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Das Biologisch-Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-
Heine-Universitat: Aktuelle Entwicklungen und neue Methoden

Guido Reifenberger und Cornelia Honer

mit Beitrdgen von Johannes Fischer, Wolfgang Kaisers, Karl Kohrer, Christian Mielke, Roland Piekorz,
Claus Seidel und Stefanie Weidtkamp-Peters

Das Biologisch-Medizinische Forschungszentrum (BMFZ) wurde 1991 als zentrale wissen-
schaftliche Einrichtung der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf mit dem Ziel der Foérderung
einer iiber Fakultdtsgrenzen hinaus gehenden interdisziplindren Grundlagenforschung gegriindet
und 1992 erdftnet. Der damalige Rektor Prof. Kaiser bezeichnete die Griindung des BMFZ als
,Markstein beim Umbau unserer Universitdt der Zukunft* (vgl. 1. Bericht des BMFZ, 1994). Im
Jahrbuch der Heinrich-Heine-Universitdt 2004 wurden Organisation und Aufgaben des BMFZ
bereits ausfiihrlich vorgestellt (www.bmfz.de, Archiv). Inzwischen umfasst das BMFZ neben
seinen zentralen Laboratorien mehr als 50 Arbeitsgruppen aus der Medizinischen und
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét, die das gemeinsame Interesse an einer interdis-
ziplindren, fakultitsiibergreifenden Forschung an grundlegenden biologischen und
medizinischen Fragestellungen vereint. Die hohe wissenschaftliche Qualitdt der Forschung, die
in den Arbeitsgruppen des BMFZ durchgefiihrt wird, spiegelt sich nicht zuletzt in zahlreichen
hochrangigen Veroffentlichungen in international fithrenden wissenschaftlichen Zeitschriften
wider. Eine kleine Auswahl von aktuellen Top-Publikationen aus BMFZ-Arbeitsgruppen, die in
den beiden letzten Jahren erschienen sind, findet sich am Ende dieses Beitrages. Alle
Arbeitsgruppen des BMFZ werden fiir Thre Forschungsarbeit durch kompetitiv eingeworbene,
externe Drittmittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG), der Europédischen Union, des
Bundesministeriums fiir Bildung wund Forschung und anderer nicht-kommerzieller
Forderinstitutionen unterstiitzt. BMFZ-Mitglieder sind zudem als Koordinatoren bzw. Sprecher
sowie Teilprojektleiter in zahlreichen ortsansdssigen wissenschaftlichen Verbundprojekten tétig,
einschlieBlich der DFG-geforderten, lebenswissenschaftlich ausgerichteten
Sonderforschungsbereiche (SFB 575, 590, 612 und 728), Forschergruppen (KFG 217, FOR 717
und 729) und Graduiertenkollegs (GK 1033, 1089 und 1487. internationales GK 1525 und
integriertes GK im SFB 575). Auch die Zentrallaboratorien des BMFZ sind aufgrund ihrer
wissenschaftlichen und methodischen Kompetenz in mehrere dieser Verbundprojekte, ins-
besondere in der Funktion als zentrale Methodenprojekte, integriert. Zu nennen sind hier Beteili-
gungen des Molekularbiologischen Zentrallabors (Prof. Karl Kohrer) an den Sonderforschungs-
bereichen 590, 612 und 728 sowie der klinischen Forschergruppe 217, und des Analytischen
Zentallabors (Dr. Sabine Metzger) am Sonderforschungsbereich 590 und am Graduiertenkolleg
1089. An den diesjdhrigen Antrdgen der Heinrich-Heine-Universitdt auf Etablierung von
Exzellenz-Clustern und Graduiertenschulen im Rahmen der zweiten Ausschreibungsrunde der
Excellenzinitiative des Bundes und der Léander sind ebenfalls sowohl die BMFZ-
Zentrallaboratorien als auch zahlreiche BMFZ-Arbeitsgruppen aktiv beteiligt.
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In dem nachfolgenden Beitrag mdchten wir allerdings keinen Uberblick iiber die von den
BMFZ-Mitgliedern aktuell bearbeiteten Forschungsprojekte geben, sondern vielmehr iiber einige
der in den letzten Jahren im BMFZ oder zumindest mit Unterstiitzung des BMFZ realisierten,
strukturellen und methodischen Neuentwicklungen sowie iiber sonstige BMFZ-Aktivititen zur
Forderung der interdisziplindren Forschungskooperation an unserer Universitdt informieren.

Ubersicht tiber neu etablierte Methodenplattformen

Um einerseits die wissenschaftliche Interaktion zwischen den BMFZ-Mitgliedern zu férdern und
andererseits das Methodenspektrum und damit die Serviceleistungen des BMFZ zu erweitern,
wurden in den vergangenen Jahren wiederum regelméBige interdisziplindre wissenschaftliche
Veranstaltungen, darunter die inzwischen fest etablierten internationalen BMFZ-Meetings sowie
die jihrliche BMFZ-Klausurtagung (s.u.), durchgefiihrt sowie die Zentrallaboratorien apparativ
gezielt weiter ausgebaut und die Etablierung neuer Methodenplattformen durch das BMFZ
unterstiitzt. So beteiligte sich das BMFZ an der Etablierung einer zentralen Einheit fiir Durch-
flusszytometrie und Zellsortierung (,,Flow Cytometry Core Facility*), durch die gemeinsam mit
dem Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapie (ITZ) und mit Unterstiitzung der
Medizinischen Fakultdt eine hochmoderne Anlage zur Zellanalyse und —sortierung am Standort
realisiert werden konnte, die allen interessierten Arbeitsgruppen zur Nutzung offen steht. Die
Anlage wird von Herrn Dr. Johannes Fischer geleitet (s.u.).

Im Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II wurde die dort befindliche Life-Cell-
Imaging-Plattform (konfokales Laserscanning-Mikroskop) in den Bestand des BMFZ {iberfiihrt.
Das BMFZ trigt die Kosten fiir Wartung und Reparatur der Plattform. Dafiir kann die Anlage
von den BMFZ-Mitgliedern und anderen interessierten Arbeitsgruppen nach Absprache genutzt
werden. Ansprechpartner sind hier Herr Dr. Roland Piekorz und Herr Dr. Christian Mielke (s.u.).

Im Institut fiir Molekulare Physikalische Chemie ist das ,,Center for Advanced Imaging“ (CAI)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultdt im Aufbau. Eine der hier neu etablierten,
hochauflosenden fluoreszenzmikroskopischen Techniken ist die sogenannte konfokale Multi-
Parameter-Laserscanning-Mikroskopie. Das BMFZ unterstiitzte diesbeziiglich die Anschaffung
eines Moduls fiir die ultrasensitive Bildgebung (CCD-Camera) und eroffnet damit den BMFZ-
Mitgliedern die Nutzung neuer Mikroskopie-Verfahren mit einer Aufldsung von bis zu 30 nm
(Prof. Claus Seidel, Dr. Stefanie Weidtkamp-Peters, s.u.).

Ein weiteres hochaktives Forschungsgebiet, das in seiner Weiterentwicklung in den vergangenen
Jahren durch das BMFZ gezielt unterstiitzt wurde, ist die Strukturbiologie. So hat sich das
BMFZ an der Anschaffung mehrerer Gro3gerdte zur Rontgenstrukturanalyse beteiligt, darunter
u.a. ein Rontgengenerator, ein Kryoflex-System sowie ein Pipettierroboter, der es ermdglicht, in
geringen Probenmengen in kurzen Zeitrdumen mehrere tausend unterschiedliche Kristallisa-
tionsbedingungen systematisch zu testen.

Nach SchlieBung des Instituts fiir Onkologische Chemie der Medizinischen Fakultdt hat das
BMFZ die Betreuung der dort angesiedelten zentralen Affymetrix-Chip-Plattform iibernommen
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und zur Unterstiitzung des zentralen Microarray-Service eine zusitzliche Wissenschaftlerstelle
im Molekularbiologischen Zentrallabor des BMFZ finanziert. Die Finanzierung dieser Stelle er-
folgte zundchst durch Umwidmung von Sachmitteln des BMFZ und wurde dann von der Me-
dizinischen Fakultit tibernommen.

Bereits im Jahr 2008 hat sich das BMFZ des Weiteren an der Beschaffung des ersten Hoch-
durchsatzsequenziergerites der nachsten Generation (,,Next Generation Sequencing Facility*) an
der Heinrich-Heine-Universitédt beteiligt, welches in der Kinderklinik betrieben wird und fiir
Kooperationsprojekte offen steht. Das BMFZ unterstiitzt diese zukunftstrachtige Methode, mit
der nicht nur eine Sequenzierung einzelner Gene sondern des gesamten Genoms, d.h. aller Gene
eines Organismus einschlielich des Menschen, moglich ist. Inzwischen wurde dieser Bereich
durch Anschaffung weiterer Hochdurchsatzsequenzierer in der Kinderklinik (Prof. Arndt
Borkhardt) und, mit Mitteln des Rektorats, im Molekularbiologischen Zentrallabor des BMFZ
(Prof. Karl Kohrer) weiter ausgebaut, so dass nun alle derzeit gidngigen Next Generation Se-
quenzierplattformen am Standort verfligbar sind.

Nicht nur fiir diese neuen Sequenziertechnologien, sondern auch fiir andere am BMFZ verfiig-
bare Methoden, mit denen grofle Datenmengen generiert werden (z.B. Microarray-basierte Ex-
pessionsanalysen), bedarf es einer ausgewiesenen bioinformatischen Expertise, um diese hoch-
komplexen Datensitzen sinnvoll und fachgemil auswerten zu konnen. Zur Stirkung des Berei-
ches Bioinformatik und Biostatistik hat das BMFZ in Kooperation mit dem Institut fiir Bioinfor-
matik der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultidt (Prof. Martin Lercher) daher eine
zentrale Bioinformatik-Stelle neu eingerichtet. Die Stelle ist seit dem 1.7.2009 besetzt und steht
den BMFZ-Mitgliedern zur Unterstiitzung und Beratung bei bioinformatischen Fragen und Aus-
wertungen zur Verfligung (Dr. Wolfgang Kaisers, s.u.).

Die neuen Methodenplattformen im Detalil

Zentrallabor fur Durchflusszytometrie und Zellsortierung
Johannes Fischer, Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapie (ITZ)

Das Zentrallabor fiir Durchflusszytometrie und Zellsortierung wurde im April 2009 am Institut
fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika mit Unterstiitzung und Férderung durch das
BMFZ etabliert (Abb. 1). Diese Core Facility steht allen Wissenschaftlern der Heinrich-Heine-
Universitit und des Universititsklinikums Diisseldorf als Serviceeinheit offen. Dank modernster
Ausstattung werden umfangreiche Serviceleistungen auf hochstem Niveau im Bereich durch-
flusszytometrischer Analysen und Zellsortierung sowie entsprechende Schulungen angeboten,
die von mittlerweile mehr als 20 Arbeitsgruppen verschiedenster Institute wahrgenommen wur-
den. Gleichzeitig fungiert die Einheit als europdisches Referenzzentrum fiir Zellsortierung mit
dem MoFlo XDP Zellsorter (Beckman Coulter).
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Durchlusszytometrie als MelBmethode

Die Durchflusszytometrie ist eine Analysemethode zur quantitativen Erfassung von physikali-
schen, biochemisch-zellbiologischen und immunologisch-genetischen Parametern von Zellen mit
deren Hilfe unterschiedliche Zelleigenschaften wie Viabilitdt, Phdnotyp, Quantifizierung und
Lokalisierung (FRET) von Antigenen, oder Zellzyklus gemessen werden konnen. 47% der Leis-
tungen der Core Facility fallen in diesen Bereich.

Abb. 1. Das Herzstiick des Zentrallabors fiir Durchflusszytometrie und Zellsortierung, der MoFlo XDP
Zellsorter der neuesten Generation.

Zellsortierung und deren Anwendungsbereiche

Die Zellsortierung ermdglicht die Auftrennung von Zellen oder Partikeln eines Gemisches an-
hand ihrer Oberfldchenantigene oder intrazellulér integrierter Fluorochrome, was 48% der Leis-
tungen der Core Facility ausmachte. Der vorhandene Sorter MoFlo XDP ist mit einer digitalen
Elektronik ausgestattet und kann bis zu 18 Fluoreszenz- und 2 Streulicht-Parameter unterschei-
den. Als Hoch-Geschwindigkeitssorter analysiert und sortiert er bis zu 70.000 Ereignisse pro
Sekunde. Die Moglichkeiten der Zellablage sind vielfdltig: simultan in bis zu vier unterschiedli-
chen Rohrchen, Einzelzellsortierung (Klonierung) auf z.B. 96- oder 384-well Platten, oder Zell-
ablage fiir die Einzelzell-PCR auf Objekttrigern (z.B. Ampligrids, Advalytix, BC).

Die hdufigsten Anwendungsgebiete dieser Separationsmethoden liegen in der Trennung transfi-
zierter, In vitro kultivierter Zellen anhand von fluoreszierenden Proteinen (z.B. GFP; YFP,
dsRed), der Sortierung sehr seltener Zellsubpopulationen mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Ober-
flichenantigene (z.B. Stammzellen, NK-Zellen Subpopulationen, Plasmazellen), der Isolierung
von Zellen aus verschiedenen Gewebearten wie dem Knochenmark, unterschiedlichen Tumor-
geweben oder der Milz der Maus.

Die fiir jede spezifische Anwendung individuell entwickelten und angepassten Protokolle erlau-
ben je nach Ausgangspopulation eine bis zu 98-99% oder hohere Reinheit der Separation. Auf-
grund der Ausstattung des Sorters mit einem leistungsstarken, durch das BMFZ finanzierten,
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UV-Laser werden auch Analysen des Calcium Flux (Indol/Indo2), Chromosomenanalysen
(Chromomycin-A/Hoechst), Zellzyklusanalysen (DAPI, Hoechst) oder Stammzellsortierungen
mit Charakterisierung der Zellen iiber ihre Hoechst Eflux—Eigenschaften durchgefiihrt.

Ausstattung (Zugang und Buchung)

Die Ausstattung des Labors umfasst neben dem High-Speed Sorter MoFlo XDP zwei Analysege-
rite: FC500 (BC) und FACSCanto (BD), jeweils ausgestattet mit 2 - 3 Lasern unterschiedlicher
Anregungswellenldnge. Das Serviceangebot ist fiir jeden Wissenschaftler liber das Internet zu-
génglich. Nach einer Registrierung erhilt der Nutzer die Mdglichkeit, seine Sort- oder Analyse-
termine zu buchen. Uber unsere Webseite konnen die Erstinformationen hinsichtlich Ausstattung
und Zugang zu der Einrichtung in Erfahrung gebracht werden (http://www.cellsort.de). Weitere
Beratung erfolgt im personlichen Kontakt.

Schulung

Zum Kennenlernen der Technik wird ein zweistiindiger Basiskurs Durchflusszytometrie, der fiir
alle Interessenten offen ist, angeboten. Als Inhalte werden die Grundlagen dieser Messmethode
und die Schulung direkt an den Geréten bzw. vor Ort behandelt, was 5% der Nutzer in Anspruch
nahmen.

Die BMFZ Imaging-Plattform Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Roland Piekorz, Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II, und Christian Mielke, Zentralinstitut fiir
Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik

Die dem BMFZ angegliederte Imaging-Plattform wurde im Herbst 2004 am Institut fiir Bioche-
mie und Molekularbiologie II eingerichtet und wird seither interdisziplindr und fakultitsiiber-
greifend im Rahmen der Forschung zu molekularbiologischen, zellbiologischen und mausgeneti-
schen/biomedizinischen Fragestellungen intensiv genutzt. Im Mittelpunkt steht die konfokale
Laserscanning-Fluoreszenzmikroskopie (cLSM), die eine dreidimensionale Darstellung fixierter
oder lebender Zellen und Gewebeschnitte in hoher Auflosung ermoglicht. Mittels der cLSM
konnen durch definierte Laser/Fluoreszenzwellenldngen virtuelle optische Schnitte durch eine
Zelle erzeugt werden, die wiederum mit Hilfe einer geeigneten Software zu einer rdumlichen
Darstellung des untersuchten Objekts als dreidimensionales Volumenbild zusammengesetzt wer-
den. Hierbei wird im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie stérendes Hintergrundlicht aus
unscharf abgebildeten Tiefenbereichen unterdriickt. Ein Applikationsbeispiel ist in der Abbil-
dung dargestellt, in der typische Stadien der mitotischen Zellteilung an fixierten Priparaten (A)
oder lebenden Zellen (,,Live Cell Imaging*; B) dargestellt sind (Abb. 2.).

Arbeitsgruppen der Heinrich-Heine-Universitdt steht fiir die konfokale Mikroskopie und
Schnittbildtechnik ein Mikroskop vom Typ LSM 510 der Fa. Zeiss nach entsprechender Einwei-
sung und online-Reservierung zur Verfiigung. Dieses Mikroskop verfiigt {iber eine sog. , META-
Komponente®, die es erlaubt, optische Schnittbilder in zahlreiche aufgeloste Einzelbilder mit
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einem spektralen Abstand von 10 nm zu zerlegen. Dies ermdglicht eine Auflosung und quantita-
tive Trennung liberlappender Emissionsspektren, wenn z. B. mehrere Fluorochrome oder fluo-
reszierende Proteine (GFP, YFP, CFP) gleichzeitig analysiert werden. Speziellere cLSM 510-
basierte Applikationen ermdglichen des Weiteren die Darstellung der subzelluldren Kolokalisa-
tion mehrerer Proteine sowie die Analyse der Interaktion zweier Proteine durch die FRET-Mik-
roskopie.

Histon 2B-YFP

Abb. 2. cLSM-basierte Detektion mitotischer Zellen (A) wihrend der Metaphase (Spindelapparat in rot,
DNS blau) und (B) Telophase (Histon-markiertes Chromatin dargestellt in leuchtend griin, Zellumrisse in
grau durch Aufnahme des Durchlichtes).

Die Imaging-Plattform wird verstirkt durch ein Epifluoreszenz-Mikroskop (Nikon TE2000), das
neben der Dokumentation fluoreszenzmarkierter oder histologischer Préparate auch die Echtzeit-
aufnahme z.B. migrierender Zellen unter temperierten Bedingungen ermdglicht.

Das Center for Advanced Imaging (CAl)
Claus Seidel, Stefanie Weidtkamp-Peters, Institut fiir Molekulare Physikalische Chemie

Das im Aufbau befindliche Center for Advanced Imaging ist eine zentrale Einrichtung der Ma-
thematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit. Im Mittelpunkt der im CAI zum Einsatz kommen-
den bildgebenden Verfahren steht die Fluoreszenzmikroskopie. Die Fluoreszenzmikroskopie
wird mittlerweile als etablierte Technik von den Lebenswissenschaften bis zur Physik und den
Materialwissenschaften eingesetzt, um Strukturen vom Millimeter- bis in den Nanometerbereich
abzubilden. Im CAI sollen nun die Expertise in Entwicklung und Anwendung sowie die entspre-
chende Ausstattung in diesem Bereich zusammengefiihrt werden. Arbeitsgruppen der Heinrich-
Heine-Universitit konnen am CAI z.B. so genannte konfokale Multi-Parameter-Laserscanning-
Mikroskope nach entsprechender Einweisung nutzen, aber auch fortgeschrittene Mikroskopie-
verfahren und Nanoskopie in Zusammenarbeit mit den jeweiligen Experten fiir ihre Experimente
einsetzen. Neben den Standardanwendungen stehen dazu am CAI zusitzlich aufgeriistete Mikro-
skope zur Verfligung, die es erlauben, z. B. die optische Auflosung, die bei einem herkdmmli-
chen Laserscanning-Mikroskop im Bereich von etwa 300 nm liegt, bis zu einer Auflosung von
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30 nm zu verbessern. Das BMFZ hat die Aufriistung eines dieser Mikroskope durch die
Ausstattung mit einer CCD-Kamera gefordert.

Abb. 3. Nachweis von Amyloid beta (AB) Aggregaten mittels hochauflosender Fluoreszenzmikroskopie.

An diesem Mikroskop kann nun Einzelmolekiil-basierte Nanoskopie nach verschiedenen Verfah-
ren eingesetzt werden, mit der man eine Aufldsung von bis zu 30 nm erzielen kann. Bei diesen
Verfahren der hochauflosenden Mikroskopie macht man sich das so genannte Blinken, also auf-
einander folgende Hell- und Dunkelzusténde, die einige Fluorophore zeigen, zu Nutzen. Bei ent-
sprechendem Anregungslicht emittieren gleichzeitig nur einige wenige Fluorophore in einer
Probe Licht, das dann mit einer CCD-Kamera detektiert wird. Bei der ndchsten Aufnahme
kommt das Licht von wenigen anderen Fluorophoren. Durch das Zusammensetzen einer solchen
Bildserie aus vielen Einzelbildern entsteht ein rdumlich besser aufgeldstes Bild, als in dem Fall,
wenn alle Fluorophore gleichzeitig Licht emittieren. Diese Technik wird z. B. eingesetzt, um
fluoreszenzmarkierte Aggregate von Amyloid-beta-Proteinen, die bei der Alzheimer-Erkrankung
eine Rolle spielen, hoch aufgeldst abzubilden (Abb. 3).

Eine weitere Methode, mit der vor allem auch Proteininteraktionen in lebenden Zellen und Or-
ganismen untersucht werden konnen, stellt die FRET-Mikroskopie dar. Diese Methode kommt
am CAI bereits vielfdltig zum Einsatz. Beim Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) wird
Energie von einem kurzwelligeren Fluorophor auf ein lingerwelliges Fluorophor iibertragen.
Diese Energieiibertragung kann nur iiber eine sehr geringe Distanz von nicht mehr als 10 nm
stattfinden. Das kann der Fall sein, wenn zwei Proteine, die mit den entsprechenden Fluoropho-
ren markiert sind, in einer Zelle einen Komplex bilden. Die Energieiibertragung resultiert im
Wesentlichen in einer verkiirzten Fluoreszenzlebenszeit und einer geringeren Fluzoreszenzinten-
sitdt des kurzwelligen Fluorophors, welches die Energie abgibt. Diese Parameter werden gemes-
sen, um Riickschliisse auf eine mogliche Interaktion von Proteinen ziehen zu kénnen (Abb. 4. u.
5.).
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Abb. 4. Konfokalmikroskopische Abb. 5. 2D-Histogramm verschiedener
Aufnahme von Blattzellen aus Ta- Fluoreszenzparameter. Dargestellt sind
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kierte = Membranrezeptoren, rote das Verhéltnis der roten und griinen
Fluoreszenz durch Autofluoreszenz Fluoreszenzintensititen, die fir FRET
der Chloroplasten. relevanten Parameter.

DNA-Sequenzierung und Genexpression
Karl Kéhrer (Molekularbiologisches Zentrallabor)

Die Schwerpunkte der Arbeiten im Molekularbiologischen Zentrallabor (MZL) des BMFZ
liegen in der Nukleinsdureanalytik und konzentrieren sich auf die Analyse (DNA-
Sequenzierung) von DNA und RNA. In den letzten Jahren wurde dieser Bereich durch die
Etablierung wichtiger Standard- und Spezialverfahren weiter ausgebaut und die dafiir benotigten
GroB3- und Spezialgerdte angeschafft. Diese Analysegerdte und die im MZL angesammelte
methodische Expertise erlauben eine effiziente Bearbeitung bioanalytischer Fragestellungen mit
modernen Technologien, wovon alle interessierten Arbeitsgruppen der Universitét profitieren.

Zentrale DNA Sequenzierungseinheit

Der Probendurchsatz im Bereich der DNA Sequenzierung wichst seit vielen Jahren kontinuier-
lich an. Insgesamt stehen vier DNA-Sequenzierautomaten (3 ABI 3130XL Genetic Analyzer und
1 ABI PRISM"310), zwei Pipettierroboter (Beckman Biomek®3000 und QIAGEN Bio-
Robot®3000) und weitere Spezialgerite zur qualitativen und quantitativen Erfassung der Proben
zur Verfiigung. Da zunehmend auch klinisch-relevante Proben untersucht werden, wurde im Jahr
2010 ein entsprechendes Qualitdtsmanagementsystem aufgebaut und gemaf3 dem ISO 9001:2008
Standard zertifiziert.
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Abb. 5. A) Affymetrix Fluidics Station zur parallelen Prozessierung von Affymetrix Microarrays. B) Bei-
spiel einer hierarchischen Clusteranalyse differentiell exprimierter Transkripte. Bioinformatische Analy-
sen werden im MZL unabhéngig von der verwendeten Microarray-Plattform mit verschiedenen Software-
Losungen durchgefiihrt.

DNA Microarrays und Hochdurchsatz DNA Sequenzierung zur Genexpressionsanalyse

Mit Hilfe der DNA Microarray-Technologie ist die globale Bestimmung der Genexpression, d.h.
die Erfassung der Aktivitét aller Gene eines Organismus mdglich. Zur Herstellung und Bearbei-
tung von DNA-Microarrays sind teure Spezialgerdte (Microarray Spotter, Hybridisierautomaten
und Fluoreszenzreader) notwendig. Mit Hilfe zusétzlicher Landesmittel wurde im Jahr 2001 die
erste zentrale DNA Microarray Plattform im BMFZ etabliert und in den Folgejahren schrittweise
erweitert und modernisiert. Heute konnen mit der BMFZ-eigenen Plattform Genom-weite DNA-
Microarrays hergestellt und bearbeitet werden. Im Jahr 2008 hat das BMFZ die Betreuung der
Affymetrix Core Facility der Medizinischen Fakultét tibernommen (Abb. 5.), und seit 2009 steht
eine zweite kommerzielle Array Plattform (Agilent DNA Microarray Plattform) zur Verfiigung,
so dass aktuell drei verschiedene Arrayformate im BMFZ bearbeitet werden konnen.

Die quantitative Erfassung der Genexpression erfolgt entweder iiber sog. ,,Real-Time PCR*
Analysen, sofern es sich iiber eine iiberschaubare Zahl von Genen handelt oder mit Hilfe von
Hochdurchsatz DNA Sequenzierungsverfahren, falls alle Gene eines Organismus untersucht
werden sollen. Durch die hochparallele Sequenzierung von cDNA Molekiilen konnen mit dieser
sog. ,,Next Generation Sequencing® (NGS) Technologie globale Transkiptomanalysen durchge-
fiihrt werden, die gegeniiber den herkdmmlichen DNA Microarrays deutliche Vorteile haben: a)
NGS Technologien erlauben quantitative und deutlich sensitivere Analysen, b) sie haben einen
deutlich groferen linearen Messbereich, c¢) auch unbekannte Gen-Transkripte sowie Spleiflvari-
anten konnen detektiert werden. Im Jahr 2008 hat sich das BMFZ an der Beschaffung des ersten
kommerziell erhdltlichen Hochdurchsatz DNA Sequenzierungsgerites (Roche/454 Genome Se-
quencer) beteiligt. Mit Mitteln des Rektorates (FfE) wurde diese Technologie im Jahr 2010 wei-
ter massiv ausgebaut, so dass nun ein HiSeq™ 2000 Gerét an der Kinderklinik und ein SOLiD™
System im Molekularbiologischen Zentrallabor fiir genomweite (Transkriptom-) Analysen bereit
stehen (Abb. 6.).
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Abb. 6. A) Das SOLiD Hochdurchsatz DNA-Sequenziergerat im MZL. B) Auszug aus einem aktuellen
NGS-Transkriptomprofil, das im MZL erstellt wurde. Annotierte Transkripte sowie alternative Splice-
Produkte werden durch sensitive Detektion auf Exon-Level nachgewiesen. Zusammen mit der Identifika-
tion von moglichen neuen Exonsequenzen ermdglicht die Hochdurchsatz-Sequenzierung somit die Er-
stellung und Charakterisierung von detaillierten Transkriptomprofilen.

Bioinformatische Methoden fur die Analyse von Hochdurchsatz-Sequenzdaten
Wolfgang Kaisers (Zentralbereich Bioinformatik)

In Hochdurchsatz-Sequenziergerdten wird DNA aus biologischen Proben in viele kleine Frag-
mente geteilt und die Nukleotidsequenz der DNA-Fragmente ausgelesen. Als Ergebnis der Se-
quenzierung erhdlt man (Gigabyte-grofle) Textdateien, die kurze Sequenzabschnitte (sog.
Reads) und zugehorige Qualitditsmerkmale enthalten. Durch Einsatz bioinformatischer Technik
soll mit dieser Information die dem jeweiligen Experiment zugrunde liegende Fragestellung be-
antwortet werden. Der erste Verarbeitungsschritt ist dabei die sog. Praprozessierung. Hier wer-
den Primer- und Adaptersequenzen entfernt und evtl. niedrig valide Nukleotid-Reads maskiert.
Auch kontaminierende Sequenzen, die beispielsweise vom Untersucher oder der umgebenden
Mikrofauna herrithren konnen, sollten identifiziert und entfernt werden. Fiir viele Frage-
stellungen miissen die einzelnen Reads dann zusammengestellt, d.h. assembliert werden. Dabei
werden {iiberlappende Nukleotidsequenzen in groBeren Einheiten, sog. Contigs, zusammenge-
fasst. Bei zahlreichen Sequenzierungsprojekten (z.B. Haemophilus influenzae, Mensch) wurden
hierfiir verschiedene Programme eingesetzt. Im Wesentlichen kommen dabei die Verfahren

e Paarweiser Alignment Algorithmus (Celera, TIGR)
e DeBruijn Graph Algorithmus (Velvet)

zum Einsatz. Contigs miissen z.B. durch Information aus mate Pair Reads konsistent angeordnet
und orientiert werden (scaffolding), so dass (evtl. liickenhafte) Modelle von Chromosomen ent-
stehen. Dieser Vorgang kann durch DNA Repeat-Abschnitte erschwert werden. Bei sog. EST
(,,Expressed Sequence Tags®™) Sequenzen erhdlt man mRNA Abbilder, die keine Introns enthal-
ten. Bei Sequenzierung unbekannter Genome kann man tliber EST-Sequenzierung und durch
Identifikation orthologer Sequenzen Gene lokalisieren. Mit geniigend dichter Uberdeckung kann
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so das abgeschlossene Bild eines kompletten Genoms erstellt werden. Bei Resequenzierungs-
Projekten, wenn also bereits ein sequenziertes Genom existiert, kann ein Alignment direkt auf
dem bekannten Genom ausgefiihrt werden.

Nach Alignment ist Annotation das nichste Analyseziel. Dabei wird den experimentell ermittel-
ten Gensequenzen durch Vergleich mit meist 6ffentlich zugidnglichen Genomdaten eine biologi-
sche Bedeutung zugeordnet, typischerweise in Form eindeutiger Kennziffern (,,Identifier*), bei-
spielsweise der EntrezID (NCBI), Ensembl TranscriptID's oder ProteinID's. In weiteren
Schritten kann zusitzliche Information wie Zugehdrigkeit zu einer Gen-Ontologie oder zu einem
bestimmten Signalweg verfiigbar gemacht werden. Aufgrund der vielen bekannten und anno-
tierten Gene und Genprodukte entstehen auch hier sehr umfangreiche Informationsmengen. Soll
eine dariiber hinausgehende Profilierung bestimmter Regionen stattfinden, wird man auf Algo-
rithmen fiir multiples Alignment wie beispielsweise

e Hidden Markov Models (HMM)
e @Gibbs Sampling

e Expectation Maximization

zurlickgreifen. Hier kommen in verschiedenen Programmiersprachen (BioPerl, BioJava, Bio-
python, Seqan) bereitgestellte Bibliotheken zum Einsatz, wobei unterschiedlich aufwéndige
Spezialisierungen fiir die vorliegende Problemstellung erforderlich sind. Auf diese Weise
konnen die experimentell gewonnenen Daten einem Modellrahmen angepasst werden, aus dem
sich dann die Beantwortung der jeweiligen Fragestellung ergibt.

Interdisziplinare Veranstaltungen des BMFZ
Internationale BMFZ-Meetings

Die jéhrlich stattfindenden internationalen BMFZ-Meetings bereichern nicht nur den wissen-
schaftlichen Austausch an der Heinrich Heine Universitit sondern tragen auch dazu bei, aktuelle
Forschungsergebnisse, die an der hiesigen Universitit generiert werden, im internationalen Dis-
kurs zu présentieren. Jedes BMFZ-Meeting steht unter einem Oberthema, zu welchem jeweils
neben Mitgliedern des BMFZ renommierte nationale und internationale Wissenschaftler/innen
eingeladen werden. Die thematischen Schwerpunkte der letzten Jahre waren (vgl.
http://www.BMFZ.de, Archiv):

2005 - Infection and Immunity
2006 - Development, Differentiation and Disease
2007 - Stem Cell Biology

2008 - Evolving Pathogens - Current Infectious Diseases - Molecular Principles in Pathogenesis
and Immunity
2009 - Systems Biology

2010 - Future Challenges in Biological and Medical Research - Evolution, Aging and Disease
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Die BMFZ-Meetings stieBen in den vergangenen Jahren immer auf sehr reges Interesse und wa-
ren mit teilweise bis zu 300 Teilnehmern immer sehr gut besucht. Seit 2005 sind sie als zertifi-
zierte Fortbildungsveranstaltung fiir Mediziner anerkannt. Besondere Hohepunkte auf den Ta-
gungen 2005 und 2010 waren die Vortrdager zweier Nobelpreistriager. Im Jahr 2005 berichtete der
Nobelpreistrager fiir Medizin von 1996, Prof. Rolf Zinkernagel aus Ziirich, iiber seine For-
schungsergebnisse zum Thema ,,On antiviral immunity and vaccines* und im Jahr 2010 hielt der
Nobelpreistrager fiir Medizin von 2008, Prof. Harald zur Hausen aus Heidelberg (Abb. 6.), einen
Vortrag zum Thema ,,Prevention of common human cancers®.

Abb. 6. Der Nobelpreistriger fiir Medizin
des Jahres 2008, Herr Professor Dr. Harald
zur Hausen, im Gesprich mit Wissen-
schaftlerinnen anldsslich des 10. Interna-
tionalen BMFZ-Meetings in Diisseldorf am
17. Juni 2010.

BMFZ-Klausurtagungen

Das elementare Griindungsziel des BMFZ ist die Forderung der interdisziplindren, fakultéts-
iibergreifenden Forschung und die dazu notwendige wissenschaftliche Kooperation zwischen
den BMFZ-Arbeitsgruppen. Zu diesem Zweck hat der Vorstand des BMFZ im Jahr 2006 die
Ausrichtung von jdhrlichen Klausurtagungen (,,BMFZ-Retreat™) beschlossen. Dabei steht der
Austausch von Forschungsergebnissen sowie die Prdsentation von Kooperationsangeboten im
Vordergrund. Weiterhin werden das Methoden-Spektrum sowie die technischen Voraussetzun-
gen der jeweiligen Arbeitsgruppen vorgestellt. Zu den Tagungen werden alle Forschungs-
gruppenleiter des BMFZ sowie jeweils ein bis zwei wissenschaftliche Mitarbeiter/Innen eingela-
den. Die Mitglieder stellen sich jeweils mit Kurzvortridgen vor, die anschlieBend diskutiert wer-
den. Die 1. Klausurtagung des BMFZ fand am 11./12. August 2006 im Kardinal-Schulte-Haus in
Bergisch-Gladbach statt. Die seitdem jéhrlich veranstalteten Treffen sind auBerordentlich erfolg-
reich verlaufen und fanden groBen Anklang bei den Teilnehmern. Daraus entwickelten sich
vielfdltige Kontakte und Kooperationen. Die Tagungs-Programme sind jeweils unter
Hhttp:// www.BMFZ.de, Archiv* zu finden.
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Seminare und Kolloquien

Das BMFZ unterstiitzte und initiierte jahrlich ca. 20 Seminare und Kolloquien, die im Kontext
der Forschungschwerpunkte des BMFZ stehen. Diese sind offen fiir alle interessierten Wissen-
schaftler/innen und werden jeweils tliber die BMFZ-Homepage (www.bmfz.de) und per E-mail
an alle BMFZ-Mitglieder angekiindigt.

Interdisziplinare Lehre

Die Zentrallaboratorien bieten fiir Studierende der Medizinischen und der Mathematisch-Natur-
wissenschaftlichen Fakultit kontinuierlich interdisziplindre Lehroptionen in Form von Praktika
und Vorlesungen fiir aktuelle analytische Verfahren an. Dazu gehorten u.a. ein A-Modul zum
Thema ,,.DNA-Microarrays fiir die Genexpression® und Vorlesungen zum Thema ,,Proteinana-
lytik* sowie ,,From gene to in silico structure* und ,,Lasermedizin fiir Physiker*.

Nachwuchsférderung

Bereits seit dem Jahr 2002 vergibt das BMFZ jahrlich den Ulrich-Hadding-Forschungspreis zur
Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses an der Heinrich-Heine-Universitdt. Der Preis
wird im Rahmen des internationalen BMFZ-Meetings an exzellente, junge, nicht habilitierte
Wissenschaftler/innen aus den Arbeitsgruppen der BMFZ-Mitglieder vergeben. Die bisherigen
Preistrager/Innen sind unter ,,http://www.BMFZ.de, Archiv* zu finden.

Ausblick

Die methodische und technische Entwicklung in der biologisch-medizinischen Grundlagenfor-
schung geht rasant voran. Um auch in Zukunft die wissenschaftliche Leistungsfdahigkeit des
BMFZ zu gewéhrleisten und den Mitgliedern ein zeitgemiBes und wettbewerbsfahiges Spektrum
an Methoden zur Verfiigung stellen zu konnen, bedarf es einer kontinuierlichen Weiterentwick-
lung der bestehenden und neuer methodischer Plattformen. Hinsichtlich der aktuellen Entwick-
lungen auf dem Gebiet der globalen Genom-weiten Sequenziermethoden der néchsten Genera-
tion wurde an der Heinrich-Heine-Universitdt in den vergangenen zwei Jahren eine zeitgemille
Ausstattung geschaffen. Um aber die Forschung in diesem zukunftstrachtigen Bereich
kompetitiv weiter voran zu treiben, bedarf es zusitzlich des Ausbaus der ortsansdssigen
bioinformatischen und systembiologischen Expertise, um mit den generierten hochkomplexen
und extrem umfangreichen Datensétzen sinnvoll arbeiten zu kdnnen.

Einen weiteren zukunftstrachtigen Entwicklungsbereich stellt die Proteomforschung dar, die mit
Hilfe moderner massenspektrometrischer Verfahren eine Vielzahl neuer Optionen der Protein-
analytik bietet, die von Proteom-weiten Expressionsuntersuchungen bis hin zu gezielten Analy-
sen von posttranslationalen Modifikationen einzelner Proteine oder Peptide reichen. Zur Stér-
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kung der methodischen Expertise und wissenschaftlichen Kompetenz in diesem Gebiet hat das
BMFZ gemeinsam mit der Medizinischen Fakultit die Einrichtung einer W2-Professur fiir Pro-
teomforschung auf den Weg gebracht, die dem Aufbau einer leistungsfahigen Arbeitsgruppe in
der Proteomforschung dienen soll und zugleich das methodische Spektrum im Zentrallabor fiir
Proteinanalytik des BMFZ in sinnvoller Weise komplementieren soll. Die Ruferteilung fiir diese
Professur erfolgte dieses Jahr und die entsprechenden Berufungsverhandlungen laufen zur Zeit.
Ganz wesentlich wird auch hier die apparative  Neuaustattung mit hochmodernen
Massenspektrometern sein, die dankenswerter Weise vom Rektorat der Heinrich-Heine-Univer-
sitdt im Rahmen des ,,Fit-for-Exzellenz*“-Programms unterstiitzt wird.

Ein dritter Bereich, dessen Weiterentwicklung das BMFZ in den nichsten Jahren gern unter-
stiitzen wiirde, betrifft den Ausbau der tierexperimentellen Bildgebung an der Heinrich-Heine-
Universitidt. Komplementédr zu der bestehenden Ausstattung und Expertise in der zelluldren und
hochauflosenden Mikroskopie (s.0.) wére hier die Etablierung einer zentralen Plattform wiin-
schenswert, in der z.B. mittels hochauflésender Magnetresonanztomographie, Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) oder Fluoreszenz- bzw. Biolumineszenz-basierter optischer Me-
thoden, eine ,,State-of-the-Art* tierexperimentelle (in vivo) Bildgebung am Standort realisiert
werden konnte. Dies wiirde nicht nur die Analyse und Charakterisierung neuer transgener Tier-
modelle erleichtern, die in zahlreichen Arbeitsgruppen des BMFZ verwendet werden, sondern
u.a. auch die priklinische Evaluation neuer, experimenteller Therapieverfahren deutlich erleich-
tern und verbessern.
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