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Nachrichten Aktuelles

Die dunkle Seite der Genomik ...

Neben dem Organspendeskandal fill-
te ein weiteres biologisches Thema mit
Sprengkraft einen guten Teil des medialen
Sommerloches:die Kritik an dem pranatalen
Gentest der Konstanzer Lifecodexx AG. Mit
dem Bluttest kdnnen Arzte viel frither und
unkomplizierter als per Fruchtwasseranalyse
feststellen,ob Trisomie 21vorliegt oder nicht.
Unabhdngig davon,ob die Kritik des Bundes-
behinderten-Beauftragten Hubert Hiippe
zutrifft, der Test sei einzig auf eine Selektion
Betroffenerausgerichtet, scheint eine erneu-
te Negativwahrnehmung der Genforschung
und -diagnostik vorprogrammiert. Wohl
auch deshalb wird der Ruf nach angemes-
senen Regularien unter Biowissenschaftlern
und Medizinern immer lauter. Mitte Juli for-
derten gleich zwei Wissenschaftsakademien
(vgl S. 42) die Europaische Kommission auf,
bestimmte Testangebote zu untersagen.
Zugleich sollen Qualitatsstandards furr die di-
rektvermarkteten Gentest-Angebote vorge-
schrieben werden. Die erforderliche Debatte
wirft einen Schatten auf Fortschritte bei der
Genforschung, die nach langer Wartezeit
endlich Nutzen verspricht.

Neue Methoden

Aktuelle Fortschritte bei funktionellen
Techniken, wie dem Gene editing (vgl. Spe-
zial ,Funktionsgenomik”) ermdéglichen es
indes erstmals, realitdtsnah und ohne Off-
Target-Effekte die Funktionen von Genen zu
studieren. Damit sind die Voraussetzungen
geschaffen, um die in Zellen & Biobanken —
unserem zweiten Spezialthema —verborge-
nen Schatze zu heben: Diagnosemarker und
Arzneimitteltargets. Abgerundet wird der
Blick in die molekularen Tiefen von Krankheit
und Gesundheit durch ein Spezialthema
Mikroskopie. Ob die bislang wenig wahrge-
nommenen technologischen Fortschritte
vermogen, die Negativperspektive zu dndern,
muss die Berichterstattung zeigen. Wichtig
ist es indes, diese zu kommunizieren.
Thomas Gabrielczyk
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Sequenzierung

DNA-Kopierer: So groB3 wie 1 Cent

= Mit einem von Freiburger Forschern ent-
wickelten winzigen Chip konnen gleichzeitig
hunderttausend einzelne DNA-Sequenzen
vervielfaltigt werden.

Das Herzstiick der neuen Technik ist gerade
einmal so grofl wie eine 1 Cent-Miinze. In einem
Chip mit hunderttausend Vertiefungen—dem
Picowell Array — werden die DNA-Sequenzen
so verteilt, dass statistisch betrachtet jeweils
genau eine Sequenz in genau einer Vertiefung
landet. Danach wird der Chip mit einem einzi-
gen gewohnlichen Mikroskopie-Objekttrager
verschlossen. Die enthaltene DNA kann dann

Genetik

Sichere Genfliegen

=» Schweizer Forscher haben eine transgene
Taufliegen-Spezies erzeugt. Eine Gen-Barriere
verhindert die Fortpflanzung von Drosophila
synthetica mit der natirlichen Art.

Schweizer Forscher haben mit Hilfe gene-
tischer Methoden eine neue Taufliegen-Art
geschaffen. Die Ergebnisse veroffentlichten
die Wissenschaftler von der Universitat Bern
am 25.Juliin der Fachzeitschrift PLoS ONE (7(7):
€39054, doi:10.1371/journal.pone.0039054). Im
Vergleich zur natiirlich vorkommenden Spezies
d. melanogaster hat die von den Zellbiologen
um Eduardo Moreno geschaffen neue Fliegen-
Version hellere Augen und anders geformte Fli-
gel. Der Clou der Forschungsarbeit liegt darin,
dass die Wissenschaftler eine kiinstliche gene-
tische Barriere zwischen den Arten eingerichtet
haben. Die Folge: Drosophila synthetica ist das
erste transgene Tier, das sich nicht mit dem
Wildtyp vermehren kann, selbst aber fruchtbar
bleibt und sich mit anderen Taufliegen ihrer Art
fortpflanzen kann. Moreno ist Uberzeugt, dass
die neue Taufliegen-Art kiinftig als Modell fiir
die Entwicklung anderer transgener Organis-
men dienen konnte:: ,Wenn alle gewlinschten
genetischen Veranderungen auch mitentspre-
chenden Artenbarrieren versehen wiirden, so
dass sich der veranderte Organismus nicht mit
der naturlichen Art vermischen kann, dann
konnten wir Risiken eingrenzen und natirliche
Arten vor unerwinschten Kreuzungen mit
transgenen Organismen schitzen.”

mittels Festphasen-PCR vervielfaltigt und an-
schlieRend mit Next Generation Sequencing
entziffert werden. Der Clou: Die bei der PCR
entstehenden DNA-Kopien binden an genau
der Stelle an den Objekttrager, die der Position
der ursprunglichen Sequenz entspricht. Der
Objekttrager lasst sich dann, dhnlich wie ein
DNA-Microarray, zur schnellen und kosten-
glinstigen Analyse kompletter Genome ein-
setzen — ohne Spezialgerate oder zusatzliche
Ubertragungsschritte.

Entwickelt wurde das nun im Fachmagazin
Lab on a Chip (DOI: 10.1039/C2LC405348B) pra-
sentierte Verfahren am Institut fir Mikrosys-
temtechnik (IMTEK) der Universitat Freiburg.
Geht es nach den Forschern, kdnnte das Sys-
tem kiinftig DNA-Tests in der personalisierten
Medizin vereinfachen. ,Die Analyse einer
Tumorzelle kann beispielsweise Aufschluss
darliber geben, welche Signalwege in der Zelle
fehlerhaft sind. Dieses Wissen ist in der perso-
nalisierten Medizin hilfreich, um Medikamente
zielgerichtet aufeine Patientengruppe mafSzu-
schneidern®, heilt es dazu aus Freiburg.

Biomimetik

Kiinstliches Perimutt

<> BritischeForscherhabenkiinstliches Perlmutt
erzeugt. Mit dem robusten Imitat kénnten zu-
kiinftig Schiffsrimpfe beschichtet werden.

Britischen Forschern um Ullrich Steiner von
der University of Cambridge ist es gelungen,
Perlmutt im Labor nachzuahmen (Nature
Communications, doi:10.1038/ncomms1970).
Mit Hilfe eines neuen biomimetischen Ver-
fahrens konnten die Wissenschaftler erstmals
die abwechselnden Schichten aus Kalk und
organischem Material nachbauen, so dass
die schillernde Optik erhalten bleibt. Daftr
erzeugten sie zunachst eine porose organische
Schicht, die in eine Losung mit einer Kalzi-
umverbindung getaucht wird. Trépfchen der
Losung kristallisieren anschlieBend zu einer
stabilen Kalziumkarbonatschicht aus. Etwa
30 solcher Beschichtungszyklen werden von
einem Roboter durchgefiihrt. Durch die Abfol-
ge und Dicke der Schichten wird einfallendes
Licht dhnlich reflektiert und gebrochen wie
beim Natur-Perimutt.

In der Natur verwenden schalenbildende
Mollusken Perimutt vorallem als Schutz gegen
Fressfeinde, da es ahnlich wie eine Ziegelstein-
mauer aufgebaut ist. Das Perlmutt-Imitat
eigne sich kiinftig deshalb dafiir, robuste und
gunstige Beschichtungen fur verschiedenste
Gegenstande herzustellen, so die Forscher.
Denkbar ware, dass das Kunst-PerImutt in
Zukunftim Schiffsbau eingesetzt wird, um die
Schiffsrimpfe stabil zu beschichten.
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Technologie

VorstoB fiir freies Forschungsportal

<> Nach der britischen Regierung plant jetzt
auch die Europaische Kommission, Forschungs-
ergebnisse frei zuganglich zu machen. Die
Kosten sollen die Autoren tragen.

Wenn der Steuerzahler die Forschung finan-
ziert, soll er sie auch nutzen konnen. Dieser
Argumentation folgt die Europdische Kom-
mission mit ihrer Mitte Juli veréffentlichten
Empfehlung, wissenschaftliche Publikationen
im Rahmen offentlich geforderter Forschung
als Open Access-Veroffentlichungen frei
zuganglich zu machen. Nach dem Willen der
Kommission sollen bis 2016 etwa 60% der
Resultate EU-geforderter Forschung kostenlos
nutzbar sein. Die EU schliel3t sich damit der
britischen Open-Access-Initiative von Mitte
Juni an. Nach dem Willen des Wissenschafts-
ministers David Willets sollen Forschungs-
ergebnisse generell 6ffentlich zuganglich
gemacht werden; die Bearbeitungskosten von
2.000f pro Publikation sollen von 2014 an die
Autoren selbst tragen.

Hintergrund der Open Access-Initiative
ist die in wissenschaftlichen Verlagen inzwi-

schen weitverbreitete Praxis, hohe Preise fir
Fachzeitschriften zu verlangen, deren Inhalt
aus offentlich geforderter Forschung stammt
und unentgeltlich von Wissenschaftlern
geprift und aufbereitet wurde. Nach einem
Wissenschaftler-Boykott des hollandischen
Verlags Elsevier sprach der britische Guarpian
vom ,,akademischen Frihling"”.

,Die Steuerzahler sollten nicht zweimal fur
Forschungsergebnisse zahlen missen, und sie
mussen problemlos auf Rohdaten zugreifen
kénnen®, sagte Neelie Kroes, die zustandige
EU-Kommissarin fur die Digitale Agenda.
Das EU-Modell sieht zwei Wege vor, die den
Wissenschaftlern die Wahl zwischen konventi-
oneller Publikation oder einer Veréffentlichung
abseits etablierter Verlagsstrukturen lassen.

In GrolRbritannien setzt man hingegen auf
den Aufbau eines neuen Forschungsportals
mit Peer-Review-Verfahren und Diskussi-
onstools. Fur dessen Aufbau hat sich Wissen-
schaftsminister Willets bereits unentgeltliche
Hilfe gesichert: Als Regierungsberater fungiert
Wikipedia-Griinder Jimmy Wales.
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Qualle aus Rattenherz-Zellen

Sie sieht aus und bewegt sich wie eine echte
Quialle. Doch die blaue Meduse ist ein biolo-
gisches Imitat. Herzmuskelzellen aus Ratten
bringen das Silikon-Gertist zum Schwimmen.
Ein US-Forscherteam hat erstmals eine bio-
kiinstliche Qualle erschaffen. Der Silikonkor-
per der Kunst-Meduse zieht sich eigenstan-
dig rhythmisch zusammen. Moglich wird
dies durch in das Silikon platzierte Herzmus-
kelzellen von Ratten (Nature Biotechnolo-
gy, doi0.1038/nbt.2269). Die Forscher der
Harvard University in Cambridge und des
California Institute of Technology in Pasa-
dena studierten zundchst an Ohrenquallen
die Form und Verteilung der Muskelzellen.
AnschlieBend schufen sie einen flachen, run-
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den Silikonkérper mit acht Ausstilpungen. In
die winzige Quallenform impften sie in ge-
nau vorher festgelegten Bahnen Zellen von
Rattenherzen ein. Diese hatten sich bereits
nach wenigen Tagen zu einem Muskelzell-
Netzwerk verbunden. Fiir das Gelingen des
Experimentes war dann nur noch etwas
Starthilfe in Form eines Elektroschockes not-
wendig. Ahnlich wie nach dem Impuls eines
Herzschrittmachers schlugen die Herzmus-
kelzellen kurz darauf selbstandig im Takt,
so dass sich die Qualle normal fortbewegen
konnte. Anwendungspotential sehen die
Wissenschaftler in der Herstellung kinstli-
cher menschlicher Organe.

(alle Bilder der Woche auf Laborwelt.de)

Aktuelles Nachrichten

Gendiagnostik

Gentest kommt

=» Dervorgeburtliche Praena-Test auf Trisomie
21soll trotz Kritik noch in diesem Jahr zu haben
sein.Die Landesregierung Baden-Wiirttembergs
wird den Markteintritt nicht verhindern.

Selten hat ein Medizinprodukt solchen
Wirbel verursacht wie der PraenaTest® auf
Trisomie 21 der Konstanzer Lifecodexx AG.
,Ich halte den Test fir illegal®, sagte der
Behinderten-Beauftragte der Bundesregie-
rung Hubert Hiippe (CDU) Mitte Juli in Berlin.
Seine Einschatzung beruht auf einem von ihm
in Auftrag gegebenen Rechtsgutachten der
Universitat Bonn.Jedoch wird nach Meldungen
von SpieceL ONLINE das zustandige Sozialministe-
rium in Baden-Wirttemberg die Vermarktung
des bereits genehmigten Tests trotz der Kritik
nicht verhindern. Landessozialministerin Ka-
trin Altpeter (SPD) bezieht sich dabei auf das
Gendiagnostikgesetz, wonach vorgeburtliche
genetische Untersuchungen durchgefihrt
werden dirfen, wenn sich damit Eigenschaften
feststellen lassen, die die Gesundheit des Kin-
des vor oder nach der Geburt beeintrachtigen.
Der Lifecodexx-Test basiert auf der Analyse
zellfreier fétaler DNA im Blut der Mutter. Der
entscheidende Unterschied zu etablierten Me-
thoden nach Herstellerangaben: Bisher komme
es bei etwa 1% der 30.000 Schwangeren, die
sich jahrlich einer Fruchtwasseruntersuchung
unterziehen, zu einer Fehlgeburt. Der Praena-
Test® sei hingegen gefahrlos.

Genomforschung

Das Bananom ist da

=» Franzosische Forscher haben das Genom der
Wildbanane entziffert.

Franzosische Wissenschaftler um Angélique
D’Hont teilten in Paris mit, das Erbgut der
Variante DH Pahang der Wildsorte Musa acu-
minata umfasse mehr als 36.500 Gene (NATURE,
doino.1038/nature1241). Im Vergleich zur Super-
marktbanane kann die Wildsorte eine Reihe von
Pilzen, Bakterien und Viren in Schach halten. Die
Forschervom Pariser Zentrum furinternationale
Zusammenarbeit in der Agrarforschung wollen
nun herausfinden, welche Gene dafiir verant-
wortlich sind. Dieses Wissen kdnnte der Super-
marktbanane helfen. Die weltweit verbreitete
Sorte Cavendish ist steril und wird deshalb vege-
tativvermehrt, was ihre genetische Variabilitat
einschrankt und sie anfallig gegen Schadlinge
wie die Erreger der Schwarzen Blattmasern und
der Panamakrankheit macht. Die Resistenzgene
der Wildbanane konnten aber die Rettung sein,
meinen die Forscher.
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Gene Editing

. A
Wahrend der Berg an Sequenzierungsda-
ten und bioinformatischen Vorhersagen
von Genfunktionen wachst, hinkt die
experimentelle Analyse der oft fehlerbe-
hafteten Daten immer noch nach. Doch
neue Methoden versprechen kiinftig
eine automatisierte Funktionsanalyse
und somit den Briickenschlag zwischen
Genotyp (Genom, Methylom) und Aus-
pragung (Proteom, Metabolom). Erst dies
ermoglicht das Lesen im Genom.

Mit Hilfe der unterdessen etablierten
RNA-Interferenz (RNAi)-Technologie hat
ein Team um Rainer Pepperkok vom EMBL
in Heidelberg jedes der gut 20.000 Gene
des Menschen ausgeschaltet und die
Wirkung auf die Sekretion von Proteinen
untersucht. Erstmals identifizierten die
Forscher so einen Grolteil der an der
Sekretion beteiligten regulatorischen
Proteine in humanen Zellen. Ahnliches
leisten sogenannte Designer-Nukleasen,
die sequenzspezifisch Doppelstrang-
briiche induzieren und so das gezielte
Ausschalten von Genen und die Unter-
suchung der funktionellen Konsequenzen
im entsprechenden Tiermodell gestatten,
wie Schnieke et al. berichten. Doch ist mit
Hilfe der Zinkfinger-Nukleasen und TAL-
Effektor-Nukleasen noch mehr moglich:
Das Einschleusen synthetischer Gene an
bestimmten Genloci eréffnet erstmals
die gezielte Analyse der funktionellen
Konsequenzen von Einzelbasenaustau-
schen. Mittels Aktivitats-basiertem
Screening versuchen zudem Forscher des
MAMBA-Konsortiums um Peter Golyshin
—der Miterfinder des Reactome Arrays —
neue industriell interessante Metaboliten
und Enzyme im Metagenom des Mittel-
meeres aufzuspilren und mit Industrie-
partnern zu Produkten zu entwickeln.
Experten stellen dariiber hinaus das
Potential von Metabolom-Analysen zur
Diagnose von Krankheiten und Vorhersa-
ge von Arzneimitteltoxizitaten dar.
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Gene gezielt modifizieren
mit Designer-Nukleasen

Denise Nguyen, M.Sc., und Dr. Tatiana Flisikowska, Technische Universitat Miinchen,
Lehrstuhl fiir Biotechnologie der Nutztiere

Gene Targeting, also die gezielte Modifikation eines bestimmten Gens in embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) der Maus, war bislang die Standardmethode zur funktionellen
Genomanalyse und um Tiermodelle fiir die Biomedizin bereitzustellen. Damit wurde die
Maus zum meistverwendeten Saugetiermodell — und die Entwickler der Technologie 2007
mit dem Nobelpreis fiir Medizin ausgezeichnet. Obwohl das Potential dieser Technologie
fiir viele Spezies offensichtlich ist, konnten funktionale ES-Zellen bislang nur fiir die Spezies
Maus, Ratte und Affe etabliert werden. Gene Targeting beim Nutztier kann zwar mittels
somatischem Kerntransfer erzielt werden, ist aber technisch aufwendig. Bei beiden Metho-
den muss die genetische Verdnderung iiber homologe Rekombination in vitro kultivierter
Zellen durchgefiihrt werden. Die verwendeten Zellen miissen die Fahigkeit besitzen, die
Entwicklung eines neuen Lebewesens zu unterstiitzen oder zu tragen. Mit der Einfiihrung
des Gene Editing — so genannt, um es vom Gene Targeting zu differenzieren — wurde un-
langst eine technologische Hiirde libersprungen, sowohl hinsichtlich der Effizienz, mit der
gezielte Veranderungen ins Genom eingebracht werden kénnen, als auch hinsichtlich der
Auswahl der Spezies. Die Methode beruht auf dem Einsatz neuartiger sequenzspezifischer
Designer-Nukleasen: Zink-Finger-Nukleasen (ZFNs) oder TAL-Effektornukleasen (TALENS). Sie
sind in Pflanzen, Reptilien, Fischen und Saugetieren aktiv. Durch die hohe Effektivitdt kann
die Genmanipulation in Zellen, aber auch direkt in der befruchteten Eizelle durchgefiihrt
werden, und das selbst fiir Sdugetierarten, fiir die es weder funktionale ES-Zellen gibt noch

der Kerntransfer eine Option darstellt.

ZFNs und TALENs werden haufig auch als
molekulare Scheren oder Designer-Nukleasen
bezeichnet, da sie eine Zielsequenz im Genom
erkennen und dort einen DNA-Doppelstrang-
bruch induzieren. Daraus folgt, dass sowohl
ZFNs als auch TALENs Elemente zur Sequenz-
erkennung und Endonuklease-Aktivitat besit-
zen missen (vgl. Abb. 1A).

Die seit mehreren Jahren bekannten ZFNs be-
ruhen —wie der Name schon impliziert — auf
dem Motiv der Zink-Finger, welche ubiquitar
in Transkriptionsfaktoren gefunden werden.
Ein einzelner Zink-Finger hat eine GroRe von
20 bis 30 Aminosauren und ist strukturell
gekennzeichnet durch das Vorhandensein von
zwei B-Faltblattern und der als Erkennungshe-
lix bezeichneten a-Helix. Der am haufigsten
verwendete Typ von ZFNs besteht aus drei
bis vier Zink-Fingern; jeder davon bindet drei
aufeinanderfolgende Basen der Zielsequenz.
Somit ergibt sich fiir eine einzelne ZFN eine
Erkennungssequenzvon g bis 12 Basenpaaren,
flr ein ZFN-Paar von 18 bis 24 Basenpaaren.
TALENSs beruhen auf den Transkriptionsak-
tivator-dhnlichen (transcription activator-like
effector, TAL) Effektoren, welche erstmals
als Virulenzfaktoren in Pflanzenpathogenen
wie Xanthomonas spp. gefunden wurden.
Die DNA-Bindung von TAL-Effektoren wird

Uber eine Domane mit 12 bis 27 Wiederho-
lungseinheiten von je 33 bis 35 Aminosauren
vermittelt, wobei jede Einheit Uber zwei
hochvariable Aminosaurereste (repeat-vari-
able di-residue, RVD) an genau eine Base der
Zielsequenz bindet. Mit einem Aufgebot von
nur vier verschiedenen Wiederholungsein-
heiten ist es somit theoretisch moglich, fur
jede beliebige DNA-Sequenz einen passenden
TAL-Effektor zu entwerfen, welcher je nach
Anzahl der Wiederholungseinheiten eine
Sequenzspezifitat von 12 bis 27 Basenpaaren
besitzt, fir ein TALEN-Paar somit 24 bis 54
Basenpaare.

Diese hohe Spezifitat der DNA-Bindedo-
manen sollte garantieren, dass nur die Zielse-
quenz beziehungsweise das Zielgen erkannt
wird. Wahrend die Erkennungssequenz eines
normalen Restriktionsenzyms sechs Basen-
paare umfasst und somit im Durchschnitt
alle 4.096 Basenpaare auftritt, sollte eine
18 Bp-Erkennungssequenz einer Designer-
Nuklease nur einmal in 69 Milliarden Ba-
senpaare vorhanden sein — zum Vergleich:
das menschliche haploide Genom umfasst 3
Milliarden Basenpaare.

Sowohl in TALENs als auch in ZFNs ist die
jeweilige DNA-Bindedomane mit der kata-
lytischen Domdne der Endonuklease Fokl
fusioniert, welche nach Dimerisierung einen
Doppelstrangbruchin der Trennungssequenz
zwischen den beiden Erkennungssequenzen
induziert.
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TALE-und ZF-Nukleasen werden immer paarweise eingesetzt, mit Erken-
nungssequenzen fir beide DNA-Strange und mit einem Abstandshalter
von etwa 15 Basenpaaren zwischen den Erkennungssequenzen. Dieser
Zwischenbereich wird dann von der Fokl-Endonuklease gespalten.

Gene Editing in vitro und in vivo

Wie auch die bereits bekannten Meganukleasen nutzen TALENs und
ZFNs aus, dass ein induzierter Doppelstrangbruch zur Aktivierung zel-
luldrer Reparaturmechanismen fiihrt. Zur Reparatur der eingefiihrten
Lasionen stehen zwei gut konservierte Mechanismen zur Auswahl -die
nicht-homologe Endverkniipfung (NHEJ) oder die Reparatur Uber eine
homologe Vorlage (s. Abb. 1B).

Genommodifikationen mit Hilfe von Designer-Nukleasen kénnen
also zwei Formen annehmen: Ohne Zugabe eines exogenen DNA-
Donors findet an der anvisierten Stelle nicht-homologe Endverkniip-
fung statt. Aufgrund von Ungenauigkeiten bei der Reparatur kommt
es dabei zu kleineren Insertionen und Deletionen. Werden die Erken-
nungssequenzen also in einem der vorderen Exons gewahlt, kommt
es haufig zu einem Knock-out des Gens. Diese Vorgehensweise bietet
die Méglichkeit, Gene auszuschalten, ohne dabeiim Genom Spurenin
Form von Selektionskassetten zu hinterlassen.

Wird dagegen ein Vektor mit homologen Sequenzen gemeinsam mit
den Designer-Nukleasen transfiziert, so kdnnen liber homologe Rekom-
bination definierte Mutationen oder Transgene am gewlinschten Locus
eingefiihrt werden, im Vergleich zum herkdmmlichen Gene Targeting
allerdings mit deutlich erhohter Effizienz.

Fur das Einbringen der Designer-Nukleasen in die Zelle stehen
grundsatzlich alle bisher bekannten Transfektionsmoglichkeiten zur
Verfligung. Besonders interessantist jedoch die Transfektion als in vitro
transkribierte mRNA, da eine transiente Expression fir die Induktion
des Doppelstrangbruches ausreichend erscheint und gleichzeitig eine
zufallige Integration und die damit einhergehende potentielle Schadi-
gung durch Off-Target-Aktivtat vermindert werden kann.

Die bisherigen Experimente mit Designer-Nukleasen zeigen, dass
Gene Editing sehreffizientist und auch ohne Selektion Mutationsraten
von 30% bis 50% auftreten'2. Selbst biallelische Knock-outs treten mit
Frequenzen von 1% bis 20% auf34.

Das Potential der Designer-Nukleasen soll hier an zwei Beispielen der
in vitro- und in vivo-Genmanipulation verdeutlicht werden. Humane
ES-Zellen sind mit Hilfe des normalen Gene Targeting nur schwer zu
modifizieren. Durch den Einsatz von Designer-Nukleasen kann sich
dies jedoch andern. So konnten mittels eines neuartigen Assemblie-
rungsprotokolls in kiirzester Zeit 96 TALENS fiir verschiedene Ziele in
humanen ES-Zellen hergestellt werden, die in 87% der Falle zu einem
erfolgreichen Knock-out fuhrtens.

Noch interessanter fir die funktionelle Genanalyse und fiir die
Entwicklung von Tiermodellen ist die Moglichkeit, dass mit Hilfe von
ZNFs oder TALENs ein Knock-out und selbst homologe Rekombinati-
on direkt im Tier, in der befruchteten Eizelle, durchgefiihrt werden
kann. Dies wurde fir Mause gezeigt und in eigenen Experimenten
fiir das Kaninchen —einer Spezies, fiir die weder funktionelle ES-Zellen
vorhanden sind noch der somatische Kerntransfer etabliert ist (Abb.
2)4. Designer-Nukleasen eréffnen somit neue Moglichkeiten fiir die
genetische Manipulation von fastallen Zelltypen und in einer Vielzahl
von Spezies.

TALENs oder ZNFs?

Im insgesamt noch recht jungen Feld der Designer-Nukleasen stellen
die ZFNs die besser charakterisierte Spezies dar. Verschiedene Arbeits-
gruppen konnten ihre Wirksamkeit in einer Vielzahl von Organismen
und Zelltypen nachweisen; ebenso wurden mehrere Protokolle erstellt,
mit deren Hilfe eigene ZFNs hergestellt werden kdnnen. Aber gerade

LABORWELT

Gene Editing Functional Genomics

BIOCRATES
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Targeted Metabolite Identification and
Quantification:

Absolute/DQ®
p150 Kit & p180 Kit

¢ |dentify and quantify more than 180
metabolites

e Discovery of metabolomic biomarkers
e Routine monitoring of metabolic pathways
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calculation of metabolite concentrations

The Kits are designed to be used with your
Waters® or AB SCIEX™ mass spectrometer.

Contact:

BIOCRATES Life Sciences AG
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A-6020 Innsbruck, Austria
marketing@biocrates.com
www.biocrates.com
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Gene Editing
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Gene Targeting
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Aufbau und Wirkungsweise von Designer-Nukleasen. A. ZFNs und TALENSs unter-
scheiden sich nur durch die Beschaffenheit der DNA-Bindedomanen. B. Gene Editing
mittels Designer-Nukleasen resultiert entweder in einem Knock-out oder in der
Einflihrung einer exogenen DNA-Sequenz. DSB: Doppelstrangbruch, HR: Homologe

Rekombination

die Assemblierung von funktionalen ZFNs
stellt noch ein Hindernis bei der Verbreitung
dieser Technologie dar — zwar missen im
Vergleich zu TALENs weniger Einzelmotive
zusammengefiigt werden, um ein funktions-
tlichtiges Molekil zu erhalten; dafiir gestal-
tet sich der Designvorgang fir funktionale
ZFNs als deutlich schwieriger. Dies liegt zum
einen daran, dass Zink-Finger Basentripletts
erkennen und bisher nicht fiir alle denkbaren
Tripletts wirksame Zink-Finger identifiziert
wurden—nuretwa alle 500 Basenpaare findet
sichim Genom eine geeignete Sequenz. Zum
anderen kommt es zwischen den einzelnen
Zink-Finger-Motiven einer ZFN zu Interaktio-
nen, welche die Bindeeigenschaften erheblich
verandern. Eine auf dem Papier ideale ZFN
kann also in der Zelle unter Umstanden nur
sehr schlechte DNA-Affinitdt zeigen, was
ein zeitaufwendiges Funktionsscreening
der selbstentworfenen ZFNs unumganglich
macht. Hinzu kommt der Off-Target-Effekt
- die Aktivitat auRerhalb der eigentlichen
Zielregion —, der bei ZFNs bei Verwendung der
Wildtyp-Fokl-Domane nicht unerheblich ist
und zu erhohter Zytotoxizitat fihrt.

O
| S

el
e ~
Injektion von

Isoli befruchteter ~
SSHETIRg 30, 1 SRS ZFN/TALENs/Donor-DNA

Eizellen

TALENSs — obwohl erst seit kurzem bekannt —
kénnen dagegen lber die verfligbaren Proto-
kolle hergestellt werden, ohne dass Probleme
hinsichtlich der Funktionalitat auftreten. Das
liegt daran, dass nach den bisherigen Erkennt-
nissen die einzelnen Wiederholungseinheiten
einer TALEN in ihrer DNA-Bindung komplett
voneinander unabhangig sind und es nicht
zu Positionseffekten kommt. Ebenso kénnen
TALENs aufgrund des zugrundeliegenden
,Eine-Base-eine-Aminosaure“-Codes fiir jede
beliebige DNA-Sequenz konstruiert werden.
Erstaunlich ist zudem, dass alle bisher publi-
zierten TALENs trotz Wildtyp-Fokl-Domane
keine Off-Target-Aktivitat zeigen.

Beide Arten von Designer-Nukleasen sind
gebrauchsfertig erhdltlich: TALENs kosten
zwischen 3.000 und 5.000 Euro, was auch
zu einer Preisreduzierung bei ZFNs flihren
durfte (bisher kosten diese zwischen 12-000
und 25.000 Euro flr nicht-kommerzielle
Anwendungen). Sowohl fiir ZFNs als auch
flir TALENs gibt es zudem Kits fiir 650$ bzw.
350$, mit denen die Nukleasen im heimischen
Labor hergestellt werden konnen; aus den
genannten Griinden funktioniert dies jedoch

Embryotransfer / 7
L/

r 4
S

Knock-Out/Knock-In
Kaninchen

Gene Editing mit Hilfe von ZFNs in Kaninchen-Oozyten
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flr TALENs sehrviel besser und auch deutlich
schneller als flir ZFNs.

Insbesondere TALENs haben aufgrund ihrer
guten Verfligbarkeit und der Robustheit
des zugrundeliegenden Codes das Poten-
tial, Gene Targeting zu revolutionieren.
Biallelische Knock-outs, die vorher meist nur
durch Ziichtung erreicht werden konnten,
konnen mit Hilfe von Designer-Nukleasen in
einem Schritt realisiert werden. Ebenso ist
es moglich, durch gleichzeitige Anwendung
verschiedener TALENs oder ZNFs zwei Targets
gleichzeitig zu verandern. All dies ist zudem
in Spezies moglich, in denen Gene Targeting
mit den bisherigen Methoden nicht oder
nur schwer durchfiihrbar war, einschlieflich
Pflanzen und Reptilien. Designer-Nukleasen
sind ein effizientes, zeitsparendes Werkzeug
fir die funktionelle Genanalyse und bieten
Maéglichkeiten fir die Herstellung komplexer
Krankheitsmodelle zur besseren Erforschung
von Humanerkrankungen in physiologisch
relevanten Tierspezies. GroRe Chancen bieten
sich auch in der personalisierten Medizin: Die
groRe Effektivitat von TALENS, ihre geringe Off-
Target-Aktivitat und die Tatsache, dass nach
der Genkorrektur keine fremden Sequenzen im
Genom zuriickbleiben, machen sie zu idealen
Werkzeugen fir die Gentherapie.
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Diagnose und Prognose
mit Metabolomics-Tests

Dr. Therese Koal, BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, Osterreich, Dr. Hennicke Kamp,

BASF SE, Ludwigshafen

Analysen des von einem Zelltyp exprimierten Metabolitspektrums bieten im Gegensatz zu
Gentests direkte Aussagen iiber biologische Funktionen. Massenspektrometrische Techniken
ermoglichen dabei ein Multiplexing, das der Komplexitat des Krankheitsgeschehens und der
Toxizitditsmechanismen wesentlich besser gerecht wird als bisherige Einzelmetabolitbestim-
mungen. Die Analyse von Metabolitmustern, die relevant fiir die Diagnose von Krankheiten
und die Prognose der Toxizitat von Arzneimittelkandidaten sind, bietet liber ihren direkten
Nutzen hinaus auch die Méglichkeit, Erkenntnisse iiber Krankheits- und Toxizitatspathways
zu gewinnen, indem die Ergebnisse von Metabolom-, Genom- und Transkriptomdaten mit-

einander in Beziehung gebracht werden.

Diplomchemikerin
und Fachchemikerin
fiir Toxikologie,
Director Product &
Method Develop-
ment der BIOCRA-
TES Life Sciences
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Wo liegen Vorteile von Targeted Metabolomics
gegeniiber anderen massenspektrometrischen
Bestimmungen zu diagnostischen Zwecken?

In der Biomarkerforschung und klinischen
Diagnostik werden in jungster Zeit ehrgeizige
,Metabolomics“-Konzepte vorangetrieben, mit
dem Ziel moéglichst alle relevanten, niedermo-
lekularen endogenen Stoffwechselprodukte
(<1500 Dalton) aus Korperfliissigkeiten oder Ge-
webe zu identifizieren und quantifizieren. Dazu
haben sich vor allem massenspektrometrische
(MS) Verfahren etabliert, die eine simultane
Analyse der Zielmetaboliten aus einer biologi-
schen Probe ermdglichen. Hier gibt es zwei sich
technisch erganzende Ansatze: Non-Targeted
und Targeted Metabolomics.

Non-Targeted Metabolomics verfolgt de-
novo-Metabolom-Analysen mit Fokus auf
der Identifizierung der detektierten Signale;
Nachteile bestehen in der beschrankten Anzahl
etablierter Protokolle zur Prozessierung der
Rohdaten, Instrumentabhangigkeiten und der
Schwierigkeit, die chemische Identitat poten-
tieller Zielmetaboliten eindeutig aufzuklaren,
an der man letztendlich interessiert ist. Genau
dafiir ist der Targeted Metabolomics-Ansatz
deutlich im Vorteil, denn es werden vorse-
lektierte Metaboliten mittels hochselektiver
Triple Quadrupol-MS/MS im ,Selected lon
Monitoring” (SIM)-Modus detektiert, identifi-

LABORWELT

ziert und quantifiziert. Probenvorbereitung und
Analyse werden eigens fiir die Zielmetaboliten
entwickelt, aufeinander abgestimmtund stan-
dardisiert. Sie ermoglichen so eine simultane,
hochprazise, akkurate, robuste und quantitati-
ve Analyse, die eine langzeitstabile Intra- und
Inter-Laborvergleichbarkeit gewahrleistet.

Targeted Metabolomics hat sich gegen-
wartig bereits in der klinischen Diagnostik im
Neugeborenen-Screening als Standardtechnik
etabliert und wird sich zeitnah auch fiir weitere
Anwendungen (zum Beispiel Steroid-Hormone,
25 Hydroxy-Vitamin D2 und D3) durchsetzen
und dabei Einzelanalyt-Analysenverfahren wie
Immunoassays abldsen, die flir metabolitspe-
zifische Limitationen (Matrixeffekte, unzurei-
chende Antikérper-Spezifitat) bekannt sind.
BIOCRATES hat eine MS-basierte standar-
disierte Targeted Metabolomics-Plattform
entwickelt, die es ermoglicht mehr als 700
Metaboliten in verschiedensten biologischen
Proben zu quantifizieren. Einige dieser Assays
sind dabei als kommerzielle Kit-Produkte fir
mehr als 200 Metaboliten erhaltlich (Abso-
luteIDQ® p150 Kit, AbsolutelDQ® p18o Kit,
MetaDisIDQ® Kit, AbsolutelDQ® Stero17 Kit
und SterolDQ® Kit).

Der Toxikologe
leitet seit 2010 die
Gruppe Services
Experimental Toxi-
cology and Ecology
bei der BASF SE in
Ludwigshafen.
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Wie kénnen Metabolom-Analysen beim Toxi-
kologie-Screening in der Arzneimittelentwick-
lung méglichst sinnvoll eingesetzt werden?

Expertenpanel

Metabolomics oder Metabolite Profiling
beschreiben die Analyse von endogenen
Stoffwechselprodukten wie Aminosauren,
Kohlenhydraten, Lipiden etc. aus biologischen
Proben - also allen charakteristischen Stoff-
wechsel-Eigenschaften eines Organismus. In
den vergangenen Jahren wurde die Technik
zunehmend auch in toxikologischen Studien
eingesetzt, um Anderungen in biochemischen
Prozessen zu untersuchen (Lindon et al,, 2004;
van Ravenzwaay et al., 2007 und 2010). BASF
und Metanomics haben basierend aufeiner GC/
MS- und LC/MS-MS-Plattform die Datenbank
MetaMap® Tox aufgebaut, in der die Anderun-
gen im Plasma-Metabolom von mehr als 500
verschiedenen Chemikalien hinterlegt sind, die
die meisten toxikologischen Wirkmechanismen
reprasentieren. Durch den Vergleich der Meta-
bolomanderung einer unbekannten Substanz
mit der MetaMap® Tox-Datenbank kdnnen nun

die Wirkmechanismen dieser Substanz erkannt
und zuverlassig unterschieden werden.

Mit Hilfe der Metabolite-Profiling-Methode
sowie Datenbank MetaMap® Tox kann die
Zahl der Tierversuche an Ratten erheblich
reduziert werden, da die mit Hilfe des Me-
taboloms gewonnenen toxikologischen
Informationen genutzt werden kénnen, die
weitere Sicherheitsprifung von potentiellen
Wirkstoffen in der Pharma- oder Pflanzen-
schutzmittelentwicklung zielgerichtet voran-
zutreiben (,reduction through refinement”).
Da die Metabolomanalyse schon inder friihen
Wirkstoffentwicklung eingesetzt werden
kann, lassen sich auRBerdem Substanzen mit
negativen toxikologischen Eigenschaften
rechtzeitig identifizieren, so dass weiter-
gehende Tierversuche vermieden sowie
Entwicklungsressourcen auf Substanzen kon-
zentriert werden konnen, die ein vorteilhaftes
Sicherheitsprofil zeigen. Metanomics Health
bietet seit Juni 2012 zwei Produkte basierend
auf MetaMap® Tox flr Kunden in der Arznei-
mittelbranche an: den MetaMap® Tox Scree-
ner (25 Wirkmechanismen in 11 verschiedenen
Organen), basierend auf 14 Tage-Studien an
Ratten und den MetaMap® Tox Profiler (46
Wirkmechanismen in 17 verschiedenen Orga-
nen) auf Basis von 28 Tage-Studien.
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PCR

Real-time PCR-
Extraktionskontrollen

Bioline GmbH, Luckenwalde

Die Verwendung der real-time PCR hat aufgrund ihrer hohen Sensitivitat, Genauigkeit und
Zuverlassigkeit in den letzten Jahren dramatisch zugenommen. Diese Eigenschaften sind
stark abhdngig von der Qualitat des Ausgangsmaterials bzw. dem Vorhandensein von inhi-
bitorischen Komponenten. Diese Faktoren beeinflussen in der Folge den Assay und knnen

auch zu falsch negativen Ergebnissen fiihren.
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Ineffiziente DNA-Extraktion. (A) Ein Fragment des Beta-2-Mikroglobulin (32MG)-Gens
wurde aus HEK293-Zellen (griiner Kanal) amplifiziert und (B) die Sequenz der internen
Kontrolle aus der DEC (roter Kanal) amplifiziert. Dazu wurde das ISOLATE Genomic DNA
Kit verwendet, wobei der Lysepuffer bzw. Bindepuffer durch PBS ersetzt wurde, um
eine ineffiziente Extraktion zu simulieren. Die Reaktionsbedingungen waren 10 min. bei
95°C, gefolgt von 50 Zyklen bei 95°C fiir jeweils 10s, bei 60°C fiir 30s. Der vollstandige
Lyse-Schritt (rot) und das Inhibitionsmuster bei keiner Lyse (orange) und ohne Bindepuf-
fer (griin) sind in beiden Fallen gleich, was veranschaulicht, dass die DEC zur Verfolgung

der DNA-Extraktion eingesetzt werden kann.
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Esist gangige Praxis in der real-time PCR, eine
bekannte Menge an Kontroll-DNA (,spike-
in“-Kontrolle) nach der DNA/RNA-Extraktion
hinzuzugeben. Die Zugabe von Kontroll-DNA
nach der Extraktion erméglicht eine Verfol-
gung der Inhibition innerhalb des Assays,
hat aber keinerlei Bedeutung als Extrakti-
onskontrolle oder als Nachweis der Effizienz
der reversen Transkription. Ideal ist es, wenn
Probe und interne Kontrolle vor der real-time
PCR der gleichen Behandlung unterzogen
werden. Bioline verfligt Giber eine DNA-
Extraktionskontrolle (DNA Extraction Control,
DEC) und eine RNA-Extraktionskontrolle (RNA
Extraction Control, REC), welche die Probe im
Vergleich zu ,spike-in“-Kontrollen genauer
simulieren. Das genetische Material der Probe
sowie der DEC bzw. REC wird gleichzeitig an-
hand der Ublichen Extraktionsmethoden ex-
trahiert, wobei die Extraktionskontrolle eine
ebenso hohe Sensitivitat gegeniber einer
Inhibition oder fehlgeschlagenen Extraktion
aufweist wie die Probe.

Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Vor-
teil unserer Extraktionskontrollen gegentiber
einer ,spike-in“-Kontroll-DNA. Das Verfahren
ermoglicht eine genauere Verfolgung der
Effizienz des Extraktionsprozesses bzw. den
Nachweis einer moglichen Inhibition inner-
halb des real-time PCR-Assays.

Die DNA-Extraktionskontrolle (DEC) besteht
aus Zellen einer bekannten Konzentrati-
on, welche die DNA-Sequenz der internen
Kontrolle enthalten (mit keiner bekannten
Homologie zu anderen Organismen). Diese
Zellen werden vor der DNA-Extraktion zu-
sammen mitdem Lysepuffer zu der Zielprobe
gegeben. Im Anschluss an die Extraktion
wird der Primermix (Primer und Sonde) vor
der Amplifikation zu dem Reaktionsgemisch
hinzugegeben. Das Signal der internen Kon-
trolle verursacht dabei nur minimale Inter-
ferenzen bei der Detektion der Proben-DNA
und bestatigt den erfolgreichen Verlauf des
Extraktionsschrittes (Abb. 1)
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Die Extraktionskontrollen (REC/DEC) dienen
nicht nur als Indikator fur die Effektivitat des
Extraktionsprozesses, sondern kdnnen eben-
falls genutzt werden, um Verunreinigungen
durch PCR Inhibitoren zu veranschaulichen.
Diesen Effekt erhalt man dadurch, dass die
Extraktionskontrollen dhnlich auf inhibito-
rische Faktoren reagieren, wie das Zielgen.
Der Nachweis lasst sich sowohl anhand der
ct-Werte als auch der Signalstarke erbringen
(Abb. 2).

RNA-Extraktionskontrolle

Die RNA-Extraktionskontrolle (REC) funktio-
niert nach dem gleichen Prinzip, wie die DNA-
Extraktionskontrollen. Nach der Extraktion
wird der Primermix (Primer und Sonde) vor der
reversen Transkription und der Amplifikation
zu dem Reaktionsgemisch hinzugegeben.
Wie auch bei den DNA-Extraktionskontrollen
lasst sich auch hier eine Aussage uber eine
fehlerhafte Extraktion, bzw. das Auftreten
von Inhibitoren fur die PCR treffen.

Abweichungen der internen Kontrolle
zwischen Ansatzen

Die DNA- und RNA-Extraktionskontrollen
(DEC und REC) liefern eine exogene interne
Kontrolle zur universellen Verwendung bei
verschiedenen real-time PCR-Assays und
bieten eine gebrauchsfertige Anordnung
mit neuen Targets ohne die Notwendigkeit
einer Optimierung. Zur Gewahrleistung ei-
ner korrekten Interpretation der negativen
Ergebnisse, ist der Ct-Wert der Kontrollen
konstant.

Schlussfolgerung

Die DNA- und RNA-Extraktionskontrollen
(DEC und REC) dienen nicht nur dem Nachweis
von Inhibitoren der PCR, sondern konnen
ebenfalls als Indikatoren fir die Effektivitat
des Extraktionsprozesses verwendet werden.
Bei Nachweis von Inhibitoren in der real-time
PCR weisen die Kontrollen ein ahnliches Inhi-
bitionsprofil wie das eines Kontrollgens auf,
sowohl hinsichtlich des Ct-Wertes als auch
der Signalstarke. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist, dass die Kontrollen auch als Indikatoren
flr den Probenverlust wahrend des Extrakti-
onsschrittes dienen kdnnen. Im Gegensatz zu
den REC bzw. DEC hat die Zugabe reiner DNA
wahrend der Lyse keine Funktion als Indikator
der ,Zelllyse”. Der Ct-Wert bei “vollstandiger
Lyse” gegeniiber demjenigen “ohne Lyse” an-
dert sich in diesem Fall nicht wesentlich.
Die einzigartige Sequenz, die bei den DNA-
und RNA-Extraktionskontrollen (DEC und REC)
verwendet wird, minimiert die Interferenzen
bei der Target-Detektion in einer Multiplex-
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PCR-Inhibition (A) Ein Fragment des Beta-2-Mikroglobulin (32MG)-Gens wurde aus
menschlicher genomischer DNA (griiner Kanal) und (B) die Sequenz der internen
Kontrolle aus der DEC (roter Kanal) amplifiziert. Steigende EDTA-Konzentrationen
wurden in die Reaktion eingetragen (omM, 1mM, 2mM, 2,5mM, 3mM, 3,5mM und

4mM, respektive), um die zunehmenden Konzentrationen eines Inhibitors zu simu-
lieren. Die Ergebnisse veranschaulichen, dass die DEC das gleiche Inhibitionsmuster
wie die Ziel-Probe aufweist, was zeigt, dass die PCR-Inhibition anhand der DEC

identifiziert werden kann.

Reaktion. Eine Optimierung und Validierung
der Multiplex-Assays ist jedoch grundsatzlich
zu empfehlen.

Die DNA- und RNA-Extraktionskontrollen
(DEC und REC) eignen sich fiir eine Verwen-
dung mit kommerziell erhaltlichen DNA-
Extraktionskits (Silizium-Membran und
CHELEX-Filtermatrizen) und wurden fir eine
breite Palette von real-time PCR-Plattformen
einschlieRlich der ABI-7500 (ABI), LightCycler
480°® (Roche), RotorGene-Q™ (Qiagen) und
MX3005P® (Stratagene) getestet.

Die Kompatibilitat der Kontrollen mit
den unterschiedlichen klinischen Proben ist
laut den Pathologielabors, die sich mit der
Validierung der DEC und REC befasst haben,
ein weiterer kritischer Aspekt dieser internen
Kontrolle. Die Inkorporation der Kontrollen

ist sehr einfach und kann anhand einer ge-
ringen Anzahl von Versuchen bewerkstelligt
werden AbschlieRend ist festzuhalten, dass
angesichts der Vielseitigkeit der DNA- und
RNA-Extraktionskontrollen die DEC und REC
als universelle Plattform fir die qualitative
Kontrolle bei den unterschiedlichsten Anwen-
dungen von real-time PCR-Assays eingesetzt
werden konnen.

Kontakt

Bioline GmbH

Im Biotechnologiepark TGZ Il
14943 Luckenwalde
hberthel@bioline.com
www.bioline.com
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Genome Engineering

Sequenzgenaues DNA-
Targeting mit TAL-Tools

Dr. Frank Notka, Life Technologies Corp. / GeneArt AG, Regensburg

Transcription Activator-Like (TAL) Effektorproteine reprasentieren eine Klasse von Transkriptions-
aktivatoren, die von verschiedenen Xanthomonas-Arten produziert und in ihre Wirtspflanzen
injiziert werden. Dort wirken sie auf transkriptioneller Ebene auf die Expression bestimmter
Wirtsgene, um ein fiir die Vermehrung der Bakterien forderliches zelluldres Milieu zu schaffen.
Aus der Sicht des Genome Engineering interessieren dabei besonders die spezifischen Binde-
sequenzen, welche die TAL-Proteine nutzen, um die Wirtsgene zu manipulieren. Die Spezifitat
derBindesequenzenistin der Anordnung von Repeat-Domanen innerhalb des zentralen Bereichs
von TAL-Effektoren verschliisselt. Jede Repeat-Domane kann ein bestimmtes Nukleotid binden,
so dass die Reihenfolge der einzelnen Repeat-Domanen die zu bindende DNA-Sequenz definiert.
Der Bindebereich vermittelt — zusammen mit einer Aktivator-Funktion und einem NLS (Nuclear
Localization Signal) — den Kernimport und die Aktivierung bestimmter Promotoren. Mit der Ent-
schliisselung des Bindecodes und der Mdglichkeit, unterschiedliche funktionelle Domanen zu
fusionieren, wurde jetzt eine ganz neue Klasse von Werkzeugen fiir die Manipulation genetischer
Information und Funktion hervorgebracht.

Die Menge verfligbarer genetischer Informa-
tion ist bereits heute tiberwaltigend grof und
wachstaufgrund der rasanten Technologieent-
wicklungen im Bereich des Next Generation
Sequencing unvermindert weiter. Die Auswer-
tung der Sequenzdaten und die Uberfiihrung
dieser Resultate in konkrete Anwendungen
innerhalb der Biotechnologie oder Medizin
erfolgt hingegen mit einer sehr viel geringeren
Geschwindigkeit und Effizienz. Bisher waren die

Maoglichkeiten einer gezielten Manipulation ge-
netischer Information aufwendig und die Um-
setzung von Erkenntnissen aus Genomanalysen
entsprechend limitiert. Bakterielle TAL-Proteine,
die wie Transkriptionsfaktoren wirken, haben
das Potential, eine ganz neue Dynamik in die
gezielte Veranderung von Genomen verschie-
denster Organismen zu bringen.
TAL-Proteine lassen sich als molekulare
Werkzeuge verwenden, um Genome zu ma-
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Lernen von der Natur: TAL-Code dechiffrieren — spezifisches Bindemolekiil designen

12 | 13. Jahrgang | Nr. 3/2012

nipulieren. So kénnen beispielsweise Gene
irreversibel ausgeschaltet, repariert oder
Fremdgene eingeschleust werden. Aber auch
die reversible Regulation der Genexpression ist
moglich, indem Aktivatoren oder Repressoren
mit Promotor-bindenden TALs fusioniert wer-
den. Die Palette moglicher Anwendungen ist
durch die einfache Handhabung, beziehungs-
weise den unkomplizierten Austausch der
funktionellen Fusionsanteile relativ problem-
los erweiterbar und neue Anwendungsfelder,
beispielsweise im Bereich epigenetischer
Modifikationen, sind absehbar.

Der zentrale, aus Repeat-Domanen beste-
hende Bereich der TAL-Effektoren ist fur die
Bindung an die Zielsequenz verantwortlich.
Natirlicherweise besteht dieser Bereich aus 12
bis 27 dieser Domanen. Jede Repeat-Domane
eines TAL-Proteins besteht aus durchschnittlich
34 Aminosauren. Die spezifische Erkennung ei-
nes Nukleotids erfolgt tiber ein polymorphes
Aminosdurepaar an Position 12 und 13 der sonst
auBerst konservierten Repeat-Domane, das als
RVD (Repeat Variable Diresidue) bezeichnet
wird. Die Entschlisselung des natirlichen
Codes, der jeder Repeat-Domane ein Nukleotid
in einer DNA-Sequenz zuweist, flihrte zur Ent-
wicklung von Designer-TAL-Effektorproteinen.
Diese bestehen aus mehreren Funktionseinhei-
ten. So konnen unterschiedliche Funktionen,
die in der Regel durch die Verkniipfung mit
enzymatisch aktiven Domanen vermittelt
werden, gezielt in zugangliche Regionen chro-
mosomaler DNA dirigiert werden.

Die Entschliisselung des TAL-Codes und
die Entwicklung des Konzepts einer TAL-
Technologieplattform (Abb. 1) erfolgte in
Zusammenarbeit mit der Universitat Halle".
Life Technologies entwickelte den Produkti-
onsprozess flr die Herstellung der Effektoren
aus vorgefertigten Bausteinen. Seit Marz 2012
kénnen kundenspezifische GeneArt® Precision
TAL-Effektoren mit einer Lieferzeit von rund
zwei Wochen bezogen werden.

Gezielte Veranderungen von Genomen betref-
fen bisher in der Regel einfache Gene-Knock-
outs, Gene Repairs, Genome-Rearrangements
oder das gerichtete Einfligen von Fremd-DNA.
In Abhangigkeit der jeweiligen Zielorganismen,
wie Bakterien, Hefen, Algen, Pflanzen oder Sau-
getierzellen gibt es eine Reihe von Methoden,
die sich in Aufwand und Effizienz erheblich
unterscheiden. Wahrend sich einfache Orga-
nismen, wie Bakterien, Hefen und manche
Algen relativ gut manipulieren lassen, indem
zelleigene Mechanismen wie die homologe
Rekombination effizient genutzt werden, sind
gezielte genomische Modifikationen gerade
bei Pflanzen- und Saugetierzellen enorm
aufwendig. Bisher standen mit Zinkfingernu-
kleasen (ZFNs) und Homing-Endonukleasen
zwei Technologien zur Verfiigung, die eine
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Abb. 2: Anwendungskonzepte: A. Genome engineering, B. Aktivie-
rung und C. Hemmung der Expression

DNA-bindende Einheit mit einer DNA-schneidenden Einheit zur geziel-
ten Spaltung eines genomischen Locus verkniipfen. Das sequenzgenaue
Targeting und das Einfiihren eines gezielten DNA-Doppelstrangbruchs
istdie Voraussetzung, um mit Hilfe zelleigener Reparaturmechanismen
die Zielsequenz zu verandern. Durch Non-homologous end-joining
(NHEJ) kann die Spaltstelle wieder verknupft werden, wobei es in der
Regel zu ungenauen Verbindungen in Form von Nukleotid-Deletionen
kommt. Diese Ungenauigkeit wird zum irreversiblen Ausschalten eines
Gens verwendet, da sie zu einem Frameshift (Leserastermutation) und
damit zu einem inaktiven Gen bzw. Protein fiihrt. Weist ein Ziel-DNA-
Fragment zu beiden Seiten der Spaltstelle homologe Sequenzbereiche
auf, kann es tiber homologe Rekombination (HR) in das Genom integriert
werden. Die TALENs (TAL-Endonuklease) sind in ihrem Funktionsmecha-
nismus und ihrer Wirksamkeit vergleichbar mit ZFNs. Allerdings ist das
Design und die Auswahl der Zielsequenzen bei der Verwendung von
ZFNs weniger flexibel. Es hat sich gezeigt, dass die Wirksamkeit von ZFNs
kontext- und positionsabhangig ist und sich die beiden ZFN-Molekdile in
ihren Bindungs- und Funktionseigenschaften gegenseitig beeinflussen
kénnen. Aus den abgeleiteten Designregeln ergibt sich rechnerisch eine
Targetfrequenz von etwa 500 Nukleotiden und damit keine nukleotid-
genaue Festlegung der Zielsequenz, sondern nur die Einschrankung
aufeinen Bereich. TALs haben dagegen kaum Sequenzrestriktionen. Ein
weiterer Nachteil von ZFNs: Die Effizienz lasst sich nicht gut prognosti-
zieren, und unter Umstanden muissen mehrere ZFN-Paare funktionell
getestet werden, was sich auf die Herstellungskosten auswirkt. Auch
flr TALENs kann eine Vorselektion aus mehreren Paaren die Effizienz
erhohen. Allerdings hat sich gezeigt, dass die Erfolgsrate von etwa 5%
bis 50% genomischer Mutationen ausreicht, um rekombinante Zelllinien
kostengtinstig herzustellen. Generell ist die Bindungsspezifitat der ZFNs
nicht hoch genug, um Off-Target-Effekte auszuschlieRen. Unerwiinschte
Nebeneffekte, inklusive toxischer Reaktionen, bleiben daher nicht aus.
Im Vergleich weisen TAL-Effektoren nachweislich seltener unerwiinschte
Nebeneffekte durch Off-Target-Bindungen auf.

Die gezielte Erhohung oder Reduktion der Expression eines Gens
auf chromosomaler Ebene ist in der Regel nur durch Verwendung
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Genome Engineering

natirlicher Aktivator- oder Repressor-
Mechanismen, etwa auf der Ebene der Tran-
skriptionsfaktoren und miRNAs, moglich.
Ein Gene-Knockdown kann auf transientem
Weg durch posttranskriptionelle Silencing-
Mechanismen unter Verwendung entspre-
chender Molekiile, wie beispielsweise sSiRNA
oder Antisense-RNA vermittelt werden. Die
Regulation der Promotoraktivitat durch DNA-
bindende Aktivatoren ist bisher auf einige
wenige definierte Systeme zur Expressions-
kontrolle beschrankt. In diesen Systemen
kommen naturliche Regulationsprozesse zur
Anwendung, wie etwa das Lac-Operon oder
Tet-Repressormolekiile. Die Anwendung sol-
cher induzierbaren Systeme beschrankt sich
in der Regel auf die Expression heterologer
Proteine fiir biotechnologische Zwecke. Eine
echte Regulation der endogenen Genexpres-
sion ist aufwendig. Posttranskriptionelle
Methoden, welche die mRNA zum Ziel haben,
konnen zwar die Expression des Zielgens
herunterregulieren, aber eine Erhdhung der
Expression lasst sich auf diesem Weg nicht
erreichen. TAL-Effektoren konnen durch die
freiwahlbare Zielsequenz beliebige Regionen
im Chromosom anvisieren und in Verbindung
mit einer Aktivator- oder Repressoreinheit
spezifisch die Genexpression steuern. Die
Bindung einer TAL-Bindedomane an Promo-
torsequenzen fiihrt bereits zu einer Repres-
sion der Promotoraktivitat.

Ein groRer Vorteil der TAL-Effektoren ist ihre
enorme Flexibilitat bezlglich der Wahl der
Zielsequenz und der Anwendungsvielfalt. TAL-
Effektoren konnen beliebige funktionelle Einhei-
ten spezifisch zu einer genau definierten DNA-
Zielsequenz dirigieren. Die DNA-Zielsequenzen
unterliegen minimalen Restriktionen, so muss
die Zielsequenz im Moment noch mit einem
Thymidin beginnen. Die Lange der Zielsequenz
ist ebenfalls sehr variabel, ein Bereich von 10
bis 25 Nukleoiden hat sich aber als praktikabel
herauskristallisiert. Die Entschliisselung des
Bindungscodes bietet weitere Variationsmog-
lichkeiten und Spielraume, um die Spezifitat und
Bindungseffizienz zu modulieren. Die kompakte
raumliche Struktur der TAL-DNA-Bindedomane,
mit den zentralen variablen Repeat-Einheiten
und dem flankierenden konservierten Protein-
gerist, erlaubt die Fusion mit anderen Protein-
Domanen (oder Nicht-Protein-Anteilen), ohne
die Bindeeigenschaften zu beeinflussen. Dies
erlaubt das Bestiicken der DNA-Bindeeinheit
miteiner beliebigen Funktion. Die Fusionsanteile
kodieren in der Regel eine enzymatische Funkti-
on, kénnen aber auch andere Eigenschaften wie
etwa signalgebende (Fluoreszenz, FRET) oder
strukturell verbindende Funktionen (Dimerisie-
rung analog zum Yeast Two-Hybrid System, oder
zum Cross-Linking) vermitteln. Entsprechend

dieser Moglichkeiten ist die Bandbreite potenti-
eller Anwendungsgebiete grol3. Momentan wer-
den TAL-Effektoren tiberwiegend mit Nuklease-,
Aktivator- und Repressorfunktion eingesetzt
(Abb. 2). Die Nukleasefunktionen bieten bereits
verschiedene Einsatzmaoglichkeiten im Bereich
des Genome Editing und -Engineering, und
Aktivator- und Repressorfunktionen wurden
ebenfalls erfolgreich eingesetzt. Anwendungen
in der Epigenetik zur Modulation der Chromoso-
menstruktur sind bereits in der Erprobung. Die
enorme Vielfalt der moglichen Anwendungen
wird sehr schnell zu neuen Einsatzbereichen
flhren, die zum Teil jetzt noch nicht absehbar
sind. Zu dieser Entwicklung werden die schnelle
Verfligbarkeit und die geringen Kosten wesent-
lich beitragen.

[1] Jens Boch, Heidi Scholze, Sebastian Schornack , Angelika
Landgraf, Simone Hahn, Sabine Kay, Thomas Lahaye,
Anja Nickstadt, Ulla Bonas. “. Science. 2009 Dec
11;326(5959):1509-12

GeneArt® Precision TALs sind nur fiir Forschungszwecke und nicht
fiir diagnostische oder therapeutische Zwecke in Bezug auf Men-
schen oder Tiere bestimmt.

Frank Notka
frank.notka@lifetech.com
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Einblick in das
humane Sekretom

Simpson JC, Joggerst B, Laketa V, Verissimo F, Cetin C, Erfle H, Bexiga MG, Singan VR, Hériché
JK, Neumann B, Mateos A, Blake J, Bechtel S, Benes V, Wiemann S, Ellenberg J, Pepperkok R
(2012): Genome-wide RNAi screening identifies human proteins with a regulatory function
in the early secretory pathway, Nat. Cell Biol. 2012 Jun 3;14(7):764-74. doi: 10.1038/ncb2510.

Erstmals ist es gelungen, einen Grof3teil der Proteine zu identifizieren, die in humanen Zellen an
der Sekretion beteiligt sind, also dem Ausschleusen von Stoffen aus der Zelle. Um das humane
Sekretom zu erfassen, schalteten die Forscher um Rainer Pepperkok vom EMBL in Heidelberg
und Kollegen vom University College Dublin in HeLa-Zellen jedes der rund 22.000 menschlichen
Protein-codierenden Gene mittels RNA-Interferenz (RNAi) aus und beobachteten mit Hochdurch-
satzmikroskopie wie stark der Knock-down die Sekretion eines fluoreszenzmarkierten Proteins
beeintrachtigte. Ergebnis der Analysen von mehr als 8 Millionen Zellen und 700.000 Mikrosko-
piebildern: mindestens 545 Proteine sind an der Sekretion beteiligt. Davon scheinen 143 wichtig
fiir friihe Prozesse, die im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat stattfinden, 59 sind
Bestandteil der bereits bekannten Sekretionsmaschinerie. Die Arbeiten ebnen den Weg zu einem
Verstandnis der Regulation von Sekretionsprozessen und bergen damit das Potential, pathologische

Storungen der Sekretion kausal zu verstehen.

LABORWELT:
Was war die Motivation fiir Ihre Arbeiten und
die Wahl Ihres experimentellen Systems?

Wir haben zum ersten Mal weltweit das Sekre-
tom einer menschlichen Zelle erfasst. Wir haben
dazu Hela-Zellen gewahlt, weil sie technisch
einfach zu untersuchen sind. Hela-Zellen be-
wegen sich auf den von uns dazu eingesetzten
siRNA-Arrays nicht sehr stark; das ist ein Grund,
weshalb wir mit ihnen arbeiten. Zweitens, wir
haben 2010 vergleichbare Studien mit HelLa-Zel-
len veroffentlicht, wo wir einen genomweiten
siRNA-Screen der Mitose gemacht haben. Die
Daten der damaligen und aktuellen Arbeit las-
sen sich sehr gut miteinander vergleichen. Um
grundlegende Mechanismen des sekretorischen
Weges zu analysieren, halten wir Hela-Zellen
zudem flr hinreichend informativ. Das ist natur-
lich anders, wenn es um einen krankheits- oder
gewebespezifischen Kontext geht. Da muss
man entsprechend andere Zellen wahlen.

LABORWELT:
Wie sind Sie methodisch vorgegangen, um
das Sekretom zu analysieren?

Unser Ziel ist es, die an der Regulation der se-
kretorischen Pathways beteiligten Molekiile als
Gesamtsystem zu verstehen. Wir mussten dazu
verschiedene Methoden etablieren. Vor fast 10
Jahren haben wir mit Stefan Wiemann begonnen,
Proteine mit GFP zu taggen, zu lokalisieren und
zusehen, ob sie in der Sekretion eine Rolle spielen
konnten. Wir haben diese exprimiert, um dann
funktionell den Einfluss der Uberexpression zu
sehen. Bereits damals haben wir Hochdurchsatz-

LABORWELT

Mikroskope entwickelt, die es uns erlauben, im
Hochdurchsatz funktionelle zellbasierte Assays
anzuschauen und zu quantifizieren. Diesen
Ansatz haben wir im Laufe der Jahre weiter ver-
feinert. Wir mussten in diesem grof3en Durchsatz
Zellen mit siRNAs transfizieren. Dazu haben
wir eine Methode zur reversen Transfektion
von Array-gebundenen Zellen entwickelt. Nach
Erstellen einer siRNA-Bibliothek in Kooperation
mit Ambion, deren siRNAs jeweils tatsachlich
nur die Expression eines Transkripts hemmen,
und Entwicklung verschiedener Methoden der
automatischen Bildanalyse waren wir soweit, das
humane Sekretom erstmals zu analysieren.

LABORWELT:
Was sind lhre wichtigsten Ergebnisse?

Es ist ein immenser technischer Fortschritt,
dass wir die Starke morphologischer Verande-
rungen der Zelle im Hochdurchsatz erfassen
konnen. Wissenschaftlich gesehen, gab es
gleichermafen erfreuliche wie auch enttdu-
schende Ergebnisse. Wir haben gelernt, dass
Schllsselproteine zum Teil nicht mit dieser Me-
thode identifiziert werden kénnen. Ein Grund
ist, dass sie redundant exprimiert werden, das
heif’t, dhnliche Proteine Ubernehmen die Funk-
tion des stillgelegten Proteins. Das scheint fir
Schliisselproteine im sekretorischen Weg ein
generelles Prinzip zu sein. Was wir aber gesehen
haben und sehen wollten, sind Proteine die die
Sekretion regulieren, zum Beispiel signalliber-
tragende Proteine, wie den EGF-Rezeptor; wir
haben 170 Transkriptionsfaktoren identifiziert,
deren Rolle beim Membrantransport noch gar
nicht erforscht ist. Unterdessen haben wir
Muster gefunden, die darauf heinweisen, dass

Paperwelt

Nach Diplom in Angewandter Physik
(1987) und Promotion in Zellbiologie
(1992) forschte Dr. Rainer Pepperkok von
1987-1993 in der Gruppe von Prof. Dr. Wil-
helm Ansorge am EMBL in Heidelberg. Bis
1996 arbeitete er in der Gruppe von Prof.
Dr. Thomas Kreis (Universitat Genf). Dann
wechselte er als Head of Light Microsco-
py an den Imperial Cancer Research Fund
nach London. Seit August 1998 ist Pepper-
kok Teamleiter an der Cell Biology/Cell
Biophysics-Einheit sowie Leiter der Ad-
vanced Light Microscopy Facility am EMBL
in Heidelberg.

eine Housekeeping-Aktivitat der Sekretion von
verschiedenen Gruppen von Transkriptionsfak-
toren reguliert wird.

LABORWELT:
Wie lassen sich die funktionell redundanten
Schliisselproteine weiter analysieren?

Wir kénnen die funktionelle Redundanz aus-
nutzen, indem wir das Schlusselprotein und das
funktionell dazu komplementare Protein gleich-
zeitig ausschalten. Wenn wir das tun, sehen wir
einen ganz drastischen Effekt auf die Sekretion.
Das erméglicht die Analyse ganzer Proteinnetz-
werke. Im Falle der Sekretion konnten wir so
aufklaren, wie Cytoskelettelemente mit dem
vesikularem Coat-Protein interagieren.

LABORWELT:
Wo liegt das Anwendungspotential Ihrer
Ergebnisse?

Mit derselben Technologie lassen sich auch
krankheitsrelevante Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen untersuchen. Wir haben mit Kolle-
gen bereits gegonnen, die Wechselwirkungen
beim Proteintrafficking der Zystischen Fibrose
zu erfassen.
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Functional Genomics Affinomics

Antikorper zur Funktions-
Analyse des Proteoms

Dr. Jorg D. Hoheisel, Abteilung Funktionelle Genomanalyse,
Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg

Die Personalisierte Medizin steckt noch in den Kinderschuhen. Zurzeit zielt sie mehr auf eine
Patientenstratifizierung, um aus einem begrenzten Portfolio an vorhandenen Therapie-
Optionen die am besten passende auszuwahlen, anstatt eine speziell auf die Person abgestimm-
te Therapie zu erméglichen. Fiir letzteres ist die Translation von Information auf der Ebene von
DNA/RNA nur bedingt geeignet, da therapeutische Ansdtze im allgemeinen Proteine beeinflus-
sen, die fiir die meisten zelluldren Aktivitaten verantwortlich sind. Folglich muss einer globalen
Analyse des personlichen Erbguts einer Person eine globale Analyse aller Proteine folgen. Sowohl
fiir diese diagnostische Analyse als auch zusatzlich als mogliche therapeutische Reagenzien sind
eine Vielzahl optimierter Antikorper oder anderer, dquivalenter Bindemolekiile notwendig. Als
eines der ersten Projekte dieser Art zielt die europdische Affinomics-Initiative darauf ab, neben
einer groReren Zahl an Bindern die Grundlage fiir die Herstellung und Charakterisierung solcher
Affinitatsreagenzien im groRen Rahmen zu schaffen und die Kommunikation der gewonnenen
Information zu standardisieren.

In den vergangenen zehn Jahren hat sich
das Gebiet der molekularen Medizin enorm
weiterentwickelt. Dies liegt im Besonderen an
der Maglichkeit, die menschliche Erbsubstanz
- das Genom - vollstandig zu entziffern. Die
Technologie hat sich so weit entwickelt, dass
eine Untersuchung des gesamten Genoms
jedes einzelnen Patienten fir eine Reihe von
Krankheiten, insbesondere genetisch bedingte

Erkrankungen wie etwa Krebs,in wenigen Jahren
zur Routine gehoren wird. Trotz dieses unglaub-
lichen Fortschritts im Erfassen krankheitsrele-
vanter Veranderungen der DNA und RNAist die
Maoglichkeit einer Translation dieser Information
inklinische Therapieansatze begrenzt.Ein Grund
dafiirist,dass Therapeutika im allgemeinen Pro-
teine beeinflussen; zurzeit zielen etwa 97% aller
zugelassenen Wirkstoffe auf Proteine.

B | Zentromer-Protein F

Abb. 1: Beispiel fiir einen Nachweis der zelluldren Lokalisation von Proteinen tiber Antikorper-
bindung. Gewebeschnitte von gesundem (C) und Tumorgewebe (T) wurden mit Anti-
korpern inkubiert. Die braune Farbung zeigt die Position der Antikérper und damit der

Zielproteine.
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Bereits die Uiberraschend geringe Zahlan Genen
deutet an, dass viele zelluldre Aktivitaten nicht
aufder Ebene der Nukleinsduren reguliert wer-
den, obwohl die noch junge Erkenntnis, dass es
viele nicht-kodierende RNA-Molekiile mit wich-
tigen regulativen Funktionen geben kann, das
Gewicht wieder in Richtung der Nukleinsauren
verschoben hat. In jedem Fall sind Proteine an
quasi allen zellularen Prozessen beteiligt und
werden in ihrer Struktur und damit haufig in
ihrer Aktivitat verandert. Das Ausmafd und die
Wichtigkeit von Proteinmodifikationen werden
durch die Tatsache dokumentiert, dass 5% bis
10% aller menschlichen Gene fir Proteine ko-
dieren, die andere Proteine modifizieren.

Im Gegensatz zum Erkenntnisstand tber
Nukleinsauren ist global betrachtet das Ver-
standnis der Proteinebene zurzeit noch relativ
unvollstandig und ungenau. Aufgrund der
offensichtlich zentralen Rolle von Proteinen
und den Moglichkeiten, die sich dank neuer
Methoden ergeben, hat sich die Intensitat von
Analysen des vollstandigen Proteingehalts —
des Proteoms —einer Zelle oder eines Gewebes
in den letzten Jahren wesentlich erh6ht. Das
Proteom ist wesentlich komplexer hinsicht-
lich der Strukturen und biophysikalischen
Eigenschaften der Molekiile als das Genom,
das sich grundsatzlich aus Molekilen glei-
cher Struktur und sehr ahnlicher Biochemie
zusammensetzt. Allein die Zahl der Bausteine,
20 Aminosduren fir Proteine anstelle von
jeweils vier Nukleotiden bei RNA und DNA,
dokumentiert diesen Unterschied. Aukerdem
unterliegt das Proteom kontinuierlich dyna-
mischen Veranderungen. Deshalb sind die
Herausforderungen bei einer globalen und
gleichzeitig quantitativen Analyse des Pro-
teoms wesentlich gréRer und vielschichtiger
als bei Genomanalysen.

Fir eine grundlegende Untersuchung
des Proteoms ist die Verfugbarkeit von An-
tikorpern — oder anderen, entsprechenden
Bindemolekilen — fiir jedes einzelne Protein
unabdingbar. Es gibt momentan etwa 130.000
Antikorper von kommerziellen Anbietern,
wobei fiir viele Proteine ein redundantes An-
gebot besteht, wahrend es flir andere keinerlei
Antikorper gibt. Trotz dieses scheinbar grof3en
Angebots, sind wir immer noch weit von ei-
nem vollstandigen Satz an zuverldssigen und
gut charakterisierten Bindern hoher Spezifitat
und Affinitat entfernt. Selbst unter der Annah-
me, dass pro Gen nur ein Genprodukt, sprich
Protein, entsteht, fehlen viele Antikorper.
Dazu kommt die Vielzahl an unterschiedlichen
Proteinmodifikationen, die erkannt werden
miussen. Dies reicht von Splice-Varianten bis zu
posttranslationalen Modifikationen, wie etwa
Phosphorylierungen oder Ubiquitinierungen.
Eine genaue Analyse von Unterschieden in
der Protein-Glykosylierung ist augenblicklich
noch jenseits der bestehenden Moglichkeiten.
Zusatzlich sind fiir viele Anwendungen unter-
schiedliche Affinitatsmolekile notwendig; ein
Nachweis eines Proteins innerhalb einer Zelle
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erfordert andere Molekile als eine Immun-
fallung oder der Nachweis von Proteinen in
Gewebeschnitten.

Weltweit wurden vor kurzem erste koordi-
nierte Programme aufgelegt, um Affinitats-
reagenzien in unterschiedlichen Formaten als
globale Ressource bereitzustellen. Beispiele
dafir sind ProteomeBinders (www.proteome-
binders.org), Affinomics (www.affinomics.org),
die Clinical Proteomic Technologies Initiative
(proteomics.cancer.gov) oder die Antibody Fac-
tory (www.antibody-factory.de). Der Human
Proteome Atlas (www.proteinatlas.org) ist im
Augenblick am weitesten fortgeschritten und
durfte in einem guten Jahr fiir jedes der etwa
22.000 menschlichen Gene einen polyklonalen
Antikorper gegen das vorhergesagte Genpro-
dukt bereitgestellt und mittels der Antikorper
die Lokalisation des Proteins in verschiedenen
Geweben bestimmt haben. Vom Ansatz her
sind alle genannten Initiativen noch relativ
kleinformatig — trotz einer recht groRen Zahl
an Bindern, die jeweils hergestellt und charak-
terisiert werden. Dies liegt neben finanziellen
Beschrankungen auch daran, dass als Teil der
Projekte die besten Affinitatsmolekile fir
die verschiedenen Anwendungen definiert
werden. Gleichzeitig werden experimentelle
Parameter untersucht, um die Grenzen der
einzelnen Analyseformen auszureizen. Zusatz-
lich werden die Grundlagen geschaffen, um die
Datenspeicherung und die Kommunikation der
Ergebnisse zu standardisieren.

Das von der Europaischen Kommission
geforderte Affinomics-Konsortium, das auf
der ProteomeBinders-Initiative aufbaut, kom-
biniert ein ganze Reihe von Gruppen mit der
Expertise, um all die oben genannten Aspekte
abzudecken. Neben Produzenten der Zielpro-
teine und von Epitopen mit unterschiedlichen
Modifikationen nehmen eine ganze Reihe von
Gruppen teil, die Affinitatsreagenzien produ-
zieren. Einige der oben genannten Aktivitaten,
wie der Human Proteome Atlas und die Antibo-
dy Factory, nehmen ebenfalls teil. Das Portfolio
von Bindern reicht von IgG-Antikorpern aus
Kaninchen und Mausen, liber Antikérpern aus
Kamelen, die eine andere Struktur besitzen,
rekombinanten ,single chain fragment* (scF)
Bindern bis zu Darpins, niedermolekularen
Bindemolekiilen, deren Spezifitat gezielt
konstruiert werden kann. Dazu kommen Apta-
mere — Oligonukleotide, die spezifisch an ein
Epitop binden. Auer der Charakterisierung
der gewonnenen Bindemolekile wird in dem
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Umkehrung des Formats zu Abb.1: Inkubation eines Proteinextrakts aus Gewebe auf
einem Antikorper-Microarray. In der Falschfarben-Darstellung sind liberexprimierte
Proteine rot, geringer exprimierte Proteine blau dargestellt.

Konsortium ihre Eignung fir eine Reihe von
Anwendungen untersucht. Ein Schwerpunkt
dabei sind Microarray-basierte Studien. Diese
haben mittlerweile eine Qualitat erreicht, die
jene Ubertrifft, die fur eine klinische Zulas-
sung von DNA-Microarrays Voraussetzung ist
Gleichzeitigist eine Sensitivitat bis zum Nach-
weis von Interaktionen einzelner Molekiile
selbst ohne Signalamplifikation méglich. Da-
neben bilden Aspekte der Datenspeicherung
und Datenkommunikation einen weiteren
Schwerpunkt.

Wahrend ein erster Satz von 22.000 Antikorpern
gegendasgrundlegende menschliche Proteomin
wenigen Monaten existieren wird, wird es einige
Jahre dauern, umein breites Portfolio an Bindern
zu produzieren, die gegen die geschatzten ein
bis zwei Millionen Protein-Isoformen sowie fir
alle relevanten Anwendungen in unbegrenzten
Mengen verfligbar sein werden. Aufbauend auf
den Erfahrungen von Aktivitaten wie Affinomics
wird dieses Ziel jedoch recht schnell erreichbar
sein. Bereits auf dem Weg zu diesem Ziel werden
wichtige Ergebnisse gewonnen werden, die eine
unmittelbare Anwendbarkeit erméglichen. So
kann beispielsweise der Zugang zu menschli-
chen Genomsequenzen flr aberzehntausende
von Individuen die Grundlage fir eine gezielte
affinitatsbasierte Untersuchung von Proteinen
bilden. Krankheitsrelevante Protein-Isoformen,
die auf Basenaustauschen, Sequenz-Deletionen

oder Splice-Varianten basieren, kénnen mit
passenden Affinitatsreagenzien gezielt aufihre
Struktur und Funktionaltat analysiert und mit
den ,gesunden” Isoformen verglichen werden.
Dies kann die Grundlage fiir neue, gezielte und
vor allem Individuum-spezifische Therapien
bilden.

[1]  Taussig et al. (2007). ProteomeBinders: planning a
European resource of affinity reagents for analysis of
the human proteome. Nature Meth. 4, 13-17.

[2]  Alhamdani, M.S.S., Schréder, C. & Hoheisel, J.D. (2009).
Oncoproteomic profiling with antibody microarrays.
Genome Medicine 1, 68

[3] Gloriam et al. (2010). A community standard for the
representation of protein affinity reagents. Mol. Cell.
Prot. 9, 1-10.

[4] Mustafa, S.A., Hoheisel, J.D. & Alhamdani, M.S.S.
(2011). Secretome profiling with antibody microarrays.
Mol. Biosyst. 7, 1795-1801.

[5]  Alhamdani et al. (2012). Inmunoassay-based proteome
profiling of 24 pancreatic cancer cell lines. J. Proteomics
75, 3747-3759.
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Aktivitats-basiertes Screening

Biotechnologie aus
dem Mittelmeer

Peter N Golyshin', Christian Leggewie?, Karl-Erich Jaeger? Hanno Teeling* and Frank Oliver
Glockner+s, 'School of Biological Sciences, Bangor University, UK, *evocatal GmbH,
Diisseldorf, 3Heinrich-Heine Universitat Diisseldorf 4Max-Planck-Institut fiir Marine
Mikrobiologie, Bremen, 5Jacobs University Bremen

Im Rahmen des EU-finanzierten MAMBA-Projektes fahndet ein internationales Konsortium
nach neuen Enzymen fiir die Biokatalyse sowie mikrobiellen Aktivitaten, um bisher unbekannte
Antioxidanzien und Krebswirkstoffe zu produzieren. MAMBA steht fiir ,,Marine Metageno-
mics for New Biotechnological Applications”. Das Projekt baut auf national und durch die EU-
Rahmenprogramme finanzierten Arbeiten auf, die sich bereits mit der Erkundung katalytischer
Aktivitdten mariner Mikroorganismen und Biozénosen sowie den Mechanismen des Uberlebens
dieser Organismen unter extremen Umweltbedingungen befassten. Das Konsortium aus Bioche-
mikern, Genetikern, Mikrobiologen, Pharmazeuten und Prozessingenieuren bearbeitet die noch
unterschatzte ErschlieBung der mikrobiellen Diversitdt durch Metagenomics. Diese verspricht
gesellschaftlich hohen Nutzen und kann einen entscheidenden Beitrag zur Weiterentwicklung
der WeiBen Biotechnologie sowie der pharmazeutischen Industrie leisten.

Die Mehrheit der aktuellen biotechnologischen
Anwendungen sind mikrobiellen Ursprungs. Es
istallgemein anerkannt,dass die mikrobielle Welt
den bei weitem groRten Teil der Biodiversitat der
Biosphdre reprasentiert. Mikroorganismen sind
deshalbauch die Hauptressource enzymatischer
Diversitat und furr neue biotechnologische Ap-
plikationen. Marine mikrobielle Lebensgemein-
schaften machen mehr als 80% des Lebens auf
der Erde aus und spielen eine unverzichtbare
Rolleim Primarenergie- und Kohlenstoffkreislauf.
Demzufolge wird die marine biochemische und
chemische Diversitat als Hauptquelle fur die
Suche nach neuen Enzymen und Naturstoffen
betrachtet. Der Einsatz traditioneller Strategi-
en zum Auffinden von Enzymen ist allerdings
dadurch limitiert, dass sich die meisten Mikro-
organismen nicht kultivieren lassen. Die erwar-

tete enzymatische Diversitat in unkultivierbaren
Mikroorganismen hat zur Entwicklung neuer
Genomics-basierter Methoden gefiihrt, den
sogenannten Metagenomics. Es gibt in den
Metagenomics zwei verschiedene Konzepte,
entsprechend ihrer primaren Zielsetzung:
das groRangelegte Sequenzieren der Bulk-
DNA oder von DNA-Bibliotheken zielt darauf
ab,den groRtmdglichen Teil genetischer Res-
sourcen in der Probe oder Bibliothek in einem
meist Homologie-basierten Data mining zu
identifizieren.
die Konstruktion von Expressionsbibliothe-
ken mit kleinen DNA-Fragmenten — speziell
solcher in Phage A-Vektoren — zielt dagegen
aufein direktes Aktivitatsscreening ab.
Ein klarer Nachteil des ersten Ansatzes ist es,
dass er sich vollstandig auf die existierende

que vectors and
settings libraries
[4,5,6,9,12] [10]

Reliable solid- Unique collection of
and liquid-media screens natural and engineered
(2,8 11] enzymes
[1l 31 1,

Pipeline der aktivitatsgerichteten Enzymentdeckung aus Umweltressourcen innerhalb
des MAMBA-Projektes. Die Funktionsanalyse von Metagenomen stellt die Identifika-
tion von Enzymen sicher, die auf definierte Substrate wirken. In Klammern angegeben
sind Referenzen, die die erfolgreiche Implementierung des Ansatzes innerhalb von

MAMBA dokumentieren.
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- potentiell fehlerbehaftete — Genom-Anno-
tation verldsst. Dies begrenzt die Vorhersage
von Genfunktionen auf bereits bekannte
Protein- bzw. Enzymfamilien — die Entde-
ckung von Proteinen mit neuartigen Funkti-
onen ist damit nicht maéglich. Die gewaltigen
Metagenom-Sequenzierdaten werden derzeit
zum Grol3teil nicht zur anschlieRenden Entde-
ckung neuer Aktivitaten oder funktionellen
Charakterisierung der vorhergesagten Gene
des Metagenoms genutzt. Um dies zu leisten,
etablieren sich derzeit weltweit Gruppen von
Strukturgenomikern,deren erklartes Ziel es ist,
die Struktur zumindest eines reprasentativen
Proteins der etwa 10.000 bis 15.000 Protein-
familien aufzuklaren. Gleichwohl geben die
meisten Proteinstrukturen keinen eindeutigen
Hinweis auf deren Funktion. Eine sinnvolle
Antwort auf diese Herausforderung ist es, die
Strukturaufklarung und bioinformatischen
Ansatze mit einer en masse-Aktivitatsanalyse
der Proteine zu kombinieren und die neuen Ak-
tivitaten in biotechnologische Anwendungen
einzuschleusen.

MAMBA zielt darauf ab, Enzyme und Stoff-
wechselwege extremophiler Mikroorganismen
und die Metagenome mikrobieller Lebensge-
meinschaften auBergewdohnlicher mariner
Lebensraume zu erkunden und neu identifi-
zierte enzymatische Reaktionen in biotech-
nologischen Anwendungen umzusetzen. Das
Projekt baut dabei auf der wissenschaftlich-
technologischen Expertise seiner Partner aus
Forschung und Industrie auf. Darliber hinaus
setzt MAMBA auf die Anwendung hochmo-
derner Technologien zur Archivierung, zum
molekularen Aktivitatsscreening, zur Protein-
strukturaufklarung, Enzymengineering und
gerichteten Evolution, um neue biotechno-
logische Prozesse und Biokatalysatoren zur
Synthese von Feinchemikalien zu etablieren.

Um die ganze Breite des marinen mikrobi-
ellen Lebens abzubilden, werden Proben an
marinen Hotspots gesammelt und unlangst
sequenzierte Genome genutzt. Gleich zwei-
erlei Nutzen verspricht dabei die Erforschung
an den Grenzen des Lebens, also an hypersa-
linen Standorten, in sehr kalten oder heiRen
Biotopen sowie das Leben unter hohem Druck
oder niedriger Wasseraktivitat: Sie verbessert
einerseits das Verstandnis der Mechanismen,
die das Uberleben der Mikroorganismen unter
extremen Bedingungen sichern, ist zugleich
aber hochrelevant fiir das Auffinden industriell
nutzbarer neuer Enzyme.

Im Rahmen des MAMBA-Projekts steht
das aktivitatsbasierte Screening im Fokus. Es
ermoglicht, individuelle, mit ihren Substraten
interagierende Enzyme zu identifizieren. Neue
Enzyme werden produziert, kristallisiert und
strukturaufgeklart. Die vielversprechendsten
Kandidaten werden auf Aktivitat gegentiber
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einer Vielzahl chiraler und nicht-aktivierter
biokatalytisch relevanter Substrate getestet,
und ihre Fahigkeit, in wasserfreien Systemen zu
arbeiten, wird gepriift.

Methoden der gerichteten und der ungerich-
teten Evolution werden angewandt, um bei-
spielsweise die Aktivitat oder die Spezifitat der
Enzyme zu verbessern (vgl. Abb. 1). Angemerkt
sei hier, dass innerhalb des Projektes auch mo-
derne bioinformatische Methoden zum Einsatz
kommen: Eine umfassende bioinformatische
Analyse entlang des gesamten Stammbaums
zellularen Lebens soll Kandidaten in weiteren
Organismen ermitteln, die Homologie zu den
neuentdeckten Proteinen aufweisen — diese
sollen kloniert und auf Funktionalitat getestet
werden (Abb. 2).

Die Implemienterung der neuen Enzyme
in biotechnologische Prozesse erfolgt in Ko-
operation mit kompententen Partnern aus
der Industrie. Wir erwarten nicht nur einen
Quantensprung hinsichtlich der Leistungs-
fahigkeit und Spezifitat neuer biotechnologi-
scher Prozesse, sondern auch die Etablierung
einer neuen Technologieplattform, um die
noch unentdeckte marine Protein-Diversitat
zu erforschen.

Seit dem Projektstart im Jahr 2009, hat das
MAMBA-Konsortium einige hundert Proteine
und niedermolekulare Substanzen identifiziert
und charakterisiert, die ein hohes Potential in
den folgenden Applikationen haben:
Synthese von Feinchemikalien und bioche-
mische Reaktionen mit Relevanz fiur die
Pharma-Industrie
Ester zu Amiden (Lipasen, Amidasen)
Redoxreaktionen (Aldolasen und Oxidore-
ductasen)
Aktivierung von OH-Gruppen (Aldolasen)
Hydroxylierungen (Mono-/Dioxygenasen)
Lipidmodifikationen: Spezifische Umeste-
rungen (Lipasen)
Lebensmittelverarbeitende Enzyme (Brot,
Wein etc./Amylasen)
Textilverarbeitung: Enzyme aus aus halo-
philen Organismen zur enzymatischen Tex-
tilbehandlung (Baumwolle, Polyester usw.,
Laccasen/Cellulasen, Hemicellulasen)
Detergenzien:Enzyme mit hoherer Stabilitat
(Proteasen)
Energie
Biomasse-Konversion (3-Glucosidasen)
Enzymatische Brennstoffzellen (Laccasen
und Hydrogenasen)
Polymere
Monomer-Epoxidierung (Epoxidasen)
Polyester-Synthese (Lipasen, Esterasen)
Umwelt
Enzyme aus Extremophilen (aktiv bei
tiefen Temperaturen und hohen Salzkon-
zentrationen fur Entfarbungen/Laccasen,
Peroxidasen)
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Die Annotations-Pipeline fiir Metagenom-Sequenzierungsdaten — bioinformatikgetrie-
bene Vorhersage von Stoffwechselwegen in mikrobiellen Lebensgemeinschaften und
die Entdeckung von biotechnologisch relevanten Enzymen. Kandidatenproteine werden
nach ihrer in silico-ldentifikation kloniert und funktionell sowie strukturell analysiert.

Dekontamination (Esterasen, Mono- und
Dioxygenasen, Dehalogenasen)
Medizinisch relevante industrielle Prozesse

Antioxidanzien mit pharmakologischen

Eigenschaften

Wirkstoffe gegen Darm-, Lungen- und

Brustkrebs.
Die Beteiligung der Industriepartner Pierre
Fabre SAS (Paris), evocatal GmbH (Duisseldorf)
und PharmaMar S.A. (Madrid) gewahrleistet
eine unmittelbare Ubertragung akademischen
Know-hows in Produkte, die relevant fiir die
Hautpflege, Lebens- und Futtermittelproduk-
tion und Feinchemikaliensynthese flir medizi-
nische Anwendungen sind.
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Zellen & Biobanken Stammzellkultur

Die sich schnell entwickelnden Omics-

Methoden machen immer mehr Daten
aus Zellen und Geweben zuganglich. Um
wirklich valide Informationen aus den
Biomaterialien zu gewinnen, sind nicht
nur Kultur- und Lagerungsbedingungen
wichtig, die die Zelle in ihrem natirlichen
Zustand erhalten. Damit vergleichbare
Daten erhalten werden, muss auch die
Probenvorbereitung und -konservierung
moglichst standardisiert erfolgen. Deshalb
wird sowohl bei der Zellkultur als auch
allen anderen Schritten ein moglichst
hoher Automationsgrad angestrebt. Ein
automatisiertes Protokoll zur Differenzie-
rung und Tiefkihllagerung von Stamm-
zellen stellen in diesem Spezial Forscher
des Fraunhofer-IBMT vor (vgl. S. 20). Die
Kultur derempfindlichen Stammzellen auf
Carriern im hangenden Tropfen eroffnet
eine Langzeitkultur und zugleich eine
Maoglichkeit, die Zellen beschadigungsfrei
einzufrieren und zu lagern.

Biobanking

Entsprechend automatisierbare Tiefkuhl-
technologien werden dringend gebraucht,
um medizinischen Nutzen aus den per-
manent anwachsenden Bio(material)-
banken ziehen zu konnen. Gemeinsam
mit Unternehmen arbeiten Forscher der
Biobank Graz und des BBMRI an Auto-
mationsprotokollen, um eine einheitliche
Probenqualitat in Europas grofter Biobank
sicherzustellen. In diesem Spezial stellen
sie eine Automationslosung flir das Einfrie-
ren von Fliissigproben und die Verfolgung
(Probentracking) von Paraffin-konser-
vierten Geweben vor (vgl. Seite 24). Wie
tiefgekihlte Proben sicher transportiert,
Biobankproben automatisiert gelagert und
mittels kryogangiger Memory Chip- und
RFID-Technologie zuverldssig identifiziert
werden konnen, beleuchten Experten ab
Seite 27. Ein neues Tool, das die Analyse
von Daten aus Kohortenuntersuchungen
und Biomarkersuche signifikant verbessert,
stellen zudem Haring et al. auf S. 22 vor.
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m ZeIIen&Blobanken Adharente Zellkultur

im ,hangenden Tropfen”

Dr. Julia C. Schulz und Prof. Dr. Heiko Zimmermann, Fraunhofer-IBMT, St. Ingbert

Die Stammazellforschung ist eines der vielversprechendsten Gebiete der Biomedizin. Allerdings
stehenimmer noch nicht ausreichend Protokolle zur Verfiigung, die eine hinreichend effiziente
Expansion und gezielte Differenzierung erlauben. Insbesondere trifft dies auf die humanen
embryonalen Stammzellen zu. Hier ist die Suche nach Differenzierungsmolekiilen mit den
gebrduchlichen manuellen Zellkulturmethoden zeitaufwendig und nicht zuletzt immer noch

Iu

ein ,Gliicksspie

. Auch die moglichen kombinatorischen Effekte auf die Entwicklung einer

Zellkultur bei zwei oder drei molekularen Kandidatenfaktoren kénnen aufgrund der Vielzahl
der Moglichkeiten nur sehr oberflachlich untersucht werden.

Eine neue ,alte” Technologie hat nach unserer
Einschatzung allerdings groRes Potential bei
der Bewaltigung der beschriebenen Aufgabe.
Der ,Hangende Tropfen“ (Hanging Drop) ist als
Kultivierungsmethode mehr als hundert Jahre
im Einsatz und wurde schon zu Anfang des
letzten Jahrhunderts als Kultivierungsmethode
fir Nervenzellen und fiir Untersuchungen der
Embryonalentwicklung eingesetzt. Nahezu
unverandert ist die Methode der Herstellung
des ,Hangenden Tropfens® Er wird auf dem
Deckel einer Petrischale plaziert, die dann mit
geschickten Handen umgedreht wird und so
einen Mini-Bioreaktor mit einem Volumen von
wenigen 10 Mikrolitern ohne Anhaftungsfla-
chen fur Zellen schafft. Das geringe Volumen
ist pradestiniert fur einen ressourcenscho-
nenden Kultivierungsvorgang und trotzdem
ausreichend, um statistisch abgesicherte
Versuche durchzufiihren. Zudem ist eine per-
fekte und nahezu gradientenfreie Versorgung
mit Gas gewabhrleistet, da die Zellen direkt an
der Flussig-Gasgrenzflache kultiviert werden.
Eventuellen Volumendnderungen des Tropfens
lasst sich liber eine Umgebung mit definierter
Luftfeuchtigkeit entgegenwirken (zum Beispiel
durch die Verwendung von Flissigkeitsreser-
voirs direkt unter den Tropfen). Viele etablierte
Differenzierungsprotokolle flir Stammzellen, so
zum Beispiel die Bildung von Kardiomyozyten
(Herzmuskelzellen) basieren auf dieser Methode.
Es wurden schon vor einiger Zeit von anderen
Gruppen sehrerfolgreiche Ansatze zur Automa-
tisierung durchgefihrt, da sich die Zellen auch
nach der Kultivierung im Tropfen ohne Zugabe
von Enzymen (wie etwa Trypsin) weiterverwen-
den lassen. Eine Adhasion der Zellen am Kultivie-
rungsgefald findet hier nicht statt, sondern die
Zellen aggregieren untereinander und bilden
eine Art Mikrogewebe oder Spharoid.

Da die Adhasion an fremden Oberflachen
aber fiirviele Zellen eine physiologische Grund-
bedingung ist, differenzieren sie, sobald diese
verlorengeht, die Zellen verlieren ihre charak-
teristischen Eigenschaften, oder es kommt gar
zum programmierten Zelltod. Wir entschlossen

uns daher als neuen Ansatz das 3D-System
,Hanging Drop“ mit dem klassischen 2D-Ansatz
der Zellkultur zu kombinieren. Dazu wurden
Microcarrier—kleine Tragermatrizen miteinem
Durchmesser von 150 bis 200um - in jeden
einzelnen Tropfen gegeben und so den Zellen
eine biokompatible (und somit auch funktio-
nalisierbare) Oberflache angeboten. Die Zellen
kénnen aufeinem oder mehreren Microcarriern
anwachsen, zugleich ist aber die Kultivierung
innerhalb des aufgrund seiner GroRe leicht
kontrollier- und standardisierbaren Tropfens
moglich. Dabei konnten wir beobachten, dass
die Zellen nach der Adhdsion schnell wieder
mit der Zellteilung beginnen. Wahrend der
Proliferation vereinnahmen sie immer weitere
Microcarrier, so dass ein standig wachsendes
Zell-Microcarrier-Aggregat entsteht. Es ist je-
doch entscheidend, dass zu Beginn der Kulturim
,Hanging Drop“die Zahlan Zellen pro Microcar-
rier nicht zu gering ist, damit ausreichend Zell-
Zell-Kontakte ausgebildet werden konnen. Dies
eroffnet zusatzlich die Moglichkeit durch eine
schrittweise Zugabe der Microcarrier eine dy-
namische Expansion der Zellen zu erreichen, so
dass die Proliferationskapazitat standig erhoht
werden kann. Die Bildung der Zell-Microcarrier-
Aggregate flhrt auch zur Entstehung einer
speziellen Mikroumgebung (,Nische”), wodurch
die Effizienz der Differenzierungsprotokolle
moglicherweise erhoht werden kann, da die
physiologischen Bedingungen im menschlichen
Korper simuliert werden. Flr eine reproduzier-
bare und standardisierte Anwendung dieser
Methode stellt hierbei die Anzahl der Microcar-
rier pro Tropfen den kritischen Parameter dar, da
momentan eine gleichmaRige Verteilung noch
nicht gewahrleistet werden kann.

Allerdings ist die ,Hanging Drop“-Kultur
noch sehr zeit- und arbeitsaufwendig, da zum
Beispiel flir eine langere Kultivierung von Zellen
ein regelmaliger Mediumwechsel notwendig
ist. Dazu muss der Deckel mit den Tropfen
vorsichtig gedreht und anschlieBend manuell
das Medium jedes einzelnen Tropfens erneuert
werden, ohne die Zellen zu verlieren. Um also
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Abb. 1: Kultivierung humaner embryonaler Stammzellen auf Microcarriern im Hanging Drop:
A. Schemazeichnung einer Automatisierung der ,,Hanging Drop“-Kultur durch die Ver-
wendung von Pipettierrobotern; B. ,Hanging Drops* an einer fiir die Automatisierung
geeigneten Zellkulturplatte; C. Humane embryonale Stammzellen auf Microcarriern im
Hanging Drop nach sieben Tagen manueller Kultivierung; D-F. Immunzytochemischer
Nachweis der Pluripotenz von humanen embryonalen Stammzellen nach 10-tagiger
manueller Kultur im Hanging Drop mit anschlieRender Kultivierung unter Standard-
bedingungen; D. Durchlicht-Aufnahme; E. HESCA-2 Farbung (Pluripotenzmarker); F.
HOECHST33342-Farbung (Zellkern); MaBstab: 5soopum

die Vorteile der ,,Hanging drop“-Kultur fiir eine
breitere und gréRere Anwendung nutzbar zu
machen, ist eine Automatisierung des Prozes-
ses unerlasslich. Es gibt verschiedene Moglich-
keiten der automatischen Zugabe von Faktoren
ineinen derartigen ,Hanging Drop“-Bioreaktor,
eine bereits umgesetzte istin Abbildung1Aund
B gezeigt. Jede Manipulation des Tropfens, vom
Mediumwechsel Uber die Zugabe von Faktoren
bis hin zur Ernte, kann durch die Verwendung
einer speziellen Zellkulturplatte Uber eine Off-
nung auf der Oberseite des Tropfens realisiert
werden. Hierfiir konnen die Vorziige des breiten
Angebotes und der unterschiedlichen Spezi-
fikationen an Pipettier-Plattformen genutzt
werden, so dass ein GroRteil der manuellen
Arbeitautomatisiert und standardisiert werden
konnte. Wir konnten damit nun im Rahmen des
EU-Projektes HYPERLAB zeigen, dass humane
embryonale Stammzellen ohne Verlust ihrer
Pluripotenz im adharenten Zustand im modi-
fizierten ,Hanging Drop“ fiir 10 Tage kultiviert
werden konnten (Abb.1C-F). Zusatzlich konnten
wirdurch die Einbindung von Pipettierrobotern
einevollstandige Automatisierung des Systems
unter der Verwendung von humanen induzier-
ten pluripotenten Stammzellen und humanen
adulten Stammzellen demonstrieren.

Kryokonservierung

Durch die Entwicklung neuartiger Methoden
im Bereich der Kryokonservierung, wie zum
Beispiel der oberflichenbasierten Vitrifikations
oder vollstandig proteinfreier Kryomediens, ist
anschlielend eine sichere und effiziente Lage-
rung der Zellen direkt im Tropfen moglich. Bei
der oberflachenbasierten Vitrifikation konnten

LABORWELT

die ,Hanging Drop“-Bioreaktoren nach Zugabe
der notigen protektiven Stoffe direkt in flissi-
gen Stickstoff versenkt werden, so dass es zu
einem sofortigem Erstarren aller Strukturen und
der Einstellung aller biochemischen Prozesse
kommt.Dabei kann enzymatischer Stress auf die
Zellen vollstandig vermieden werden, da diese
adharent auf den Microcarriern eingefroren
werden, so dass die zelluldren Eigenschaften
wie Membranintegritat und Fokalkontakte nicht
gestort werden. Zusatzlich kénnen die Zellen
nach dem Auftauen direkt wieder die Zelltei-
lungs- und Stoffwechselvorgange beginnen,
ohne zuerst den komplexen Adhdsionsprozess
durchfiihren zu mussen. Der modifizierte,,Han-
ging Drop“ bietet hervorragende Moglichkeiten,
Plattformen zur Optimierung von Protokollen zur
Kultivierung, Differenzierung und Kryokonservie-
rung zu entwickeln und damit endlich zu einer
systematischen Entwicklung von Kulturmedien
und Kulturbedingungen zu kommen.
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Zellen & Biobanken Paperwelt

Biomarker und
System-Epidemiologie

Haring R, Rosvall M, Vélker U, Volzke H, Kroemer H, Nauck M, Wallaschofski
H. (2012): A network-based approach to visualize prevalence and progression
of metabolic syndrome components, PLoS One. 2012;7(6):€39461

Einen neuen Ansatz, Herr der Flut an Biobank-assoziierten Daten zu werden, haben Greifs-
walder Forscher um Dr. Robin Haring und schwedische Kollegen vorgestellt. Mit einem neuen
bioinformatischen Werkzeug zur statistischen Analyse von komplexen Risikofaktoren gelang
es den Forschern, die Haufigkeit und das Fortschreiten des metabolischen Syndroms in einer
Bevolkerungskohorte von 4.000 Personen anhand von fiinf Biomarkern zu beschreiben und
die Bedeutung der Biomarker Bluthochdruck, Fettleibigkeit und erh6hte Blutfette einzuordnen
und graphisch darzustellen. Ziel der Wissenschaftler ist es indes, Daten aus Genom-, Tran-
skriptom-, Proteom- und Metabolomanalysen zu integrieren und zur Auffindung molekularer
Biomarker zu nutzen, die helfen, die Aussagekraft klassischer Biomarker bei der Krankheits-
pradiktion und -prognose signifikant zu verbessern. Die Integration der Information aus
Multi-Omics-Analysen verspricht Fortschritte im Feld der personalisierten Medizin.

LABORWELT:

Vor welchem Problem sehen sich Wissen-
schaftler bei der Auswertung groRer Daten-
mengen wie zum Beispiel klinischen, serolo-
gischen und molekularbiologischen Daten aus
Bevdlkerungsstudien?

Haring:

Die Risikoabschatzung klinisch relevanter
Endpunkte wie Schlaganfall, Herzinfarkt
oder kardiovaskularer Tod ist durch klassi-
sche Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht,
Body Mass Index oder Rauchen bereits sehr
verlasslich méglich, so dass neue potentielle
Biomarker haufig nur relativ wenig zu einer
Verbesserung des Risikos beitragen konnen.
Beispielhaft fur dieses Dilemma steht eine
friihere Publikation unserer Arbeitsgruppe,
die zeigte, dass die simple Frage nach dem
subjektiven Wohlbefinden eine ebenso pra-
zise Sterblichkeitsvorhersage erlaubt wie die
Messung von 10 Biomarkern (BMC Med Res

Methodol. 2011;11:103). Statt ,one size fits
all“ zeichnet sich nun auf der Grundlage
molekularer Biomarker ein Trend zur starke-
ren Individualisierung in der Prognose und
Pravention verschiedenster Erkrankungen
ab.

LABORWELT:
Welche Werkzeuge stehen derzeit zur Ver-
fligung und was muss verbessert werden?

Haring:

Standardwerkzeug zur Identifikation von
Risikofaktoren und Krankheitsvorhersage
sind Regressionsmodelle. Doch dieser traditi-
onelle methodische Ansatz ist durch den ein-
dimensionalen Bezug auf jeweils nur einzelne
Risikofaktoren beziehungsweise Biomarker
stark limitiertin der Auswertung nun verfiig-
barer multidimensionaler Datensatze und der
Méglichkeit, individuelle Krankheitsverlaufe
zu identifizieren.
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Dr. Robin Haring

Dr. Robin Haring (30) ist Postdoc am Me-
tabolic Center des Institut fiir Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin der
Universitatsmedizin Greifswald. Nach dem
Diplom-Studium der Demographie an der
Universitat Rostock promovierte er 2010
im Fach Epidemiologie mit Auszeichnung.
Im Anschluss verbrachte er als Stipendiat
der Krupp-Stiftung ein Jahr an der Boston
University als Research Fellow in der Fra-
mingham Heart Study. Seine Forschungen
beschaftigen sich schwerpunktmaBig mit
kardiovaskuldren Risikofaktoren und Bio-
markern, allen voran Testosteron.

LABORWELT:

Was ist das neue an lhrem Ansatz, wie funk-
tioniert er und welche Ergebnisse hat er
geliefert?

Haring:

Die statistische Integration sogenannter
Multi-Omics-Datensatze (molekularbiologi-
sche Parameter des Genoms, Transkriptoms,
Proteoms und Metaboloms) wird der nachste
entscheidende Schritt zur Analyse individu-
eller Krankheitsverlaufe und deren Ursachen
sein. Dazu haben wir ein Netzwerk-Analyse-
modell programmiert, um beispielhaft die
Pravalenz und Progression des Metabolischen
Syndroms zu analysieren und graphisch ver-
standlich darzustellen. Mit Hilfe der Daten
von 4.000 Probanden der Bevolkerungsstudie
SHIP (Study of Health in Pomerania) konnten
wir zeigen, dass die fiinf Komponenten des
Metabolischen Syndroms (Bluthochdruck,
Bauchumfang, erhohte Blutzuckerwerte, er-
hohte Blutfette und erniedrigtes Cholesterin)
einen jeweils unterschiedlichen Beitrag zum
Krankheitsbild leisten. Wir konnten durch
Netzwerk-analytische Methoden auch bele-
gen, dass Bluthochdruck und Fettleibigkeit die
wichtigsten Einflussfaktoren sind, wahrend
ein gestorter Blutfettstoffwechsel vor allem
den weiteren Verlauf des Metabolischen
Syndroms dominiert.

LABORWELT:
Was bedeutet dies fiir das Auffinden und
Validieren neuer Biomarker?

Haring:

Diese neuen Netzwerk-basierten statisti-
schen Verfahren konnten die Fille an mole-
kularen Biomarkern im Zusammenspiel mit
klassischen Risikofaktoren integrieren und so
den Zugang zu hochkomplexen Datensatzen
vereinfachen. Auch das Bild der Epidemiolo-
gie wird sich dadurch hin zu einer System-
Epidemiologie wandeln.

LABORWELT:
Wie geht Ihre spannende Forschungsarbeit
nun weiter?

Haring:

Im Rahmen von GANI_MED (Greifswald Ap-
proach to Individualized Medicine) bzw. des
Deutschen Zentrums fur Herzkreislauffor-
schung (DZHK) werden wir am Forschungs-
standort Greifswald die Identifikation und
Integration molekularer Biomarker als Grund-
lage einer ,Individualisierten Medizin“voran-
treiben. In unserer Arbeitsgruppe planen wir,
die Anwendung integrierter personalisierter
Omics-Profile im Rahmen einer klinischen
Studie zur Testosterontherapie, um unsere
bisherigen Beobachtungszusammenhange
aus epidemiologischen Studien zu validieren
und Omics-Verfahren ,from bench to bedsi-
de“ zu bringen.

LABORWELT



Your Life Sciences Career.

“s 00000
4 o
SA N O F I Q|AGEN® since 1984




Zellen & Biobanken Automation

Biobanken — Optimierung
durch Automatisierung

Univ.-Prof. Dr. Berthold Huppertz, Direktor und CEO, Biobank Graz, Osterreich

Biobanken sind Infrastruktur-Einheiten, die eine immer groRer werdende Anzahl von iiberwie-
gend humanen Proben beherbergen und —mit ihren entsprechenden klinischen Daten vernetzt
—der Forschung zur Verfiigung stellen. Erweitert wird dieses System der humanen Biobanken
durch Biobanken, die Proben tierischen oder pflanzlichen Ursprungs beinhalten und auch dort
wieder mit funktionellen Daten verkniipfen. In den vergangenen zehn Jahren ist nicht nur
die Zahl der Biobanken deutlich angestiegen — auch die Zahl der in den einzelnen Biobanken
gelagerten Proben hat enorme AusmaRe angenommen. So lagern heute in der UK Biobank
eine Million verschiedene Proben von 500.000 Spendern und Spenderinnen im Alter von 40
bis 69 Jahren. In der Biobank Graz lagern fast sechs Millionen Proben von mehr als einer Million
Spendern und Spenderinnen, die wahrend der vergangenen 30 Jahre gesammelt wurden.

Die Sammlung und auch die Langzeitlagerung
dieser groRen Zahl an Proben erfordert ein
immer hoheres Malé an Automatisierung. Dies
ist vor allem notwendig, um die Richtlinien der
Qualitdtsmanagementsysteme zu erfiillen, die
mit manuellen Sammel- und Lagerstrategien
beidiesen Probenzahlen nicht mehr umsetzbar
sind. Hinzu kommt, dass immer ausgefeiltere
Sammel- und Lagerprotokolle entwickelt
werden, um die Proben méglichst hochwertig
Uber lange Zeit und flr jedwede analytische
Anwendung zur Verfligung zu haben.

Die Zunahme an Proben ist verbunden mit ei-
nem noch viel groReren Zuwachs an klinischen
und wissenschaftlichen Daten zu jeder Probe.
Dies hat zur Folge, dass immer komplexer wer-
dende IT-Strukturen entwickelt werden mussen,

um nicht nur die lokale Einordnung der Proben
wahrend der Lagerung, sondern auch die Ver-
netzung zwischen Proben und Daten zu jedem
Zeitpunkt zu gewahrleisten. Dabei missen
alle ethischen und legalen Erfordernisse zum
Schutz der personlichen Rechte der Spender
berlicksichtigt werden. Somit sind Entwicklun-
gen auf verschiedensten Ebenen in Biobanken
im Gange, um den steigenden Anforderungen
gewachsen zu sein.

Automatisierungsentwicklungen

Automatisierungsentwicklungen fir die
Sammlung und Lagerung von Proben finden
sich in fast allen groen Biobanken. Es zeigt

Abb. 1: Blick in den neuen Pipettierroboter der Biobank Graz mit den beiden Einheiten zum direk-
ten Einfrieren von Einzelproben rechts im Bild (je mit kleinem, blauumrandeten Display)
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sich heute, dass der Weg von manuellen
Systemen hin zu automatisierten Systemen
zwingend erforderlich ist, um als Biobank
internationale Akzeptanz zu erhalten und
zu behalten. Nur eine zertifizierte und mit
einem Qualitdtsmanagement (QM)-System
agierende Biobank wird heute als wissen-
schaftlicher Kooperationspartner ernsthaft
in Betracht gezogen.

Unterstiitzung bei der Sammlung
von Fliissigproben

Biobanken, die an Universitaten — besonders
Medizinische Universitaten oder Fakultaten—
angeschlossen sind, kbnnen daraus einen gro-
Ben Nutzen fur die Probensammlung ziehen.
Die Anbindung an die klinischen Zentrallabors
der entsprechenden Universitatskliniken
ermoglicht einen direkten Zugang auf Flis-
sigproben (vor allem Blutproben) und — tiber
die entsprechenden LIMS-Systeme — auch
den direkten Zugriff auf die entsprechenden
klinischen Daten. Der Transport dieser Proben
von der Einzelklinik, in der die Blutabnahme
erfolgt, hin zum Zentrallabor ist in den Uni-
versitatskliniken durch die klinische Routine
optimiert. Somit kénnen angeschlossene
Biobanken hier durch eine direkte Anbindung
eine optimale Probenqualitat erhalten.

An dieser Stelle entscheidet das Proben-
management einer Biobank tber die weitere
Handhabung der Proben auf Ebene der Bio-
bank und damit Uber die Qualitat der Probe
flr die Wissenschaft. Eine manuelle Proben-
aufteilung kann trotz aller Bemiihungen eines
effektiven QM-Systems eine gleichbleibende
Qualitat nicht auf Dauer garantieren, so dass
eine Automatisierung zwingend erforderlich
ist. Dafir stehen schon seit langem hochau-
tomatisierte Pipettierroboter zur Verfligung,
die hier zum Einsatz kommen.

Neuerungen bei der automatisierten
Sammlung von Fliissigproben

Trotzdem bleibt meist ein manueller Schritt
offen, namlich die aliquotierten Proben aus
dem Pipettierroboterin ihre entsprechenden
Lagersysteme zu liberfuhren. Dieser Schritt,
der gerne in der Kette des Probenhandlings
Ubersehen wird, kann sich entscheidend
auf die Qualitat der Proben auswirken,
da unterschiedlich lange Zeiten zwischen
Aliquotierung und Einfrieren gerade bei
Flissigproben wie Serum und Plasma ent-
scheidende Qualitatsunterschiede nach sich
ziehen kénnen.

Die Biobank Grazist diesem kritischen Schritt
aktiventgegengetreten und hat zusammen der
Firma Hamilton, einem Hersteller von Pipettier-
robotern einen neuen Typ von Robotern entwi-
ckeln lassen, der so bisher auf dem Markt nicht
zur Verfligung steht. Das Novum an diesem
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J I3 medical genetic/genomics testing firms
7 U.S. medical schools
6 of the 10 biggest seed companies in the world.

International universities in Germany, France, Switzerland, Austria, Japan,
Brazil, Canada and the United Kingdom

“We found speed, quality, resolution and
versatility in the Fragment Analyzer””

ADVANCED — Dr. Sunil Chandran, Senior Scientist, Amyris, Inc.
= ANALYTICAL
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Zellen & Biobanken Automation

Abb. 2: Blick auf das neue Regalsystem der Biobank Graz mit einem AIV (automatischem in-
telligenten Vehikel) und den eigens fiir die Biobank entwickelten Lagerungsboxen in
den Regalen

neuen Pipettierroboter ist, dass in das System
des Gerates zwei Bereiche integriert wurden,
die Einzelproben auf minus 15 °C einfrieren und
lagern konnen. Damit kann der Pipettierroboter
nach dem Aliquotieren einer Probe jedes einzel-
ne Aliquot direkt auf minus1s °Ceinfrieren, ohne
dass langere Stehzeiten bei Raumtemperatur zu
QualitatseinbulRen fiihren.

Durch ein solches Einfriersystem (Abb. 1)
im direkten zeitlichen und o6rtlichen Zusam-
menhang mit der Probenaliquotierung ist
nicht nur eine Steigerung des Erhalts der
Probenqualitdt moglich. Diese Kombination
bringt auch eine deutliche Reduktion des
Arbeitsaufwandes der Mitarbeiter einer Bio-
bank mit sich. Musste bisher gewahrleistet
sein, dass sich permanent eine Person der
Biobank in der Nahe des Pipettierroboters
aufhielt, um anfallende Aliquots direkt ein-
frieren zu konnen, so wird dies durch den
neuen Roboter ibernommen. Da personelle
Ressourcen in einer Biobank immer ein kriti-
scher Faktor sind, wird sich der zusatzliche
finanzielle Aufwand bei der Anschaffung
eines solchen neuen Pipettierroboters schnell
wieder amortisieren.

Neuer Nutzen von alten
Paraffinproben

Die Fixierung und Einbettung von Gewe-
beproben in Wachs (Paraffin) ist schon seit
langem eine der haufigsten Methoden, um
Proben einer dauerhaften Lagerung zuzu-
flhren. Paraffinproben, die tiber Jahrzehnte
gelagert wurden, kdnnen anschlieRend noch
zur Evaluation und Datenanalyse herangezo-
gen werden. Mit heutigen Methoden ist zum
Beispiel eine Extraktion von DNA moglich, um
mit molekularbiologischen Untersuchungen
weitere Analysen durchzufiihren.
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Die Langzeitlagerung von Paraffinproben er-
offnet somit die Moglichkeit, Vergleichsstudien
durchzufiihren. Solche Studien kénnen bei-
spielsweise die Verwendung unterschiedlicher
Medikationen liber Jahrzehnte hinweg verglei-
chen oder aber die Veranderung der Lebensbe-
dingungen an einem Ort mit dem Auftreten
von bestimmten Erkrankungen korrelieren.
Damit wird ein weites Feld flir epidemiologische
Forschungen aufgestoléen, das bisher nur sehr
lickenhaft genutzt worden ist.

Eine Grundvoraussetzung fiir solche Studien
ist allerdings nicht nur die eindeutige Zuord-
nung der Proben in den — meist ebenfalls sehr
alten — Lagerungssystemen fur Paraffinpro-
ben, sondern auch die eindeutige Zuordnung
der klinischen Daten zu diesen Proben.

Neuerungen bei der automatisierten
Lagerung von Paraffinproben

Klassischerweise werden Paraffinproben in
den Archiven der Pathologien von (Universi-
tats-) Kliniken gelagert. Dort befinden sich in
geeigneten Raumen spezielle Archivschranke,
indenen die Paraffinblocke gelagert werden.
Anfangsist noch versucht worden, die Proben
nach Patient zu sortieren und hinter jedem
Block Platz zu lassen, um bei einer neuen
Probe des Patienten eine direkte raumliche
Zuordnung zu gewahrleisten.

Mit zunehmender Zahl an Proben erreicht
allerdings jedes Lager irgendwann seine
Grenzen. Dann ist eine dichte Lagerung
ohne raumliche Zuordnung der Proben eines
einzelnen Patienten notwendig. Diese neue
chaotische Lagerung erhoht zweifelsohne die
Gefahreiner Verschlechterung der Wiederfin-
dungsrate von Proben, wenn nicht ein hohes
Maf3 an Qualitatssicherung in einer solchen
Biobank vorliegt.

Entsprechende automatisierte oder semi-
automatisierte Lagerungssysteme flir Paraf-
finblocke sind seit langerem auf dem Markt
erhaltlich. Allerdings sind oft zwei Faktoren
entscheidend, sich gegen solche Systeme zu
entscheiden. Diese Systeme sind oft sehr kos-
tenintensiv, und/oder sie erfordern sehr viel
Platz. Diese Kombination verhindert oft die
Anschaffung einer solchen automatisierten
Infrastruktur.

Inzwischen drangen daher verstarkt Sys-
teme in den Biobanken-Bereich, die aus der
klassischen Lagersystem-Branche stammen.
Mit entsprechenden Anpassungen konnen
auch solche Systeme an den Biobanken-
Bereich adaptiert werden. Ein solches Beispiel
findet sich in der Biobank Graz. Hier wurde
ein semi-automatisiertes Lagerungssystem
der Firma YLOG mit automatischen intelli-
genten Vehikeln verwendet (Abb. 2), um die
chaotische Lagerung von Paraffinproben
zu einem hochdichten Lager zu optimieren.
Zentraler Bestandteil dieses Systems ist eine
Lagerungsbox, die im Rahmen einer Master-
arbeit an der Technischen Universitat Graz
entwickelt worden ist (Abb. 2). Mit dieser
Box ist die Verwaltung der Paraffinproben in
dem hochdichten Lagersystem in der Biobank
gerade in die Routine gegangen.

Ausblick

Die Auflistung von Neuerungen im Bereich
der Biobanken ist inzwischen sehr lang
und wird wohl jedes Jahr erneuert werden
kénnen. Das zeigt die Innovationskraft und
Entwicklungsfahigkeit dieses Bereiches, vor
allem auch fiir Firmen, die sich in diesem noch
immer stark wachsenden Bereich engagieren
wollen. Hinzu kommt, dass viele Biobanken
inzwischen beginnen, ihre Betatigungsfelder
zu erweitern, um vom reinen Probenlieferan-
ten zu einem Forschungspartner zu werden.
Experten-Zentren sollen die Forschung -
auch die industrielle Forschung — naher an
die Probensammlungen und ihre klinischen
Daten heranbringen, um somit die Exper-
tisen aller Seiten (akademisch, klinisch und
6konomisch) zu biindeln und synergistisch
zu nutzen.

Korrespondenzadresse

Univ.-Prof. Dr. Berthold Huppertz
Direktor und CEO der Biobank Graz
Medizinische Universitat Graz
Stiftingtalstr. 31

8010 Graz, Osterreich
berthold.huppertz@medunigraz.at
www.medunigraz.at/biobank

www.laborwelt.de
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Kryotechnik fiir Biobanken

Dipl-Phys. Uwe Schon, Fraunhofer-IBMT, Sulzbach; Dr. Ben Spindler, Sysmex Biosience
Europe, Horgen, Schweiz; Prof. Dr. Heiko Zimmermann, Fraunhofer-IBMT, St. Ingbert

Seitdem Biobanken als Ressource fiir das Auffinden diagnostischer Signaturen betrachtet werden,
sind immense Betrage investiert worden, um medizinische Informationen aus den Probenmateri-
alien zu gewinnen. Von erheblicher Bedeutung fiir die Analysenqualitat: die standardisierte Pro-
benentnahme, Probenvorbereitung und automatisierte beschadigungsfreie Probenlagerung.

Dr. Uwe Schon
ist Physiker am
Fraunhofer-Institut
fur Biomedizini-
sche Technik in
Sulzbach.
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Vor welchen Herausforderungen stehen Lo-
gistiker beim Versenden von tiefgefrorenen
Proben fiir Therapie und Forschung?

Schon

Das Versenden von medizinischen und biolo-
gischen Proben stellt die modernen Logistik-
unternehmen wie DHL, UPS auch in Zeiten von
Amazon und anderen Internet-Versendern noch
immer vor unlésbare Aufgaben. Insbesondere
die Notwendigkeit einer lickenlosen Kihl-
kette — beginnend bei der Probennahme bis
hin zur Einlagerung oder Anwendung fir die
haufig tiefgefrorenen Zellen — bleibt in vielen
Fallen eine Sonderanforderung abseits der ganz
grolden Stiickgutzahlen, die mit den Ublichen
Transportmitteln nicht zufriedenstellend erfiillt
wird. Es existiert beispielsweise keine Firmaam
europdischen Markt, die fir den vollstandigen
Umzug von Proben aus Kryolagerbehaltern
eine sichere Losung ohne Unterbrechen der
Kihlkette anbietet. Das impliziert in vielen
Fallen ein erhohtes Risiko der Erwarmung der
Proben, da weder eine llickenlose Tempera-
turliberwachung der wertvollen Sammlungen
nach der Entnahme aus dem Lagerbehalter
durchgeflhrt wird, noch geeignete Schleusen-
systeme zum Umpacken vorhanden sind. Das
Fraunhofer-Institut fir Biomedizinische Technik
hat im Umfeld neuer Qualitatsstandards fur
die Behandlung von tiefkalten Kryoproben
bis —196 °C Lagertemperatur auf diesem Sek-
tor Losungswege geschaffen und geeignete
Geratschaften entwickelt. Die Erfahrung der
Wissenschaftler und Techniker im Umgang
mit Kryoproben konnte erfolgreich in Projekten
eingesetzt werden. Dabei wurden die Proben
aus dem Kryolager entnommen und am Ziel
im Kryolager eingebracht. So wurde etwa das
wertvolle Jahrzehnte-alte Archiv mit 300.000
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Humanproben der Umweltprobenbank des
Bundes unter anderem aus sechs Behdltern
der GroRe 1.400 Liter bei Temperaturen bis zu
—-196°Centnommen, liber 500 km transportiert
und anschlieRend wieder sicher eingelagert. Die
Vorgange wurden im Vorfeld simuliert und die
Temperaturen liickenlos gemessen. Mit online-
Uberwachung auch wahrend des Transports
ware auch ein etwaiges Uberschreiten der zulés-
sigen Lagertemperaturen per Alarm gemeldet
worden. Mit auf dem Transportweg befanden
sich die geeigneten Notfallldsungsmittel des
Fraunhofer-IBMT wie Ersatzbehalter, gentigend
flissiger Stickstoff zum Kiihlen und hochqualifi-
ziertes Personal zur Rettung der Proben.

Prof. Dr. Heiko
Zimmermann

ist Hauptabtei-
lungsleiter des
Fraunhofer-Insti-
tuts fiir Biomedi-
zinische Technik in
St. Ingbert.
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Welche kryobiotechnologischen Trends zeich-
nen sich derzeit im Biobanking ab?

Zimmermann

Das Biobanking unterliegt momentan einem
rasanten Wandel: weltweit, aber gerade auch
in Deutschland. Die explodierenden Proben-
zahlen und der Start der Beprobung von groléen
Kohorten mit krankheitsorientierten und epide-
miologischen Fragestellungen haben zu einem
Automatisierungsdruckin der Tieftemperaturla-
gerung geflihrt. Die Folge ist nun die Installation
unterschiedlichster Systeme, iber die einerseits
noch keine Langzeiterfahrungen vorliegen und
die andererseits — zumindest physikalisch —in
nicht optimalen Temperaturbereichen fir die
Proben arbeiten. Gleichwohl bestimmen die
Einfrier- und Lagertechnologien zweifellos die
Qualitat der Proben und die Aussagekraft der
davon abgeleiteten Ergebnisse. Im Fokus der
kryobiologischen Forschung wird daher nun die
Etablierung retrospektiver Qualitatskontrollen
stehen, die sowohl physikalische Messprinzipien

Expertenpanel Zellen & Biobanken

anwenden (z. B. die Eisstruktur einer Probe) als
auch biologische Marker, um die Qualitat einer
Probe im Nachhinein zu bestimmen. Gleichzei-
tig missen die Einfrier- und Auftauverfahren
weniger invasiv und zuganglicher flr die medi-
zinische Zulassung werden, zum Beispiel durch
die Verbesserung der Vitrifikations- und auch
der Einfrierverfahren mittels Eisnukleation. Pa-
rallel dazu muss auch — gerade im Hinblick auf
die Verwendung von konservierten Zellen und
Gewebe im klinischen Kontext — die Invasivitat
der Konservierungsverfahren auf molekular-
biologischer und funktioneller Ebene besser
untersucht werden.

Dr. Ben Spindler
ist Direktor der
Sysmex Bio-
science Europe,
dem Schweizer
¥ Spezialisten fiir die
Verarbeitung tief-

- r / ? gekiihlter Proben.
e
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Wie lasst sich die beschadigungsfreie Lage-
rung von Zellen effizient automatisieren?

Spindler

Biobanken befinden sich im Wandel. Harmo-
nisierungsbestrebungen, Kostendruck sowie
gesteigerte Anforderungen im Qualitdtsma-
nagement steigern das Bediirfnis nach auto-
matisierten Losungen. Die allseits bekannten
Megabiobanken haben diesen Automationsbe-
strebungen mit Millionenbudgets entsprochen,
jedoch ist hier die vollautomatisierte Lagerung
im Idealzustand — bei Temperaturen unterhalb
von —170°C — noch nicht Realitdt. Wegen der
oft eingesetzten Mikroplatten-Formate ist die
individuelle Probenansteuerung unerreicht,
ebenso wie die dauerhaft erschiitterungs-
arme und Warmeexposition-eliminierende
Lagerung. Auch kleinere Sammlungen beab-
sichtigen die Lagerbedingungen (ablésende
Labels, Suchvorgange und damit verbundene
Probenerwarmung) und Probendokumentati-
on (Inventarisierung) zur verbessern. Auch fiir
dieses kleinere Segment ist die fiir Zelllinien so
wichtige Automation der Stickstofflagerung
nicht gelost. 2013 wollen Anbieter, darunter
Sysmex Bioscience, diese Llicke mit Systemen
schlieRen, die Stickstofflagerung unter —170°C
und Vollautomation vereinen. Passiert dies
auf Basis einer ,Cherry Picking“-Lésung mit
der Moglichkeit einzelne Tubes ein- und aus-
zulagern, bleibt die Qualitat der Sammlung
dauerhaft gesichert. Besonders spannend wird
der Einzug neuer Identifizierungstechnologien,
wie die kryogangige Memory Chip- und RFID-
Technologie, die eine Unverwechselbarkeit
von Proben sowie das elegante ,Inventar auf
Knopfdruck“ ermoglichen.
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Mikroskopie dSTORM

Neue Lichtmikroskopietechniken haben
die Beugungsgrenze des Lichts hinter sich
gelassen und erreichen Aufldsungen von
unter10oo Nanometern. Dieses Forschungs-
feld der sogenannten hochauflésenden
Mikroskopie stellen wir in diesem Spezial
genauer vor. Darunter sind sowohl ,echte”
alsauch ,funktionelle“ Techniken der hoch-
auflosenden Mikroskopie. Die Mikroskopie
mit strukturierter Beleuchtung (SIM) gehort
zu ersteren Techniken, da bei ihr die Bildin-
formation aus den abgefangenen, abklin-
genden Lichtwellen selbst ermittelt wird.
Reto Fiolka stellt einen neuen SIM-Aufbau
vor, der schnell genug fir Live-Aufnahmen
lebender Zellen in 3D ist (Seite 32).

Lebende Zellen, lebende Mause

Sowohl die STED-Mikroskopie als auch
dSTORM sind ,funktionelle” Techniken hoch-
auflésender Mikroskopie, das heil3t, dass sie
tber verschiedene Umwege zum eigentli-
chen Ziel kommen — dem detaillierten Bild.
Die STED-Mikroskopie macht sich das nicht-
lineare Antwortverhalten von Fluorophoren
zunutze. LABORWELT hat mit Stefan Hell
Uber die erstmalige in vivo-Anwendung der
Technik am Gehirn lebender Mduse gespro-
chen (Seite 36). Bei der dSTORM wechseln
Fluorophore zufallig den Leuchtzustand. Aus
hintereinander aufgenommenen Einzelauf-
nahmen wird dann das hochaufgeloste Bild
errechnet. Jan Schmoranzer stellt auf Seite
28 die Weiterentwicklung SD-dSTORM vor.
Das Prinzip der spektralen Entmischung
ermoglicht es dabei, im Experiment zwei
verschiedene Fluorophore zu unterscheiden
und damit zwei distinkte Zellstrukturen
abbilden zu kdnnen.

Dieses Mikroskopie-Spezial wird ab-
gerundet von einem Expertenpanel zum
Thema Optogenetik und der Vorstellung
einer neuen Methode fiir die Elektronen-
mikroskopie. Auf Seite 30 erlautert Jirgen
Plitzko, wie sich mit lonenstrahlen auf3erst
diinne Probenschnitte frasen lassen, so dass
noch viel mehr Details im EM-Bild erkannt
werden konnen als bisher.
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Vielfarben-dSTORM
mit Carbocyaninen

André Lampe, Dr. Jan Schmoranzer, Freie Universitat Berlin

Wir haben eine neue Variante der direkten stochastischen optischen Rekonstruktions-
Mikroskopie (dASTORM) mit dem Namen SD-dSTORM entwickelt'. SD steht fiir spektrale Ent-
mischung (engl. spectral demixing). SD-dSTORM kombiniert die photochemischen Vorteile
rot strahlender Carbocyanin-Farbstoffe mit dem Prinzip der spektralen Entmischung. Dabei
geht es um die neue Kombination der beiden fiir hohe Aufl6sungen geeigneten Carbo-
cyanin-Farbstoffe Alexa Fluor 647 und Alexa Fluor 700, die einwandfreie, Puffer-kompatible
Blink-Charakteristika zeigen. Diese Eigenschaft wird insbesondere bei der Lokalisierung von
Einzelmolekiilen benétigt. Fiir eine wirklichkeitsgetreue, hochauflésende Rekonstruktion
linearer und punktférmiger biologischer Nanostrukturen benétigt SD-dSTORM im Vergleich
zu anderen hochauflésenden Mikroskopie-Technologien eine deutlich reduzierte Laser-

Leistung und auch weniger Einzelaufnahmen.

Unter den momentan fir die Einzelmolekil-
Lokalisierung verfligbaren organischen Photo-
schaltern sind die Carbocyanin-Farbstoffe Cys
und Alexa 647 die effizientesten, da sie sehr
photostabil sind (bis zu 6.000 Photonen je AN-
Zyklus) und vor allem die Fahigkeit besitzen, in
einer reduzierenden Umgebung sehr lang im
AUS-Zustand zu verharren. Daher konzentrier-
ten wir uns auf Alexa 647 und suchten einen
Partnerfarbstoff, der sowohl den gleichen
Puffer bendtigt als auch jenen verlangerten
AUS-Zustand aufweist. SchlieBlich wurde Ale-
xa 700 ausgewahlt. In einer100 bis 300 milli-
molaren p-Mercaptoethylamin (MEA)-Lésung
und bei Vorhandensein eines Fangers von
Sauerstoffradikalen besitzt dieser Farbstoff
bei einer Anregungswellenlange von 643 nm
den gewdinschten verlangerten AUS-Zu-
stand.

Ein Zweikanal-Emissionsteiler (Optosplit
I, Cairn Research) wurde verwendet, um die
sich Uberlappenden Emissionsspektren von
Alexa 647 und 700 voneinander abzugrenzen.
Die Emissionswellenlangen wurden mit Hilfe
eines dichroitischen Spiegels (710 DCXR) und
zwei Emissionsfiltern (HC 687/40 und ET
794/160) in Kurz- und Langwellenemission
aufgespalten, wobei sie nebeneinander
auf der EMCCD-Kamera (iXon 897, Andor)
registriert wurden. Der dichroitische Spiegel
und die Bandpassfilter wurden sowohl an
die Einzellaserlinie (643 nm) als auch an die
Emissionsspektren angepasst, mit dem Ziel
die fiir die spektrale Entmischung bendtigte
Signallberlappung zu optimieren.

Um die Qualitat der Trennung der Spek-
tren von Alexa 647 und 700 einschatzen
zu konnen, wurden die Mikrotubuli von
BS-C-1-Zellen mit im Handel erhadltlichen
Zweitantikorpern getrennt fiir jeden Farb-
bereich eingefarbt. Dabei wurden die Proben
in dSTORM-Puffer (MEA, Sauerstoffradikal-
fanger) aufgenommen. Vor der eigentlichen

Aufnahme der Bilder wurden die Fluorophore
zunachstin den AUS-Zustand versetzt. Dazu
wurde die Probe mit 3 bis 5 kW/cm? starkem
Laserlicht (Wellenldnge 643 nm) so lange
beleuchtet, bis die Mikrotubuli-Struktur
nicht mehr erkennbar war, dafiir aber das
zufallige Blinken der Farbstoffe einsetzte.
Typischerweise wurden fiir eine Anregungs-
wellenldnge 5.000 bis 20.000 Einzelbilder
aufgenommen. Die EMCCD-Kamera lief
dabei durchgehend.

Nach der Akquise der Bilder wurden die
Orte, an denen sich die Einzelmolekile be-
fanden und deren jeweilige, individuelle In-
tensitdt, Uber die gesamte Zweikanalansicht
mit der Open Source-Software rapidSTORM
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Abb.1: SD-dSTORM-Rekonstruktion von
Mikrotubuli. Mikrotubuli wurden
separat mit Alexa 647 (rot) oder
aber Alexa 700 (griin) angefarbt und
mittels SD-dSTORM visualisiert. Die
Intensitatswerte fiir die Lokalisation
der beiden Farbstoffe zeigen in ei-
nem zweidimensionalen Intensitats-
histogramm unterschiedliche
Lokalisationen. Lokalisierungen in
Cross-talk-Regionen sind ausgeblen-
det (grau).
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Abb. 2: SD-dSTORM-Rekonstruktion getrennter und co-lokalisierender Strukturen.
SD-dSTORM von mit Alexa 647 (rot) gefarbten Mikrotubuli und fokale Adhasionen
(A), Clathrin-iiberzogene Griibchen (C) und Mikrotubuli (B, fiir Co-Lokalisationstest),
die jeweils mit Alexa 700 (griin) gefarbt wurden. Balken: 1um

bestimmt. Dabei verwendeten wir einen von
uns selbst geschriebenen Algorithmus, um
ein moglichst vollstandiges, zweifarbiges
SD-dSTORM-Bild der Probe herzustellen. In
Abbildung 1 ist die Streuung der Einzelmo-
lektl-Aufenthaltsorte dargestellt, was erst
dank der experimentellen optischen Auflo-
sung des zweifarbigen SD-dSTORM-Systems
moglich wurde. Die Analyse zeigt, dass die
Aufenthaltsorte als vollstandig eigenstan-
dige Punkte erscheinen — ein Beweis fir die
saubere Trennung der Farbkanale.

Ergebnisse

Die Auflésungen fur beide Kanale bewegen
sich mit 22 nm fur Alexa 647 und 30 nm flr
Alexa 700 in einem Bereich, der bereits zuvor
flir Alexa 647 bei der Lokalisierungsmikrosko-
pie erreicht wurde. Die Anwendbarkeit von
SD-dSTORM in der Zellbiologie wurde durch
das Abbilden von Objekten des subzellula-
ren Bereichs verdeutlicht. Fiir jene Objekte
ist bekannt, dass sie je nach verwendetem
Zweitantikorper unterschiedlich ausgepragte
Formen und raumliche Verteilungsmuster
zeigen. Ausgewahlt wurden sogenannte fokale
Adhasionen (engl. ortliche Anhaftungen, focal
adhesions) — grofRe Proteinkomplexe in der
Peripherie der Zelle—und Clathrin-lberzogene
Membrangriibchen (clathrin-coated pits),
150 nm grol3e, vesikuldre Objekte in der Nahe
der Plasmamembran.

Beide befinden sich an jeweils verschie-
denen Orten in der Zelle und Uberlagern
darlber hinaus auch nicht das Mikrotubuli-
Netzwerk. Daher sollten beide Strukturen
als distinkte subzelluldre Objekte erschei-
nen. Die Zweifarben-SD-dSTORM stellt
Mikrotubuli und fokale Adhasionen (Abb 2A)
beziehungsweise Mikrotubuli und Clathrin-
Uberzogene Membrangriibchen (Abb. 2C)
gut getrennt und hochaufgelost dar. Der
Kontrollversuch (Abb. 2B) zeigt Mikrotubuli,
die sowohl mit Alexa 647 als auch mit Alexa
700 angefarbt wurden. Hier zeigt sich deut-
lich eine Ubereinstimmung zwischen beiden
Kanalen und aufgrund der hohen Auflésung
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auch die heterogene Verteilung der Proben
auf derselben Struktur, die mit normaler
Mikroskopie nicht sichtbar ware.

Ausblick

Unser Ansatz ist ein bedeutender Fort-
schritt hin zu einer benutzerfreundlichen
vielfarbigen Einzelmolekul-Mikroskopie. Er
kombiniert die Vorteile der rot strahlenden
Carbocyanin-Farbstoffe mit dem Prinzip der
spektralen Entmischung, um dSTORM effizi-
ent, verlasslich und schnell durchfiihren zu
konnen. SD-dSTORM bietet die Moglichkeit,
auch auf mehr als zwei Farben ausgeweitet
zu werden. Dabei kommen andere, verwand-
te rote Farbstoffe wie Alexa 750 in Frage.
Aullerdem kann die Technologie mit jeder
kommerziell erhaltlichen Lokalisierungs-
Software wie QuickPALM and rapidSTORM
kombiniert werden. Auch fir die Echtzeit-
verfolgung mit Hilfe von tag-Technologien
wird SD-dSTORM in Zukunft haufiger mit
Erfolg eingesetzt werden.

Literatur

[11  Multi-color direct STORM with red emitting carbocyanines,
Biology of the Cell (2012), DOI: 10.1111/ boc.201100011.

Korrespondenzadresse

Dr.Jan Schmoranzer

Group Leader in Super-Resolution Microscopy
and Cell Polarity

Freie Universitat Berlin

Institut flr Chemie und Biochemie
Takustrale 6

14195 Berlin

Tel.: +49-(0)30-838-56-822

Fax: +49-(0)30-838-56-908
janschmoranzer@fu-berlin.de
www.sfbgs8.de

www.laborwelt.de

¢ Microsynth

THE SWISS DNA COMPANY

Next Generation
Sequencing

Your Partner of
Choice for DNA
Sequencing Projects

SOLiD
5500 XL

454 Roche
GS FLX

Sanger y
ABI 3730

AR

L

+41717228333
genome@microsynth.ch
www.microsynth.ch



Mikroskopie Elektronentomographie

,Minimal invasive'
Methoden in der Kryo-ET

Jiirgen M. Plitzko, Alexander Rigort, Felix J.B. Bauerlein, Tim Laugks,
Miroslava Schaffer, Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried

Ein Bild sagt mehr als tausend Worte — das gilt auch in den Naturwissenschaften. Seit jeher sind
dabei mikroskopische Techniken ein wesentliches Hilfsmittel zur Bildgewinnung. Das Ziel ist es,
ein moglichst detailgetreues Bild vom lebenden Organismus zu erstellen, um Strukturen und
deren Funktionen zu untersuchen. Bis heute bleibt der Traum, die Einzelheiten bis hin zu den
molekularen Bausteinen herauszuvergréfRern. Hierbei kommt der Elektronenmikroskopie eine
besondere Bedeutung zu, da mit ihr —im Vergleich zu Lichtmikroskopen — Objekte abgebildet
werden konnen, die mehrere hundert mal kleiner sind. Mit Hilfe der hier von uns vorgestellten
Praparationsmethode, den fokussierten lonenstrahlen (FIB, engl.: focused ion beam) kann man
so diinne Proben erzeugen, dass nun auch elektronenmikroskopische Blicke ins Innere einer
Zelle moglich sind. So kénnen erstmals die Vorgange innerhalb der Zelle mit hoher Auflésung
dreidimensional dargestellt und analysiert werden.

Die Bildgebung mit Elektronen kann entweder
mit Hilfe der Raster-Elektronenmikroskopie,
(kurz REM oder SEM) oder der Transmissions-
elektronenmikroskopie (kurz TEM) erfolgen.
Die Kehrseite der Medaille dieser hochauflo-
senden Methoden: Lebende Organismen und
Zellen konnen nicht direkt im Hochvakuum
bei einem konstanten ,Bombardement’ mit
Elektronen untersucht werden. Spezielle Pra-
parationsmethoden sind deshalb notwendig,
um die delikaten und vor allem strahlen-
empfindlichen Strukturen in ihrer wassrigen
Umgebung zu erhalten und im Besonderen
fir die TEM zuganglich zu machen. Um die n6-
tige ,Transparenz‘ fiir Elektronen zu erreichen,
mussen Dinnschnitte angefertigt werden,
da Elektronen nur eine sehr kurze Distanz in

Materie zurlicklegen kdnnen. Die Ultramikro-
tomie ist dabei die Praparationsmethode der
Wahl, um mechanisch Schnitte mit Dicken
von ca. 50-500 Nanometern anzufertigen.
Jedoch konnen diese ,invasiven’ Prozeduren
zu massiven Strukturveranderungen der zu

untersuchenden Objekte fiihren und somit
die erreichbare Auflésung im TEM einschran-
ken.

Um biologische Objekte, wie beispielsweise
Makromolekdiile und Molekilkomplexe, inner-
halb der Zelle in ihrer natlrlichen wassrigen
Umgebung sichtbar zu machen und zu cha-
rakterisieren, miissen Verfahren angewendet
werden, die jegliche Strukturveranderungen
ausschlielen. Kryo-Praparationsverfahren er-
moglichen es heute, den hohen Wasseranteil
(> 70 %) von Zellen und Geweben aufrecht-
zuerhalten. Dies gelingt durch schockartiges
Einfrieren der Proben innerhalb von Milli-
sekunden auf -190°C. Die Wassermolekdle
kristallisieren so nicht, und es bildet sich ein
glasartiges (amorphes) Eis. Dieser Vorgang
der Vitrifizierung erlaubt es, wenige Mikrome-
ter dicke biologische Praparate einzufrieren.
Fir groere Objekte sind Hochdruckverfahren
(,high-pressure freezing') notwendig, die die
Einfriertiefe nahezu verzehnfachen. Letzte-
res Verfahren erfordert die Anfertigung von

Dinnschnitten unter Kryo-Bedingungen
(d.h. < -140°C), um den vitrifizierten Zustand
der Probe zu erhalten. Beim mechanischen
Schneiden hochdruckgefrorener Proben tre-
ten ebenfalls irreversible Veranderungen auf,
die eine Interpretation der anschliefenden
Strukturen in den mikroskopischen Aufnah-
men erschwert.

Fur die Mikroskopie mit vitrifizierten biolo-
gischen Praparaten bei Temperaturen unter-
halb von -140°C wird Ublicherweise der Prafix
,Kryo' vorangestellt, wie beispielsweise bei
der Kryo-Transmissionselektronenmikrosko-
pie, kurz Kryo-EM. Neben der bestmdglichen
Bewahrung biologischer Strukturen durch Vit-
rifizierung lassen sich zudem Strahlenschaden
bei tieferen Temperaturen verringern.

3D-Bild aus Elektronentomogrammen

In der Elektronenmikroskopie an biologischen
Proben spielt die Kryo-Elektronentomogra-
phie (kurz Kryo-ET) eine herausragende Rolle
—denn selbst relativ diinne, durchstrahlbare
Praparate haben eine raumliche Dimension,
das heift, die resultierenden TEM-Bilder sind
nur zweidimensionale (2D-) Reprasentatio-
nen (Projektionen) einer dreidimensionalen
Probe. Einzelheiten aus unterschiedlichen
Ebenen innerhalb eines Objekts werden in
einem Bild Uberlagert und lassen sich so in
einer einzelnen 2D-Aufnahme nicht trennen.
Ahnlich wie in der medizinischen Diagnos-
tik werden tomographische Verfahren auf
schockgefrorene Praparate angewendet,
um dieses ,Durcheinander’, welches durch
die Uberlagerung struktureller Einzelheiten
ensteht, zu beseitigen. Bei der ET wird die
Probe in kleinen Winkelschritten durch den
senkrecht dazu einfallenden Elektronenstrahl
gedreht und fur jeden Kippwinkel ein 2D-Bild
aufgezeichnet. Durch anschlieRende Rekon-
struktion dieser Serie von Projektionen ldsst
sich ein 3D-Bild des untersuchten Objekts
erhalten. Nicht-,invasive’ Untersuchungen
lassen sich mit Hilfe der Kryo-ET an kleineren

Abb. 1: Raster-Elektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen einer Kryo-FIB-Préparation (a) Vitrifizierte eukaryotische Zellen auf einem EM-
Grid fiir die Elektronenmikroskopie mit regelmagigen, 16chrigem Kohle-Film (MaBstab 10 pm, Locher der Kohlefolie 2 pm), (b) Zelle aus
(a), Lamelle nach der Praparation mit dem lonenstrahl-Mikroskop, (c) Schematische Ansicht der praparierten Zell-Lamelle aus (b)
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—und vor allem dinneren — Objekten wie pro-
karyotischen Zellen und isolierten Organellen
direkt durchfiihren. Auch flache Randbereiche
eukaryotischer Zellen sind direkt zuganglich,
wenn diese eine Dicke von ca. 500 nm nicht
Uberschreiten. Um dickere Praparate, vor allem
ganze eukaryotische Zellen, Zellverbande oder
gar Gewebe untersuchen zu kdnnen bedarfes
geeigneter minimal-invasiver Praparationsver-
fahren, die zudem mégliche Strukturverdnde-
rungen und Artefakte vermeiden.

Diinne Proben dank lonenstrahlen

Eine alternative Methode zum mechanischen
Schneiden von grolReren Objekten bietet das
lonenstrahl-Mikroskop (kurz FIB: ,Focused lon
Beam’). Hauptsachlich wird dieses Instrument
in der Halbleiterherstellung zur Oberfla-
chenanalyse und -bearbeitung eingesetzt.
Es vereint die Vorteile eines REM und eines
lonenmikroskops. Letzteres kann nicht nur
zur Bildgebung, sondern auch fiir eine gezielte
Materialbearbeitung im Nanometerbereich
verwendet werden. Schwere, groe lonen wie
Gallium besitzen eine hohere Wechselwirkung
und schieBen formlich einzelne Probenato-
me heraus. So ,frasen’ sie sich (kontrolliert
und schonend) Schicht fur Schicht in das
Probenmaterial, bis letzlich eine elektronen-
transparente Lamelle ibrigbleibt. Neben der
Vermeidung jeglicher mechanischer Inter-
aktion, Schneidartefakten und den damit
verbundenen Struktur-Veranderungen ergibt
sich ein weiterer Vorteil dieser Methode:
Zu jedem Zeitpunkt ldsst sich dieser ,Fras'-
Prozess mit dem REM beobachten und damit
gegebenenfalls korrigieren. Um empfindliche,
eiseingebettete biologische Proben fiir dieses
Verfahren zuganglich zu machen waren Neu-
und Weiterentwicklungen methodischer und
instrumenteller Art notwendig. Vor allem die
restriktiven Temperaturbedingungen — die
Probe darf nicht warmer als -140°C werden —
und die immanente Strahlenempfindlichkeit
des biologischen Probenmaterials erforderten
neue Konzepte.

Ein spezieller Kiihlkorper und ein eigens
dafuir gebauter dreh- und kippbarer Proben-
halter/Tisch bildeten die Grundlage, um die
ersten ,Fenster’ in das Innere von Zellen zu
offnen. Der Kiihlkérper selbst ist das Produkt
einer weiteren neuartigen dreidimensionalen
Fertigungstechnik, dem schnellen Modellbau,
dem sogenannten ,3D rapid-prototyping’
(ein laserbasiertes dreidimensionales Druck-
verfahren). Mit herkdmmlichen feinmecha-
nischen Produktionsverfahren ware dieser
Kihlkorper nicht realisierbar gewesen.

Da das lonen-frasen’ oder ,-dinnen’ di-
rekt auf einem TEM-Probenhalter (mit einer
hauchdinnen léchrigen Kohlefolie belegtes
Metall-Netzchen, welches auch EM-Grid ge-
nanntwird) stattfindet, ist es notwendig, den
lonenstrahl unter sehrflachen Einfallwinkeln
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Abb. 2: Kryo-Transmissions-elektronenmikroskopische (TEM) und -tomographische Aufnah-
men einer FIB-priparierten Zelle: (a) Ubersicht iiber das gesamte ,Fenster‘ im Inneren
der Zelle (MaBstab 1 um) mit Zellkern und dem gesamten Zytoplasma bis hin zur
Zellmembran, (b) Bereich aus (a), aus dem ein Tomogramm erstellt wurde (MaRBstab
200 nm), (c) schematische Darstellung des Tomogramms aus (b) mit einem Teil des
Zellkerns (grau-braun) samt Kernporen (rot) sowie Mitochondrien (braun), Ribosomen
(gold-gelb) und Mikrotubuli (orangefarbene Rohrchen)

auf das Praparat auftreffen zu lassen — ohne
entsprechende Kippung und Drehung des
Probentisches eine nicht zu I6sende Aufgabe.
Zudem gewahrleistet der ,streifende Einfall’
des lonenstrahls eine minimale Strahlenbelas-
tung fir die entstehende Lamelle im Inneren
der eiseingebetteten Zelle (Abb. 1). Sind die
richtigen Voraussetzungen geschaffen, ist
das eigentliche lonenstrahldiinnen fast ein
Kinderspiel. Jedoch mussen die Praparati-
onsparameter, wie etwa die Verweilzeit des
lonenstrahls, Starke des lonenstroms und die
Geschwindigkeit der lonen, je nach Dicke und
Beschaffenheit des Probenmaterials expe-
rimentell bestimmt und angepasst werden.
Die Herstellung einer Lamelle dauert weniger
als eine Stunde. Typischerweise werden bis zu
5-10 Probenbereiche pro EM-Grid so erschlos-
sen. Die fertigen Praparate konnen anschlie-
Bend ins Kryo-EM transportiert und mit Hilfe
der ET untersucht werden. Dieser ,Transport’
ist ein weiterer kritischer Schritt, weil er unter
Kryo-Bedingungen erfolgen muss.

Fazit

Mit Hilfe dieser neuen Methode ist es nun
moglich, gezielt und vor allem reproduzierbar
JFenster’ ins Innere von Zellen zu 6ffnen. In
Kombination mit der Kryo-Elektronentomo-
graphie lassen sich nun Vorgange innerhalb
der Zelle mit hoher Auflésung dreidimensio-
nal darstellen und analysieren (Abb. 2). Diese
detaillierten Einblicke in bisher unzugangliche
molekularen Landschaften im Zellinneren
er6ffnen neue Ansatze fiir die Forschung und
erweitern unser Verstandnis der fundamen-
talen Prozesse des Lebens.

Korrespondenzadresse

Dr.Jurgen M. Plitzko, Projektleiter TEM
Abteilung Molekulare Strukturbiologie
Max-Planck-Institut fiir Biochemie

Am Klopferspitz 18, D-82152 Martinsried
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Mikroskopie SIM

Hochaufgeldste in vivo
3D-Zeitserien mittels SIM

Dr. Reto Fiolka, Howard Hughes Medical Institute,

Janelia Farm Research Campus, Ashburn, USA

Die Mikroskopie mit strukturierter Beleuchtu

ng (engl. structured illumination microscopy,

SIM) kann die rdumliche Auflésung eines Mikroskops verdoppeln. Die Methode ist sehr licht-
effizient, aber bisherige Umsetzungen dieser Technik waren zu langsam, um Zellen live in 3D

beobachten zu kénnen. Dank neuer elektro-o

ptischer Modulatoren und schneller Kameras

ist es nun Forschern um Mats Gustafsson gelungen, 3D-Zeitserien von lebendigen Zellen in
verschiedenen Farben mit verdoppelter Auflésung aufzunehmen.

Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein uner-
setzliches Instrument in der Biologie und
den Lebenswissenschaften, da sie minimal-
invasive, dreidimensionale Abbildungen
von lebendigen Zellen in ihrer natirlichen
Umgebung ermoglicht. Die Einfiihrung von
Fluoreszenz-Markern, allen voran GFP, fiihrte
zu molekularer Spezifitat und erméglichte
somit das ,Einfarben” von verschiedenen
Organellen und anderen Zellstrukturen mit
extrem hohem Kontrast.
Ungllcklicherweise ist das raumliche Auflo-
sungsvermogen von optischen Mikroskopen
stark eingeschrankt. Ernst Abbe bewies 1873,
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Abbes Diktum umgangen

Allerdings hat Abbe nicht die Fluoreszenz-
mikroskopie berticksichtigt, sondern nur die
Transmissions- oder Reflexionsmikroskopie.
Fluoreszenz-Emissionen sind proportional
zur Intensitat des Anregungslichts. Regt man
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Abb 1: Experimenteller Aufbau fiir 3D-live-SIM. Laserlicht wird in einem multimodalen Leiter

»gescrambelt” und mit einer Linse kollim
Display, auf welchem ein Streifenmuster

iert. Der Laserstrahl scheint auf das SLM-
dargestellt wird. Das Licht wird durch Beu-

gung in mehrere Ordnungen reflektiert. Die Beugungsordnungen o, 1 und -1 werden
aufgefangen. Eine LC-Zelle wird eingesetzt, um die Polarisation der Laserstrahlen zu
kontrollieren. Die drei Laserstrahlen werden in die Aperturebene eines Objektivs fokus-
siert und interferieren in der Objektebene. Die Fluoreszenz-Emission wird mit einem
dichromatischen Spiegel gefiltert und auf einer Kamera abgebildet. Abkiirzungen: AOD
- Akustooptischer Deflektor, SLM — raumlicher Licht-Modulator (Spatial Light Modula-
tor), LC-Zelle - Fluissigkristallzelle, QWP — lambda-viertel-Platte (Quarter Wave Plate),
HWP - lambda-halbe-Platte (Half Wave Plate), PBS — Polarisationssplitter (Polarizing
Beam Splitter), SCOMS — wissenschaftliche (scientific) CMOS-Kamera
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eine Probe mit ,Flutlicht” uniform an, dann
resultiert in der Tat eine begrenzte Auflo-
sung gemal Abbe. Allerdings kann man das
Anregungslicht auch formen und ihm eine
Struktur geben. Konfokale Mikroskopie ist ein
gutes Beispiel dafiir: Die Anregungsstruktur
ist ein fokussierter Laserstrahl. Zusammen
mit einer Lochblende (engl. pinhole) ergibt
sich schlief3lich eine hohere dreidimensionale
Aufldsung. Um die Jahrtausendwende de-
monstrierte Mats Gustafsson auf beeindru-
ckende Weise, dass eine sinusoidale, stehen-
de Welle als Anregungsstruktur noch héhere
Auflosungen ermoglicht — die strukturierte
Beleuchtung (engl. structured illumination)
war geboren. Beim Einsatz der Mikroskopie
mit strukturierter Beleuchtung (SIM) wird
die Probe mit einem sehr feinen sinusoidalen
Streifenmuster angeregt und dabei ein Bild
aus der resultierenden Fluoreszenz-Emission
aufgebaut. Die Streifen kodieren dabei raum-
liche Informationen der Probenstruktur, die
mit normaler Mikroskopie nicht auflésbar
sind. Mit geeigneten Streifenmustern lasst
sich die Auflosung eines Mikroskopes in allen
drei Dimensionen um den Faktor 2 erhohen'.
Dies resultiertin einer Auflosung von lateral
(in x,y-Richtung) 110 nm, axial (in z-Richtung)
360 nm fir griine Emissionen?. Der Preis flr
die erhohte Auflosung ist allerdings, dass flr
die dreidimensionale, strukturierte Beleuch-
tung pro Fokusebene 15 Bilder mit unter-
schiedlichen Postionen des Streifenmusters
aufgenommen werden missen.

SIM — die Vorteile

Dies war auch lange Zeit ein Grund, dass struk-
turierte Beleuchtung nur fur fixierte Zellen
eingesetzt wurde, flir das , Live imaging“ waren
die experimentellen Mikroskope schlicht zu
langsam. Allerdings blieb das Interesse grof3,
strukturierte Beleuchtung auch flr lebendige
Zellen einzusetzen. Im Vergleich zu anderen
superaufldsenden Techniken bietet sie namlich
einige Vorteile:
I Sieistsehreffizientin der Beleuchtung und
bei der Detektion von Fluoreszenz und kann
daherauch beieiner sehr geringen Laserleis-
tung zum Einsatz kommen. Das ist insofern
wichtig, als dass die Zellen so in ihrer Funk-
tion nicht beeintrachtigt werden.

Es werden keine speziellen Fluorophore

bendtigt. Alle Fluorophore, die in normaler

Weitfeld- oder Konfokalmikroskopie funk-

tionieren, sind auch fir die strukturierte

Beleuchtung geeignet.

I Im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie,
bei welcher ein Laserpunkt durch die Probe
geleitet wird, werden bei der strukturierten
Beleuchtung viele Probenpunkte parallel
gescannt. Auch die Detektion erfolgt par-
allelisiert. Mit den neuen SCMOS-Kameras
(komplementéarer Metalloxid-Halbleiter,
engl. scientific complementary metal oxide

LABORWELT
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Mikroskopie SIM

semiconductor) mit 5 Megapixeln kdnnen
mittels strukturierter Beleuchtung extrem
grofRe Bildfelder in hoher Bildfolge aufge-
nommen werden.

Aufbau des Experiments

Um strukturierte Beleuchtung fir das live
imaging einsetzen zu konnen, haben wir ein
Mikroskop mit extrem schnellen, elektro-
optischen Wandlern und einer schnellen
SCMOS-Kamera entwickelt (Abb. 1)2. Dabei
werden auf einem Display, dhnlich denen in
einem Fernseher oder Projektor (nur etwas
schneller), die Streifenmuster in schneller
Folge abgespielt und mittels verschiedener
Laserquellen in die Objektebene des Mikro-
skopes projiziert. Die Umschaltzeit betragt
hierbei weniger als eine Millisekunde. Somit
istes nun moglich, ein Volumen von 100 x 100
x 1 Mikrometer in weniger als einer Sekunde
aufzunehmen. Um einen zweifarbigen Da-
tensatz aufzunehmen, muss dieser Vorgang
wiederholt werden, da fir unterschiedliche
Anregungswellenlangen unterschiedliche
Streifenmuster auf dem Display abgespielt
werden missen. Eine Mehrfarben-Aufnahme
ist daher immer seriell.

In Abbildung 2 ist eine dreidimensionale
Projektion maximaler Intensitat (engl. maxi-
mum intensity projection) eines Datensatzes
einer Hela-Zelle abgebildet. Dabei wurde das
Aktin-Skelett mit dem Fluoreszenz-Marker
tdTomato rot und die Clathrin-tberzogenen
Vesikel (engl. Clathrin-coated vesicles, CCV)
mit mEmerald griin eingefarbt. Abbildung
3 zeigt eine Zeitserie von einer Hela-Zelle.
Hier wurde abermals das Aktin-Zellskelett
mit TdTomato eingefarbt und dartiber hinaus
die Mitochondrien mit MitoTracker Green. Es
sind wieder dreidimensionale Projektionen
der Datensatze dargestellt. Mit der erhchten
Auflosung von 3D-SIM lassen sich interne
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Abb 2: Aktin-Zellskelett (rot) und mit Clathrin Uiberzogene Vesikel (CCV, griin) in einer Hela-
Zelle, abgebildet mit klassischer Weitfeldmikroskopie (a) und Mikroskopie mit struk-
turierter Beleuchtung (b). Farbstoffe: Lifeact-tdTomato zur Visualisierung von F-Aktin,
Clathrin-mEmerald zur Visualisierung von CCV. Malstabsleiste: 5 Mikrometer.

Strukturen der Mitochondrien ,live” verfol-
gen. Diese Strukturen sind zum Beispiel in-
nere Membranen, die sogenannten ,Christae“.
Normalerweise sind Christae nur unter dem
Elektronenmikroskop zu sehen, allerdings ist
dies dann alles andere als , live".

Momentan kénnen solche dreidimensio-
nalen Abbildungen von ganzen, lebendigen
Zellen nur mit strukturierter Beleuchtung in
hoher Auflésung live aufgenommen werden.
Andere Techniken mégen zwar noch hohere
Auflosungen erreichen, sind aber entweder
deutlich langsamer oder nicht in der Lage,
solch groRe Bildfelder abzudecken wie die
hier vorgestellte Methode4. Durch die ge-
ringe Laserstrahlung bei strukturierter Be-
leuchtung werden die Zellen auch insgesamt
weniger in ihrer Funktion beeintrachtigt.
AulRerdem werden die Farbstoffe langsamer
ausgeblichen. Dadurch kann die Zelle tber
sehr lange Zeit beobachtet werden, andere
Techniken bleichen die Zellen hingegen bis

Abb 3: Aktin-Skelett (rot) und Mitochondrien (griin) in einer HeLa-Zelle abgebildet mit struk-
turierter Mikroskopie (a). Zeitserie (b - e) des mit dem weifen Quadrat umrahmten
Auschnittes in (a). Farbstoffe: Lifeact-tdTomato zur Visualisierung von F-Aktin und Mi-
toTracker Green zur Visualisierung von Mitochondrien. MaR3stabsleiste: 5 Mikrometer.

zu zehnmal schneller aus. So konnten bei-
spielsweise bis zu 100 aufeinander folgende
Aufnahmen einer lebenden Zelle gemacht
werden, wobei eine Aufnahme aus 360 bis
720 Einzelbildern besteht.

Fazit

Die Mikroskopie mit strukturierter Beleuch-
tung stellt damit einen guten Kompromiss
zwischen raumlicher und zeitlicher Auflésung
dar. Biokompatibilitat, eine hohe Aufnah-
merate, ein grofRes Bildfeld und minimale
Laserbestrahlung - alles Qualitaten, die be-
notigt werden, um Zellen live zu beobachten.
Wir glauben daher, dass SIM eine wichtige
Rolle in der Biologie spielen wird und dabei
helfen kann, wichtige Fragestellungen zu
beantworten.
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Zellvorgange steuern
mittels Optogenetik

Prof. Dr. Thomas G. Oertner, Dr. Rolf T. Borlinghaus

Die Optogenetik ermoglicht das schnelle und gezielte Steuern von biologischen Vorgangen.
Dabei kann es sich bei dem Untersuchungsgegenstand um Zellen in Kultur oder gar um sich
frei bewegende Tiere handeln. Das An- und Ausschalten dieser Vorgange mit Hilfe von durch
Licht steuerbaren Proteinen hat das Feld der nicht-invasiven Funktionsanalyse revolutioniert.
Besonders groRe Fortschritte wurden bei der Kontrolle von Neuronen erzielt, so zum Beispiel
mit Channelrhodopsin (ChR), Bakteriorhodopsin oder Halorhodopsin. Aber auch iiber die Neuro-
wissenschaften hinaus gewinnt die Optogenetik an Bedeutung. Mittlerweile gibt es optogene-
tische Werkzeuge unter anderem fiir Gliazellen, Muskelzellen oder embryonale Stammzellen. In
unserem Expertenpanel wird diskutiert, welche Moglichkeiten dieimmer groBer werdende Zahl
verschiedener optogenetischer Werkzeuge fiir die Planung von Experimenten bietet. AuBerdem
werden die aktuellen Entwicklungen im Bereich der Optogenetik-Mikroskopie vorgestellt.
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Welche Méglichkeiten und Vorteile bieten
zwei oder gar mehrere gekoppelte licht-
aktivierbare Membranproteine?

Oertner

Um den Einfluss einer bestimmten Population
von Nervenzellen auf das neuronale Netzwerk
zu verstehen, ist es oft notwendig, die Aktivitat
dieser Neurone in positiver (d.h. Aktivierung) als
auch in negativer Richtung (d.h. Hemmung) zu
beeinflussen. Man mochte in ein-und derselben
Population Aktionspotentiale kiinstlich auslosen
und spontane Aktionspotentiale unterbinden
kénnen. Da uns mittlerweile sowohlde-als auch
hyperpolarisierende optogenetische Wandler
zur Verfligung stehen, kommt es nun darauf
an, mehrere lichtgesteuerte lonenkanale oder
Pumpen gemeinsam zu exprimieren.

Eine deutliche Verbesserung gegeniber
der bekannten IRES-Strategie (interne riboso-
male Eintrittsstelle, engl. internal ribosomal
entry site) brachte die Entdeckung viraler self-
cleaving Sequenzen, die es erlauben, von einer
mMRNA zwei getrennte Proteine zu produzieren.
Die vielleicht sicherste Methode ist die direkte
Kopplung zweier optogenetischer Wandler
ubereinen flexiblen Linker, der eine Transmem-
brandomane enthalt. In der Praxis muss es
moglich sein, den de- und hyperpolarisienden
Wandler eines solchen Tandemkonstrukts
selektiv zu aktivieren, d.h. die Aktivierungs-
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spektren sollten moéglichst wenig tiberlappen.
AuBerdem missen die Photostrome ausrei-
chend grof sein, um endogene (synaptische)
Strome komplett dominieren zu kénnen.

Neben der Netzwerkanalyse haben Tandem-
konstrukte noch ein zweites Anwendungsge-
biet: Bei der Entwicklung verbesserter optoge-
netischer Werkzeuge ist es oft erforderlich, die
neuen Konstrukte mit gut charakterisierten
,Standards” zu vergleichen. Tandemkonstrukte
ermoglichen stochiometrische Expression und
erlauben dadurch einen direkten Vergleich der
Performance, der nicht durch Unterschiede im
Expressionsniveau verfalscht werden kann.
Eine interessante Entwicklungsrichtung fir die
Zukunft ware die Kombination von Wandlern
und Sensoren, wie zum Beispiel einem GFP-
basierten Kalziumreporter. Die rasante Entwick-
lung multispektraler, LED-basierter Lichtquellen
wird komplexe optogenetische Experimente fiir
viele Labore noch attraktiver machen.

== Rolf Borlinghaus
= Scientific Advisor
= beiLeica Microsy-
/ stems, Mannheim
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Welche Beleuchtungs- und Aufnahmetech-
nologien werden die Optogenetik in den
nachsten Jahren voranbringen?

Borlinghaus

Um lichtgesteuerte Proteine zu aktivieren,
bedarf es Licht von passender Farbe. Wie in
vielen anderen Bereichen, ist eine deutliche

Expertenpanel Mikroskopie
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Optogenetik: Blaues Licht regt den lonenkanal
ChR2 an und aktiviert Nervenzellen.

Verbreiterung der Farbpalette bei den in der
Optogenetik eingesetzten Proteinen zu er-
warten. Darum wird das gesamte sichtbare
Spektrum zwischen 40onm und 80o nm zu
bedienen sein. Fur Weitfeld-Gerate, also , ge-
wohnliche” Mikroskope und Stereomikroskope
sind zur Zeit Lichtemissionsdioden (LEDs) im
Trend. Diese Quellen sind kompakt und intensiv.
LEDs haben gegenliber klassischen Lichtquel-
len viele Vorteile, z.B. einfache Kollimation,
schnelle Schaltzeiten, vergleichsweise geringe
Abwarme und eine lange Lebenszeit. Hier wird
in den nachsten Jahren sicher noch einiges an
Entwicklungspotential ausgeschopft werden.

Die Alternative zum Weitfeld sind Raster-
Gerate. Insbesondere bekannt durch die kon-
fokale Mikroskopie, wo zu einer Zeit immer
nur ein Punkt beleuchtet wird, der moglichst
klein (beugungsbegrenzt) sein soll. Fir solche
Anwendungen sind Laser nach wie vor die be-
sten Quellen, da sie die hochste Leuchtdichte
bieten und perfekt fokussierbar sind. Die Ver-
bindung hochenergetischer Infrarot-Pulslaser
mit einem Substrat zur Erzeugung eines sehr
breiten Spektrums, etwa einer Faser miteinem
Matrix-Kern (photonic crystal fiber), haben in
der jlingsten Zeit den Traum einer weillen
Quelle mit Lasereigenschaften Wirklichkeit
werden lassen (WLL: white light laser). Solche
Systeme kénnen in Zusammenarbeit mit
akustooptisch abstimmbaren Filtern (AOTF)
jede beliebige Farbe des sichtbaren Spektrums
erzeugen, wobei gleichzeitig mehrere Spekt-
ralfarben ausgewahlt werden kénnen — und
die Auswahlin ein paar Mikrosekunden umge-
schaltet werden kann. Das kann insbesondere
firschnell synchronisierte Belichtungsmuster
von unterschiedlichen lichtgesteuerten Prote-
inen sehr interessant werden.

Flr Experimente mit lebenden Saugetieren
werden Mikroskope eingesetzt, die Uiber einen
stabilen Tisch verfligen, auf dem die Tiere gut
montiert werden kénnen. Die Fokussierung
muf$ dann tber das Objektiv erfolgen, da das
Untersuchungsobjekt oft mit allerlei Mikro-
elektroden verdrahtetist, und dann nicht mehr
bewegt werden kann. Hier sind vielfaltige
Neuerungen, sowohl in der optischen Fokus-
sierung als auch bei Halterung und Versorgung
des Objektes zu erwarten. Hinzu kommt der
vermehrte Einsatz von Lichtleitern in Hirn- und
Gewebesonden, die lblicherweise mit Lasern
oder LEDs gespeist werden.

13. Jahrgang | Nr. 312012 | 35



Mikroskopie Paperwelt

Scharfer Blick ins Gehirn
lebender Mause

Berning S, Willig KI, Steffens H, Dibaj P, Hell SW. (2012): Nanoscopy in a Living
Mouse Brain. Science, Vol. 335 no. 6068 p. 551, doi: 10.1126/science.1215369

Zum ersten Mal kann man Prozesse am lebenden Gehirn mit einer Auflésung von weniger als 70
Nanometern beobachten. Dabei war der Sprung von den Hirnschnitten zum Cortex laut Stefan
Hell technisch gesehen gar nicht einmal so dramatisch. Der Wert der hier vorgestellten Publikati-
on seiviel mehr, dass eine psychologische Barriere durchbrochen worden ist. LABORWELT sprach
mit Hell aber auch liber die Grenzen der STED (stimulated emission depletion)-Mikroskopie.

LABORWELT:
Was zeichnet die STED-Mikroskopie aus?

Hell:

Mit dem STED-Mikroskop kommt man tber die
Beugungsgrenze des Lichts hinaus und kann so
detaillierterer mikroskopieren. Uber mehr als
1.000 Jahre war die Auflosungsgrenze bei einem
Lichtmikroskop und dadurch inharent auch bei
einem Fluoreszenzmikroskop fundamental
begrenzt auf etwa 200 nm. Zwar gab es viele
Ideen, diese Grenze zu durchbrechen, aber bei
einem fokussierenden Mikroskop ist man in der
Praxis letztendlich nicht Gber 200 bis 150 nm
hinausgekommen. Die STED-Mikroskopie war
das erste Verfahren, das—in Konzept und Praxis
—gezeigt hat, dass man deutlich tber die Beu-
gungsgrenze hinauskommt und Aufldsungen
auf MolekulgroBe erreicht. Sie hatim Gegensatz
zu anderen Konzepten das Fluoreszenzmolekiil
ins Zentrum der Aufmerksamkeit gertickt. An-
fang der goer Jahre herrschte die Vorstellung,
dass man die Beugungsgrenze erhohen kénne,
wenn man das Licht selbst in seiner Ausbrei-
tung einschrankt, indem man es durch eine
winzige Spitze einer gezogenen Faser zwangt.
Diese Nahfeldmikroskope funktionieren in den
Materialwissenschaften an Probenoberflachen
ziemlich gut. Innerhalb eines transparenten Ma-
terials wie der Zelle ist sie hingegen kaum reali-
sierbar—schon gar nichtin einerlebenden Zelle
oderin 3D. Bei der STED-Mikroskopie bleiben die
Lichtwellen, was sie sind. Die Unterscheidung
eng benachbarter Strukturen erfolgt tiber die
Fluorophore. Im Falle zweier Mikrotubuli sorgt
man beispielsweise dafir, dass die eine Struktur
nicht leuchtet, wenn die andere leuchtet — und
umgekehrt. So kénnen die beiden Strukturen
voneinander unterschieden werden.

LABORWELT:
Was war Stand der Technik vor der Entwick-
lung der in vivo-STED-Mikroskopie?

Hell:

Auch am lebenden Gehirn betrug die hochste
erreichte Auflésung 300 nm. Dieser Wert wur-
de mit der 2-Photonen-Mikroskopie erreicht.
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LABORWELT:
Wie schwierig war der Schritt vom Gehirn-
schnitt zur lebenden Maus?

Hell:

Das wohl Schwierigste war, den Mut zu ha-
ben, das zu machen. Technisch gesehen ist
der Schritt gar nicht so groR. Die Maus muss
gutandsthetisiert sein. Wir haben Herzschlag,
Atmung und Blutfluss kontrolliert und ganz
allgemein fiir ein stabiles System gesorgt. Al-
les in allem wurden dafiir ganze vier Wochen
investiert. Allerdings war die Methode bei
uns schon an lebenden Gehirnschnitten eta-
bliert. Bei Kollegen ohne das entsprechende
Vorwissen war hingegen eine gewisse Skepsis
verbreitet.

LABORWELT:
Was haben Sie im Maus-Cortex beobach-
tet?

Hell:

Es finden kleine morphologische Verdnde-
rungen im Gehirn der erwachsenen Maus
statt. Die kleinen Fortsatze der Dendriten,
die sogenannten Dornen, bewegen sich. Um
auszuschlieen, dass diese Bewegung nicht
aufgrund eines sich andernden Fokus zustande
kommt, haben wir die Bilder in verschiedenen
Ebenen aufgenommen und miteinander
abgeglichen. Uber die Art der Bewegung, die
Frequenz und den Grund wissen wir allerdings
noch gar nichts.

LABORWELT:
Wie kénnte man die Technik noch verbes-
sern?

Hell:

Der Einfachheit halber haben wir uns zu-
nachst fur ein sich frei im Zellplasma bewe-
gendes Fluorophor entschieden. Das Protein
istabundant und man kann so die Zellplasma-
grenzen gut erkennen. Momentan arbeiten
wir mitangehefteten Fluorophoren, um auch
nur an bestimmten Stellen vorhandene Pro-
teine darzustellen. Das Potential ist immens.

Stefan Hell

Stefan W. Hell studierte ab 1981 Physik an
der Universitat Heidelberg und promo-
vierte dort 1990. Danach ging er an das
Heidelberger European Molecular Biology
Laboratory. Von 1993 bis 1996 forschte er
in Turku und Oxford. Seit der Habilitation
in Physik 1996 in Heidelberg leitet er eine
selbstandige Nachwuchsgruppe am Got-
tinger MPI fiir biophysikalische Chemie,
seit 2003 ist er Direktor am Institut. Hell
erhielt etliche Preise, so etwa den Carl-
Zeiss-Forschungspreis, den Berthold-Lei-
binger-Innovationspreis, den Helmholtz-
und den Karl-Heinz-Beckurts-Preis.

Demnachst wird so die Proteinverteilung in
den Dornen auf der Nanometerebene beob-
achtet werden konnen.

Die STED-Mikroskopie hat aber auch
Grenzen, die von den Eigenschaften des
Fluorophors abhangig sind. Dabei ist ent-
scheidend, wie gut sich der Farbstoff an- und
ausschalten lasst. Fir STED gilt: Wenn ich das
STED-Licht anmache, geht das Fluorophor
automatisch sofort aus. Die sogenannte ab-
regungsstimulierte Emission ist ein Prozess,
der unter einer Femtosekunde ablauft. Etwas
anders lauft das bei einer Weiterentwicklung
unseres Labors, der RESOLFT-Mikroskopie
(engl. reversible saturable optical (flurore-
scence) transitions), ab. Ein durch zwei, drei
Mutationen schaltbar gemachtes Fluorophor
kann durch photoinduzierte Isomerisierung
standig reversibel in einen leuchtenden und
wieder zurlick in einen nicht leuchtenden
Zustand geschalten werden. Diese Prozesse
verlaufen langsamer und bendtigen daher
eine geringere Lichtleistung. Fir die Beob-
achtung der Dornen ist das zwar nicht notig,
wenn man aber eine noch hohere Aufldsung
mochte, dann wird die RESOLFT-Mikroskopie
interessant.

LABORWELT
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Branche Labormarktim Umbruch

Danaher, der unbekannte
Riese aus dem Markenzoo

Dr. Patrick Dieckhoff, BIOCOM AG

Milliardenschwere Ubernahmen sind gang und gibe im Labormarkt. Grund genug, in dieser
LABORWELT-Serie einen Blick auf die Player, ihre Strategien und Deals zu werfen. Klar ist:
Elefantenhochzeiten bleiben an der Tagesordnung. Die Preise bleiben hoch, genauso wie die
Wahrscheinlichkeit, dass sich der Labormarkt in zehn Jahren véllig anders darstellen wird
als heute. Der US-amerikanische Technologie-Spezialist Danaher hat bereits mehr als 400
Ubernahmen abgewickelt. Vor fiinf Jahren kaufte sich der Konzern in die Life Sciences ein.
Bisheriger Hohepunkt: die Ubernahme von Beckman Coulter. Wenn es nach CEO Larry Culp

geht, war das jedoch nicht der letzte Streich.

Was haben Leica, AB Sciex und Beckman
Coulter gemeinsam? Sie alle gehoren zum
Danaher-Konzern, der hierzulande kaum be-
kannt ist. Dabei machen die US-Amerikaner
pro Jahr einen Umsatz von mehr als 16 Mrd.
US-$ und sind mit rund 35 Mrd. US-$ an der
Borse bewertet — ein Riese also, der Bran-
chengroen wie Thermo (Umsatz: 12 Mrd.
US-$, Marktkapitalisierung 20 Mrd. US-$) oder
Life Technologies (3,7 Mrd. US-$/8 Mrd. US-
$) locker Gbertrumpft. In Internetforen wird
Danaher schon als nachste General Electric
gehandelt.

Life Sciences fiir den Mischkonzern

Genauso wie der US-Technologiekonzern ist
Danaher ein echter Gemischtwarenladen.
Zum Konzern gehdéren mehr als 400 Marken
und Unternehmen. Darunter befinden sich
vor allem in den USA bekannte Werkzeugher-
steller wie Armstrong oder Craftsmen oder

auch Fluke, ein Marktfihrer im Bereich der
Kalibrierungssysteme in der Elektronik.

Der Einstieg in die Life Sciences glickte
dem Unternehmen in Washington mit dem
Kauf der deutschen Leica Microsystems. Im
Jahr 2005 lieBen sich die Amerikaner den
Optik-Spezialisten in Wetzlar 440 Mio. Euro
kosten. Es folgte der Einstieg in die Massen-
spektrometrie mit der Ubernahme von AB
Sciex flir1,1 Mrd. US-$im Jahr 2009 sowie der
Kaufdes Instrumentations- und Reagenzien-
spezialisten Molecular Devices.

Im vergangenen Jahr kronte Danaher seine
Life Sciences-Aktivitaten und ging mit einem
Gebot Uber 5,8 Mrd. US-$ als Sieger aus der
Ubernahmeschlacht um Beckman Coulter
hervor. Seitdem stehen Life Sciences und
Diagnostik vor Messtechnik, Umwelt, Indus-
trietechnologie und Dentalapplikationen mit
einem Spartenumsatz von 6,4 Mrd. US-$ ganz
oben im Konzern. Danaher setzt auf direkten
Vertrieb. Nur zu einem geringen Teil erfolgt
der Verkauf Gber Distributoren. Auch die

Seit 22 Jahren bei Danaher und heute laut Washington Post mit 21,6 Mio. US-$ im Jahr einer
der bestbezahlten CEOs der bérsennotierten US-Unternehmen: Larry Culp (49)
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Danaher in Zahlen:

Umsatz: 16 Mrd. US-$
Gewinn (EBITDA): 1,9 Mrd. US-$
Operative Marge: 16,6%

Borsenwert (gesamt): 37 Mrd. US-$
Mitarbeiter: 59.000
CEO: Larry Culp

Umsétze Life Sciences nach Regionen

| Europa: 37%

| Asien/Australien: 27%
| USA: 31%

| andere: 5%

Sparten nach Umsatz:

| Test & Measurement: 21%

| Environment: 18%

| Life Sciences & Diagnostics: 29%
| Dental: 13%

| Industrial Technologies: 19%

Herstellung wird global auf vier Kontinenten
unternommen —Europa, Asien, USA und Aus-
tralien. Allein in Deutschland sind rund 8.000
Angestellte beschaftigt. Immer lasst der Kon-
zern statt seinem eigenen den Markennamen
den Vortritt. So sind Leica Microsystems, AB
Sciex, Molecular Devices und Beckman Coul-
ter auch heute noch ein Begriff in vielen La-
boren. Mit einem Umsatz von etwa 950 Mio.
US-$ ist die akademische Forschung noch vor
Pharmakunden (500 Mio. US-$) und Kliniken
(180 Mio. Euro) der wichtigste Absatzmarkt
fur Danahers Forschungsprodukte. Diese
bestehen hauptsachlich aus Instrumenten
(8o%) und weniger Verbrauchsmaterialien
und Services (20%). In der Diagnostik ist das
Bild genau andersherum: zu 75% werden
Verbauchsmaterialien und nur zu 25% In-
strumente verkauft.

Restrukturierung steht an

Doch auch ein Riese bleibt nicht von schlech-
ten Nachrichten verschont. So musste CEO
Larry Culp bei der Prasentation der Quartals-
zahlen im Juli die Jahresprognose kassieren
und RestrukturierungsmaBnahmen ankiin-
digen. Zwar verdoppelten sich die Umsatze
im Life Sciences-Bereich dank des Kaufs von
Beckman. Konzernweit sank der Gewinn je-
doch im zweiten Quartal um knapp 50 Mio.
Euro. Ein Alarmzeichen fur das Management.
So sei der US-Markt zwar stark. Mit einem
Viertel der Umsatze ist Danaher aber auch
von der wirtschaftlichen Situation in Europa
abhangig. ,Essentially flat” beschreibt der
Konzern die Nachfrage in diesen Markten.
Und so kommt es wie es kommen muss: Das
Management setzt das Wortchen Sparen
ganz oben auf die Agenda. Gleichzeitig,
auch das ist nicht Uberraschend, werden
Ubernahmen angepeilt. Budget dafiir in den
kommenden zwei Jahren: 5 Mrd. US-S.
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Reichelt Chemietechnik

Halbzeuge aus Elastomer
oder Kunststoff

Mit dem Handbuch THOMAPLAST®-II stellt
Reichelt Chemietechnik ein innovatives
Halbzeug-Programm vor. Entscheidend
hierbeiist, dass alle Produkte auch in kleinen
Mengen, das heift in kleinen Abschnitten
beziehungsweise Zuschnitten, abgegeben
werden, so dass der Anwender im Betrieb,
im Technikum oder in der Forschung genau
die fir ihn interessante, bedarfsbezogene
Menge bestellen kann.

Das Handbuch umfasst Elastomere aus
FPM, PI, PUR, EPDM, CSM, CR, NBR, IIR, SBR
sowie Rundschniire aus Silikon, EPDM/PP
und TPE, speziell fiir Pharmaanwendungen.
Abgerundet wird das Elastomer-Programm
durch Moosgummi-Abschnitte sowie Zell-
kautschukplatten aus FPM, CR, NBR, PUR
oder EPDM.

Das Kunststoff-Sortiment ist ebenfalls sehr
umfangreich. Auch hier werden Abschnitte und
Teilmengen in unterschiedlichen GroRen ange-
boten, wie Folien aus den Materialien ECTFE,
PTFE, FEP, PVDF, PEEK, PI, PA sowie PE. Daneben
umfasst das Halbzeug-Programm Platten, Roh-
re und Stabe aus PTFE, PVDF, PCTFE, PEEK, PI,
PA, PE,POM, PVC, PS, PC sowie PMMA. Dartiber
hinaus beinhaltet das Handbuch Platten und
Vollstabe aus Glas-Keramik.

THO
Halbzeuge

Alle Produkte werden im Detail beschrieben,
bezogen auf die Produktspezifikation, die
chemische Charakteristik sowie die tech-
nische Spezifikation. Das Handbuch stellt
somit gleichzeitig ein kleines ,Nachschlage-
werk*“dar, eine Sammlung fiir technische Pa-
rameter der unterschiedlichsten Werkstoffe.
Es kann kostenlos angefordert werden.

Reichelt Chemietechnik GmbH + Co.
Silvia Krén

Englerstr.18

69126 Heidelberg

Tel.: +49-(0)-6221-3125-0

Fax: +49-(0)-6221-3125-10
rct@rct-online.de
www.rct-online.de
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Produktwelt Service

Arbeitsplatzverdampfer zur HPLC-Probenpraparation

Der Abblaseverdampfer MiniVap™ von Porvair
Sciences benotigt nur wenige Minuten, um
die flichtigen organischen Losungsmittel
von den HPLC-Fraktionen zu entfernen, die in
24er oder g6er Mikrowellplatten aufgefangen
wurden.

Durch seine kompakte Bauart lasst sich der
MiniVap™ aus dem erschwinglichen Preisseg-
ment ganz einfach aufstellen, betreiben und
warten. Zur Inbetriebnahme ist lediglich eine
Gasversorgung und eine herkdmmliche Netz-
stromversorgung erforderlich. Der sichere
Betrieb des Gerates ist gewahrleistet, da das
mitdem CE-Logo gekennzeichnete, kompakte
Gerdt unter jeden Dunstabzug passt.

Durch den MiniVap — ausgestattet mit
einem hochmodernen Verdunster, der den
erhitzten Stickstoff zeitgleich direkt in die
einzelnen Schalen einer Mikroplatte injiziert
— gehort der Ubliche Engpass im Labor bei
der Losungsmittelverdampfung von HPLC-
Fraktionen der Vergangenheit an.

Porvair Sciences Ltd.

Dr. Bill Bradbury

Tel.: +44-(0)-208-546-0869
info@primetek-solutions.com
WWW.porvair-sciences.com

Dynamische Fliissigkeitsdosierung

sicher Giberwachen

Der Schweizer Sensorhersteller Sensirion
AG hat die SLI Durchflusssensor-Familie fir
Flissigkeiten im Mikroliter- und Milliliter-
Bereich vorgestellt. Keine bewegten Teile, ein
patentiertes mediengetrenntes Mikrosensor-
Messverfahren und ein gerader, vollig hin-
dernisfreier Stromungskanal gewahrleisten
hohe Zuverlassigkeit. Gleichzeitig stellen die
chemisch inerten, biokompatiblen Materiali-
en (Glas, PEEK™, Teflon®) eine hervorragende
Medienkompatibilitat der medienberihrten
Teile sicher, was flr eine Vielzahl von kriti-
schen Anwendungen von entscheidender
Bedeutung ist. Die RS485-Schnittstelle
dieser Flissigkeitsmesser bietet zusatzliche
Features zur Prozessdatenverarbeitung.
Detaillierte Messungen hochdynamischer
Dosierprozesse konnen damit im Hintergrund
aufgezeichnet und spater weiterverarbeitet
werden. Der Nutzer kann sich so je nach
Bedarfzum Beispiel darauf beschranken, nur
das automatisch bestimmte Gesamtvolumen
jedes Dosiervorgangs auszuwerten. Die hohe
Geschwindigkeit der Durchflussmesser (Re-
aktionszeit von nur 30 ms) kann mit dieser
Interfacelosung voll ausgeschopft werden.
Hochdynamische Prozesse werden so prob-
lemlos und effizient Gberwacht.

Die neuen Mikrosensoren sind fiir hochpra-
zise Prozessliberwachung in Anwendungen
mit geringen Dosiermengen entworfen
worden. Die Zuverlassigkeit solcher flu-

idischer Systeme wird dadurch deutlich
verbessert. Durch die geringe Grof3e und die
Leichtigkeit der Gerdte sind sie fiir den Ein-
satz in verfahrenstechnischen Anlagen und
in Anwendungen der Pharma- und Medizin-
industrie perfekt geeignet. Die Sensoren sind
flr maximale Flussraten von 0,0008 ml/s
bis 0,08 ml/s (0,05 bis 5 ml/min) bei wass-
rigen Fliissigkeiten oder von 0,008 ml/s bis
1,3 ml/s (0,5 bis 80 ml/min) beim Einsatz
mit Olen, Kraftstoffen und Losungsmitteln
erhaltlich.

Sensirion AG

Jennifer Wagner

Tel.: +41-(0)-44-306-4022

Fax: +41-(0)-44-306-4030
jennifer.wagner@sensirion.com
www.sensirion.com

13. Jahrgang | Nr. 312012 | 39



Service Produktwelt

Zuverlassig: SensiFAST
real-time PCR-Kits

SensiFAST™ beinhaltet das komplette Seg-
ment der real-time PCR-Kits von Bioline
fir Anwendungen mit RNA bzw. DNA als
Ausgangsmaterial. In den Kits werden die
neuesten Erkenntnisse der Pufferchemie und
Enhancer-Technologien genutzt. Zusammen
mit der Antikorper-inhibierten hot-start DNA-
Polymerase lassen sich hohe Sensitivitat und
sehr kurze Reaktionszeiten kombinieren, ohne
dabei auf Leistung, Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit verzichten zu missen.

SensiFAST SYBR ist auf Grund der kurzen Re-
aktionszeiten bei gleichbleibender Qualitat
perfekt fiir den Einsatz in Hochdurchsatz-
Anwendungen geeignet. SensiFAST Probe ist
ideal fur die Nutzung in Multiplex-Anwen-
dungen auf Sondenbasis und reduziert dabei
gleichzeitig die Optimierung, die haufig bei
diesen Assays notwendig ist. Dieser Kit bietet
eine deutlich héhere Effektivitat bei sonden-
basierten Technologien, wie beispielsweise
TagMan®, Scorpions® und Molecular Beacon
Probes, als andere Kits fihrender Anbieter in
diesem Segment. SensiFAST one-step Kits sind
auBerst sensitivund enthalten alle Reagenzien,
um eine reproduzierbare gRT-PCR in einem
Tube zu gewahrleisten.

SensiFAST HRM nutzt interkalierende Farb-
stoffe, extrem genaue Schmelzkurven und die
Verwendung spezifischer statistischer Anwen-
dungen, um SNPs innerhalb der DNA-Sequenz
erkennen zu kénnen. SensiFAST-Kits konnen
auf allen real-time PCR-Geraten genutzt wer-
den und sind ebenfalls perfekt fir die neue
Generation Fast-Cycler geeignet.

Bioline GmbH

Holger Berthel

Tel.: +41-(0)-160-90144-316
hberthel@bioline.com
www.bioline.com/sensifast
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Western Blotting-Handbuch

Das Handbuch ,Western Blotting Principles
and Methods" von GE Healthcare stellt einen
Leitfaden dar, der Anfangern den Einstieg er-
leichtert und Fortgeschrittenen Hilfestellung
und Inspiration gibt, um mehr aus ihren Wes-
tern Blot-Experimenten herauszuholen.

Das Buch flihrt durch den gesamten Prozess,
von der Probenvorbereitung bis zur Detektion
und Auswertung. Kapitel 2 bis 8 erklaren den
Western Blot Schritt fir Schritt und gehen
neben der praktischen Durchfiihrung auch auf
die theoretischen Hintergriinde ein. Beispiele
flrtypische Anwendungen und neue Ansatze
werden in Kapitel 9 gegeben.

Im vergangenen Jahrzehnt haben Weiter-
entwicklungen von Nachweismethoden und
Software die quantitative Auswertung von
Western Blots ermdglicht. Auch dazu bringt
das Handbuch Beispiele und Anleitungen. Zum
Abschluss gibt es einen Troubleshooting Guide
und eine Rezeptesammlung, einschlieflich ei-
nes empfohlenen Standardprotokolls, auf dem
aufbauend, eigene Experimente entwickelt
werden kdnnen.

GE Healthcore

b

Western Blotting

Principles and Methods

@

GE Healthcare Europe GmbH
Dr. Michael Walther

Tel.: +49-(0)-89-962-810
Michael.Walther@ge.com
www.gelifesciences.com

PromocCell

MaBgeschneiderte Angiogenese-Assays

PromoCell bietet vier verschiedene gebrauchs-
fertige Angiogenese-Modelle an, mit denen
in vitro der gesamte Prozess der Angiogenese
oder einzelne Abschnitte des Prozesses simu-
liert werden kénnen. Die Angiogenese-Modelle
ermoglichen eine schnelle und effiziente pro-
oder anti-angiogenetische Testung.

Das PromoCell 3D-Angiogenese-Assay si-
muliertin vitro dreidimensional den gesamten
Prozess der Angiogenese. Der Assay besteht
aus Endothelzellspharoiden, die in eine Kolla-
genmatrix eingebettet sind. Nach erfolgreicher
Stimulation sprieRen innerhalb von zwei Tagen
neue BlutgefdRe aus den Spharoiden in die
umgebende Kollagenmatrix. Die Anzahl und
die Lange der neuen Blutgefalie korrespondiert
zur pro- oder anti-angiogenetischen Wirkung
einer Testsubstanz. Die einfache Auswertung

des Assays erfolgt ohne Farbung der neuen
Blutgefale. Das PromoCell 3D-Angiogenese
Assay wird gebrauchsfertig versandt. Zum
Starten mussen nur die Testsubstanzen hin-
zugegeben werden.

Einzelne Stadien der Angiogenese konnen
mit dem PromoCell Transmigration-Kit, dem
PromoCell Invasion-Kit und dem PromocCell
Planar Migration-Assay untersucht werden.

Der Transmigration-Kit nutzt die Migration
von Endothelzellen entlang eines Zytokingradi-
enten, um die chemotaktische Fahigkeit einer
Substanz zu messen.

Beim PromoCell Invasion-Kit wird die pro-
teolytische Aktivitat von Endothelzellen und
deren gerichtete Migration in vitro simuliert.
Dies ermoglicht, den Einfluss von Substanzen
auf die proteolytische Aktivitat und die Mi-
gration von Endothelzellen in einem Assay zu
beobachten.

Der PromoCell Planar Migration-Assay er-
laubt es, schnell und einfach den Einfluss von
Substanzen auf die Migration von Endothel-
zellen zu untersuchen.

PromoCell GmbH
SickingenstraBe 63/65
69126 Heidelberg

Tel.: +49-(0)-6221-649-340
Fax: +49-(0)-6221-649-3440
info@promokine.info
www.promokine.info
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Kalender Service

Veranstaltungskalender

2.-6.9.12

biocat 2012, Hamburg

Info: Gerlinde Loebkens, TuTech Innovation GmbH
Web: www.biocat2012.de

5.-8.9.12

3"“European Congress of Immunology —
ECl 2012, Glasgow (UK)

Info: EFIS/BSI, Web: http://eci-glasgow2012.com

6.-7.9.12

3. Kongress Industrielle Zelltechnik, Liibeck
Info: Norgenta GmbH,

Web: www.zelltechnik-kongress.de

10.-13.9.12
30.Jahrestagung der Biotechnologen

und ProcessNet-Jahrestagung 2012, Karlsruhe
Info: Barbara FeiBt, Dechema e. V.,

Web: https://ssl.dechema.de/jt2012.html

16.-19.9.12

46.Jahrestagung der DGBMT, Jena
Info: DGBMT/VDE Konferenz-Service,
Web: www.bmt2012.de

18.9.12

jobvector career day, Diisseldorf
Info: Dr. Martina Sribar, jobvector,
Web: www.jobvector.de/careerday

18.-19.9.12

6t" European Pharma Licensing
Symposium, Budapest (HU)

Web: www.plgeurope.com/Budapest_2012

é
-
o=

18.-20. September 2012, Bad Tolz
ECA - Proteinanalytik

Im Workshop ,,ECA —Protein Analysis Tech-
nologies! werden in Fallbeispielen verfiig-
bare Technologien, deren Vor- und Nach-
teile sowie Optimierungsmoglichkeiten
vorgestellt. Weitere Informationen:
www.bio-conference.org

LABORWELT

20.-21. September 2012, Berlin

Diagnostics 2.0

Der von der Scienion AG veranstaltete
Workshop ,,Diagnostics 2.0 — Turning Con-
tent into Multiplex Assays“ stellt innova-
tive Technologien fiir diagnostische Tests
und Screeningversuche in den Fokus.

Info: www.scienion.de

18.-19.9.12

5. NRW Nano-Konferenz, Dortmund

Info: NMW.NRW — Cluster NanoMikro+Werkstoffe
Web: www.nmw.nrw.de/nanokonferenz

18.-19.9.12

Labor-Impuls-Forum 2012, Frankfurt/Main
Info: Akademie fiir Fort- und Weiterbildung, Web:
www.labor-impuls-forum.de

19.-21.9.12
BioSpain 2012, Bilbao (ES)
Info: ASEBIO, Web: www.biospain2012.0rg

19.-22.9.12
GCB 2012 — German Conference on
Bioinformatics, Jena

Info: Dr. Margit Leitner, Jena Center for
Bioinformatics, Web: www.gcb2012-jena.de

20.9.12
5. CIB Partnering Konferenz, Frankfurt/Main
Info: Cluster Integrierte Biotechnologie,

Web: www.cib-frankfurt.de

21.9.12
Moderne Anwendungen der Biotechnologie,
Dresden

Info: Dr. Maik Stiehler, TU Dresden,

Web: http://biosaxony.com

23.-26.9.12

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft
fiir Biophysik 2012, Géttingen

Info: Susanne Enigk, Deutsche Gesellschaft fir
Biophysik, Web: www.biophysical-congress.de

24.-26.9.12

16. Heiligenstadter Kolloquium —
Technische Systeme fiir die
Lebenswissenschaften, Heiligenstadt

Info: Inst. fir Bioprozess- und Analysenmesstechnik
e.V., Web: www.iba-heiligenstadt.de

25.-26.9.12

Biobasierte Polymere —

Kunststoffe der Zukunft, Berlin

Info: Dr. Gabriele Peterek, FNR e.V./BMELV,
Web: www.fnr.de/biokunststoffe-2012

26.-29.9.12

9.Jahrestagung der DGKL, Mannheim

Info: PD Dr. Uta Ceglarek, Universitatsklinikum
Leipzig Institut fir Laboratoriumsmedizin, Klinische
Chemie und Molekulare Diagnostik,

Web: www.dgkl2012.de

30.9.-3.10.12
64.Jahrestagung der DGHM, Hamburg
Info: Conventus GmbH, Web: www.dghm-kongress.de

30.9.-2.10.12
28. Ernst-Klenk-Symposium in

Molecular Medicine The Genomic Future
of Medicine, KéIn

Info: Dr. Debora Grosskopf-Kroiher, Zentrum fiir
Molekulare Medizin, Uni Kéln,

Web: www.zmmk.uni-koeln.de

30.9.-4.10.12
Animal Cell Technology Course, Costa Brava (E)
Info: Anténio Rolddo , ESACT, Web: www.esact.org

20. November 2012, Straubing
Biopolymere

Themenschwerpunkte des Kooperations-
forums Biopolymere sind Technologien fiir
zellulosebasierte Materialien und Verbund-
werkstoffe sowie industrielle Anwendun-
gen von Biopolymeren.

Info: bayern-innovativ.de/biopolymere2012
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Ausblick

Ende der unregulierten

Genom-Ara?

Thomas Gabrielczyk, BIOCOM AG

Die Interpretation der funktionellen Bedeutung genomischer Daten ist selbst fiir Experten ein hartes
Brot. Umso schwieriger scheint die Aussage liber Krankheitsrisiken und -prognosen auf Basis der
Flut an genetischen Daten fiir den einfachen Biirger. Was manche Firmen zu ihrem Geschaftsmodell
erkoren haben, wollen Experten aus 27 europdischen Wissenschafts- und 14 EU-Medizinakademien
jetzt unter strengere Marktaufsicht stellen: Gentests, die direkt an die Konsumenten gerichtet sind,
ihnen verraten, ob sie auf bestimmte Therapien ansprechen, oder die prasymptomatische Diagnosen
monogenetischer Krankheiten gestatten. Mitte Juli forderten 20 Experten des European Academies
Science Advisory Council (EASAC) und der Federation of European Academies of Medicine (FEAM)
in einem gemeinsamen Bericht ein Verbot des Direktmarketings fiir vier Arten von Gentests an
Konsumenten sowie eine Begutachtung entsprechender genomischer Tests vor Vermarktung.
Entsprechende Regelungen sollen in die EU-IVD-Richtlinie aufgenommen werden. Akademische
Forscher sollen zudem aufgefordert werden, Standards zu entwickeln, die eine bessere Einschatzung
der Vorhersage von Krankheitsrisiken auf Basis genomischer Daten gestatten.

,Derzeit méchten wir Konsumenten nichtermu-
tigen, Direct-to-Consumer-Gentests zu nutzen®,
heillt es in dem Bericht, den 20 Experten der
Akademien Mitte Juli vorgestellt haben. Sie emp-
fehlen stattdessen einen vorsichtigen Umgang
mit Genomanalysen, die von Unternehmen wie
Sequenom oder 23&me angeboten werden, und
wollen bestimmte Firmenangebote sogar verbie-
ten. Dazu zahlen etwa die Direktvermarktung von
Tests auf ernste monogenetische Erkrankungen
mit hoher Penetranz oderdas pranatale Screening
inkl. Tests fetaler Zellen im Blutstrom der Mutter.
Auch von Nutrigenom-Tests raten die Wissen-
schaftler ab, da sie mit einer Kaufempfehlung fiir
Produkte verbunden seien, deren Gesundheits-
nutzen oft nicht nachweisbar sei. Zudem sollen
Minderheiten und Behinderte grundsatzlich nicht
die DCT-Angebote wahrnehmen.

Standards und Regularien

Die Vermarktung der Gentests sowie das sich
rasch entwickelnde Feld der Whole Genome-
Sequencing-Studien wollen die Wissenschaft-

ler kiinftig starker reguliert sehen. Dazu sollen

Regelungen in die zur Revision anstehenden

IVD-Richtlinie aufgenommen werden, die die

Hersteller verpflichten:

| die Assoziation zwischen DNA-Markern und
dem Krankheitsrisiko nachzuweisen,

| neben derTestqualitatauch die Qualitatdes
begleitenden Beratungsangebotes nachzu-
weisen,

| die Produktinformation nach noch zu etab-
lierenden Standards auszurichten,

| entsprechende Einwilligungserkldrungen der

Kunden einzuholen.

Die EASAC-und FEAM-Experten schlagenzudem
vor, ein Register aller angebotenen Gentests
einzurichten, in dem die Validitat, der Nutzen
und die Verfugbarkeit vormarktlich Gberprufter
Tests dokumentiert ist.

Da immer mehr Grof3forschungsprojekte auf
die Entdeckung molekularer Biomarker abzielen,
empfehlendie Experten den Fordermittelgebern
Standards zu etablieren, mit denen die klinische
Validitat entsprechender Marker und Tests beur-
teilt werden kann und die die Risikopradiktion
in diversen Populationen erlauben.
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Themen
Bioanalytik

Der Nachweis von DNA, Kontaminatio-
nen in Lebensmitteln und von endokrin
wirksamen Substanzen im Trinkwas-
ser sind nur einige Anwendungen der
Bioanalytik, dem nachsten Thema von
LABORWELT. Daneben wirft LABORWELT
einen Blick auf zwei weitere, hochaktuelle
Forschungsfelder:die Stammzellforschung
und die digitale PCR. Aktuelle Beitrage,
Expertenpanels und Top-Publikationen
finden Sie auf der Online-Plattform
LABORWELT.de. Bei Interesse, einen Beitrag
beizusteuern, hilft die Redaktion (E-Mail:
t.gabrielczyk@biocom.de) gerne weiter.

Expertenpanel Imaging

Werbekunden bietet diese Ausgabe eine
optimale Plattform fiir ihre Produkt-und
Imageanzeigen. Reservieren Sie lhren
Werbeplatz in LABORWELT bis spatestens
zum 2. November 2012. Erganzend zum
Thema ,Bioanalytik” kommen Automa-
tions- und Diagnostikexperten zu aktu-
ellen Entwicklungen im Anwendungsfeld
,Imaging“ zu Wort. Informationen zur
moglichen Teilnahme einer Ihrer Experten
sowie Uber die aktuellen Themen gibt
Oliver Schnell (Tel.: +49-30-264921-45,
E-Mail: o.schnell@biocom.de).
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LIFE TECHNOLOGIES

SYNTHETIC BIOLOGY

GeneArt® Gensynthese Services
made in Germany

* Erhohte und stabile Proteinexpression
» Verbesserte Proteineigenschaften

 Verkurzte Entwicklungszeiten

Der Katalysator fur Ihre Forschung und Produktion

Die neue Generation von GeneArt® Gensynthese Services und Produkten

Neue und bewahrte GeneArt® Services und Produkte bieten |hnen hdchste Qualitat und Verlasslichkeit.
An unserem ausgebauten Standort in Regensburg entwickeln wir Technologien fur Ihre Life Science-
Forschung. GeneArt® steht fir Kundennahe, kurze Lieferwege und hochste Produktivitat.

Mit GeneArt® Gensynthese, Mutagenese, Proteinproduktion, Genome Editing mit Precision TALs, DNA
Assembly Tools und weiteren GeneArt® Services und Produkten setzen Sie Ihre Ideen von morgen um.

Mehr Information finden Sie unter www.lifetechnologies.com/geneart oder senden Sie einfach eine
E-mail mit Ihren Fragen an geneartsupportflifetech.com
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K> NEW ENGLAND

“BioLabs:...

enabling technologies in the life sciences

For more information, including our
FREE SAMPLE special offer, visit

www.neb-online.de

=

Fidelity at
its finest.

Q5™ High-Fidelity
DNA Polymerase

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase sets a new
standard for both fidelity and performance. With the Robust amplification even with high GC amplicons
highest fidelity amplification available (>50X higher 60% 6C 78% 6C
than Taq), Q5 DNA Polymerase results in ultra-low P v 5 pJem B ©
error rates. Its unique buffer system provides superior
performance for a broad range of amplicons,
regardless of GC content. Available in master mix

and hot start formulations, Q5 DNA Polymerase =

represents the finest in ﬁdehty Amplification of two human genomic amplicons of mid to high GC content.
J All reactions were conducted using 30 cycles of amplification and visualized
51 by microfluidic LabChip® analysis. All polymerases were cycled according to
! facturer’s rec dations. For the 78% GC amplicon, GC Buffers or

M ALSO AVAILABLE: enhancers were used when supplied with the polymerase.
. ) Q35 = Q5™ High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)

g Optimized NEBNext® formulation for B = Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)

Y . . . C = KOD DNA Polymerase (Merck)

gs... NCXt-Gen-SCq hbrary amphﬁcatlon D = PfuUlira™ High-Fidelity DNA Polymerase (Agilent)

PHUSION® is a registered trademark and property of Thermo Fisher Scientific.
Phusion® DNA Polymerase was developed by Finnzymes Oy, now a part of Thermo Fisher Scientific.
PFUULTRA™ is a trademark of Agilent Technologies, Inc.

Mandarin Ducks (Alx gdlfriculd[d) are ﬁ'equently featured LABCHIP® is a registered trademark of Caliper Life Sciences, part of Perkin Elmer, Inc.

9 9 % 5™ is a trad k of New England Biolabs, Inc.
in Chinese art and are regarded as a symbol of fidelity. s « cedemartcof Nembognd Yo upegle
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