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Vorteile von Standardisierung in der Mikrobiom-Forschung

Eppendorf Digital Solutions: Probenverwaltung digitalisieren

25 Jahre Eppendorf Award for Young European Investigators

Bakterienkultur und Plasmidaufreinigung optimieren mit Eppendorf Conical Tubes 25 mL -
hMSCs: Zuverlassige Expansion mit der CCCadvanced® FN1 motifs Oberflache - etc.
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EDITORIAL - LIEBE LESER

Liebe Leser,

arbeiten auch Sie haufig mit Probenvolumina, die groBer als 15 mL, aber deutlich klei-
ner als 50 mL sind? Und argern Sie sich, wenn Sie ein herkommliches 50-mL-Gefal3
verwenden mussen, das fur lhre Probe viel zu grof8 ist? Dann konnen Sie sich jetzt
freuen, denn mit den neuen Eppendorf Conical Tubes 25 mL profitieren Sie in mehr-
facher Hinsicht. Dieses neue GefaBformat ist deutlich niedriger und bietet so ein
verbessertes Handling und Potenzial fur Platzeinsparung bei der Lagerung. Der damit
verbundene geringere Rohstoffverbrauch schont Ressourcen und reduziert die Labor-
abfallmenge. Ganz neu ist auch die Variante mit Schnappdeckel, der einhandiges Offnen
und Schliefen ermdglicht. Mehr dazu auf den Seiten 4-5.

Gerald Vallentin aus Leipzig hat fast 48 Jahre lang mit Eppendorf-Produkten gearbeitet.
Kurz vor seinem Ruhestand hat er seine Karriere Revue passieren lassen (S. 11-12).
Vielen Dank fur den schonen Beitrag, lieber Herr Vallentin!

Probenkennzeichnung, Probenlagerung, Probensicherheit, Probenidentifikation,
Probendokumentation, Probenverwaltung: Gleich in zwei Beitragen erhalten Sie
wertvolle Informationen und Anregungen zum Umgang mit lhren kostbaren Proben
(S.6—7 und Seite 9).

Wie immer runden weitere Berichte und vier Application Notes im Innenteil diese
BioNews-Ausgabe ab.

Wir hoffen, sie gefallt Thnen!
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 - EPPENDORF CONICAL TUBES 25 ML: THE NEXT LEVEL

BRIGITTE KLOSE & BERRIT HOFF, EPPENDORF AG

Eppendort Conical Tubes 25 mL:
The Next Level

Speziell fiir Probenvolumina grofer als 15 mL, aber deutlich kleiner als 50 mL hat Eppendorf ein Conical Tube im

Format 25 mL entwickelt. Es schlieRt die Liicke zwischen den herkommlichen konischen GefaBen mit 15 mL und

50 mL Volumen. Dieser innovative Gefalltyp ist wahlweise mit Schraubdeckel oder dem patentierten SnapTec®-

Schnappdeckel erhaltlich. Ein komplettes Zubehorsystem ermoglicht die Verwendung des 25-mL-Gefaes in ver-

schiedenen Workflowschritten.

Das neue 25-mL-Format (Mitte) schlieRt die Liicke zwischen den herkémmlichen konischen GefaBen mit 15 mL und 50 mL

Volumen.

Auf den Gebieten der Bakterien- und
Mikroorganismenkultur, fur die Aufreini-
gung von Plasmiden/Biomolekilen, in
der Zellkultur oder bei der Aufbereitung
von Assays wird oft mit Probenvolumina
zwischen 15 mL und 25 mL gearbeitet.

Mangels Alternative greifen Anwender in
diesem Fall auf traditionelle 50-mL-GefaRe
zurlick, in dem Wissen, dass diese eigent-
lich viel zu groB sind. Hierdurch wird —
argerlicherweise — nicht nur kostbarer
GefaRrohstoff verschwendet, sondern es
entsteht auch unnotiger Kunststoffabfall.
Ganz zu schweigen von dem Lagerplatz,
den GefaRRe dieser GroBenordnung bei
Aufbewahrung im Freezer einnehmen.

Eine nicht ganz unberechtigte Frage

+Warum gibt es eigentlich kein konisches
GefaR mit einem Volumen zwischen 15 mL
und 50 mL?", lautete daher eine hadufig
gestellte Frage im Laboralltag, der wir im
Gesprach mit Anwendern immer wieder
begegneten. Der Beantwortung dieser
Frage haben sich die Eppendorf-Entwick-
ler nur zu gerne angenommen.

Unsere Losung

Speziell fur Probenvolumina groRer als
15 mL, aber deutlich kleiner als 50 mL
hat Eppendorf das Conical Tube 25 mL
entwickelt. Dieses ist erhaltlich mit dem
neuen patentierten SnapTec*- Schnapp-

deckel oder als Schraubdeckelvariante.

Wie alle anderen Eppendorf Tubes®wer-
den die 25-mL-Gefalle aus hochwertigen
Rohstoffen ohne Einsatz von Gleitmitteln,
Weichmachern oder Bioziden hergestellt.

*Geschiitzt durch Europdische Patente EP 2 965 816 A1,
EP 2654 958 A1

Spart Platz und schont Ressourcen

Das 25-mL-GefaRformat hat den gleichen
Durchmesser wie herkommliche 50 mL
Conical Tubes, allerdings mit einer ca.
20 % geringeren Hohe. Dies spart nicht
nur Platz bei der Lagerung; dank der
geringeren Hohe ist der Verbrauch von
wertvollen Rohstoffen bei der SnapTec-
Schnappdeckelvariante um 20 % und bei
dem Gefall mit Schraubdeckel sogar um
26 % geringer als bei herkommlichen
50 mL Conical Tubes — eine sichtbare
Vermeidung von Laborabfall und Scho-
nung von Ressourcen.

Verbesserte Probenverarbeitung

Die zuvor erwihnte weite Offnung bei ge-
ringerer Hohe erleichtert den Zugang zur
Probe sowie die Probenriickgewinnung.
Besonders beim Arbeiten mit Pipetten und
Spitzen kleinerer Volumina ist das Risiko
einer Kreuzkontamination zwischen Pi-
pette und Gefall durch das Berlihren der
inneren GefaBwand minimiert.

Schraub- oder Schnappdeckel?

Der Schraubdeckel ist geriffelt und da-
durch sicher und ergonomisch in der
Handhabung. Darlber hinaus ist er seit-
lich abgeflacht, d.h. er rollt nicht weg und
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Verbesserter Probenzugang, verbesserte Probenwiedergewinnung

kann aufrecht auf dem Labortisch gelagert
werden. Das Kontaminationsrisiko wird
so minimiert. Diesem intelligenten Deckel-
design vertrauen bereits die Anwender
der Eppendorf Conical Tubes 15 mL und
50 mL.

SnapTec-Deckel ermdglicht einhindiges Offnen und SchlieBen

Der patentierte SnapTec-Deckel des 25-mL-
Gefales ist eine Besonderheit bei koni-
schen GefaRBen. Der Deckel ist fest mit
dem Gefall verbunden und kommt somit
nicht mit dem Labortisch in Berlhrung.
Das Risiko einer Kreuzkontamination wird
reduziert und die Verwechslung mit an-
deren Deckeln ausgeschlossen.

Der SnapTec-Deckel ermoglicht einhan-
diges Offnen und SchlieRen fiir eine
schnelle Flissigkeitsentnahme oder
Probenzugabe. Insbesondere in mehr-
stufigen Labor-Protokollen spart dies
Zeit und damit auch Kosten. Das 25-mL-
Gefall mit SnapTec-Deckel ist darliber
hinaus autoklavierbar.

SnapTec: Auf Herz und Nieren gepriift

Die Plasmidaufreinigung aus Bakterien-
kulturen gehort zu den Standardmethoden
in Life Science-Laboren. Fur die Medien-
aufbereitung kommen Ublicherweise

15 mL Conical Tubes mit Schraubdeckel
zum Einsatz.

Ob sich mit dem 25-mL-GefaRformat
Verbesserungen erzielen lassen, haben
die Eppendorf-Applikationsspezialisten
untersucht. In einer Low-Copy Plasmid-
DNA-Extraktion konnten sie nachweisen,
dass die Verwendung von 25-mL-Gefallen
mit SnapTec-Schnappdeckel zu erheblich
hoherer Produktivitat der Bakterienkultur
und daraus resultierender DNA-Ausbeute
fuhrte als in herkommlichen 15 mL Conical
Tubes mit Schraubdeckel. Mehr dazu auf
den Seiten 1-2 der Application Notes im
Innenteil.

Konsequenter Systemgedanke

Bei aller Liebe zum kleinsten technischen
Detail ist es uns ein Anliegen, dass sich
jedes unserer Gefalle reibungslos in be-
stehende Laborablaufe einfligt. So ermog-
licht ein komplettes Zubehorsystem fur
Zentrifugation, Heizen, Mischen, Auto-
mation, Probenvorbereitung und Lage-
rung den sofortigen Einsatz des 25-mL-
GefaRes.

Fazit

Das neue Mitglied der groRen Eppendorf
Tubes-Familie schlieft die Liicke zwischen
den herkdmmlichen konischen GefalRen
mit 15 mL und 50 mL Volumen. Ein kom-
plettes Zubehorsystem ermaoglicht die
Verwendung des 25-mL-GefaRes in ver-
schiedenen Workflowschritten.

Die besonderen Starken des Eppendorf
Conical Tube 25 mL

> Einhandige Bedienung
(SnapTec-Schnappdeckel)

> Reduziertes Kontaminationsrisiko

> Verbesserter Probenzugang, verbes-
serte Probenwiedergewinnung

> 30 % Platzeinsparung bei Lagerung

haben wir in einem kurzen Video an-
schaulich visualisiert. Einfach QR-Code
scannen oder bit.ly/2LhxTKd eingeben.

Weitere Informationen finden Sie auf der
Landingpage www.eppendorf.com/25mL,
wo Sie auch ein kostenloses Muster be-
stellen konnen.
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INNOVATION - YOUR SAMPLE GOES DIGITAL

ANN-CLAIRE FOETSCH & JAN-HENDRIK BEBERMEIER, EPPENDORF AG

Your Sample Goes Digital

Haben Sie jemals den Wert der in lhrem Ultratiefkiihlgerat gelagerten Proben iiberschlagen? Ausgehend von

einem Durchschnittswert von 10 EUR pro GefaB, kommt man leicht auf 500.000 EUR. In anderen Worten: Ihr

Freezer ist eine wahre Schatztruhe! Wenn Sie lhre Schatze sicher lagern, einfach identifizieren und problemlos

erreichen mochten, wird lhnen eine sorgfaltige Probenkennzeichnung das Leben leichter machen.

Keine Lust, alle 20 GefalRe zu beschrif-
ten? Alles mit der Hand abzutippen, wo
Sie doch so viel anderes auf dem Zettel
haben? Von 1 bis 20 zu beschriften kame
natlrlich auch in Frage. Aber es muss
doch auch einfacher gehen! Falls Ihnen
diese Gedanken bekannt vorkommen,
hat Eppendorf die Losung: Eppendorf
Digital Lab Solutions.

Genervt von unleserlicher
Probenkennzeichnung?

Eine klare und eindeutige Probenbeschrif-
tung wird empfohlen, um das Lesen so
einfach wie moglich zu gestalten. Daruber
mag man sich in allen Laboren einig sein,
doch im wahren Leben findet man haufig
Gefale im Freezer, die entweder Uber-
haupt nicht gekennzeichnet sind oder
deren Beschriftung unleserlich ist. Einer
der Hauptgriinde liegt darin, dass zuver-

lassiges Beschriften von Proben ein mih-
sames Unterfangen ist.

Smarte Beschriftungen lhrer wertvollen
Proben sind jedoch fir die sichere Identi-
fikation und letztendlich fur zuverlassige
Ergebnisse unerlasslich. Mit einfacher
Schrift bedruckte Etiketten auf GefaRen
stellen die Mindestvoraussetzung fur ein-
deutige Lesbarkeit dar. Barcodes gehen
einen Schritt weiter in die Richtung der
schnellen und sicheren Probenidentifika-
tion.

Ab 2020 sind unleserliche Proben ein
Problem der Vergangenheit. Eppendorf
bietet Ihnen serienmaBig vorbeschriftete
Verbrauchsartikel zum sofortigen Einsatz
an. lhre Proben werden durch ein lang-
fristig bestandiges Etikett zur sicheren
Probenidentifikation digitalisiert.

Sie haben mehrere Proben?

Der erste Schritt ist gemacht. |hre Proben
sind schnell und gut lesbar beschriftet.
Nun gilt es die nachste Hirde zu tiberwin-
den: die Lagerung. Hierbei ist es notwen-
dig, die Proben sowohl sicher als auch
zuganglich zu verwahren. |hre Kollegen
mussen in der Lage sein, die gewtinsch-
ten Proben zu finden.

Nehmen Sie ein Rack, beladen Sie es mit
Ilhren vorbeschrifteten Probengefaen
und scannen Sie alle lhre Proben gleich-
zeitig. Das RackScan Gerat fur Datamatrix-
kodierte Proben ist ein komfortables,
einfaches Plug-in-System, welches das
Lesen von mehr als einer Probe deutlich

vereinfacht. Die RackScan Gerate arbeiten
perfekt in Kombination mit den digitalen
Labor-Losungen von Eppendorf —der
eLABInventory und der eLABJournal®
Software.

Fiihlen Sie sich verloren zwischen
Proben und Prozessen?

Kombinieren Sie jetzt die akkurate Bar-
code-Beschriftung lhrer Proben mit den
Datensatzen Ihrer Schatze in lhrem Ge-
friergerat. Mit Hilfe der eLABInventory
Software konnen Sie lhre Proben auf
einfache Weise verwalten. Die Software
erkennt freie Platze in Ihrem Freezer, und
das Einlesen der Barcodes ermaglicht
eine problemlose Probenidentifikation.
Keine Probe wird verlorengehen. lhre
Kollegen werden es Ihnen danken. Daruber
hinaus dokumentiert eLABJournal alle
Arbeitsschritte im Labor. Was kann jetzt
noch passieren?
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Besorgt liber die Sicherheit lhrer
Proben?

Nicht mit unserem CryoCube® F740hi
Freezer. Das Gefriergerat ist mit unserem
VisioNize® Touch-Interface ausgestattet,
welches es lhnen ermaglicht, die Leistung
des Freezers jederzeit zu Uberprufen —
direkt vor Ort. Im Falle eines Stromausfalls
oder eines Temperaturverlustes stellt ein
sichtbarer und horbarer Alarm den allge-
meinen Standard fur Gefriergerate dar.
Dank der VisioNize Services Monitoring
und Notifications erleben Sie jetzt sogar
noch groRere Sicherheit fur Ihre digitali-
sierten Proben, da Sie sowohl Alarm- als
auch Ereignis-Benachrichtigungen erhal-
ten kénnen. Uberwachen Sie die Leistung
lhres Gefriergerats aus der Ferne, jeder-
zeit von Uberall, und entscheiden Sie

im Alarmfall Uber die nachsten Schritte.
Sichere Probenlagerung — 24 Stunden am
Tag, 7 Tage die Woche — durch digitale
Ferniberwachung.

Digitalisieren Sie lhre Probenverwaltung
eLABInventory

Steigen Sie von Papierlisten und -tabellen
auf eine intuitive, sichere Probenverwal-
tungs-Software um und nutzen Sie die
Vorteile der strukturierten Organisation
lhrer Proben.

eLABInventory wird durch Bio-ITech (ein
Unternehmen der Eppendorf Gruppe)
angeboten. Daten von Barcode-beschrifte-
ten GefaBen, wie z.B. den CryoStorage
Vials mit SafeCode™, konnen problemlos in
die Software integriert werden. Erganzen-
de Dokumente konnen ebenfalls gespei-
chert werden. Mittels externer Etiketten-
drucker konnen Sie mit eLABInventory
ebenfalls Thre eigenen malRgeschneider-
ten Barcodes erstellen. Erfassen Sie alle
Informationen uUber lhre wertvollen Proben
online — mit Sicherheit.

A BIO-ITECH PRODUCT

@g@eLABINVENTORY

Testen Sie jetzt kostenlos die Software
fur 30 Tage. Besuchen Sie
www.elabinventory.com/eppendorf

eLABJournal

Dokumentieren Sie Ihre tagliche Arbeit
noch immer in Laborbichern aus Papier?
Das eLABJournal Electronic Lab Notebook
bietet eine intuitive, flexible Losung zur
Dokumentation lhrer Forschungsergeb-
nisse und zur Nachverfolgung lhrer Daten.
Verbessern Sie die Effizienz in der Doku-
mentation, Organisation, Recherche und
Archivierung lhrer gesammelten Daten.
Alle aus eLABInventory bekannten
Dienstleistungen und Funktionen sind im
eLABJournal-Lieferumfang enthalten.

eLABJOURNAL

A BIO-ITECH PRODUCT

Testen Sie jetzt kostenlos die Software
fur 30 Tage. Besuchen Sie
www.elabjournal.com/eppendorf

VisioNize

VisioNize ist die digitale Plattform von
Eppendorf; sie bietet wertvolle Services
rund um unsere Eppendorf-Gerate. Mit
VisioNize an lhrer Seite konnen Sie lhr
Labor mit Hilfe von z.B. Fernliiberwachung
sicher und mit ruhigem Gewissen in eine
smarte Zukunft steuern. Vernetzen Sie lhr
Labor jetzt; melden Sie sich gratis an!

‘wﬂ VisioNize

Mehr erfahren unter:
www.eppendorf.com/visionize

YOUR SAMPLE GOES DIGITAL - INNOVATION

|
Tipp
Flaschendrehen

Wenn Durchsatz fir Ihr Labor wichtig ist,
dann ist Kapazitat die Losung. Steigern Sie
Kapazitat und Durchsatz mit den neuen
groBvolumigen Flaschen fiir die Centrifuge
5910R. Diese wiederverwendbaren Weit-
halsflaschen mit 400 mL bzw.1.000 mL
Volumen sind ideal fir Anwendungen mit
groen Volumina und geringer Geschwin-
digkeit wie die Ernte von Bakterien, Algen,
Hefen und Saugerzellen. Die 1.000-mL-
Flasche wurde speziell fir den Aus-
schwingrotor S-4xUniversal entwickelt.
So wird die Centrifuge 5910R zu einem
4-Liter-System. Die 400-mL-Flasche passt
in den Ausschwingrotor S-4x400.

Die Verwendung der neuen Flaschen ist
einfach und ergonomisch. Sie bieten einen
dichten Verschluss und sind leicht zu
offnen und zu schlieBen. Zur Minimierung
des Kontaminationsrisikos sind Flaschen
und Deckel autoklavierbar, UV-resistent
und spulmaschinengeeignet. Die geringe
Tribung des Materials (Polypropylen)
garantiert eine sehr gute Sichtbarkeit von
Probe und Pellet.

Fur die sichere Zentrifugation gefahrlicher
Proben konnen die Flaschen optional mit
aerosoldichten Deckeln verwendet werden.

Mehr Informationen auf
www.eppendorf.com/next-benchmark
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LABORPRAXIS - VORTEILE VON STANDARDISIERUNG IN DER MIKROBIOM-FORSCHUNG

HANAE KONIG, EPPENDORF AG

Vorteile von Standardisierung in der
Mikrobiom-Forschung

Die Mikrobiom-Forschung liefert hilfreiche Erkenntnisse zur Diagnose und Behandlung von Krankheiten. Dieses

Forschungsgebiet ist jedoch duBerst komplex und stellt hohe Anforderungen an den Forscher und das Labor.

Dabei spielen die Standardisierung von Prozessen und Methoden sowie die passende Laborausstattung eine

entscheidende Rolle, um die Probenbearbeitung reproduzierbar und verlasslich zu gestalten.

Die Analyse des Mikrobioms kann Aufschluss iiber den Ge-

sundheitszustand eines Patienten geben.

Wir teilen unsere Welt mit Milliarden mi-
kroskopisch kleiner Einzeller, den Bakte-
rien. Sie leben auf uns, in uns und um
uns herum —von den Tiefen des Ozeans
bis hinauf ins Weltall. Die Zusammenset-
zung der Bakterien, das Mikrobiom, ist
dabei fur jedes Habitat einzigartig, cha-
rakteristisch und essentiell. So kann die
Analyse des Mikrobioms Aufschluss tiber
den Gesundheitszustand eines Patienten
geben. Sind die Arten und Mengen der
Bakterien aus dem Gleichgewicht gera-
ten, lassen sich durch Férderung ,,guter”
Bakterien zahlreiche Probleme losen.
Allerdings sind groBe Datenmengen er-
forderlich, um Abweichungen zwischen
verschiedenen Mikrobiomen festzustellen
und herauszufinden, was gesund ist und
was nicht.

Erfolgsfaktor Standardisierung

Um die statistische Verwertbarkeit der
Daten zu garantieren, sind standardisier-
te Ablaufe fir eine stets gleiche Proben-

behandlung und kontinuierlich hohe
Probenqualitat unabdingbar. Neben der
Probennahme und -lagerung betrifft dies
die Extraktionsmethoden, das Verfahren
und das Gerat zur Erstellung der Next-
Generation Sequencing (NGS) Biblio-
thek, das Verbrauchsmaterial sowie den
Thermocycler fur die PCR.

Viele Labore aus Universitaten und In-
dustrie haben sich in GroBprojekten zur
Mikrobiom-Forschung zusammenge-
schlossen. Umso entscheidender ist es,
dass alle Kollaborationspartner mit den
gleichen Methoden und Geraten arbei-
ten, um die Daten vergleichen und die
richtigen Schlisse ziehen zu kdnnen.

Um Fehler in der Bearbeitung der Probe
auszuschlieBen und die Reproduzierbar-
keit massiv zu erhohen, werden langwie-
rige Dosieraufgaben von automatisierten
Pipettiersystemen wie z.B. der epMotion®
tubernommen.

Automatisierte Pipettiersysteme, wie z.B. die epMotion,
libernehmen langwierige Pipettieraufgaben.

Anders als bei der manuellen Probenbe-
arbeitung fuhren standardisierte, auto-
matisierte Methoden zur Aufreinigung
der DNA/RNA und Erstellung der NGS-
Bibliothek zu vergleichbaren und quali-
tativ hochwertigen Ergebnissen. Da die
epMotion auch Inkubationsschritte Uber-
nimmt, konnen Anwender sich wahrend-
dessen anderen Aufgaben widmen und
somit wertvolle Zeit sparen.

Ein weiterer Erfolgsfaktor ist die verlass-
liche PCR, welche einen qualitativ hoch-
wertigen Thermocycler wie z.B. den
Mastercycler® X50 erfordert, der die
notwendige Temperaturstabilitat sowie
schnelle Heiz- und Kihlraten bietet. Vor
Probenverlust und Kontamination in der
gesamten Prozesskette schiitzt grund-
satzlich die Verwendung qualitativ hoch-
wertiger Verbrauchsartikel.

Fazit

Gerade bei groR8 angelegten Studien und
internationalen Kooperationen ist eine
Investition in Standardisierung enorm
hilfreich. Diese schutzt vor unzureichen-
den Ergebnissen und ermaglicht ver-
gleichbare, reproduzierbare Daten, die
global genutzt werden konnen.

Weitere Informationen auf
www.eppendorf.com/automation
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Optimierung der Bakterienkultur und Plasmidaufreinigung
mit Hilfe von Eppendorf Conical Tubes 25 mL

RAFAL GRZESKOWIAK, EPPENDORF AG, HAMBURG
SANDRINE HAMELS, BLANDINE VANBELLINGHEN, EPPENDORF APPLICATION TECHNOLOGIES, S.A., NAMUR, BELGIEN

Zusammenfassung

Die Plasmidaufreinigung aus Bakterienkulturen stellt ein
weitverbreitetes Protokoll in Laboren der Molekularbiologie
und der Life Sciences dar. Fur mittelgroRe Ansatze werden
meist 15 mL konische GefaBe mit Schraubdeckelverschluss
eingesetzt; diese ziehen jedoch haufig Nachteile in der Hand-
habung nach sich und erzielen weder eine optimale Produkti-
vitat der Bakterienkultur noch eine maximale DNA-Ausbeute.
Eppendorf Conical Tubes 25 mL mit Schnappdeckel nehmen
sich dieser Hindernisse an. In der vorliegenden Application
Note zeigen wir, dass die Produktivitat der Bakterienkultur
sowie die DNA-Ausbeute beim Einsatz von 25-mL-Gefaen im
Vergleich wesentlich hoher ausfielen als mit standardmaRigen
15 mL konischen Gefalen, und dass gleichzeitig sowohl die
Handhabung als auch die Durchfiihrung des Workflows deut-
lich verbessert werden konnten.

Einleitung

Die Bakterienkultur und die nachfolgende Plasmidaufreinigung
gehoren zweifelsohne zu den am haufigsten durchgefihrten
Protokollen in Laboren der Molekularbiologie und der Life
Sciences. Trotz zunehmender Verfugbarkeit und Erschwing-
lichkeit von Plasmidaufreinigungs-Kits verschiedener Anbieter
ist die Standardmethode der alkalischen Lyse [1] nach wie vor
weit verbreitet und im akademischen Sektor fest etabliert. Diese
Methode ist kostenguinstig und skalierbar, und sie erzielt typi-
scherweise hohe Ausbeuten an reiner Plasmid-DNA, welche
sodann direkt in zahlreichen nachfolgenden Anwendungen, wie
z.B. Restriktionsverdau, Klonierungen oder Sequenzierungen,
eingesetzt werden kann.

Fur mittelgroBe Ansatze werden in der Regel 15 mL konische
GefaRe mit Schraubdeckel eingesetzt. Diese bieten einen
dichten Deckelabschluss und gute Zentrifugationsstabilitat;
allerdings sind sie ebenfalls mit Nachteilen bei der Handhabung
behaftet (der Umgang mit dem Schraubdeckel, Kreuzkonta-
mination, schwierige Erreichbarkeit der Probe am Boden des

GefaBes), und haufig dienen sie daher nicht der optimalen
Produktivitat einer Bakterienkultur und somit der maximalen
DNA-Ausbeute — insbesondere bei low-copy Plasmiden.

Diese Nachteile werden speziell durch die Eppendorf Conical

Tubes 25 mL mit Schnappdeckel (SnapTec®) in Angriff genom-
men. Sie bieten eine deutlich verbesserte Einhandbedienung,
bei gleichbleibender Sicherheit fur Applikationen im mittleren
Volumenbereich zwischen 15 mL und 50 mL.

Im Rahmen dieser Anwendung wurden sowohl die Bakterien-
kultur als auch die nachfolgende Aufreinigung von low-copy
Plasmid-DNA durch standardmaRige alkalische Lyse mit Hilfe
von entweder Eppendorf Conical Tubes 25 mL oder regularen
15 mL konischen GefaRen miteinander verglichen. Der Ein-
satz von 25-mL-Gefallen erzielte eine erhohte Produktivitat
der Bakterienkultur sowie eine erhohte Ausbeute an Plasmid-
DNA, bei gleichzeitiger Verbesserung der Handhabung sowie
des gesamten Workflows.

Material und Methoden
Bakterienkultur

Escherichia coli Bakterien (DH5a, Invitrogen™), transformiert
mit low-copy Plasmid-DNA (pBR322™, Invitrogen), wurden in
dreifacher Ausfihrung uber einen Zeitraum von 16 Stunden in
LB-Medium mit Ampizillin kultiviert (37°C, 250 Upm, Innova®
S44i Schuttler, Eppendorf). Das Zellwachstum wurde durch
Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODgq,) mit Hilfe
eines Eppendorf BioSpectrometer® bestimmt, und eine
Schatzung der Anzahl an E. coli Bakterien wurde durch die
folgende Umrechnungsformel vorgenommen:

Extraktion von low-copy Plasmid-DNA

Die Extraktion von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe eines stan-
dardmaRigen alkalischen Lyse-Protokolls: 7,5 mL der Bakterien-
kultur wurden bei 10.000 x g zentrifugiert (5 min, Raumtem-
peratur), und die Pellets wurden in 1,5 mL Losung 1 (50 mM
Glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris pH 8,0; 100 pg/mL RNase A)
aufgenommen. Nach 5 min Inkubationszeit wurden 3 mL der
Losung 2 (0,2 NaOH; 1% SDS) hinzugegeben, gefolgt von einer
weiteren Inkubation (10 min, Eis). Sodann wurden 2,25 mL der
Losung 3 (3M KOAc, pH 5,4) hinzugefugt. Die Proben wurden
durchmischt und bei 17.000 x g (30 min, 4°C) zentrifugiert.
Die Uberstande wurden in frische GefaRe tiberfiihrt, mit einem
Volumen Isopropanol gefallt, durchmischt und sodann erneut
bei 17.000 x g (30 min, 4°C) zentrifugiert. Die Pellets wurden
gewaschen und in 200 pL TE Puffer resuspendiert.

Fur die 15 mL Bakterienkultur wurden die Puffer zur alkalischen
Lyse um den Faktor 2 hochskaliert. Die Zentrifugation wurde

in der Eppendorf Centrifuge 5810 R mit dem Rotor FA-45-6-30
und entsprechenden GefaBadaptern durchgefiihrt.
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Gesamtzellzahl E. coli Kulturen Gesamtausbeute an low-copy Plasmid-DNA
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Abb.1: Gesamtzellzahl der E.coli Kulturen, inkubiert in Eppendorf Conical Tubes 25 mL
mit Schnappdeckel bzw. standardmaRigen 15 mL konischen Gefaen

Die Plasmidausbeute und -qualitat wurden durch Absorptions-
messungen bei 260 nm bestimmt (Eppendorf BioSpectrometer).

Ergebnisse und Diskussion

Der Vergleich von Wachstum und Produktivitat der verschie-
denen Bakterienkulturen ist in Abb. 1 dargestellt. Die Dichte
der Bakterienkultur sowie die Gesamtzellzahlen waren sowohl
fur die 7,5 mL als auch die 15 mL Kulturvolumina, welche in
Eppendorf Conical Tubes 25 mL mit Schnappdeckel inkubiert
worden waren, hoher. Dies weist auf bessere Wachstumsraten
sowie eine bessere Gesamtproduktivitat durch effizientere
Beliiftung und Mischeigenschaften in Eppendorf Conical
Tubes 25 mL im Vergleich zu reqularen 15-mL-GefaRen hin.

Extraktion von low-copy Plasmid-DNA

Bakterienkulturen wurden direkt zur Extraktion von low-copy
Plasmid-DNA (pBR322, Invitrogen) mit Hilfe eines standard-
maRigen alkalischen Lyseprotokolls eingesetzt. Insbesondere
ist hervorzuheben, dass im Rahmen dieser Methode mehr-
fache Hochgeschwindigkeits-Zentrifugationsschritte (bis zu
17,000 x g) sowie Misch- und Phasengewinnungsschritte
stattfinden. Die dichte Versiegelung des Deckels und die damit
einhergehende Sicherheit der Eppendorf Conical Tubes 25 mL
waren mit den regularen 15 mL konischen GefalRen mit
Schraubdeckel vergleichbar.

Kreuzkontaminationen sind bei der parallelen Bearbeitung
mehrerer SchraubdeckelgefaBe nicht auszuschlieBen; die
Schnappdeckel ermoglichten ein drastisch reduziertes Kon-
taminationsrisiko bei gleichzeitig schnellerer Handhabung.

Wie in Abb. 2 gezeigt, waren die mittels Eppendorf Conical
Tubes 25 mL erzielten Ausbeuten an Plasmid-DNA deutlich
hoher als jene, die mit regularen 15 mL konischen GefaBen
gewonnen worden waren. Fur die 7,5 mL und 15 mL Bakteri-
enkultur-Volumina konnten 70 % bzw. 400 % hohere Ausbeu-
ten verzeichnet werden, was auf eine hohe Kulturdichte und
verbesserte Wachstumsparameter schlieen lasst, wodurch
eine erhohte Produktion von Plasmid-DNA ermdoglicht wurde.

Abb. 2: Gesamtausbeute an low-copy Plasmid-DNA (pBR322), aufgereinigt aus Bakterien-
kulturen, welche entweder in Eppendorf Conical Tubes 25 mL mit Schnappdeckel oder in
standardmaRigen 15 mL konischen GefaBen inkubiert worden waren

OD-Quotienten bestatigten die Reinheit der DNA-Aufberei-
tungen: A260/280 > 1,9 und A260/230 > 2,0.

Fazit

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Produktivitat der in
Eppendorf Conical Tubes 25 mL mit Schnappdeckel (SnapTec)
kultivierten Bakterienkulturen als auch die daraus resultieren-
den Ausbeuten an Plasmid-DNA sehr viel hoher waren (70 %
bis 400 %) als Kulturen aus den standardmaRigen 15 mL koni-
schen GefalBen. Die signifikant erhohten Wachstumsraten, die
mit den 25-mL-GefaRen erzielt wurden, waren auf die effizien-
tere Beluftung sowie Mischeigenschaften der Bakterienkultur
zuruckzufihren.

Sowohl die dichte Deckelversiegelung und die sichere Hand-
habung als auch die Zentrifugationsstabilitat der Eppendorf
Conical Tubes 25 mL standen den 15 mL konischen GefaBen
mit Schraubdeckel in nichts nach. Gleichzeitig wird die Hand-
habung von Ansatzen im mittleren Volumenbereich zwischen
15 mL und 50 mL deutlich optimiert.

Nicht zuletzt ermoglichten Eppendorf Conical Tubes 25 mL
einen verbesserten Zugang zur Probe, was das Risiko einer
Kreuzkontamination wahrend der Aufreinigung reduzierte.
Dies bietet weitere Vorteile bei der Durchfuhrung zahlreicher
Protokolle in der Molekularbiologie und den Life Sciences.

Literatur

[11 Birnboim, HC. A rapid alkaline extraction method for the isolation of
plasmid DNA. Methods Enzymol. 1983; 100: 243-255.
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Einfache Automatisierung der Erstellung metagenomischer
Bibliotheken mit der epMotion® 5073m NGS
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MARC-MANUEL HAHN, EPPENDORF AG, HAMBURG

Zusammenfassung

Metagenomische Studien sind in der Lage, die genetische
Zusammensetzung von mikrobiologischen Proben zu ermit-
teln. Diese Studien beruhen in der Regel auf sog. Marker-
Genen, wie z.B. der 16S rDNA, zur phylogenetischen Klassifi-
kation. Welches spezifische Marker-Gen und welche DNA-
Region untersucht und wie tief diese sequenziert werden,
hangt von der Zielsetzung der Studie ab. Das grundlegende
Prinzip der Bibliothekserstellung ist jedoch allen experimen-
tellen Ansatzen gemein. Zur fehlerfreien Analyse der Proben
ist ein robuster Workflow unerlasslich. In dieser Application
Note stellen wir einen Workflow vor, der an spezifische Kun-
denbedurfnisse angepasst werden kann.

Einleitung

Wissenschaftliche Fragestellungen rund um das Mikrobiom, wie
z.B. Fallkontroll- oder Longitudinalstudien, brauchen bewahrte
Praktiken und standardisierte und reproduzierbare Labor-
Workflows, um hunderte, manchmal tausende von Proben zur
Identifikation zu bearbeiten und vergleichbare Resultate zu
generieren [1]. Eine Automatisierung der Bibliothekserstellung
minimiert den Verlust von Proben, die Verschwendung von

Laufzeit:
3h 35min

PCR-Ansatz

Spitzenverbrauch:
300 pL-Spitzen: 272
50 pL-Spitzen: 39

PCR-Reinigung 1

Index PCR-Ansatz

PCR-Reinigung 2

Laufzeit:
” 15 min
Normalisierung

Wi

Spitzenverbrauch:
300 plL-Spitzen: 0
50 pL-Spitzen: 25

Abb.1: Dargestellter Workflow des Illumina 16S rDNA Protokolls auf der epMotion. Die
grauen Kasten zeigen die zwei auf der epMotion durchgeflihrten Teilprotokolle. In griin
unterlegte Schritte werden , off-deck” ausgefiihrt. PCR-Amplifikationen wurden auf dem
Mastercycler X50 von Eppendorf durchgefiihrt. Im Einklang mit dem Protokoll werden die
Workflows in logische Einheiten unterteilt, die an sicheren Endpunkten gestoppt werden
konnen. Detaillierte Laufzeiten sowie die bendtigten Verbrauchsgiiter sind neben jeder
Submethode aufgezeigt.

Reagenzien und Verzogerungen bei der Sequenzierung. Sie
reduziert ebenfalls die Variabilitat zwischen verschiedenen
Anwendern sowie Fehler bei der Probennachverfolgung. Diese
Application Note beschreibt die automatisierte Bearbeitung
mikrobieller DNA-Proben auf der epMotion (Eppendorf) zu
sequenzfertigen Bibliotheken.

Experimenteller Versuchsaufbau

Die Bibliotheken wurden mit Hilfe einer automatisierten Ver-
sion eines Illumina® Protokolls erstellt [2]. Das automatisierte
Protokoll ist in zwei Submethoden unterteilt (Abb. 1), die jeweils
an einem sicheren Endpunkt gestoppt werden. Samtliche
Amplifikationen wurden auf einem Mastercycler®X50 von
Eppendorf durchgefuhrt. Zu Beginn des Experiments wurden
12,5 ng genomischer Escherichia coli MG1655 DNA (ATCC®
700926D5™) eingesetzt. Pro Lauf wurden 24 Proben vorberei-
tet. Fur jede Bibliothek wurde eine Qualitatskontrolle (Gro3en-
verteilung und Quantifizierung) mit Hilfe eines Agilent®2100
Bioanalyzer® DNA 1000 Kits durchgefuihrt. Im zweiten Teil
des Experiments wurde eine Mock Community aus 20 Strain
Staggered Mix Genomic Material (ATCC MSA1003™) verwen-
det, um 16 auf der epMotion erstellte und 8 manuell herge-
stellte Bibliotheken miteinander zu vergleichen.

Um eine Anzahl von 24 Proben fur den automatisierten Lauf zu
vervollstandigen, schlossen wir zur Kontrolle 4 E. coli Proben
sowie 4 Proben ohne DNA (sog. Non-Template-Control [INTCI)
ein. Da die Kontrollen gute Ergebnisse zeigten, wurden die
gepoolten Bibliotheken auf einem lllumina MiSeq® System im
paired-end Modus (2x 150 bp) sequenziert. Die Daten wurden
mit Hilfe der Illumina BaseSpace® 16S Metagenomics App
ausgewertet.

Ergebnisse und Diskussion

Etablierung einer 16S rDNA-Methode mit Hilfe genomischer
DNA aus E. coli

Wir planten zunachst, die Funktionalitat unseres Ansatzes
durch Amplifikation der V3-V4 Region der 16S rDNA aus

E. coli zu veranschaulichen. Wir untersuchten die Variabilitat
und die Ausbeute von 24 verschiedenen Replikaten derselben
Input-DNA. Die Resultate pro Probe waren ahnlich, mit einer
mittleren AmplifikatgroBe von 657 bp (CV 0,5 %) und einer
mittleren Ausbeute von 218 nM (CV 10,9 %). Es waren keine
Primer Dimer zu verzeichnen, was auf effiziente PCR-Ansatze
sowie Bead-Aufreinigungen schlieBen liel3.

Ein Faktor mit potenziell negativer Relevanz in metageno-
mischen Studien ist die Kreuzkontamination. Um dies zu
untersuchen, wurde ein Bibliotheks-Praparationslauf mit
abwechselnden Sets von E. coli DNA-Template bzw. Non-
Template Controls (NTC) entworfen und ausgefihrt. Die nach-
folgende Gelelektrophorese zeigte keinerlei Amplifikation
innerhalb der NTC-Proben, sondern lediglich einige Primer
Dimer, welche in den Proben mit DNA jedoch nicht vorkamen
(Abb. 2).
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Abb. 2: Die automatisierte Bibliothekserstellung mit alternierenden Sets von E. coli DNA
und NTC-Kontrollen bestatigt die Abwesenheit einer Kreuzkontamination.

Studien zur Reproduzierbarkeit mit Hilfe einer aus 20 Stdmmen
bestehenden Mock Community

Sodann setzten wir die oben beschriebene Methode ein, um
die Reproduzierbarkeit der metagenomischen Diversitat zu
testen. Dazu wurden 16 Replikate einer Mock Community
aus 20 Stammen auf der epMotion angesetzt. Zum Vergleich
fuhrten wir das gleiche Experiment manuell in 8 Replikaten
durch. Die daraus resultierenden 24 Proben wurden zusam-
men in einem 2x150 bp MiSeq-Lauf sequenziert. Mit Hilfe der
Illumina 16S BaseSpace App wurden die daraus resultierenden
Dateien einer ,operational taxonomic unit” (OTU)-Klassifizie-

rung unterzogen, um zu untersuchen, ob die einzelnen Ge-
nera innerhalb der kiinstlichen Gemeinschaft re-identifiziert
werden konnten. Die Anzahl der Reads aus diesem Experi-
ment war mit einem robusten Durchschnittswert von 87,1 %
grof8 genug, um die Zuordnung zu einem jeden Genus bei den
verschiedenen Proben nicht zu beeintrachtigen. Manuelle
sowie automatisierte Probenansatze sind notig, um magliche
Unterschiede in der Community zu beurteilen; eine Principal
Coordinate Analysis (PCoA) wurde zum Vergleich der Ansatze
auf Genus-Niveau durchgefiihrt (Abb. 3).

Die PCoA zeigte ein sehr dichtes Clustering der Proben, was
auf eine sehr geringe bis keine Variation zwischen dem manu-
ellen und dem automatisierten Verfahren zur Bibliothekser-
stellung schlieBen lie. Die dargestellten Ergebnisse qualifi-
zieren die automatisierte Methode dahingehend, dass sie
Sequenzierbibliotheken von gleicher bzw. besserer Qualitat
erzeugt als die manuelle Methode.

Fazit

Die steigende Nachfrage nach hochqualitativen NGS-Biblio-
theken in Laboren erforderte die Entwicklung von robusten,
automatisierten Methoden zur Herstellung solcher Bibliothe-
ken. Diese Application Note veranschaulicht die erfolgreiche
und reproduzierbare Automation von 16S rDNA Amplikon-
Bibliotheken auf der epMotion 5073m NGS solution von
Eppendorf, und sie bestatigt eine mit manuellen Protokollen
vergleichbare Leistung.

Literatur

[11 Knight, R. et al. Best practices for analyzing microbiomes. Nature
Microbiology Review 2018; 16:410-422.

[2] llumina. 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation Guide.
Part # 15044223 Rev. B

Die Langversion dieser Application Note kdnnen Sie unter
www.eppendorf.com/appnote420 herunterladen.

1,00
0,75 4
0,50 -
N
o 0257
-
©
£
T 0,00
[=]
o
8 Abb. 3: Principle Coordinate Analysis
S -0,25 A (PCoA) der OTU-Klassifikation von
S 24 Replikaten der Mock Community.
£ Die Principal Coordinates sind per
E —-0,50 Probentyp fiir die 8 manuellen Proben
(orange) bzw. die 16 in der epMotion
Methode 5073m NGS solution erstellten
~0.75 4 ® epMotion Proben farblich unterlegt. Dieses
' Manuell Streudiagramm zeigt eine PCoA der
normalisierten relativen Haufigkeit aller
Proben. Die PCoA misst Unterschiede
-1.00 ! ! ! ! ! ! ! in der Verteilung von taxonomischen
-1,00 -0,75 -0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 9

Principal Coordinate 1

Klassifikationen zwischen den Proben
auf dem Genus-Niveau. Das Genus-
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Robuste Expansion von humanen mesenchymalen Stammzellen
mit der synthetischen CCCadvanced® FN1 motifs Wachstumsoberflache

AURELIE TACHENY, WIAME BEN EL MOSTAPHA, FRANCOISE DE LONGUEVILLE, EPPENDORF APPLICATION TECHNOLOGIES S.A., NAMUR, BELGIEN

Einleitung

Humane mesenchymale Stammzellen
(hMSCs) haben in den letzten zehn
Jahren zunehmendes Interesse geweckt.
Es handelt sich hierbei um multipotente
Zellen in einer heterogenen Population,
die aus unterschiedlichen Geweben
isoliert werden konnen [1]. Ihre spezifi-
schen Eigenschaften, wie z.B. ihr mesen-
chymales Differenzierungspotenzial
sowie die Immunmodulation und Sekre-
tion von entzindungshemmenden
Molekiilen, machen sie zu einer vielver-
sprechenden Stammzellpopulation auf
verschiedenen Gebieten der Grundlagen-
bzw. angewandten Forschung [2]. Da
sie in ihren Ursprungsgeweben in relativ
geringer Zellzahl vorliegen, erfordert
es einen robusten in vitro Expansions-
prozess, um eine ausreichende Anzahl
an qualitativ hochwertigen hMSCs zu
erhalten.

Fir gewohnlich werden hMSCs in vitro
in serumhaltigem Medium auf einer
TC-behandelten (TCT) Oberflache ex-
pandiert. Allerdings ist der Gebrauch
von aus Tieren gewonnenen Materialien,
wie z.B. Serum, mit zahlreichen Nach-
teilen behaftet [3]. Enthalt das Kultur-
system keine Serumproteine, ist fur die
Kultivierung von hMSCs eine zusatzliche

NADINE MELLIES, EPPENDORF AG, HAMBURG

Beschichtung auf der Kulturoberflache
notwendig, die die Zelladhasion unter-
stlitzt. Dabei sind die haufig eingesetzten
Beschichtungen biologischen Ursprungs
und naturgemafl komplex und undefi-
niert, was die Reproduzierbarkeit von
Experimenten beeintrachtigen kann.

Die FN1 motifs Oberflache besteht aus
synthetischen, von RGD abgeleiteten
Motiven, die spezifisch konzipiert wur-
den, um die Zellanheftungsstellen natur-
licher Proteine der extrazellularen Matrix,
wie z.B. Fibronektin, zu imitieren. Kom-
biniert mit synthetischen Kulturmedien
und Dissoziationslosungen, ist diese
Oberflache eine effektive synthetische
Alternative zu biologischen Beschich-
tungen. Da sie gebrauchsfertig ist, redu-
ziert sich zudem der Aufwand und damit
die Arbeitszeit.

Hier zeigen wir, dass die FN1 motifs
Wachstumsoberflache in Kombination
mit verschiedenen xeno-freien Medien
sowohl fur eine erfolgreiche kurzzeitige
als auch langfristige Expansion von aus
Knochenmark gewonnenen hMSCs
(hMSC-BM) geeignet ist.*

Ergebnisse und Diskussion

Effiziente Expansion von hMSC-BM in
verschiedenen xeno-freien Kulturmedien

Die FN1 motifs Oberflache unterstutzt
das effiziente Wachstum von hMSC-BM
in Kombination mit unterschiedlichen
xeno-freien (XF) Kulturmedien (Abb.1).

In einem serumhaltigen Kultursystem
adharieren und proliferieren hMSCs in
vergleichbarer Weise auf der FN1 motifs
und TCT-Oberflache. Auf beiden Ober-
flachen zeigen die Zellen ihre typische
fibroblastenahnliche Morphologie.

In einem serumfreien Medium haben
die hMSCs auf der TCT-Oberflache
Schwierigkeiten zu proliferieren, was
auf die Notwendigkeit einer zusatzlichen
adhasionsfordernden Beschichtung
schlielen lasst. Im Gegensatz dazu unter-
stutzt FN1 motifs die Adhasion und das
Wachstum von hMSCs effizient, unab-
hangig von den untersuchten Medien.
Die Zellen zeigen die fir eine xeno-freie
Kultivierung charakteristische langlich-
spindelformige Morphologie [4].

Robuste langfristige Expansion von
hMSC-BM in einem vollstandig definierten,
synthetischen Kultursystem

Um zu bestatigen, dass die FN1 motifs
Oberflache die langfristige Expansion
von hMSC-BM in einem vollstandig
synthetischen Kultursystem unterstitzt,
ohne die Zellqualitat zu beeintrachtigen,

MSCGM

Serumhaltiges Medium Xeno-freie Medien

StemPro

Abb.1: h(MSC-BM Morphologie nach kurzer Expansion auf der CCCadvanced FN1 motifs Oberfliche in verschiedenen Kulturmedien
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ihr Differenzierungspotenzial bei. Parallel
dazu wurde der hMSC-spezifische Im-
munphanotyp mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie analysiert (Daten nicht ge-
zeigt). Die Ergebnisse bestatigen, dass
hMSCs auch nach langfristiger Expan-
sion auf FN1 motifs mesenchymale
Marker exprimierten und negativ fur
hamatopoetische Marker blieben.

Fazit

Die gebrauchsfertige CCCadvanced FN1
motifs Oberflache von Eppendorf unter-
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Der Student t-test wurde auf Daten der normalisierten
Verdoppelungszeit angewandt: *=p=<0,5, ***=p=<0,001.

Abb. 2: Proliferationsrate der hMSCs im Laufe einer Langzeitexpansion in verschiedenen Kultursystemen ohne die Zugabe

von tierischen Komponenten

wurden die Zellen Uber einen Zeitraum
von 10 aufeinanderfolgenden Passagen
auf der Oberflache kultiviert. In einem
Parallelansatz wurden die Zellen auf
zwei anderen synthetischen Oberflachen
kultiviert (gebrauchsfertig von Wettbe-
werber A und manuell beschichtet von
Wettbewerber B).

Als Referenz wurden Zellen in einem
konventionellen Kultursystem (TCT, se-
rumhaltiges Medium und Trypsin/EDTA)
expandiert. Die Proliferationsraten zei-
gen, dass FN1 motifs die robuste und
bestandige hMSC-Proliferation Gber den
gesamten Kulturzeitraum unterstitzt
(Abb. 2).

Im Vergleich zu den anderen experimen-
tellen Bedingungen zeigen die auf FN1
motifs expandierten Zellen eine signifi-
kant schnellere Proliferationsrate mit
kiirzeren Verdoppelungszeiten sowie
hoherer Populations-Verdoppelungszahl.

Um die Beibehaltung ihrer charakteris-
tischen Multipotenz nach langfristiger
Expansion in einem synthetischen
Kultursystem mit FN1 motifs als Wachs-
tumsoberflache zu bestatigen, wurden
die expandierten hMSCs in vitro in osteo-
gene, adipogene bzw. chondrogene
Linien differenziert. Wie mittels Immun-
fluoreszenzfarbung in Abb. 3 gezeigt,
behalten h(MSC-BM auch nach mehreren

Osteogen

Adipogen

Chondrogen

Abb. 3: Differenzierungspotenzial der h(MSC-BM nach Expansion auf CCCadvanced FN1 motifs in einem Kultursystem ohne

Zusatz tierischer Substanzen

stutzt eine langfristige Expansion von
hMSC-BM in einem vollstandig definier-
ten Kultursystem. Wahrend der gesam-
ten Expansion behielten die hMSCs eine
stabile und robuste Proliferationsrate
und ihre typische hMSC-Morphologie
bei. Zusatzlich zeigten die Zellen ihr
charakteristisches Markerexpressions-
profil sowie ihr Differenzierungspotenzial
auch nach mehreren Passagen in einem
Kultursystem, dem keinerlei tierische
Materialien zugesetzt worden waren.

FN1 motifs unterstutzt somit eine effizi-
ente hMSC-BM Proliferation in Kombi-
nation mit verschiedenen kommerziellen
XF Kulturmedien und erleichtert die
Etablierung einer definierten Umgebung
fur die Kultivierung von hMSCs.

*Besuchen Sie www.eppendorf.com/
appnote390 fir detaillierte Angaben
zu Material und Methoden.
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Optimierung einer ,,Long-range” PCR
mit dem Mastercycler® X50 von Eppendorf

HIDENORI MATSUI, KITASATO INSTITUTE FOR LIFE SCIENCES, KITASATO UNIVERSITY, TOKIO, JAPAN

Zusammenfassung

Es besteht ein starker Zusammenhang zwischen der Helico-
bacter suis-Infektion und Erkrankungen des Magens, sowohl
in Tieren als auch im Menschen. Die Genomsequenzen von
H. suis sind in der Lage, zum Verstandnis des Virulenzmecha-
nismus dieser Pathogene beizutragen. Im Rahmen dieser
Arbeit fihrten wir die ,,Long-range” PCR-Amplifikation des
Genoms von nicht kultivierbaren H. suis-Stammen erfolgreich
auf dem Mastercycler X50 von Eppendorf, gefolgt von einer
Nanopore-Sequenzierung, durch.

Einleitung

Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein gram-negatives mikroaero-
philes Bakterium, das naturgemaR im Magen vorkommt und
typischerweise mit verschiedenen Erkrankungen im Bereich
des Magens und des Zwolffingerdarms, wie z.B. chronischer
Gastritis und Magengeschwiren, assoziiert wird. H. pylori-
Infektionen werden ebenfalls mit dem Risiko, Magenkrebs zu
entwickeln, in Verbindung gebracht [1, 2]. Abgesehen von

H. pylori werden mehrere weitere Helicobacter-Spezies eben-
falls mit zahlreichen pathologischen Veranderungen des
Magens assoziiert [3, 41. Diese weiteren Helicobacter-Spezies
werden unter dem Sammelbegriff H. heilmannii-ahnliche
Organismen (HHLO) zusammengefasst, einschlieBlich H. suis
(Typ 1 H. heilmannii), wobei H. suis die vorherrschende gas-
trische nicht-H. pylori Helicobacter-Spezies im Menschen dar-
stellt. Obwohl die H. heilmannii-Gastritis wesentlich seltener
vorkommt als die H. pylori-Gastritis, wurden sowohl H. heil-
mannii- als auch H. suis-Infektionen mit einer hohen Rate an
Lymphomen des Magenschleimhaut-assoziierten Lymph-
gewebes (MALT) verbunden [4, 5, 61.

Die Diagnostik einer Helicobacter-Infektion umfasst den Urease
Test (HU-Test), den *C Harnstoff-Atemtest sowie in vitro-
Kultur und serologische und immunhistochemische Analysen.
Diese Methoden wurden jedoch urspriinglich anhand von

H. pylori-Characteristika entwickelt und optimiert, was die
Sensibilitat und Spezifitat dieser Tests bezuglich der Detektion
von HHLO drastisch reduziert — insbesondere beim Menschen.
Den differenzierenden immunhistochemischen Analyseme-
thoden fehlen nicht allein die HHLO-spezifischen Antikorper
und Antigene — HHLO kommen typischerweise in der Schleim-
hautschicht auf der Oberflache foveolarer Epithelzellen vor,
was die Eignung dieser Methoden zur Diagnose einer HHLO-
Infektion aus Biopsiematerial weiter einschrankt. Zusatz-
lich stellte sich die in vitro-Kultur der HHLO mit Hilfe traditio-
neller H. pylori-Kulturtechniken als hochgradig schwierig
heraus. Daher besteht die dringende Notwendigkeit, eine
sensible, einfache, zuverlassige und kostenglinstige Methode
zur Detektion dieser HHLO in Biopsien aus Patienten zu ent-
wickeln.

Die genetische Diagnose durch Polymerasekettenreaktion
(PCR) ist spezifisch, robust und preisglinstig, und zur Durch-
fuhrung sind keine hochgradig technischen Fachkenntnisse
vonnoten. Diese Methode ist daher sehr gut zur einfachen

klinischen Diagnose geeignet. Diese Application Note stellt
die Etablierung einer auf Endpunkt-PCR beruhenden Methode
vor, die sich eines spezifischen Primer-Paars zum Nachweis von
H.suis in gastrischen Biopsie-Proben bedient.

Material und Methoden

Unkultivierbare Helicobacter suis-Stamme wurden individuell
in den Magen von C57BL/6 Mausen durch wiederholtes
Beimpfen gastrischer Schleimhauthomogenate von infizierten
Mausen auf uninfizierte Mause in Intervallen von ca. 6 Monaten
aufrechterhalten.

Gesamt-DNA wurde aus gastrischen Biopsien sowie aus
Proben von Schleimhauthomogenaten mit Hilfe des QIAGEN®
DNeasy Tissue Kits extrahiert.

Zur Herstellung von gastrischen Schleimhauthomogenaten
wurde der Mausemagen entlang der groBen Magenkurvatur
von der Speiserohre bis zum proximalen Zwaolffingerdarm ge-
schnitten. Die Magenschleimhaut wurde zwischen zwei runden
glasernen Objekttragern zerquetscht und sodann in Phosphat-
puffer (PBS) homogenisiert. Die fertigen DNA-Proben wurden
bis zur weiteren Verarbeitung bei —20°C gelagert.

Die folgenden Primer wurden zur Amplifikation eines 10 kb-
Fragmentes, einschlieBlich eines Gens fiur ein aulReres Mem-
branprotein, eingesetzt:

Vorwarts-Primer

Rickwarts-Primer

Die extrahierte DNA wurde als Template fiir das ,,Long-range”
PCR-Protokoll mit der KOD FX DNA Polymerase (Toyobo®)
eingesetzt. Der PCR Master Mix wurde in 0,2 mL PCR-Gefal3en
vorgelegt: 2x PCR-Puffer, 2 mM dNTP Mix, 5 uM pro Primer,
10 ng des DNA-Templates, sowie 1 U DNA-Polymerase. Das
endgultige Volumen von 50 pL pro Reaktion wurde auf dem
Mastercycler X50s entsprechend den in Tabelle 1 aufgefuihrten
Einstellungen und Zyklusbedingungen gefahren.

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe von Phenolextraktion und
Ethanolfallung aufgereinigt. Danach wurden sie durch Gelektro-
phorese auf einem 0,6 % Agarosegel aufgetrennt und mit
dem DNA-Farbstoff Ethidiumbromid auf dem FAS-IIl System
(Toyobo) sichtbar gemacht.

Ergebnisse und Diskussion

Bis zum heutigen Tag besteht ein Mangel an etablierten gene-
tischen Methoden zur Diagnose von HHLO in Magenbiopsien
des Menschen. Die jungste Arbeit wurde von Blaecher et al.
2017 veroffentlicht [7]1, eine auf Sonden beruhende Real-Time
PCR (RT-PCR) Methode, welche einen hohen Grad an diagnos-
tischer Spezifitat sowie analytischer Sensibilitat aufwies.
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Lid 105°C
Header TSP/ESP ON
(Eppendorf Lid auto-off ON
Einstellungen)

Temperature mode Fast
Initiale Denaturierung 94°C/2 min

Denaturierung 98°C/10's
Zyklen 5x

Annealing + Elongation  74°C/5 min

Denaturierung 98°C/10s
Zyklen 5x

Annealing + Elongation  72°C/5 min

Denaturierung 98°C/10s
Zyklen 5x

Annealing + Elongation  70°C/5 min

Denaturierung 98°C/10s
Zyklen 20x

Annealing + Elongation  68°C/5 min
Finale Elongation 68°C/10 min
Aufbewahrung Hold 22°C

Tabelle 1: PCR-Zyklusbedingungen und Einstellungen auf dem Mastercycler X50s zur
Amplifikation des 10 kb-Genfragmentes

M 1

(kb)
12

Legende:
1: Helicobacter suis TKY

2: Helicobacter suis SNTW101
3: Helicobacter suis SH8

4: Helicobacter suis SH10

5: Helicobacter suis HS5

10 kb

Abb.1: ,Long-range”-Amplifikation von finf verschiedenen H.suis-Stammen

In dieser Arbeit stellen wir eine robuste, auf Endpunkt-PCR
basierende Nachweismethode mit einem fir H. suis spezifi-
schen Primer-Paar vor.

Abb.1 zeigt die Amplifikation eines hochspezifischen 10 kb
langen PCR-Produktes mit Hilfe der Touch-down PCR-Strategie.
Dieses PCR-System ist in der Lage, DNA aller verschiedenen
H. suis-Stamme, die aus angeimpften C57BL/6 Mausen isoliert
wurde, erfolgreich zu amplifizieren.

Fazit

Die oben beschriebenen Methoden konnen fur den Nachweis
oder die Isolierung von H. suis aus humanen Magenbiopsien
eingesetzt werden.
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Eiszeit fur Ihre Proben?

Die Lagerung von Proben ist einfach. Sie miissen lhre ProbengefaBe lediglich in den Ultratiefkiihlschrank stel-

len. Doch auch bei diesem simplen Arbeitsschritt gibt es Aspekte, die liblicherweise nicht Teil von Trainings

oder Studiengangen an Universitaten sind, fiir das reale Leben im Labor jedoch wichtig sind. Besuchen Sie un-

sere Wissensdatenbank ,,Eppendorf Solutions”. Hier finden Sie Antworten auf Fragen zur Lagerung von Proben

sowie Inhalte zu Themen wie Zentrifugation, Amplifikation, Zellkultur, Liquid Handling und Photometrie.

Viele, wenn nicht die meisten der biologischen Proben landen
schlieBlich in einem Ultratiefkiihlschrank bei —80°C. Aber haben
Sie jemals den Wert der Proben in IThrem Freezer berechnet?
Der Wert Ihrer Proben sowie die Zeit, die Sie zur Herstellung
aufgewendet haben, konnen sich in einem Gerat mit Kapazitat
fiir 50.000 Proben rasch auf 500.000 € belaufen.

Ultratiefkiihlschranke: komplexer als gedacht

Auf den ersten Blick beeindrucken diese voluminosen Riesen
vor allem durch ihre GréRe und ihr Gewicht, jedoch nicht durch
eine komplizierte Bedienung. Man offnet die Tur, sucht einen
freien Platz und legt die Proben hinein. Jetzt noch die Tur
schlieBen und fertig! Fertig? Nun, manchmal gibt es Fragen,
die nicht durch die Bedienungsanleitung (die nicht jeder liest),
den Rat kompetenter Kollegen (,,Frier die Probe einfach ein!”),
das Lehrbuch (in dem Freezer gar nicht vorkommen) oder den
Verkdufer (,Wie viele Gerate benotigen Sie?”) beantwortet
werden. Besonders bei der Auswahl eines neuen Ultratiefkuhl-
schranks sehen sich Anwender mit Schlagworten und Fragen
konfrontiert, wie z.B.

> Muss ich wirklich die (EU) Nr. 517/2014 lesen, um zu
verstehen, ob ich FCKW, HFC oder HC als Kiihlflussigkeit
auswabhlen soll?

> Wie soll die Wasserkiihlung ausreichen, um —80°C zu errei-
chen?

> Welchen Nutzen haben eigentlich diese sargartigen Ultra-
tiefkdhltruhen, wie sie im Keller stehen?

> Warum ist es um den Freezer herum immer warm? Sollte es
nicht lieber kalt sein?

> Wie konnen wir unsere , Freestyle”-Probenlagerung verbes-
sern?

> Kann ich meine Probe in weniger als funf Minuten im Ultra-
tiefkuhlschrank wiederfinden?

> Was bedeutet ,digitale Speicherung” meiner Proben —ist da
ein Computer im Freezer?

> Muss ich einen Kryptologen beauftragen, um ein Probenetikett
zu entziffern?

Sie finden diese (teils ironischen) Fragen interessant, weil Sie
Wissenschaftler oder Labortechniker sind. Ihre Forschung
macht Sie neugierig. Sie wollen immer alles wissen und ver-
stehen. Aussagen wie ,,Das haben wir schon immer so gemacht”
oder ein achselzuckendes , Das ist nun mal so, gewdhne Dich
daran” befriedigen Sie nicht wirklich.

Klarheit gewinnen, um fundierte Entscheidungen zu treffen

Wir von Eppendorf glauben an die Kraft der Wissenschaft und
teilen lhre Begeisterung dafur. Seit Jahrzehnten entwickelt
Eppendorf Problemldsungen fur zuverlassige und reproduzier-
bare Ergebnisse. Unzahlige Arbeitsstunden von Ingenieuren,
Chemikern, Molekularbiologen, Biotechnologie-Experten und
anderen Kollegen flieBen in die Entwicklung unserer Produkte
ein. So entsteht ein grofBer Pool an wertvollem Wissen und Er-
fahrung in den Bereichen Liquid Handling, Cell Handling und
Sample Handling. Wir freuen uns, dieses Wissen weiterzugeben.

Auf www.eppendorf.com/handling-solutions gewinnen Sie
Klarheit fur viele Fragestellungen.

Tipp: Unter https:/bit.ly/2m3IXBW koénnen Sie direkt ins
Thema Lagerung bei —80°C einsteigen!

Sprechen Sie uns gerne an, wenn es Themen gibt, Uber die Sie
mehr erfahren mochten.
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48 Jahre mit Eppendort, ein
Labortechniker erinnert sich

Ahnungslos, aber voller Vorfreude betrat ich 1972, als frisch eingestellter Auszubildender im Bereich Medizin

der Universitat Leipzig, das biochemische Labor. GroBartig, all diese fremden Gerate und Chemikalien, weiBer

Kittel sowieso — und dann diese Geriiche: Schwefelwasserstoff und Mercaptoethanol, gemischt mit Rattenstall-

duft und Losungsmitteldampfen.

Der Laborantenberuf schien interessant,
lehrreich und aufregend zu sein, und das
hat sich von Anfang an bestatigt. Zunachst
gab es aber Uberraschungen. Fiir Schiiler
in der DDR wurde zur damaligen Zeit
alles, was aus Richtung ,Westen"” kam,
misstrauisch beaugt. Und jetzt stand da
ein Gerat von , Eppendorf Geratebau
Netheler und Hinz GmbH"” aus Hamburg!

Fan von Anfang an

Das Eppendorf-Spektrallinienphotometer
wurde dann in den siebziger Jahren mein
Lieblingsgerat und wichtigstes Arbeits-
mittel. Gerade zum Beginn meiner Berufs-
laufbahn fand im analytischen Bereich der
Umbruch von der ,,Eimer-Chemie” zur
Mikrolitertechnik statt. Glaspipetten und
Mundpipettierung wichen nun auch in
unserem Bereich den modernen, neuarti-
gen Luftpolster-Kolbenhubpipetten — von

Eppendorf (Abb.1). Versuche des Nach-
baus von Pipetten scheiterten, und diese
wurden daher nur sehr ungern genutzt.

Ebenso war auch das notige Equipment
zur Nutzung der neuartigen Eppendorf-
Reaktionsgefale vorhanden: Stander,
Schittler und Heizblock, der automatische
Kivettenwechsler fiir das Eppendorf-Pho-
tometer und der Eppendorf-Thermostat
zum Temperieren des Kiivettenhalters.

Gute Methoden zur enzymatischen Ana-
lyse, z.B. von Boehringer Mannheim, stan-
den zur Verfligung. So haben wir liber die
Jahre bei tausenden von Blut- und Organ-
proben die Enzym- und Substratkonzent-
rationen gemessen, mit Analoganzeige
(Lichtmarke) und viel Schreib- und Re-
chenarbeit, um z.B. Extinktionsanderun-
gen pro Zeiteinheit zu ermitteln. Welches
Glick, so arbeiten zu durfen.

Wiedersehen mit alten Freunden

Nach abgeschlossener Ausbildung und
Studium wechselte ich in ein Institut der
Veterinarmedizin der Universitat und war
nun auch fur die Pflege, Reparatur und
Ersatzteilbeschaffung zustandig. Es war
eine Freude, als ich 1980 hier wieder auf
das vertraute Eppendorf-Photometer traf!
Allerdings war dieses Gerat viel alter, es
war 1964 angeschafft worden und hatte
ein altmodisch anmutendes Gehause —
anthrazitfarben, mit abgerundeten Kanten.
Der Anschaffungspreis ist auf der Inventar-
karte (Abb.2) vermerkt: 13.687,60 MDN
(Mark der Deutschen Notenbank).

An diesem Gerat, welches sogar einen
Fluoreszenz-Messansatz hatte, habe ich
bis Anfang der neunziger Jahre gearbeitet.
Es wurden verschiedenste Endpunkt-
methoden in groen Serien gemessen,
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Abb.3: Gerald Vallentin 2019 mit ,historischer” Eppendorf-Pipette

was durch die Eppendorf-Absaugtechnik
in Kombination mit der Durchflusskuvette
moglich war. Weiterhin wurden die Plas-
mahormone ACTH und 11-OHCS nach
Aufarbeitung und Derivatisierung mit
Fluoreszenz erfasst und es wurde die
Aktivitat der Acetylcholinesterase analy-
siert.

Die Beschaffung von Ersatzmaterial bzw.
VerschleiSteilen musste, da es sich um Im-
portartikel aus dem ,Nichtsozialistischen
Wirtschaftsgebiet” handelte, friihzeitig,
d.h. mindestens drei Jahre im Voraus,
bedacht und eingereicht werden. Noch
fir 1990 hatte ich eine neue Quecksilber-
dampflampe und einen neuen Photo-
multiplier bestellt, welche auch geliefert
wurden.

Nach der Wende wurde 1990 im Institut
ein kompletter Enzymmessplatz gekauft.
Eine enorme Erleichterung dank der nun
digitalen Erfassung der Messwerte, in
Kombination mit Kuvettenwechsler, Klein-
rechner und Drucker. Das alte Photometer
blieb aber immer bei mir stehen und diente
bis zuletzt als Anschauungs- und Ubungs-
gerat bei der Ausbildung von Studenten
und Laboranten, denen so eindrucklich
die Funktion eines Spektrallinienphoto-
meters dargestellt werden konnte.

Abschied aus dem Berufsleben

Etwas wehmutig verabschiede ich mich
Anfang 2020 nach 48 Jahren aus dem

aktiven Berufsleben. Meine so lange ge-
hegten Laborgerate gehen mit mir in
den Ruhestand, denn wer konnte sie nun
noch nutzen oder reparieren. Wahrend
der groBen Verschrottungsaktion kam
mir die ldee, das alte Photometer der
Firma Eppendorf fur museale Zwecke
anzubieten. Dann wurde ich gebeten,
meine kleine Geschichte zu erzahlen.

Und nun schauen Sie sich bitte die Pipette
in Abb. 3 an. Es ist das gleiche Gerat wie
in der Abb.1 vor 40 Jahren! Damals in
den Siebzigern und heute: formschon,
elegant und funktionsttichtig wie ehedem!
Wenn ich das doch auch von mir so sagen
konnte ...

Immerhin beweist sich so: Eppendorf
steht fur Qualitat! Um Missverstandnis-
sen vorzubeugen — naturlich arbeiten
wir heute mit modernsten Geraten, u.a.
von Eppendorf.

Tischzentrifugen, Thermocycler, Schuttler,
manuelle und elektronische Pipetten sind
unabdingbare Arbeitsgerate der taglichen
Laborpraxis. Und so kann man doch mit
allem zufrieden sein.

Mit den besten GriiRen an Eppendorf und
an Laborkollegen in nah und fern.

Gerald Vallentin

Dipl.-Ing. (FH) Medizinische Laboratoriumstechnik.

Technischer Mitarbeiter am Veterinar-Physiologisch-
Chemischen Institut.

Veterindrmedizinische Fakultat, Universitat Leipzig.

|
Tipp
So bleiben Thre

Pipettierergebnisse
reproduzierbar!

Pipetten und Dosierer sind, je nach Ge-
brauch, unterschiedlichem Verschlei mit
Auswirkungen auf Prazision und Richtig-
keit ausgesetzt. Nur eine regelmaRige,
grundliche Wartung und Kalibrierung
garantiert die Zuverlassigkeit dieser
Prazisionsinstrumente und damit das
Vertrauen in die Qualitat der Ergebnisse.

Eppendorf bietet Ihnen weltweit direkt
oder durch regionale Partner einen kom-
petenten Wartungs- und Kalibrierservice
gemal ISO 8655 in ISO 17025-akkredi-
tierten Pipettenservice-Laboren. Hoch-
qualifizierte Techniker mit tber 200
Trainingsstunden nutzen eine nach der
ISO/IEC 17025:2017-11 validierte Kalibrier-
software. Je nach Pipetten-Typ werden
zwischen 10 bis 720 Messwerte nach
Herstellerspezifikationen oder gemaf der
ISO 8655 mit Ein- bzw. Mehrkanalwaagen
kalibriert und ein detailliertes Protokoll
erstellt.

Diesen Service bieten wir fiir Eppendorf-
Pipetten sowie mehr als 4.500 Modelle
anderer Hersteller an. Nutzen Sie unsere
Erfahrung und Expertise, um Ihre Pipetten
und Dosierer im besten Zustand zu erhal-
ten — fur verlassliche, reproduzierbare
Ergebnisse.

epServices

for premium performance

Mehr Informationen unter
www.eppendorf.com/epServices
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25-jahriges Jubilaum des

12 NEWS - 25-JAHRIGES JUBILAUM DES EPPENDORF AWARD

Eppendort Award

Im Jahr 2020 wird Eppendorf 75 Jahre alt. Gleichzeitig begeht der Eppendorf Award for Young European Investi-

gators sein 25-jahriges Jubilaum. Der mit 20.000 EUR dotierte Wissenschaftspreis honoriert seit 1995 einmal

jahrlich herausragende Leistungen auf dem Gebiet der biomedizinischen Forschung in Europa. Der Preis wird in

Zusammenarbeit mit dem Wissenschaftsjournal Nature® verliehen.

25 Years

Eppendorf fordert junge Talente

Der Eppendorf Award for Young Euro-
pean Investigators wurde 1995 durch
Dr.Heinrich Netheler, einen der beiden
Firmengrinder, anlasslich des 50-jahri-
gen Firmenjubilaums ins Leben gerufen.
Der Preis sollte die enge Verbindung
Eppendorfs zur biomedizinischen For-
schung untermauern und die eigenstan-
dige, kreative Forschung junger Talente
bis zu 35 Jahren im europaischen Raum
fordern. In den 25 Jahren seines Beste-
hens hat sich der Preis zu einer prestige-
reichen Auszeichnung mit namhaften
Preistragern entwickelt.

Von Beginn an unabhangig

Der Bewerbungsprozess sowie die Gewin-
nerauswahl waren von Beginn an durch
Unabhangigkeit charakterisiert. Zum einen
gibt es keine Nominierung durch Dritte,
die Bewerbung erfolgt auf eigene Initiative.

Zum anderen haben weder Eppendorf
noch Nature Einfluss auf die Auswahl des
Preistragers. ,,Als ich von den Eppendorf-
Eigentumern angesprochen wurde, eine
Jury fur den Eppendorf Young Investigator
Award zusammenzustellen, habe ich ohne
Zogern zugesagt”, so der damalige Jury-
vorsitzende Prof. Ernst-Ludwig Winnacker
[11. Winnacker stellte allerdings zwei
Bedingungen: Die Jury sollte die Freiheit
haben —unabhangig von Eppendorf—den
jeweiligen Gewinner ausschlieBlich auf
Basis exzellenter Arbeit auszuwahlen.

Als zweite Bedingung formulierte er den
Wunsch, den Fokus auf die Forderung
junger Forscher in europaischen Laboren
zu richten.

Besonderes Jubilaum, besondere
Feierlichkeit

Das besondere Jubildum des Eppendorf
Award wird mit der Young European In-
vestigators Conference am 25. Juni 2020
am EMBL Advanced Training Centre in
Heidelberg gefeiert. Zu dieser Veranstal-
tung haben sich hochkaratige Award-
Alumni angekiindigt, um Uber ihre For-
schung und Karriere zu sprechen und
sich mit den Konferenzteilnehmern aus-
zutauschen.

So gibt es u.a. ein Wiedersehen mit dem
ersten Gewinner — Prof. Steve Jackson
aus GrofRbritannien.

Das wissenschaftliche Programm wird
organisiert von den ehemaligen Preistra-
gern Dr. Simon Boulton (The Francis
Crick Institute, GroBbritannien) und Dr.
Oscar Fernandez-Capetillo (CNIO, Spa-
nien & Karolinska Institute, Schweden).
Die 1-tagige Veranstaltung ist offen fur
Wissenschaftler/innen aus dem Bereich
der biomedizinischen Forschung.

2020 begeht Eppendorf das 75-jahrige
Firmenjubilaum. Teil der Festivitaten wird
das 25-jahrige Jubilaum des Eppendorf
Award for Young European Investigators
sein. Dieses wird mit der Young European
Investigators Conference 2020 gefeiert
(s. auch Seite 13).

TOMORROW
LAB SINCE 1945

75
YEARS




Networking-Pausen inklusive Verpfle-
gung werden ebenso geboten wie ein
abendliches Galabuffet im Anschluss an
den Vortrag des neu gekiirten Award-
Gewinners 2020 (Gewinnerbekanntgabe
im Marz 2020).

Anmeldeschluss flr die Konferenz ist der
30. April 2020 (Kapazitaten begrenzt).

Der Juryvorsitzende Prof. Reinhard Jahn
vom Max-Planck-Institut fur Biophysika-
lische Chemie in Gottingen freut sich:

25-JAHRIGES JUBILAUM DES EPPENDORF AWARD - NEWS

.Ich bin absolut begeistert von dem

Meeting. Es zeigt die herausragende Be-

deutung der Forschungsarbeit der bis-
herigen Gewinner des Eppendorf
Awards.”

Informationen zur Konferenz unter
www.eppendorf.com/award/25years

Informationen zum Award unter
www.eppendorf.com/award

[1] Jubilaumsschrift 5th Anniversary, Eppendorf AG

Presented in partnership with nature

Conference 2020

partnership with Nature, since 1995.

with a talk from the newly minted 2020 Award Winner.

Scientific Program Organizers

Simon Boulton
The Francis Crick Institute « United Kingdom

Speakers*
Andrea Ablasser
EPFL - Switzerland

Dario Alessi
University of Dundee « United Kingdom

Silvia Arber
University of Basel & FMI « Switzerland

Ménica Bettencourt-Dias
Instituto Gulbenkian de Ciéncia * Portugal

Patrick Cramer
Max Planck Institute for Biophysical Chemistry « Germany

Thomas Helleday
University of Sheffield « United Kingdom

Steve Jackson
Gurdon Institute « United Kingdom

The Eppendorf Award for Young European Investigators is
granted annually to an early career scientist for outstanding
contributions to biomedical research. It has been awarded,

In 2020, we will celebrate 25 years of this prestigious prize
with an event welcoming back Award Alumni to talk about
their science and careers. The conference will be rounded off

eppendorf

Young European Investigators

FREE Conference: June 25, 2020 / EMBL Advanced Training Centre, Heidelberg, Germany

This free one-day conference is open to
all scientists in biomedical research.

in Event includes networking coffee breaks
and lunch, and a gala dinner in the evening.
Mingle with our Alumni!

Register for free at:
www.eppendorf.com/award/25years

-winning

Be inspired by award
researchers‘.

Oscar Fernandez-Capetillo
CNIO « Spain
Karolinska Institute « Sweden

Ben Lehner
CRG + Spain '
[

Elizabeth Murchison
University of Cambridge « United Kingdom

Jean Pieters
University of Basel « Switzerland

Luca Scorrano y

University of Padova = VIMM - Italy

Michael Wegner
University of Erlangen-Niirnberg « Germany

Georg Winter
CeMM -« Austria

Thomas Wollert
Institut Pasteur « France

D
“Status: August 2019

For more information and to register visit:
www.eppendorf.com/award/25years

)
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Tipp

Registrieren Sie
Ihre Produkte —
jetzt noch einfacher!

Neben der herkdmmlichen Methode zur
Registrierung von Produkten uber die
Website, bietet Eppendorf nun auch eine
Fast-Track-Option. In nur drei einfachen
Schritten konnen Sie jetzt Ihre Produkte
mit der Eppendorf App registrieren. Fir
jede Registrierung konnen Sie bis zu 100
epPoints®erhalten und kiinftig exklusive
Vorteile genielen.

Und in unserer Eppendorf App gibt es
noch mehr zu entdecken:

> Blattern Sie durch den Eppendorf
Produktkatalog.

> Entdecken Sie Augmented Reality und
erleben Sie unsere Produkte live.

> Oder werden Sie ,,Geschicklichkeits-
meister” mit einem unserer Eppendorf-
Spiele.

Holen Sie sich die App und
beginnen Sie mit dem Scannen
www.eppendorf.com/scan-on

PS: Wenn Sie immer noch die klassische Methode
Gber die Website bevorzugen, melden Sie sich in
Ihrem myEppendorf-Konto an oder erstellen Sie
ein neues Konto und beginnen Sie mit der Regist-
rierung.
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14 NEWS - WILLKOMMEN IN HAMBURG: JOHANNES KOHL UND GEORG WINTER

Willkommen in Hamburg:
Johannes Kohl und Georg Winter

eppendorf
& Science

PRIZE FOR

NEURO
BIOLOGY

Erinnerung an Ham-
burg: Johannes Kohl
mit personalisierter
Pipette
Der deutsche Wissenschaftler Johannes Kohl, Ph.D., besuchte
Eppendorf im Fruhjahr 2019. Johannes hatte den Eppendorf &
Science Prize for Neurobiology 2018 fur seine an der Harvard
University durchgefiihrte Arbeit zu neuronalen Mechanismen
erhalten, die der elterlichen Firsorge bei Mausen zugrunde
liegen. In seinem eigenen Labor am Francis Crick Institute in
London will Johannes Kohl untersuchen, wie Schwangerschaft,
Stress, Schlaf oder Hunger bei Mausen die Informationsverarbei-
tung beeinflussen und so ein bestimmtes Verhalten triggern.

Nach dem Besuch zeigte er sich begeistert: ,,Es war groRartig,
einen Einblick in die inneren Ablaufe bei Eppendorf zu bekom-
men und viele interessante Menschen kennenzulernen.” Die
Produktionsbereiche haben es Johannes besonders angetan.
Beeindruckend, wieviel Sorgfalt jedem Detail gewidmet wird und
welch hohe Ingenieurskunst in jede einzelne Pipette einflief3t.
Ich bin mit noch hoherer Wertschatzung fur die Prazisionsinstru-
mente in meinem Labor nach England zuriickgekehrt.”

www.eppendorf.com/prize

Markenhinweise

Georg Winter mit

Eva van Pelt, Vorstand
Vertrieb, Marketing
und Service

Einige Wochen spater war auch Dr. Georg Winter vom CeMM-
Forschungszentrum fiir Molekulare Medizin der Osterreichischen
Akademie der Wissenschaften in Wien zu Gast bei Eppendorf.
Georg hatte den Eppendorf Award for Young European Investiga-
tors 2019 gewonnen. Er erhielt die mit 20.000 Euro dotierte
Auszeichnung fir seine Arbeit an der Entwicklung einer generali-
sierbaren Methode flir den gezielten Proteinabbau in vivo. Der
zielgerichtete Proteinabbau ist eine neue und radikal andere
Methode in der Medikamentenentwicklung. Georg Winter und
sein Team erhoffen sich, dass durch diesen Ansatz zusatzliche
krankheitsrelevante Proteine erschlossen werden konnen und
somit neuen Therapien der Weg geebnet wird.

Auch Georg genoss den Kurztrip nach Hamburg sowie die
Eindricke, die er sammeln konnte: ,, Ich habe sehr viel gelernt
und mitgenommen, und es war sehr spannend zu sehen, wie
Eppendorf-Produkte entstehen.”

www.eppendorf.com/award

Agilent®and Bioanalyzer®are registered trademarks of Agilent Technologies, Inc., USA. Amazon®is a registered trademark of Amazon Technologies, Inc., USA. ATCC®is a registered
trademark of the American Type Culture Collection, USA. lllumina®, MiSeq®, and BaseSpace®are registered trademarks of lllumina, Inc., USA. Nature®is a registered trademark of
Springer Nature Ltd., UK. QIAGEN®is a registered trademark of QIAGEN GmbH, Germany. Toyobo®is a registered trademark of Toyobo Co., Ltd., Japan. 700926D5™and MSA1003™
are trademarks of the American Type Culture Collection, USA. Invitrogen™is a trademark of ThermoFisher Scientific, Inc., USA.

Eppendorf®, the Eppendorf Brand Design, CCCadvanced®, CryoCube®, epMotion®, Eppendorf BioSpectrometer®, Eppendorf Research®, Eppendorf Tubes®, epPoints®, the epServices®
logo, Mastercycler®, SnapTec®, and VisioNize® are registered trademarks of Eppendorf AG, Germany. Innova®is a registered trademark of Eppendorf, Inc., USA. eLABJournal®is a
registered trademark of Bio-ITech B.V., Netherlands. SafeCode™ is a trademark of Eppendorf AG, Germany. U.S. Design Patents are listed on https://corporate.eppendorf.com/en/
trademarks-patents/. All rights reserved, including graphics and images. Copyright © 2020 by Eppendorf AG.



GEWINNSPIEL - SERVICE 15

Neues Pipettiersystem zu gewinnen

Die Losung des Preisratsels aus der BioNews Nr.50 lautete
.Eppendorf Conical Tubes Amber”. Der Hauptgewinn, ein
Pipetten-3er-Pack, ging an Robert Barthel in Frankreich.

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 2020.

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 Angeharige durfen
nicht teilnehmen. Die Gewinner der ersten drei Preise werden
in Ausgabe 54 veroffentlicht.

Je 1 Eppendorf Research®

plus 16- oder 24-Kanalpipette
Ilhrer Wahl

39

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

je 500 Bonus epPoints®

WAAGERECHT
1 Schnell, ziigig 25 Ozean, Meer (Engl.)
4 Bauernhof (Engl.) 27 Skipiste (Engl.)
7 Kurzreise 28 Bleidhnliches, giftiges Metall
9 Beitrag in sozialen Netzwerken (chem. Symbol)
11 Das einatmen und dann reden ... 29 US-Bundesstaat in Neuengland
lustig! (Abk.) (Abk.)
12 Caracas ist die Hauptstadt 30 Verwendung, Gebrauch (Engl.)
(ISO-Landerkiirzel) 31 Sieg, Siegeszug
13 Frau eines Radschas 32 Legierungsmetall zur
14 Paste auf Basis von Sojabohnen Stahlveredelung (chem. Symbol)
16 Altersguppe innerhalb einer 33 Wurde durch Robinson Crusoe
Gesellschaft beriihmt (Nachname)
20 Er entwickelte eine Farbemethode 34 Alles korrekt (Abk.)
fur Bakterien 36 Istelektrisch geladen
21 Funktion, die mit Strg + Z (oder 38 Laufer (Engl.)
Command-Z) ausgeldst wird 41 Schwarz-wei gestreiftes Herdentier
22 ,Englische” Tetrapoden haben 4 43 Solch ein Cycler wird fur PCR
davon (Sing.) bendtigt (Engl.)
23 102 m (Abk.) 46 Spanischer Artikel
24 Binnenstaat in Stidasien 47 Das erste Fin FFF
(ISO-Landerkiirzel) 48 Weiblicher Vorname

41 | |
m (Registrierung bei epPoints erforderlich)
-48-|

SENKRECHT
1 Hier liegen Tampere und Turku 18 10~ m (Abk.)
(ISO-Landerkiirzel) 19 Virusgrippe
2 Internetprotokoll (Abk.) 20 10°L (Abk.)
3 Das Portrait dieser Lisa hangt im 23 Halbleise Tonstarke (Abk.)
Louvre 26 Zwischen Delta und Foxtrot
40,3048 m (engl. Abk.) 30 Bund, Zusammenschluss
5 Gehorntes Saugetier 35 Verrickt nach Eukalyptus
(engl. Kurzbezeichnung, PI.) 37 Zweiter Teil der Bibel (Abk.)
6 Spanisch fir Monat 39 Wanderfischart (engl. Bezeichnung)
7 Massenmedium (Abk.) 40 Hatdie Ordnungszahl 37
8 Ruckbildung, Riickentwicklung (chem. Symbol)
9 KenngroRen 42 Reife Erdbeeren und Tomaten haben
10 Verhdltnisse, Umstdnde, augen- diese Farbe (in England)
blickliche Lage 43 ltalienische Liebeserklarung:
13 Hatdie Ordnungszahl 75 ...amo!
(chem. Symbol) 44 Deutsche Universitatsstadt am
14 Britische Subkultur der frithen 60er Neckar (KFZ-Kennzeichen)
Jahre 45 Chronisch-entziindliche

15 Amtstracht
17 GroRBer Greifvogel
(engl. Bezeichnung)

neurologische Erkrankung (Abk.)

Losungshinweis fiir das Gewinnspiel BioNews Nr.52:

H E

Einsendeschluss fir das Gewinnspiel: 30. Juni 2020. Online teilnehmen unter
www.eppendorf.com/bn-service oder das Losungswort per E-Mail an bionews@eppendorf.de senden!



ScienceWebinars

RAYAAAS
Science Webinars keeps you on pace with breakthroughs in
cancer research. Search out one of our Webinars today.

Webinar
Monitoring immune responses in cancer therapies: Avoiding

the cytokine storm and other negative outcomes

Webinar
Personalizing cancer immunotherapy: From biomarker

discovery to clinical diagnostics

Webinar
Deciphering immuno-oncology: Targeting innate

immunity in cancer

View our entire archive at: webinar.sciencemag.org/bionews

AA01010310


http://webinar.sciencemag.org/bionews
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