauszufinden.

Eine bahnbrechende Neuerung war die
Maoglichkeit, Temperaturgradienten zu
programmieren, um so in jeder Reihe des
PCR-Blocks eine andere Temperatur zu
erreichen. Dies hat die Bestimmung der
optimalen Annealingtemperatur revolutio-
niert und massiv beschleunigt.

Um jedoch auch die optimale Denaturie-
rungstemperatur festzulegen, bedurfte
es eines weiteren PCR-Durchlaufs. Im
Mastercycler X50 ist es erstmals moglich,
einen 2D-Gradienten zu programmieren
(Abb.1).

Benefit: Highest yield
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PCR Tube Strips

ABI MicroAmp® Fast 8-Tube Strips
0.2 mL 8-Tube Strips

8 Well Strip (0.2 mL, low profile)

So kann in jeder Reihe eine andere Dena-
turierungstemperatur und in jeder Zeile
eine andere Annealingtemperatur einge-
stellt werden. Unvollstandige Denaturie-
rung und mispriming werden durch die
optimale Temperatur vermieden. Dies
ermoglicht, in nur einem PCR-Durchlauf
die Temperaturen festzulegen, die zu
maximaler Ausbeute und optimaler PCR-
Reproduzierbarkeit fuhren [1].

3. Optimierte Verbrauchsmaterialien
beschleunigen PCR-Durchlaufe

Eine weitere Moglichkeit, PCR-Durchlaufe
zu beschleunigen, liegt darin, speziell
entwickelte Fast PCR-Kits zusammen mit
Fast PCR-Consumables zu verwenden.
Diese haben eine besonders diinne Wand
bei gleichbleibender Stabilitat und ermog-
lichen so schnelleres Heizen und Kihlen
der Probe. Die Temperatur innerhalb der
Probe wird gleichmaRBiger erreicht und
mittels des Fast PCR-Kits bendtigt ein
PCR-Durchlauf nur 16 Minuten [2].
Darilber hinaus fuhrt die Verwendung
von Fast PCR-Consumables zu einer
hoheren DNA-Ausbeute (Abb. 2).

4. Im Hochdurchsatz PCR-Labor erhoht
eine zentrale Steuerung der Gerate die
Geschwindigkeit

Werden mehrere PCR-Gerate zeitgleich
mit dem gleichen Programm benoétigt,

wie dies oft in PCR-Routinelaboren der
Fall ist, erleichtert eine zentrale Steue-
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rung mehrerer Gerate die Arbeit. Es kon-
nen teilweise bis zu 50 eco-Module in ei-
nem Netzwerk verbunden und uber eine
Software-Applikation gesteuert werden
(Eppendorf CycleManager X50 verknupft
mit Mastercycler X50). So konnen z.B.
20 Gerate mit einem und 30 Gerate mit
einem anderen Programm zeitgleich ge-
startet werden. Fir Labore mit geringe-
rem Durchsatz lassen sich bis zu neun
eco-Module an einen Master anschlieRen
und von diesem steuern. Dies spart Zeit
in der Programmierung der Gerate.

5. Tipps und Tricks zur PCR-Optimierung

Es ist moglich, PCR-Ablaufe auch mit
Anpassungen des Primerdesigns, der
Zusammensetzung des PCR-Mastermixes
und der Probenvorbereitung zu optimie-
ren. Des Weiteren kann die Anpassung
der Denaturierungs- und Annealing-
temperatur sowie der Elongationsdauer
entscheidend sein fur die Menge an
DNA sowie deren Reinheit und Qualitat.
Es lohnt sich, alle Mdglichkeiten zu
testen, bevor ein neues Kit gekauft oder
neue Primer bestellt werden. Tipps und
Tricks zur PCR-Optimierung sowie span-
nende Hintergrundinformationen und
lehrreiche Fakten gibt es online unter

In Artikeln und Videos erfahren Sie Wis-
senswertes und konnen lhren Arbeits-
alltag einfacher und schneller gestalten.

Abb. 2: GeneAmp Fast PCR Protocol. Die Verwendung von
Eppendorf Fast PCR-Consumables fiihrt bei gleichzeitiger
Verwendung des GeneAmp Fast PCR Protocol zu einer massiv
hoheren DNA-Ausbeute im Vergleich zum Wettbewerb.

20 ng DNA in10 uL PCR-Ansatz

Fazit

Es gibt viele Moglichkeiten, um PCR-Durch-
laufe zu verbessern —von der Vorbereitung
uber die Verbrauchsmaterialien und die
Gerate bis hin zu neuen Technologien. Wir
haben in diesem Artikel einige davon auf-
zeigen konnen. Auch wenn das Heraus-
finden der optimalen Kombination ein
wenig Zeit kostet, wird die anfangliche
Mihe belohnt — mit Zeit- und Kostenein-
sparung sowie dem guten Gefihl, sich
auf jede PCR verlassen zu konnen.

[11 Phang A, Schommartz T. Ultimate PCR

Optimization with Eppendorf Mastercycler®X50
2D-gradient. Eppendorf Application Note 387.

[2] Isermann K, Phang A. Reduced PCR runtimes
and increased yields using Eppendorf Fast PCR
Consumables. Eppendorf Application Note 400.

. Eine Kurz-
version dieser Application Note finden Sie in die-
ser Ausgabe in der Application Note S.3-4.
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Willkommen in Hamburg:
Flavio Donato & Andrea Ablasser

eppendorf
8 / Science

PRIZE FOR

NEURO
BIOLOGY

Flavio Donato im
Eppendorf Training Centre

Der italienische Wissenschaftler Flavio Donato, Ph.D., vom Kavli
Institute der Norwegian University of Science and Technology
in Trondheim, Norwegen, besuchte Eppendorf im Sommer 2018.
Dr. Donato erhielt den Eppendorf & Science Prize for Neurobiology
2017 fir seine Forschungsarbeit an Mechanismen der Reifung
neuraler Netzwerke, die im Gehirn an der Verarbeitung von
raumlicher Information beteiligt sind.

Nach dem Besuch unserer Produktion erklarte Flavio: , Jeder
einzelnen Pipettenspitze, die ich in meinem Leben verwendet
habe, zolle ich Respekt, nachdem ich gesehen habe, wieviel
Technologie und Sorgfalt in die Produktion einflieRt!"”

2019 wird Flavio Donato sein eigenes Labor am Biozentrum
der Universitat Basel in der Schweiz eroffnen, wo er erforschen
wird, wie neurale Schaltkreise wahrend der Kindesentwicklung
die Fahigkeit zum Lernen und zur Gedachtnisbildung erwerben.

Mehr Informationen unter www.eppendorf.com/prize

Warenzeichenhinweise

Erinnerung an Hamburg: Andrea
Ablasser mit personalisierter Pipette
Auch Dr. Andrea Ablasser, Preistragerin des Eppendorf Award for
Young European Investigators 2018, war zu Gast bei Eppendorf.
Andrea Ablasser ist Assistant Professor am Swiss Federal
Institute of Technology, Lausanne, Schweiz. Sie erhielt den
Eppendorf Award fir die Erforschung eines wesentlichen Schrit-
tes in der angeborenen Immunabwehr, bei dem eine Abwehr-
reaktion getriggert wird, sobald Zellen von Mikroorganismen
angegriffen werden. Ihre Arbeit erklart Mechanismen, durch die
Zellen uber das Eindringen von Fremd-DNA informiert werden.
Sie konnte auch nachweisen, dass derselbe Mechanismus in
alternden Zellen ausgeldst wird und so zur Seneszenz beitragt.

Wie Flavio Donato einige Wochen zuvor prasentierte auch Andrea
Ablasser ihre Forschungsarbeit einem interessierten Publikum
von Eppendorf-Mitarbeitern. Sie besichtigte anschlieBend ver-
schiedene Produktionsbereiche, das Eppendorf Training Centre
sowie unser ,,Museum”. Beeindruckt von Besuchsprogramm
und Eppendorf-Spirit freute auch sie sich besonders lber eine
Pipette mit Laseraufdruck ihres Namens.

Mehr Informationen unter www.eppendorf.com/award

Amazon®is a registered trademark of Amazon Technologies, Inc., USA. Analytik Jena®is a registered trademark of Analytik Jena®, Germany. Applied Biosystems®, GeneAmp®, MicroAmp®
are registered trademarks of Applied Biosystems LLC, USA. ThermoFisher Scientific®is a registered trademark of ThermoFisher Scientific, Inc., USA. Bio-Rad®is a registered trademark
of Bio-Rad Laboratories, Inc., USA. GelRed®is a registered trademark of Biotium, Inc., USA. Mettler Toledo®and ISM®are registered trademarks of Mettler-Toledo GmbH, Switzerland.
Roche®is a registered trademark of F. Hoffmann-La Roche AG, Switzerland. Sigma-Aldrich®is a registered trademark of Merck KGaA, Germany. SpeedSTAR®is a registered trademark
of Takara Bio Inc., Japan. Fluoroskan Ascent™and GeneRuler™are trademarks of ThermoFisher Scientific, Inc., USA. Qubit™is a trademark of Molecular Probes, Inc., USA. Gel Doc XR+™

is a trademark of Bio-Rad Laboratories, Inc., USA.

Eppendorf®, the Eppendorf Brand Design, BioBLU®, CCCadvanced®, Combitips advanced®, CryoCube® Eppendorf BioSpectrometer®, Eppendorf pCuvette®, Eppendorf Research®,
epPoints®, the epServices®logo, Mastercycler®, Multipette®, UVette®, ViscoTip®are registered trademarks of Eppendorf AG, Germany. BioFlo®is a registered trademark of Eppendorf,
Inc., USA. New Brunswick™is a trademark of Eppendorf AG, Germany. U.S. Design Patents are listed on www.eppendorf.com/ip
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Pipetten-3er-Pack zu gewinnen

Die Losung des Jubilaums-Preisratsels aus BioNews Nr.48 lau-
tete ,Happy BioNews Anniversary”. Uber je eine personalisierte
Pipette freuen sich die 5 Hauptgewinner Younghyun Wy (Korea),
Katharina-Henriette Rasp (Deutschland), Julie Wilson (GroRbri-
tannien), Joanna Michalska (Polen) und Gaston Bonenfant (USA).

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. Juni 2019.

Einfach eine E-Mail an bionews@eppendorf.de senden oder
online teilnehmen unter www.eppendorf.com/bn-service

Unter allen richtigen Einsendungen verlosen wir wieder attrak-
tive Preise. Die Gewinner werden schriftlich benachrichtigt.
Eine Barauszahlung ist nicht moglich. Der Rechtsweg ist ausge-
schlossen. Eppendorf-Mitarbeiter und deren Angehorige durfen
nicht teilnehmen. Der Gewinner des ersten Preises wird in Aus-
gabe 52 veroffentlicht.

3 Eppendorf Research® plus

Pipetten (im 3er-Pack Ihrer
Wahl)

je 1 Amazon® Gutschein
im Wert von 50,00 Euro

je 400 Bonus epPoints®

-| (Registrierung bei epPoints erforderlich)

WAAGERECHT
1 Figur aus 1001 Nacht 35 Wichtige Computertaste
9 Miindet bei Venedig ins Meer 36 Einflussreicher englischer Musiker

(Nachname)
Caracas ist die Hauptstadt (Abk.)

10 Papageiengattung
11 Neue Artvon Intelligenz (engl. Abk.) 38

12 Onesmall ... for man 39 Nachsatz in einem Brief

14 Sehr wichtige Personen (Abk.) 40 Weiblicher Vorname

17 Gewasser, See (Engl.) 42 Staatim englischen Sprachgebrauch
19 Musikalisches Werk in Italienisch 46 Showformat

21 Notaufnahme (engl. Abk.) 48 Beweis in der Kriminalistik (Plur.)
22 Fleurde ... 50 Solche GefaRe schiitzen licht-

23 Gut, vorteilhaft (Engl.) empfindliche Proben (Engl.)

24 Programmiersprache 53 WeltfuBballverband (Abk.)

26 Chemisches Symbol fiir Rhenium 54 Reisehilfe, Karte (Engl.)

27 Nashville ist die Hauptstadt (Abk.)

28 Borsengang (engl. Abk.)

30 Abk. aus der Spektroskopie, erganzt
uv

31 WeiBwein von der Loire

34 Weiblicher Vorname

Losungshinweis fiir das Gewinnspiel BioNews Nr.50:

N N

SENKRECHT
1 Engl. Sénger und Songwriter 25 Drink vor dem Dinner
2 Trendige Superfood-Samen 29 Das ist franzosisches Gold, oder?
3 Stellt Leistungsfahigkeit Ihres (fragt der Englander)
Eppendorf-Equipments sicher 31 Retro-Fotofilter
4 Sokonnen Lines, Topics, Dogs oder 32 Teil der Bibel (Abk.)
Pants sein 33 Tatsachlich existierend
5 Jemand wie Jay-Z 34 Frauenname
6 Edelgas (Abk.) 37 Open source oder Operating System
7 Pretoria ist Regierungssitz dieses (Abk.)
Landes (Iso-Kirzel) 41 US-Raumfahrtbehérde
8 Einheit der Druckaufldsung 43 Blechblasinstrument
13 Griechische Géttin der Morgenréte 44 Liebenswerter Alien
14 Wichtiger Nerv 45 Gebirgszug in Marokko
15 Misst die Lichtintensitat 47 1000 Ampere (Abk.)
16 GroBte Stadt Australiens 49 Vorsilbe fir zwei
18 Papageienartin Neuseeland 51 1000 davon bilden einen Meter
20 Soviele Freunde braucht ein 52 Vorsilbe fur Tips, Motion, Services
englisches FuBballteam und mehr
24 Nietenhose
L S B

Einsendeschluss fir das Gewinnspiel: 30. Juni 2019. Online teilnehmen unter
www.eppendorf.com/bn-service oder das Losungswort per E-Mail an bionews@eppendorf.de senden!
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ublish yBur research in
m.ﬁe Science family of journals

The Science family of journals (Science, Science Advance jence Immunology, Science
Robotics, Science Signaling, and Science Translational M ng the most highly-
regarded journals in the world for quality and selectivity. Our peer-reviewed journals are
committed to publishing cutting-edge research, incisive scientific commentary, and insights on

what's important to the scientific world at the highest standards.

Submit your research today!
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