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B ZUSAMMENFASSUNG

B ABSTRACT

Reinstwasser wird fiir verschiedene molekular- und zellbiolo-
gische Anwendungen in der Biotechnologie eingesetzt, wie z. B.
in der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). Weiterhin findet
Reinstwasser als Bestandteil multiparametrischer zellbasierter
Assays Anwendung. Diese Assays, die EXTassays genannt und
in der Wirkstoffforschung eingesetzt werden, basieren auf ge-
netischen Sensoren, die mit molekularen Barcode-Reportern
ausgelesen werden und eine umfassende Profilierung von zel-
luldren Signalen ermdoglichen. Diese spezifischen Assays werden
mit der Hochdurchsatz-Sequenzierungs-Technologie Next Ge-
neration Sequencing (NGS) kombiniert, sodass in einer Messung
grofde Datensdtze erhoben werden konnen. In einem experi-
mentellen Beispiel wurde die differentielle Signalantwort, die
ein spezifischer Stimulus (EGF-like domain) gegeniiber einem
Breitbandstimulus (Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und
Serum) verursacht, untersucht. Zellen, die mit EGF-like domain
stimuliert wurden, zeigten eine sog. /mmediate-early-Gene-
Antwort, wahrend PMA und Serum Signalwege der Immun-
antwort hochregulierten. Zugabe von Lapatinib fiihrte zu einer
kompletten Inhibierung von EGF-like-domain-vermittelten Si-
gnalen, wihrend PMA/Serum-induzierte Antworten nur teil-
weise inhibiert wurden. Das
Reinstwasser wurde in
zahlreichen, sensitiven ex-
perimentellen Schritten,

z. B. bei der Amplifikation
der Barcode-Reporter per
PCR und dem NGS-Lauf,
erfolgreich eingesetzt. Es
kann somit. problemlos fir basierte Assays
m(?lekularblologlsche Ar- e Profilierung zelluldrer Sig-
beiten verwendet werden, nale

die eine hohe Wasserquali-

tét erfordern.
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Ultrapure water as a component of multi-parametric as-
says used in drug discovery

Applications for ultrapure water are wide-spread within bio-
technology, as it is used for cell culture, biochemistry, and
molecular biology, such as polymerase chain reactions (PCR).
Here, the specific use of ultrapure water generated from the
arium® pro VF device is described as an integral component of
cell-based multi-parametric profiling assays. These assays,
termed EXTassays, are used at early stages of drug discovery.
Within these assays, cellular signaling events are captured by
molecularly barcoded reporters, resulting in the acquisition of
large data sets, which are obtained within one measurement
using Next Generation Sequencing (NGS). In a sample experi-
mental setup, differential signalling properties were addressed,
which were either caused by a specific stimulus (EGF-like
domain) or a broad stimulus (PMA and serum). EGF-like do-
main-treated cells displayed an immediate early gene response,
whereas the addition of PMA and serum caused an activation of
immune response pathways. Addition of lapatinib inhibited
virtually all responses induced by EGF-like domain, whereas
PMA/serum-mediated responses were only partially reverted.
Notably, ultrapure water was effectively used in various proc-
essing steps, which, amongst others, included the isolation of
molecular barcode reporters, their amplification using various
PCR strategies, and the NGS run. Taken together, the ultrapure
water applied meets all the criteria to be used in sensitive
applications of molecular biology.
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1. Einleitung

In der biomedizinischen Grundlagen- und der pharmare-
levanten Wirkstoffforschung werden vermehrt zell-
basierte Assays mit multiparametrischen Messverfahren
kombiniert, um hoch komplexe Krankheitsprozesse bzw.
Substanzwirkungen besser untersuchen zu konnen. Diese
Verfahren beinhalten die Implementierung molekular-
und zellbiologischer Applikationen, die wiederum als
Grundlage Reinstwasser benétigen, so z. B. bei der Poly-
merase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR)
oder der Kultivierung von Zellen.

In zellbasierten Assays werden zelluldre Prozesse vor
bzw. nach Substanzzugabe bestimmt, wobei meist rela-
tive Veranderungen definierter Molekiilklassen (u. a. Bo-
ten-RNA (messenger RNA, mRNA), mikro-RNAs, Proteine)
bestimmt werden. Eine direkte Wirk- und Funktionsana-
lyse von biologisch relevanten Molekiilen, wie z. B. von
medizinisch-chemisch wirksamen Substanzen und Anti-
korpern, auf bestimmte zelluldre Prozesse ldsst sich nur
mit sehr hohem Aufwand an Materialeinsatz und Rein-
heit (z. B. bzgl. des Wassers) der verwendeten Losungen
erzielen. Daher riicken multiparametrische Messverfah-
ren immer stérker in den Fokus.

Beschreibung des Messverfahrens

Diese multiparametrischen Messverfahren erlauben es,
zeitgleich die Reaktion einer groflen Anzahl von zellulé-
ren Zielmolekiilen (sog. Targets) auf die Zugabe von
Wirksubstanzen zu analysieren und somit zellulare Wirk-
profile erstellen zu kdnnen. Diese umfassenden und auf-
wendigen Analysen sind insbesondere erforderlich, um
die gewiinschte medizinische Wirkung zu belegen und
unerwiinschte Nebenwirkungen zu erkennen. Auch fiir
die ErschliefSung neuer Anwendungsfelder fiir bereits zu-
gelassene Medikamente sind sie bedeutend. Weiterhin
bietet die Erhebung gréfSerer Datenmengen durch multi-
parametrische Messverfahren enorme Kostenvorteile, die
z. B. mit der EXTassay-Technologie [1] realisiert werden
konnen.

Die Technologie basiert auf molekularen Barcode-Re-
portern und ermdglicht neuartige und hoch parallelisierte
Messverfahren (EXT steht fiir Expressed Sequence Tag;
EXTs sind kurze synthetische RNA-Molekiile mit spezi-
fisch kodierter Sequenz von 49 bp Lénge). So erlaubt die
Technologie die Erhebung von mehreren Mio. Daten-
punkten innerhalb einer Messung, da einzelne zellulére
Ereignisse durch molekulare Barcodes mittels Sequenzie-
rung analysiert werden konnen [1] (Abb. la). Klassische
Reporteranalysen ermoglichen die Messung von nur ei-
nem oder zwei Datenpunkten pro Ansatz, sodass zur
Erhebung vieler Datenpunkte maschinelle Losungen ein-
gesetzt werden. Das spezifische Assay-System hingegen
basiert auf Reportermolekiilen, sog. EXT-Reportern oder
auch EXT-Barcodes, die molekulare Adressen tragen und
somit Riickschliisse auf Ort und Zeit ihrer Expression
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erlauben. Mithilfe dieser Barcodes konnen viele verschie-
dene zellulédre Prozesse gleichzeitig identifiziert und funk-
tionell abgebildet werden, z. B. Aktivierungen von Rezep-
toren und weitere nachgeschaltete, zelluldre Signale
(Abb. 1b).

Bei diesen multiparametrischen Assays wird als Aus-
lesesystem fiir eine funktionelle und quantitative Analyse
der verschiedenen zelluldren Vorginge die Hochdurch-
satz-Sequenziertechnologie (Next Generation Sequencing,
NGS) eingesetzt. NGS wurde zunichst verwendet, um
Genome zu sequenzieren [2]. Die rasante Weiterentwick-
lung des NGS fiihrte dazu, dass NGS nun auch bei medi-
zinischen Aspekten, wie der therapeutischen Diagnostik
und der Identifizierung von genetischen Krank-
heitsrisiken, zum Einsatz kommt. Im Folgenden sollen
die Einsatzmdglichkeiten von Reinstwasser in den ver-
schiedenen Stadien der vielschichtigen Methode be-
schrieben werden.

A Standard Assay

EXTassay

EXT Barcode 1

emwm \II JIT LT I

Hi HEXT Barcode 2
[Sensor 2 (LTI

B0 A 0 EXT Barcode 3|
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Abb. 1: A) Die spezifischen Assays erlauben die simultane Analyse
von mehreren zelluliren Aktivititen innerhalb einer Messung. Im
Gegensatz zu klassischen Reportergen-Assays werden mit den
spezifischen Assays mehr als 10 Mio. Datenpunkte pro Experi-
ment erhoben. B) Die Assays bilden Spezifititen und zellulire
Wirkprofile von Substanzen ab. Wirkprofile X-verschiedener
Target-Molekiile unter Y-unterschiedlichen Konditionen werden
in einer Messung simultan erfasst (Quelle: Sofern nicht anders
angegeben, alle Abb. von den Autoren).
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2. Material und Methoden

Anwendungen von Reinstwasser fiir
multiparametrische Messverfahren

Reinstwasser spielt bei den verschiedensten Schritten innerhalb eines
Experiments mit den spezifischen Reportern eine entscheidende Rolle:
So wurde autoklaviertes Reinstwasser zur Befeuchtung der Zellkultur-
Brutschrinke eingesetzt, um eine keim- und sporenfreie Inkubation der
Zellen zu gewihrleisten. Auch fiir die Bestimmung molekularbiologi-
scher Parameter (z. B. DNA- und RNA-Konzentrationen) wurde Reinst-
wasser benutzt.

Weiterhin wurde Reinstwasser bei der Aufbereitung der Proben fiir
das NGS verwendet, also der Aufreinigung der EXT-Reporter mittels
RNA-Isolierungskit, dem Schreiben der cDNA sowie den nachfolgenden
PCR-Schritten, die zur Amplifikation des Reportermaterials fiir die
Hochdurchsatz-Sequenzierungen benétigt werden. Ebenfalls wurde
das Reinstwasser auch bei den abschliefSenden NGS-Laufen eingesetzt,
die mit einer lon Torrent Personal Genome Machine® (PGM™ Sequen-
ziergerét) der Firma Life Technologies (siehe unten) durchgefiihrt wur-
den.

Das fiir die jeweiligen Verfahrensschritte mit arium® pro VF (Abb. 2)
aufbereitete Reinstwasser wurde wie schon in Nitzki und Herbig [3]
beschrieben hergestellt.

Zellkultur

Die Kultivierung von PC12-tet-OFF (PC12-OFF) Zellen (Clontech) er-
folgte in DMEM-Medium (Glukose-Konzentration von 1 g/, Lonza) auf
Poly-L-Lysin beschichteten Platten in einem mit Reinstwasser befeuch-
teten Luft-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,. Das Medium wurde mit 10 %
Fetal Bovine Serum (FBS), 5 % Horse Serum (HS), 1 % Penizillin-Strep-
tomycin und 1 % GlutaMAX (Invitrogen) supplementiert.

Transfektion der Assay-Reportervektoren

PC12-OFF Zellen wurden in Suspension mit den Assay-Reportervekto-
ren transfiziert. Dazu wurden die Zellen trypsinisiert, pelletiert und in
DMEM (supplementiert mit nur 1 % FBS) mit einer Dichte von 10°
Zellen pro ml resuspensiert. DNA-Lipofectamine-Komplexe wurden
mit 1 pg DNA und 4 pl Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in jeweils 100 pl
OptiMEM Medium pro 1,5 x 10° Zellen pripariert. Nach 20-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Gemisch mit der Zell-
suspension vereinigt und bei 37 °C fiir 4 h inkubiert. Um die Trans-
fektionsreagenzien zu entfernen, wurden die Zellen mit DMEM-Medium
(1 % FCS) einmal ge-
waschen. Die Zellen
wurden vor der Ana-
lyse unter identi-

schen Bedingungen
kultiviert. Fiir die As-
says wurden 5 ng pro
Plasmid DNA und
pro EXT Reporter-
konstrukt
det. Fiir jedes cis-re-

verwen-

gulatorische Ele-
= ment wurden 3-5
\j—_' o Reporterkonstrukte
— mit  unterschiedli-
chen EXTs kloniert.
Abb. 2: Aktuelles Reinstwassersystem

arium® pro VF (Quelle: Sartorius Lab
Instruments).
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Aufbereitung der Sequenzierproben
RNA-Extraktion

Die RNA wurde mithilfe des RNeasy-Kits von Qiagen einschlief3lich eines
on-column-DNAse-I-Verdaus laut Protokoll des Herstellers prapariert.
Nach der RNA-Aufreinigung wurden die Proben mit einem halben Vo-
lumen 7,5 M Ammoniumacetat (in Reinstwasser angesetzt) und 3 Volu-
men 100 % Ethanol prazipitiert. Fiir die cDNA-Synthese wurden 1 pg
extrahierte RNA, die Superscript III Reverse Transkriptase (Invitrogen)
und ein 120 pmol Random-Nanomer-Primer verwendet. Die RNA-Rein-
heit und mogliche DNA-Kontaminationen wurden mit Kontrollen, die
keine Reverse-Transkriptase enthielten (-RT), tiberpriift.

Amplifikation der EXT-cDNA-Produkte mittels einer
dekodierenden PCR

Decoding-PCRs wurden mit einer HotStarTaq Plus Polymerase, dNTPs
(beide von Qiagen), Reinstwasser und bei 30 Zyklen durchgefiihrt (Zy-
Kklus: 30 s bei 95 °C, 30 s bei 59 °C, 30 s bei 72 °C) (Abb. 3). Als Ausgangs-
material diente die reverstranskribierte cDNA. Bei der Negativkontrolle
(letzte Spur) wurde keine cDNA eingesetzt.

Coding-PCRs wurden ebenfalls mit der HotStar Taq Plus Polymerase
und unter Verwendung von Reinstwasser durchgefiihrt, jedoch bei nur
10 Zyklen (Zyklus: 30 s bei 95 °C, 20 s bei 58 °C, 20 s bei 72 °C) (Abb. 3). Als
Ausgangsmaterial wurde jeweils 1 pl einer 1:10-verdiinnten Decoding-
PCR-Probe verwendet, in der Negativkontrolle wurde kein Ausgangs-
material eingesetzt. Alle PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel vi-
sualisiert und tiberpriift.

Sequenzierung nach der Semikonduktor-
Methode

Die Sequenzierung der EXT-Reportermolekiile wurde per NGS unter
Verwendung des Sequenziergerites (Abb. 4) durchgefiihrt. Diese Se-
quenzierungstechnologie basiert auf der sequenziellen Detektion von
Protonen, die wihrend des Polymerisationsprozesses der DNA freige-
setzt werden. Je nach der zu polymerisierenden Base (Adenin, Guanin,
Cytosin oder Thymin) am Komplementérstrang wird das entsprechende
dNTP inkorporiert und ein Proton freigesetzt, das mit Hilfe von Ionen-
sensoren detektiert wird [4].

Sequenzanalyse

Zur Analyse der Sequenzierdaten wurden einzelne UNIX-basierte Werk-
zeuge aus dem FastX-Toolkit [5] verwendet (FASTQ-to-FASTA Konver-
tierungsprogramm und FASTX Barcode Splitter). Die Prisenz und Iden-

Dec-PCR
| =
B Code-PCR
- =

Abb. 3: Qualitiitskontrolle der EXT-amplifizierenden PCR-Schritte.
Agarose-Gele von A) Decoding-PCR, B) Code-PCR. Die jeweils letzte
Spur gibt die Negativkontrolle mit Reinstwasser an; sichtbar sind
hier jeweils Primer-Dimere.
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titét eines jeden EXT
wurde durch eine
BLAST-Analyse [6]
auf eine selbsther-
gestellte EXT-Refe-
renz-Bibliothek be-
stimmt und differen-
ziell exprimierte
EXTs wurden mit-
hilfe von R-Skrip-
ten [7] identifiziert

und quantifiziert.

Abb. 4: Ion Torrent Personal Genome

Machine®(PGM™ Sequenziergerdt) (Quel-
le: Labor der Systasy Bioscience GmbH,
Miinchen).

3. Ergebnisse

Die multiparametrische Assay-Plattform wurde in Kom-
bination mit NGS und unter Verwendung von Reinstwas-
ser eingesetzt, um eine Vielzahl an nachgeschalteten zel-
luldren Reaktionen zu messen, die nach a) einem spezi-
fischen Stimulus, b) einem Breitband-Stimulus oder c)
nach Zugabe eines spezifischen Inhibitors auftreten. In
diesem Fall wurden PC12-Zellen mit 33 verschiedenen
EXT-Reportern transfiziert, die insgesamt die Aktivitaten
von elf unterschiedlichen Signalwegen abbilden konnen.
Fiir die Applikation eines spezifischen Stimulus (a) wurde
der ERBB4-Rezeptor transfiziert. Der ERBB4-Rezeptor
spielt eine Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen,
u. a. in der Entwicklung des Herzens und der funktionel-
len Differenzierung von Neuronen, aber auch bei der Ent-
stehung von Krebs und psychiatrischen Krankheiten wie
der Schizophrenie [8, 9]. Der ERBB4-Rezeptor wurde
durch den Liganden Neuregulinl bzw. durch dessen bio-

Transfektion Verwendungen

von Reinstwasser:
<«———— 7Zellkultur (Inkubatoren)

l Lyse (RLT)

Lysat
l RNA Aufreinigung  <——— Elution der RNA
DNase Verdau (on column)
RNA1
DNase Verdau (in solution)
l RNA Aufreinigung ~<——— Elution der RNA

RNA2

. ) . 5
l Przipitation ¢ Losungsmittel flir NH4Ac und 70% EtOH,

Auflésen des RNA Pellets
cDNA Synthese ~<«——————— Reagenz fiir cDNA synthese

cDNA
DECPCR <«———— PCRReagenz, Negativkontrolle
Verdiinnung 1:10 «—— Verdiinnung
Coding PCR <«—————————— PCRReagenz, Negativkontrolle

|

PCR Aufreinigung
QC (Bioanalyser) / Quantifikation (Qubit)

Reagenz flir Sequenzierpuffer und

<« .
Waschlésungen

Sequenzierung

Abb. 5: Arbeitsablauf fiir die Aufbereitung von Sequenzierproben
und die Verwendung von Reinstwasser bei den einzelnen Ar-
beitsschritten.
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aktiven und l6slichen Teil, der EGF-like domain (EGFId),
aktiviert. Diese Aktivierung konnte mit den multiparame-
trischen Assays abgebildet werden [1, 10]. Die EGFId ver-
mittelte Aktivitdt von ERBB4 wurde spezifisch durch den
ERBB-Kinase-Inhibitor Lapatinib (c), der auch als Thera-
peutikum gegen Krebs eingesetzt wird, geblockt. Als
Breitband-Stimulus (b) wurde eine Kombination aus
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Serum-Sti-
mulation gewéhlt.

Reinstwasser als integrativer Bestandteil zur
Aufbereitung der Sequenzierproben

Das Reinstwasser wurde innerhalb mehrerer Schritte der
Probenpréparation erfolgreich verwendet (Abb. 5). Ins-
besondere fand es bei molekularbiologischen Arbeiten
Verwendung, wie z. B. fiir die PCRs zur Probenaufberei-
tung (Decoding-PCR und Code-PCR, Abb. 3) und fiir die
Sequenzierreaktionen, die mit dem PGM™ Sequenzier-
gerit durchgefithrt wurden (Abb. 6). Dabei erforderte
das Sequenzieren mit dem Sequenziergerit gemafd An-
leitung eine hohe Wasserqualitit mit einem Leitwert
von 18 MQ xcm (siehe Ion-Torrent-Sequenziergerat-
User-Guide [11]). Ohne diese Wasserqualitit ist eine zu-
verldssige Sequenzierung nicht gewihrleistet. Das hier
fiir die Versuche erfolgreich eingesetzte Reinstwasser
war frei von nachweisbaren Mengen an RNasen und
DNasen (Konz. RNasen und DNasen unterhalb der Nach-
weisgrenze von 20 ng/ml bzw. 80 ng/ml) und lieferte mit
einer sehr niedrigen TOC Konzentration (< 2 ppb) und
einem Leitwert von 18,2 MQ x cm kompensiert auf 25 °C,
die fiir die Versuche geforderte gleichbleibende und sta-
bile Qualitat.

Quantitative und kinetische Analyse von
zellulidren Signalaktivititen
Die quantitative und kinetische Analyse der nachgeschal-
teten Signalaktivititen zeigt ein differentielles Aktivie-
rungsmuster, das jeweils spezifisch fiir den jeweiligen
Stimulus ist (Abb. 7). So wurden in mit EGFld behandel-
ten Zellen verstarkt die Immediate-early-Gene (das sind
Gene, die unmittelbar nach einer Stimulation und iiber
MAP-Kinase-Kaskaden aktiviert werden, z. B. EGRI,
EGR2, FOS, FOSB und JUN [12]) aktiviert, wogegen Si-
gnalwege, die den Stressantworten zugeteilt werden (IL6,
IL8, und NFkB), nicht aktiviert wurden (Abb. 7, Spalten 1-
4). Zellen, die mit EGFld und dem Inhibitor Lapatinib
behandelt wurden, weisen bei allen hier gemessenen Si-
gnalwegen eine nahezu komplette Inaktivierung auf
(Abb. 7, Spalten 5-8). In mit PMA/Serum stimulierten
Zellen wurden verstdarkt Stressantworten induziert
(Abb. 7, Spalten 9-12), die dagegen nach Behandlung
mit Lapatinib nur teilweise inhibiert wurden (Abb. 7,
Spalten 13-16) (vgl. z. B. Datenpunkte bei 2 h nach Zu-
gabe).

Reinstwasser wurde innerhalb der multiparametri-
schen Assays und anschlieffenden NGS-Analysen erfolg-
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Abb. 6: Qualititskontrolle der Sequenzierung mittels Ion PGM™ Sequenziergeriit. A) Ion-Sphere-Particle(ISP)-Dichte, zeigt die La-
dungsdichte der Proben-beladenen ISPs gemdif$ Farbskala an. B) ISP Zusammenfassung (Summary) enthdlt Informationen zur
Ladungsdichte (Loading 87 %, 9,84 Mio. Wells), der vor Sequenzierung erfolgten Anreicherung an Sequenz-beladenen ISPs (Enrichment
95 %), Anzahl an klonalen ISPs (Clonal 97 %), Summe der insgesamt erhaltenen Sequenzen (7,26 Mio. Reads) und Anzahl der zur
Analyse verwendbaren Sequenzen (6 Mio. Reads Blasted). C) Information zur durchschnittlichen Linge der einzelnen erhaltenen

Sequenzen (Read Length).

reich eingesetzt. Exemplarisch wurde gezeigt, dass zellu-
lare Effekte von Wirkstoffen anhand der multiparametri-
schen Profilierungsplattform EXTassay adressiert werden
koénnen. Dadurch wird es moglich sein, mehr tiber die
gewiinschten als auch unerwiinschten zellularen Wirk-
mechanismen von Wirkstoffen bereits in frithen Phasen
der Medikamentenentwicklung zu erfahren, und somit
das Ausfallrisiko und Kosten in der medizinischen Wirk-
stoffforschung zu senken.

EGFId PMA + 10% Serum

___________________ Lapatinib
123 4|56 7 8|9 10111213141516

AP1
SRE
EGR1
EGR2 -
FOS
FOSB -
JUN -
DLG4 -
(T
L8 -
NFKB -

Z Score

3 Aktivierung
2
1

0
-1 Inhibierung

Signalweg-Reporter

0o128/0128/0128

Zeitpunkte [h]
Abb. 7: Quantitative und kinetische Analyse von zelluliiren Sig-
nalaktivititen (Mit AP1, SRE, DLG4 werden die Bindestellen fiir
Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Erkldrungen der anderen Si-
gnalweg-Reporter vgl. Text.) mit Hilfe der spezifischen Assay-
Technologie. Signalaktivititen, die vom spezifischen Stimulus
EGF-like domain (EGFld) bzw. vom Breitbandstimulus Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA)/10 % Serum hervorgerufen wurden,
werden unterschiedlich stark vom Inhibitor Lapatinib inhibiert.
Die Spaltennummern sind in kursiver Schrift angegeben.
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4. Diskussion

Das hier verwendete Reinstwasser kann problemlos fiir
die oben beschriebenen biochemischen, molekular- und
zellbiologischen Applikationen verwendet werden und
fithrt zu aussagekréftigen Ergebnissen. Das Reinstwasser
wurde u. a. fiir die kritischen Schritte der NGS-Proben-
aufbereitung per PCR-Anwendung und des anschlief3en-
denHochdurchsatz-Sequenzierlaufs eingesetzt (Abb.3+6).
Anhand der multiparametrischen Assays konnte eine ro-
buste und differentielle Signalantwort zwischen einem
spezifischen Stimulus und einem Breitbandstimulus
identifiziert werden (Abb. 7).

Besonders Sequenzierreaktionen erfordern hohe
Reinstwasser-Standards, die das verwendete Reinstwas-
ser mit seinen sehr niedrigen TOC-Konzentrationen und
gleichbleibender Qualitét erfiillt.

Weiterhin ist das Reinstwasser frei von nachweisbarer
Nukleaseaktivitat (bereits eine geringe Nukleaseaktivitit
kann z. B. sensitive molekularbiologische Applikationen
storen, wie z. B. PCRs) und liefert konstant einen Leitwert
von 18,2 MQ x cm.

Sequenzierungen mit dem PGM™ Sequenziergeriit,
die eine konstante Qualitdt mit einem Leitwert von
18,2 MQ x cm erfordern (nicht publizierte Daten zeigen,
dass Wasser, das mit weniger als 18,2 MQ x cm behan-
delt wurde, sich nicht fiir biochemische und molekular-
biologische Arbeiten, z. B. fiir Western-Blot-Analysen
und PCRs, eignet), sind daher mit dem verwendeten
Reinstwassersystem problemlos durchfiihrbar. Alle auf-
gefithrten Qualitédts-Parameter des Reinstwassers miis-
sen erfilllt werden, um reproduzierbare Ergebnisse er-
zielen zu konnen.
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Hingegen wird die Verwendung von aufbereitetem
Wasser mit schlechteren Qualitdtsparametern bzw. leich-
ten Verunreinigungen nicht zu zufriedenstellenden Resul-
taten fithren. Leitungswasser sollte von vornherein kom-
plett ausgeschlossen werden, da es viele Inhaltsstoffe (Sal-
ze, organische Verbindungen, Nukleasen, Mikroorganis-
men sowie freie DNA) enthélt, die zudem noch stark
regional variieren kénnen.

Fazit

Multiparametrische Assays ermoglichen eine umfassende
Profilierung zelluldrer Antworten und werden vermehrt
in den frithen Phasen der Wirkstoffforschung eingesetzt,
um gewiinschte Effekte von Wirkstoffen gegeniiber uner-
wiinschten Nebeneffekten schnell und kostengiinstig un-
terscheiden zu konnen. Die hier beschriebenen Assays,
die auf genetischen Sensoren mit molekularen Barcode-
Reportern basieren, erfordern hochste qualitative Stan-
dards bei den eingesetzten Materialien. Dies wurde exem-
plarisch fiir Reinstwasser, das fiir verschiedene experi-
mentelle Schritte bei den multiparametrischen Assays
verwendet wurde, erfolgreich dargestellt.
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