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Agenda

TWINCORE, Konferenzraum (Raum 0030 im EG)
Montag, 9. Mai 2016, 13:00 bis 16:50 Uhr

Zeit Vortragende(r) Omics-Bereich Standort
13:00-13:10 | Ulrich Kalinke Einleitung (Teil 1) Twincore
13:10-13:20 | Thomas lllig Einleitung (Teil 2) MHH
13:20-13:35 | Oliver Dittrich-Breiholz * Transcriptomics + MHH
Genomics
13:35-13:45 | Monika Niehof Transcriptomics Fraunhofer
13:45 -14:00 | Robert Geffers * Transcriptomics + HZI
Genomics
14:00 —14:15 | Ottmar Distl * Transcriptomics + TiHo
Genomics
14:15-14:25 | Boyke Bunk Genomics DSMZ
14:25-14:35 | Pause
14:35-14:45 | Lothar Jansch Proteomics HZI
14:45 — 14:55 | Andreas Pich Proteomics MHH
14:55 -15:05 | Susanne Engelmann Proteomics TU BS
15:05-15:15 | Volkhard Kaever Metabolomics MHH
15:15-15:25 | Sven Schuchardt Metabolomics Fraunhofer
Vortrige: 7 Minuten + 3 Minuten Diskussion {(*10 Minuten + 5 Minuten Diskussion)
15:25-16:05 Diskussion zu Bestandsaufnahme und Strategiekonzept, grobe
Terminierung des ndchsten grofRen TRAINomics-Treffens, Bildung von
Subgruppen
16:05 - 16:15 Pause
16:15 - 16:45 Diskussion innerhalb der Subgruppen, Terminfindung fir erste
Arbeitstreffen der Subgruppen
16:45 Verabschiedung durch die Initiativgruppe (Oliver Dittrich-Breiholz)




Allgemeine Hinweise zu den Kurzvortragen

Fur die Kurzvortrage wird auf eine formale Einheitlichkeit verzichtet. Es geht zuallererst um eine erste
Bestandsaufnahme der vorhandenen Omics-Technologien und —Einrichtungen.

In Anlehnung an unser vorgeschlagenes Konzept méchten wir dazu anregen, die Vortragsgliederung
gegebenenfalls schon an den 3 auf den folgenden Folien genannten ,Hauptaspekten® auszurichten und auf
die gelisteten Unterpunkte Bezug zu nehmen. Dieses Vorgehen wird dabei helfen, die anschlieRende
Diskussion gut einzuleiten und bereits sehr konkrete Informationen und Einschatzungen aus ,Sicht“ jeder
einzelnen ,,Omics-Einrichtung“ zusammenzutragen.

Aufgrund des sehr engen Zeitfensters bis zur Veranstaltung kann eine solche Gliederung der Vortrage
allenfalls als Anregung verstanden werden. Es steht den Vortragenden selbstverstandlich frei, Ihren Vortrag
abweichend zu gestalten. Wie bereits oben erwédhnt, sollte der Aspekt 1 ,Versorgungssicherheit"
(Bestandsaufnahme) eindeutig im Fokus der Kurzvortrage stehen.

In jedem Fall mochten wir aber dazu anregen, anhand der von uns definierten Unterpunkte auch zu den
weiteren ,Hauptaspekten® (Innovation, Konzeption) (siehe nachfolgende Folien) eigene Einschatzungen und
Stellungnahmen vorzubereiten (gegebenenfalls bereits in Ihren Vortrag integriert, sehr gerne aber auch im
Hinblick auf die anschlielRende Diskussion).

Auf ,Danksagungen” am Ende der Vortrage sollte zum jetzigen Stadium aus Zeitgriinden verzichtet werden.

Die Initiativgruppe



1) Versorgungssicherheit

e primar Service oder Forschungsgruppe?

 verfligbare Gerate

* Personal

» Leistungsspektrum

» Core-Unit Infrastrukturen vorhanden?

« momentaner ,Versorgungsradius®, ,Auftragslage”, ,Nutzerzahl“?

» bereits angebahnte Erweiterungen

« dringlichste Investitionsbedarfe (Gerate, Infrastruktur, Personal,...)

Die Vortragenden (Anwesenden) werden gebeten darauf einzugehen, inwieweit die eigene Omics-Plattform
bereits ,Service* anbietet, eine Core-Unit-&hnliche Struktur aufweist oder dies zukulnftig (ggbfs. im Rahmen
der TRAINomics-Initiative) anstrebt. Auch ,passive Aussagen® hinsichtlich reiner ,Versorgungsbedarfe® von
Standorten fir einzelne Omics-Technologien sind willkommen und hilfreich.

Der Aspekt ,Versorgungssicherheit* bezieht sich auf die mittelfristig angestrebte Versorgung der
Gesamtregion Hannover-Braunschweig mit Omics-Technologien in entsprechend hochwertiger, international
wettbewerbsfahiger Form.

Hierbei steht primar der ,Service-Charakter* der Technologie-Bereitstellung im Vordergrund, unabhangig von
den jeweiligen Forschungsinhalten.



2) Innovation

* inhaltliche Schwerpunktsetzung (des Standortes)
» besonderes Know-how (des Standortes)
 innovative Ideen zur Starkung der Gesamtinitiative

Die Vortragenden (Anwesenden) werden gebeten, auf ihre individuellen Forschungsinteressen, spezielle
Starken und inhaltliche Zielrichtungen einzugehen und Ideen zur Starkung des Innovationsgrades von
TRAINomics zu formulieren (gerne auch in noch nicht komplett ausgereifter Form).

Der Aspekt ,Innovation* stellt fir uns den Rahmen dar, innovative ldeen zur Starkung der Gesamtinitiative
zusammen zu tragen. Ebenfalls unter diesen Aspekt fallt die Frage der ,inhaltlichen Klammer* tber die
beteiligten Standorte hinweg und maoglicher inhaltlicher ,Alleinstellungsmerkmale® die im Rahmen der
Initiative weiter ausgearbeitet werden kdnnen/sollten.

Da eine wesentliche , Triebfeder” von TRAINomics die Vorbereitung auf potentielle Ausschreibungen des
Bundes zum Technologiesektor ,,Omics* ist, wird es sehr darauf ankommen, wie der inhaltliche Bezug
kenntlich gemacht wird und sich die Region Uber den reinen ,Versorgungsaspekt* hinaus gegenuber der
nationalen Konkurrenz positioniert.

Bei allen diesbeziiglichen Uberlegungen sollte die grundsatzliche TRAIN-Ausrichtung (von der
Grundlagenforschung in die klinische Anwendung) nicht ,vergessen* werden.



3) Konzeption

Bildung von Omics-Subgruppen

Entscheidungsfindung, Organisationsstruktur, Informationsaustausch
Voraussetzungen fur ,echte Zusammenarbeit

Transparenz und vertrauensvolle Zusammenarbeit versus Kompetition
kurzfristige versus langerfristige Ziele (Strategiekonzept der nachsten 5-10 Jahre)
(enge) inhaltliche ,Klammer“ (Uberhaupt) moglich?

Die Vortragenden (Anwesenden) werden gebeten, aus ihrer personlichen Sicht und den Erfordernissen ihres
Standortes kritisch und konstruktiv zu den oben genannten Stichpunkten Bezug zu nehmen, sowie Chancen
und Herausforderungen der Initiative aus ihrer Sicht zu thematisieren.

Dem Aspekt ,Konzeption*® gilt innerhalb unseres ersten Treffens eine hohe Bedeutung. Der hierzu von der
Initiativgruppe erarbeitete Vorschlag soll im Rahmen des ersten Treffens diskutiert — und im Zuge der
weiteren Entwicklung sukzessive ausgearbeitet werden.

Die Bemuhung der Initiativgruppe war hierbei, bereits eine ,kritische Masse* konzeptioneller Vorarbeiten
einzubringen und offensichtliche Herausforderungen aufzuzeigen (um Treffen und Diskussion effizient zu
gestalten). Gleichzeitig war und ist es unser Anliegen, alle Beteiligten zur offenen gestalterischen Mitarbeit
anzuregen sowie ein hinreichendes Mal3 an Offenheit und Kooperationsbereitschaft aufzubringen und
einzufordern (ohne die ein solches Vorhaben kaum in der erforderlichen Glite umsetzbar sein wird).



Ulrich Kalinke
(Einleitung Teil 1)
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TRAIN — the Translational Alliance
In Lower Saxony

TRAINomics Initiative

Prof. Dr. Ulrich Kalinke
Executive Director TWINCORE
Head of TRAIN office
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: Niedersachsisches Ministerium
fiir Wissenschaft und Kultur T R A I N

Translationsallianz in Niedersachsen

Mission:

= TRAIN is the biomedical translational alliance of Lower Saxony

=  TRAIN bundles know-how and infrastructure of universities and non-university
research institutions to accelerate drug development (initiated 12/2008)

TRAIN
Establishment of new Implementation of new Development of new
infrastructures platform technologies Training formats

Development of new drug candidates
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TRAIN partners co-operate to establish -
state-of-the-art facilities TRAIN

Translationsallianz in Niedersachsen

Leibniz University Helmholtz Centre for University of Veterinary

Hannover (LUH) Infectlo(rll_IFZQSsearch Med|C|(nTe;HH£)nnover

Chemistry-Mathematics-Biology Biology-Medical Research From Research to Clinic

2014

Wirkstoff- Zoonosis-
ULSENOIY Brics == " == Twincoremm—p " m—tp CRC

Completion Completion Completion Completion
2017 2017 2014 2014

: : : Fraunhofer Institute for
Technical University Hannover Medical School Toxicology and

Braunschweig (TU BS) (MHH) Experimental Medicine
(ITEM)
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Status of Current Infrastructure Projects TRAIN

Translationsallianz in Niedersachsen

= CRC - Clinical Research Centre
Early clinical studies (ITEM, MHH, HZI), operative in 2014,
official inauguration on September 8, 2014

=  BMWZ Biomolekulares Wirkstoffzentrum — Connection of chemical
biology and medicinal chemistry (LUH, HZI), development of new drug
candidates, operative in 2014, official inauguration on September 11, 2014

= RIZ - Research Center for Emerging Infections and Zoonoses (TiHO)
Mechanisms of host pathogen interactions as well as new prevention
strategies and therapies of zoonotic diseases, fully operative in 2015, official
inauguration of the S2 laboratory building on September 23, 2014

= BRICS - Braunschweig Integrated Centre for Systems Biology (TU BS, HZI)
Biologists, mathematicians, IT scientists and engineers jointly develop
complex biological processes, operative in ~2017; topping out ceremony on
September 9, 2014

= DRFG - Drug Research and Functional Genomics Center - Using the natural
product collection for the development of new drug candidates, operative in
~2017




Organigramm der Translationsallianz in Niedersachsen (TRAIN)

f TWINCORE i

@ Z Fraunhofer E 1° NIFE <
ITEM Ry o g

S

Implantatforschung und Ent

Versammlung der
TRAIN-Partner

# weLmnovtz i
I-I ZENTRUM FUR DSMZ._ 1 6{2 | Universits
K INFEKTIONSFORSCHUNG ) 100 4

I

Geschaftsstellenleitung
Prof. Dr. Ulrich Kalinke
Ass. Maria Gottschow

TRAIN Facilitation




Organigramm der Translationsallianz in Niedersachsen (TRAIN)
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TRAINomics

Lenkungsgruppe:
Dr. Marc Barthold
Dipl.-Soz.-Wiss. Christiane Bock
von Wiilfingen
Prof. Dr. Heike Bunjes
Dr. Thomas Hesterkamp
Prof. Dr. Ulrich Kalinke (Sprecher)
Prof. Dr. Ulrike Kohl

Wissenschaftlicher

Beirat:
Prof. Dr. Dorothee Holm-von Laer
Dr. Christian Schneider (angefragt)
Dr. Konrad Stadler
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Thank you for your attention!

TRAIN Office
c/o TWINCORE GmbH Prof. Dr. Ulrich Kalinke Maria Gottschow

Feodor-Lynen-Str. 7 ulrich.kalinke@twincore.de  train@twincore.de
30625 Hannover
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Thomas lllig
(Einleitung Tell 2)



Transplantation

Genomics

—» Andere Er-
krankungen

= Besseres Verstandnis der Patho-aetiologie
von Erkrankungen

= Verbesserte Biomarkerforschung (Diagnostik)

* |dentifizierung neuer ,drug targets Infektions-

= Prazisionsmedizin erkrankungen



e 20 Jahre Erfahrung im Bereich omics

e Betrieb einer Genomics Plattform am Helmholtz
Minchen

e Leiter Biobank MHH

« Stellvertretender Direktor Institut fir Humangenetik
(Head of Research)

« Mitglied Leitungsteam RCU-NGS der MHH



Bioinformatische Auswertung im Omics Bereich am
Beispiel Genomics - Metabolomics

@ L () carbohydrate

. Xenobiotic . Amino acid

() Nuceotide () Peplide

@ cEnergy € cofactors & vitamins

0 Genetic locus

= genetic association
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saé Nationale Akademie
s der Wissenschaften

Lebenswissenschaften im Umbruch

Herausforderungen der Omics-Technologien fir
Deutschlands Infrastrukturen in Forschung und Lehre

Zusammenfassung und Empfehlungen
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Strategischer Aufbau einer nationalen Omics- und IT-
Infrastruktur notwendig

Starkere Verknipfung der im Netzwerk teilnehmenden
Universitaten und auf3eruniversitaren Einrichtungen

Massiver Ausbau der IT- und bioinformatischen
Infrastruktur notwendig

Finanzierung muss durch Bundesmittel gesichert werden

Ausbildung sollte Schwerpunkte auf Omics-
Technologien bereits in einer frihen Phase des
Studiums setzen



= Arbeitsgruppe Infrastrukturen in den Lebens-
wissenschaften des Forums Gesundheitsforschung
eingesetzt (Leitung: Kroemer MFT, Wess HGF, 12
Mitglieder u.a. Susanne Hauldler HZI)

 Wo ist nationale Koordination erforderlich?
 Welche Aktivitaten gibt es hierzu bereits?

 Wie kdnnen Modelle fur den Betrieb und die offene
Nutzung von Infrastrukturen aussehen?



Wie kdnnen die vorhandenen Finanzierungsinstrumente
far Infrastrukturen effizient genutzt werden?

Wie kdnnten aber auch neue Finanzierungsmodelle
aussehen? (Deutsche Omics-Exzellenz-Zentren)

Wie ist die Ausbildungssituation in Deutschland?

Welche Studiengangen und Curriculae existieren,
welche fehlen?



Cost per Genome

Moore's Law

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
0.09 USD




Rapide Entwicklung der Sequenziertechniken und der
damit verbundenen Infrastruktur

Wahrscheinlich zu teuer fur eine Institution, vor allem
wenn man alle Omics Technologien und die damit
verbundene Bioinformatik einbezieht

Vorschlag einer TRAINOMICs Initiative zur Bundelung
der vorhandener Expertise und Infrastruktur im Bereich
Labor und Bioinformatik



* Produktion von riesigen Datenmengen im Labor wird
Immer einfacher und geht immer schneller

« Bioinformatik, IT und Statistische Analyse rlckt immer
mehr in den Mittelpunkt der medizinischen Forschung

« Diskussion in TrainOmics Folgemeeting



TRAIN Institutionen entwickeln Kernexpertise in bestimmten
(aber nicht allen) Omics-Techniken weiter
(Schwerpunktsetzung)

 Ressourcenschonung pro Institution

« TRAIN stimmt Schwerpunkte aufeinander ab, so dass wenn
moglich alle Omics Bereiche exzellent abgedeckt sind

 Gemeinsame Bewerbung der Region bei nationaler Omics
Ausschreibung durch BMBF (,Omics“-Exzellenzzentren)

e Jede TRAIN Institution kann Omics Expertise der gesamten
TRAINOMICs Zentren bei Antragen oder Projekten
einbeziehen



e Ziele des ersten Treffens:

e Bestandsaufnahme Infrastrukturen
und Expertisen (Labor

)

e Versorgungssicherheit
e Innovation
« Konzeption (Subgruppenbildung)



Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit
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Oliver Dittrich-Breiholz
(Transcriptomics+Genomics)



TRAINomics-Treffen (. vai 2016)
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Oliver Dittrich-Breiholz
9. Mai 2016
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Research Core Unit Transcriptomics (RCUT)

« Startup at MHH in January 2012
o 15 years of experience with microarray-based mRNA expression analyses

—{ RCU

ranscriptomics

Heike Schneider Dr. rer. nat. Oliver Dittrich-Breiholz Torsten Glomb

Technician Institute for Physiological Chemistry (OE4310) Bioinformatician
Building 103, level 01, room 1300
Phone: +49 511 532 5814
E-mail: dittrich.oliver@mh-hannover.de

Homepage: www.mh-hannover.de/Transcriptomics.html




RCUT (Service)

* RNA quality control

Agilent Bioanalyzer 2100
A888.1 A888.2 -
[FUlq | [FUT | i
} 201 | i \
80 | { I\ ‘
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25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : A888.1 Overall Results for sample 2 : A888.2 o
RNA Area: 343.1 RNA Area: 494.8
RNA Concentration: 241 ng/pl RNA Concentration: 347 ng/ul
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.7 rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 9 (B.02.07) RNA Integrity Number (RIN): 2.1 (B.02.07)
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RCUT (Service)

» Microarray based mRNA expression analysis (standard microarrays)

Agilent Technologies

Whole Mouse Genome Oligo Microarray
4x44K

» 45000 Probes

» 28000 Transcripts

» Human, Mouse, Rat

» Various model organisms

» Various microarray formats

» Customized microarray formats
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RCUT (Service)

» Microarray based mRNA expression analysis (improved designs)

Catalog Array 4x44k V2 (026652)
34127 non-control probes (33128*1 + 999*10)

£

340 €
QM Microarrays

» Improved quantitative accuracy

» Less susceptible to hybridization artifacts

0542610n1M (066335) > Less susceptible to manufacturing artifacts
34127 non-control probes (34127*5)

v > Reduced costs
296 €

254 € (modified protocol!)
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RCUT (Service)

» Microarray based mRNA expression analysis (improved designs)

2) Innovation
e innovative ldeen zur Starkung der Gesamtinitiative

32-plex Microarrays Stefan Haskamp (Master Biochemistry)

I Prof. Dr. Christine Falk (Cooperation partner)

>
>
>

Dr. Frank Stahl (Cooperation partner)

Dipl. Ing. Jorg Viering (Research Devices)

ISR

» customized array design

SN

7

[ e

=

‘mooo;uzom‘

» 2500 transcripts + 500 housekeepings

W,

O

» on-chip quadruplicates

T | » 50,- Euro / biological sample

e pn_ » 1600,- Euro / 32 biological samples
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RCUT (Service)

« Data Analysis Solutions

RCUT-supported analysis programs

QLUCORE

INGENU

~ GeneSpring %%

Omics 'Explorer

ITY"

M 5

» Outlook scheduler

» Cost-efficient usage (20€ / h)

» Flexible use of State of the art programs
» Diverse analysis options

» Diverse visualization options




RCUT (Service)

« Data Analysis Solutions

RCUT Analysis System (RCUTAYS)

Research Core Unit Transcriptomics Analysis System

2) Innovation
* innovative ldeen zur Starkung der Gesamtinitiative

>

YV V.V V V VYV V

Flexible Handling of Raw Data
Normalization

Transformation

Annotation

Ratio definition

Filtering

(Simple) Statistics

Visualization (Heatmaps — Bargraphs)




RCUT (Service)

» General Support

=—{RCU

I-l Hannover Medical School Iranscriptomics

Research Core Unit Transcriptomics

Filter tool for single-color and dual-color data

Version: 19.03.2012
(for: Filtertool_SC_V3.0; Filtertool_DC_V2.0)

Introduction

By use of our Excel-based filter tool, generated microarray data can be filtered according to
specific selection criteria and individually defined threshalds. This allows for an intuitive data
assessment with regard to the number of differentially regulated genes, Furthermare, the
most promising candidates (those, passing the applied filter criteria) are grouped together,

allowing users to generate a gene list for subsequent functional data analyses (e.g. gene

» Manuals

» Workshops

» Advisory discussions

» Support (final visualizations)
» Support (methods texts)

» Support (proposals)




RCUT (Service)

2) Innovation
* innovative Ideen zur Starkung der Gesamtinitiative

Microarray hybridizations per year (2001-2015)
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RCUT (MHH-internal user: 103 AGs from 44 departments; January 2016)

. . Microarrays MHH
Abteilung Arbeitsgruppe /RNAQC |angehorig
Biologie des Bewegungsapparates AG Hoffmann Microarrays aktuell
Dermatologie AG Werfel Microarrays aktuell
Experimentelle Hamatologie AG Moritz Microarrays akiuel

AG Schambach Microarrays aktuell
Funktionelle / Angewandte Anatomie AG Bode Microarrays ehemals
AG Cantz Microarrays aktuell
AG Greten Microarrays aktuell
AG Oftt Microarrays aktuell
AG Seidler (Daniela) | Microarrays aktuell
Gastroenterologie AG Sharma_ M?croarrays aktuell
AG Trautwein Microarrays | ehemals
AG Vogel RNA QC aktuell
AG von Hahn Microarrays aktuell
AG Wirth Microarrays aktuell
AG Woller Microarrays aktuell
Gynékologie AG Dork-Bousset RNA QC aktuell
AG Hass Microarrays aktuell
Hamatologie / Onkologie AG Scherr Microarrays aktuell
. AG Warnecke RNA QC aktuell
HNO Heilkunde AG Wissel RNA QC aktuell
Humangenetik AG Schubert M?croarrays aktuell
AG Weber Microarrays aktuell
AG Bernhardt Microarrays aktuell
AG Forster Microarrays aktuell
Immunologie AG Kriger RNA QC aktuell
AG Pabst Microarrays | ehemals
AG Prinz Microarrays aktuell
AG Heiken Microarrays ehemals
) . AG Jacobs Microarrays aktuell
Immunologie / Rheumatologie AG Meyer-Olson Microarrays aktuell
AG Witte Microarrays aktuell
Kardiologie AG Bavt_andiek M?croarrays aktuell
AG Schieffer Microarrays ehemals
Klinische Biochemie AG Naujok Microarrays aktuell
- . AG Brand Microarrays aktuell
Klinische Chemie AG Lee Microarrays aktuell
AG Hilfiker-Kleiner Microarrays aktuell
- S AG Sedding Microarrays aktuell
Kardiologie / Angiologie AG Tongers Microarrays aktuell
AG Wollert Microarrays aktuell
Klinische Psychatrie AG Frieling Microarrays aktuell
AG Gruh Microarrays aktuell
AG Martin Microarrays aktuell
LEBAO AG Olmer Microarrays aktuell
AG Zweigerdt Microarrays aktuell
AG Bange RNA QC aktuell
Mikrobiologie AG Hornef Microarrays aktuell
AG Josenhans Microarrays aktuell
AG Klos Microarrays aktuell
MKG Chirurgie AG Kampmann RNA QC aktuell
Molekularbiologie AG G_ossler M?croarrays aktuell
AG Kispert Microarrays aktuell

: . Microarrays MHH
Abteilung Arbeitsgruppe /RNAGC |angehorig
Mol. und Translationale Therapiestrategie |AG Thum Microarrays aktuell
Molekular.-/Zellphysiologie AG Meil3ner Microarrays aktuell

AG Dumler Microarrays aktuell
AG Einecke RNA QC aktuell
Nephrologie AG Haller M?croarrays aktuell
AG Limbourg Microarrays aktuell
AG Schiffer Microarrays aktuell
AG Schmitt RNA QC aktuell
Neuroanatomie AG Claus Microarrays aktuell
Neurologie AG Petri RNA QC aktuell
AG Stangel Microarrays aktuell
Pathologie AG Langer RNA QC aktuell
Padiatrische Chirurgie AG Vieten Microarrays aktuell
AG Klein Microarrays ehemals
T « . : AG Klusmann RNA QC aktuell
Padiatrische Hamatologie / Onkologie AG Reinhardt Microarrays aktuell
AG Welte Microarrays aktuell
Padiatrische Kardiologie AG Hansmann RNA QC aktuell
Padiatrische Pneumologie AG Hansen Microarrays aktuell
AG Pessler RNA QC aktuell
AG Kloth Microarrays aktuell
AG Kracht Microarrays ehemals
Pharmakologie AG Neumann Microarrays aktuell
AG Nourbakhsh Microarrays ehemals
AG Seifert Microarrays aktuell
AG Holtmann Microarrays aktuell
AG Kotlyarov/Gaestel | Microarrays aktuell
Physiologische Chemie AG Niedgnthal Microarrays aktuell
AG Scheibe Microarrays aktuell
AG Tamura Microarrays aktuell
AG Windheim Microarrays aktuell
Pneumologie AG Prasse RNA QC aktuell
Strukturanalyse AG Popperl Microarrays aktuell
Toxikologie AG Gerhard Microarrays aktuell
AG Just Microarrays aktuell
AG Eiz-Vesper Microarrays aktuell
Transfusionsmedizin AG Figueiredo Microarrays aktuell
AG Huyton Microarrays aktuell
AG Miiller Microarrays aktuell
Urologie AG Serth Microarrays aktuell
Versuchstierkunde AG Wedekind RNA QC aktuell
AG Heim Microarrays aktuell
Virologie AG Messerle M@croarrays aktuell
AG Schulz Microarrays aktuell
AG Wolk RNA QC aktuell
Viszeralchirurgie AG Schwinzer Microarrays aktuell
Zahnarztliche Prothetik und AG Dillschneider RNA QC aktuell
Biomedizinische Werkstoffkunde AG Eberhardt Microarrays aktuell
Zellsorter AG Ballmaier Microarrays aktuell
Zellulare Chemie AG Gerardy-Schahn | Microarrays aktuell
Zentrales Tierlabor AG Bleich Microarrays aktuell
| AIGI Al Al Al
Al Al Al




New RCUT-Service: RNA-Sequencing

= RNA-Sequencing
* MRNA-Seq
* totalRNA-Seq
* smallRNA-Seq
* MRNA-Seq from low input amounts (1ng total RNA)

= RNA-Sequencing data analysis courses
3 days, 8 participants, 3 courses per year

Research Core Unit Next Generation Sequencing
(RCU NGS)

founded: 20th of March 2015

DEEECENCETHENENTE CH
UCCT TEFT €€ TECHEHCE HET

THHETCEN ECHFCE ENF
ercerrEEENErTEANTEFCH

NextGeneration Sequencing




RCU NGS

» 5 Teilgebiete

» Genomics, Transcriptomics, Epigenomics, Pathogenomics, Clinical Specimens

= 5 Mitglieder der Leitungsgruppe arbeitsteilig, verantwortungsteilig
* L. Wiehlmann, O. Dittrich-Breiholz., H. Frieling, S. Suerbaum, T. lllig

= 1 Sprecher
* O. Dittrich-Breiholz

= Arbeitsplan (2015-2016)

* Infrastrukturrahmen

» Abfrage zur Mitnutzung von Dezentralen Sequencern
» Abfrage zum konkreten Bedarf an NGS-Datenauswertekursen
 Planung und Durchfiihrung von Bioinformatik-Kursen

» Betreuung- und Durchfiihrung von NGS-Projekten

 ALGI A
ALA




1) Versorgungssicherheit rcunes)

e primar Service oder Forschungsgruppe?

= Service-Aspekt ist zentral (echte Core Unit — European Science Foundation!)
= Ausrichtung primar am Bedarfsaufkommen innerhalb der MHH

= Steuerung durch Leitungsgruppe

» Qualitatssicherung

» |[ntegration und Bundelung von Expertise

» Wachsende Expertise (Vermeidung von ,Wissensdiffusion®)




1) Versorgungssicherheit rcunes)

e Core-Unit Infrastrukturen vorhanden?

" ja, angelehnt an RCU Transcriptomics und fur RCU NGS weiter ausgebaut!




1) Versorgungssicherheit rcunes

Medizinische Hochschule

M-l I-I Intranet Sitemap Impressum  Datenschutzerklarung deutsch  english
H

annover

[ C O re— U n it I nfrastru ktu re n VO rh an d e n ? hrt““ i Studium | Forschung i s ‘ L . Karrier/usbildungnternalional |

> Kliniken/Institute > Zentrale Einrichtungen > Zentrale

£

g Projektanfragen

NextGenerationSeq ncing

- Die Zentrale Forschungseinrichtung Next Generation Sequencing befindet sich zurzeit im Aufbau. Die Einrichtung soll

;":' - MHH-Mitarbeiter(innen) bei Planung und Durchfihrung von NGS-Projekten mit Beratung, Sequenzierung (im Haus
entrale

Forschungselnrichtung Nest oder als Auftragsarbeit) und bei der bioinformatischen Auswertung unterstutzen.

Generation Sequencing (Kopie . . . .
1) Sind Sie daran interessiert, ein Projekt unter Einsatz der NGS-Technologie durchzufiihren, dann senden Sie uns

Aktuelles gerne eine NGS-Projektanfrage.
Leitlinien
Ausstattung Je nach NGS-Applikation und Forschungsgebiet, wird ein Mitglied der Leitungsgruppe ihre Anfrage betreuen und sich

zur genaueren Projektbesprechung mit Thnen in Verbindung setzen. Die unten einzugebende Projektbeschreibung

itarbei Kt
pEST eI S Kons sollte daher nicht ausfiihrlich - sondern kurz und stichpunktartig sein (unter Bezug auf die folgenden Fragen 1 - 7).

Projektanfragen

1. Geht es in Ihrem Projekt um die Sequenzierung kompletter Genome, Transcriptome, Exome oder sind Sie an

Fesdback einzelnen Abschnitten (Loci, Gene, Promotoren) interessiert?

2. Steht die konkrete Umsetzung des NGS-Projektes unmittelbar bevor oder dient Ihre Anfrage der mittelfristigen
Planung (z. B. fiir Antragstellung).

3. Welcher (Modell-)Organismus soll untersucht werden?

4. Welchen Umfang wird die Studie in etwa haben (Probenanzahl)?

5. Liegen bereits Vorerfahrungen zu NGS- Applikationen in Ihrer Arbeitsgruppe vor?

6. Mit welcher Technologie-Plattform und bei welchem Anbieter wurden Thre bisherigen NGS-Daten erhoben (die

in Zusammenhang mit dieser Projektanfrage stehen oder Shnlich generiert werden sollen)?
7. In wessen Verantwortungsbereich (siehe RCU-NGS Leitungsgruppe) wirden Sie Ihr Projekt am besten
aufgehoben sehen?

Name:

| I

Abteilung:

Email:

RNA-Seq

Whole Genome Seq
ChIP-Seq
Amplikon-Seq

Projektbeschreibung:

AIGI A

Glc A A
G|A
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1) Versorgungssicherheit rcunes)

e Core-Unit Infrastrukturen vorhanden?

M4 I4 Intranet  Sitemap Impressum  Datenschutzerkldrung  deutsch  english
Medizinische Hochschule

Hannover

Uberblick/Service | Studium | Forschung | Kliniken/Institute | Organisation | Karriere/Ausbildung | Presse | International |
Startseite = Kliniken/Institute > Zentrale Einrichtungen > Zentrale Forschungseinrichtung Next Generation Seguencing > Kursanfragen

Kursanfragen

Im Rahmen der Neugrindung der RCU-NGS soll auch eine Starkung der Bicinformatik erfolgen. Hierzu werden

Home regelmabige, 3-tdgige Kurse angeboten, in denen die zur Auswertung ven NGS-Daten notwendigen Grundkenntnisse

Aktuelles vermittelt sowie gegenseitig ausgetauscht und vertieft werden sollen.

Leitlinian R . i R . . . o .

Pam— Bei Interesse an einer Kursteilnahme, bitten wir Sie, uns iber dieses Anfrageformular einige Informationen zum
sstattung

konkreten Bedarf in Ihrer Arbeitsgruppe zukommen zu lassen.

Mitarbeiter & Kontakt

Sobald wir zu dem von Ihnen genannten Themengebiet freie Kurspldtze anbieten kénnen, werden wir uns mit Thnen in

Projektanfragen .
Verbindung setzen.
Kursanfragen
Feedback Wir bitten um Verstindnis, dass wir in der Regel und bis auf weiteres nur fir je eine/n Teilnehmer/in pro AG einen

Kursplatz anbieten kénnen.

Fur welchen Kurs interessieren Sie sich:

Genomics: Amplicon and Exome Sequencing

Genomics: Basic NGS data evaluation

Transcriptomics: Eukaryotes

ChiP-Seq: (in Flanung)

(Genomics: Long sequence reads PacBio RS Il (in Planung)
(Genomics: Metagenomics Pathogenomics 165 rRlMNA (in Flanung)
(Genomics: Viral genomes (in Planung)

MName:
| |
Email:

Arbeitsgruppenleiter:

Abteilung:

| AIGI ARGIGI A RERER A
G G C A A
Al AlG Gl A G|A
GITCGIT T AGAAG




1) Versorgungssicherheit rcunes)

» Leistungsspektrum

Bibliothekerstellung: Spektrum der

Technologien/Applikationen:

Durchfiihrung oder Unterstiitzung
Nukleinsaurefragmentierung
GrofRenselektion

DNA Bibliotheken

Target Enrichment
Bisulfitkonvertierung

Gesamtgenom
Exom

Target Enrichment
Amplicon-Seq
ChlP-Seq

Durchfuhrung

MRNA Anreicherung
rRNA Depletion
RNA-basierte Bibliotheken

MRNA-Seq

RNA-Seq

RNA-Seq (low input amounts)
smallRNA-Seq

 AIG|AFC G| A L AIGI AIGI A A
G GIC A A
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1) Versorgungssicherheit rcunes)

 momentaner ,Versorgungsradius®, ,Auftragslage*, ,Nutzerzahl“?

Im ersten Jahr RCU NGS abgeschlossene Experimente (Genomics)

Durchfihrung oder Unterstitzung:

18 (Sauger-) Genome

122 Exome

8 ChlIP-Seq Experimente

220 Metagenome

1400 Amplicon-Seq. (mit durchschnittlich 10 PCR-Produkten/Seq.)

seit Januar 2016 durchgefiihrte Experimente (Transcriptomics)

Durchflhrung:

1 totalRNA-Seq-Experiment 3 Samples

1 mRNA-Seq-Experiment 6 Samples

1 mRNA-Seqg-Experiment 12 Samples

1  mRNA-Seqg-Experiment (low input amounts) 13 Samples

 AIG|AFC G| A L AIGI AIGI A A
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1) Versorgungssicherheit rcunes)

 verfigbare Gerate

Mitnutzung durch

Gerateplattform | Geratebezeichnung Geratetyp Sequencer-Kategorie RCU-NGS (~)
Applied Biosystems | 3130 XL Genetic Analyzer ) 20%
Applied Biosystems 3730 24 Kapillarsequencer Kapillar-Sequencer 40%
LifeTechnologies SOLID 5500 50%
LifeTechnologies SOLID 5500 50%
LifeTechnologies lonTorrent (PGM) 30%
Roche Roche 454 GS-FLX 40%
Roche Roche 454 GS Junior "dezentrale" Sequencer 100%
Roche Roche 454 GS Junior NGS-Sequencer 50%
Pacific Biosciences PacBio Sequel ?
llumina NextSeq 500 20%
lllumina MiSeq 5%
lllumina MiSeq 70%
llumina MiSeq ?




1) Versorgungssicherheit rcunes)

 bereits angebahnte Erweiterungen

HiSeq 4000
Grol3gerateantrag: 9.2.2016 an das MWK

illurmina

Table 1: Performance Parameters of the HiSeq 3000/4000 Systems.®

Number of Flow
Cells per Bun
Outpute

2 x 150 bp

2 xT75bp

1 x50 bp

Clusters Passing

Filter (Single Reads)

Quality Scores

Daily Throughput
Run Time

Human Genomes
per Run®

Exomes per Bund

Transcriptomes
per Bune®

Supported Library
Prep Kits

HiSeq 3000 Systen

.1

630-750 Gb
315375 Gb
105125 Gb

2.1-2.5 billion

= 75% of bases
above Q30 at
2= 150 bp

> 200 Gb
< 1-3.5 days

upto 6
up to 90

up to 50

HiSeq 4000 System
1or2

13001500 Gb
650-750 Gb
215-250 Gb

4.3-5 billion

= 75% of bases above
Q30at 2 x 150 bp

> 400 Gb
< 1-3.5 days

uptoi2

up to 180

up to 100

DNA: TruSeq® Nano DNA, TruSeq PCR-

Free DNA

RNA: TruSeq BMNA v2, TruSeq mBNA
Stranded, TruSeq Total RNA Stranded,
TruSeq BNA Access

Exome: Nextera® Rapid Capture Exome

 AIG|AFC G| A L AIGI AIGI A
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1) Versorgungssicherheit rcunes

e Personal

2016 2017 2018

Leitungsgruppe
Oliver Dittrich-Breiholz |- N

Transcriptomics

)5

[0z Wiehmann] e
Thomasllig /e |
Helge Frieling Ry I

Sebastian Suerbaum

DEENENcErNENENTE Sm
UCCT TEF ©¢E FEcCHEE BT

TiHNEFcEN EfFcE ENF
FemcErE rNEENE RS TECH

NucleicAcids & Bioinformatics

/

/

/
DHEENCENCEFNENENTE GH
OCCT T8N 6 FEcCHE HF

TENETCEN /EcmMcE EEm
FEfcErTEENAEfENTERCH

N extGenerationSequencing

‘I"

“-.l' Wissenschaftler
l&!/ Bioinformatiker

/7 TA

Illumina HiSeq 4000
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1) Versorgungssicherheit rcunes

e Personal

2016

2017

2018

Lichtenberg Stiftungsprofessur

TRAINomics Bioinformatik

DHEENCENCEFNENENTE GH
OCCT i@F ©E6 FECHE NHF

TEEETFcCEN ECFCE ENE
FEFcEriNENNE T ENEEECH

N extGenerationSequencing

‘I"

Illumina HiSeq 4000

=) NN
O

R R e K P
Transcriptomics

DEENCENCEFNENERTE ol

cefl HEN ©©E FEcEcE BEiF

OfmmEncEm Bemcs EEE
FercerrEEENE TERRERCHE

NucleicAcids & Bioinformatics

SFE900 »
3. Forderperiode

“-.l' Wissenschaftler
l&!/ Bioinformatiker
7 TA

| AlGIAFC G| ALC |G T|AIGI AIGI ALT G A
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1) Versorgungssicherhelt rcuncs)

MHH-Arbeitsgruppen
Wissenschaftliche Fragestellungen

Methodenoptimierung /-Entwicklung
Finale inhaltliche Auswertung

AG Tummler MHH
Wissenschaftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung /-Entwicklung

Finale inhaltliche Auswertung

Humangenetik MHH
Wissenschaftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung /-Entwicklung

Finale inhaltliche Auswertung
TA ,Backup® (HiSeq4000)

SFB900 (Chronische Infektionen)

Wissenschatftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung / -Entwicklung
Finale inhaltliche Auswertung

% CiiM

DEENCENcEFNENENTE ol
UCCT TEE E@ FEcEE HF

THNEFCEN EEEcdE ENF
(Y & i © [ S G

NucleicAcids & Bioinformatics
Genomics  Transcriptomics

‘-|’ "II’

& &

| /] /

Core Unit Service (100%)
Standard-Applikationen
Standard Pipelines
Technologische Infrastruktur
IT Infrastruktur
Standard-Software
Antrage
Beratung
Schulung

Methodenoptimierung / -Entwicklung

Lichtenberg Stiftungsprofessur
Bioinformatik

Wissenschaftliche Fragestellungen

Methodenoptimierung /-Entwicklung
(Bioinformatik)

BREATH / DZL
Wissenschaftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung /-Entwicklung

Finale inhaltliche Auswertung

REBIRTH
Wissenschaftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung /-Entwicklung

Finale inhaltliche Auswertung

Fraunhofer ITEM
Wissenschaftliche Fragestellungen
Methodenoptimierung /-Entwicklung

Finale inhaltliche Auswertung

| AlGIAFC G| ALC |G T|AIGI AIGI ALT G
G GIC A
Al AlG
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2)

Innovation

* inhaltliche Schwerpunktsetzung (des Standortes)

PN
DEENCENcEFNENENTE ol
el FER Ed FEcHEE HF

UTIIGTCGI EeFcE ElF
Fefeer TEEENE TEERERCHE

NucleicAcids & Bioinformatics
Genomics  Transcriptomics

‘-|‘ L1

LY
i

Humangenetik

Microbiome

Seltene Erkrankungen Entzindung / Infektion

Individualisierte Infektionsmedizin

* innovative ldeen zur Starkung der Gesamtinitiative
« RCUTAS — TRAINomics Datenanalyse-Tool
» 32-plex diagnostische Microarrays
« TRAINomics Datenbank
* NGS-basierte (schnelle) CF-Diagnostik



Monika Niehof
(Transcriptomics)



Fraunhofer ITEM / Transcriptomics

Fraunhofer ITEM
Department In Vitro and Mechanistic Toxicology (IVMT)
Team Molecular Toxicology and Pharmacology

Dr. Monika Niehof
Nikolai-Fuchs-Str. 1

30625 Hannover

Phone +49 511 5350-570
monika.niehof@item.fraunhofer.de

© Fraunhofer

\

TRAINomics Treffen 09.05.2016 ~ Fraunhofer
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Institute facts and figures 2014

2
ag
L]
=
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v

g

otV

Founded in 1981 .
S @y 25 St L L U T

TR L
Total budget €23.9 million 1 i IIMI R
L — w. i

—_——

Industrial income €9.8 million

Investments approx. €1 million

-/
© Fraunhofer TRAINomics Treffen 09.05.2016 ~ Fraunhofer
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The six business units of the Fraunhofer ITEM

> Toxicology
Testing

> Respiratory
Clinical Trials

» Manufacturing of
Biopharmaceuticals
for Clinical Trials

» Pre-clinical
Pharmacology

» Environmental,
Occupational and
Consumer Protection

» Registration and
Risk Assessment

\

© Fraunhofer TRAINomics Treffen 09.05.2016 % Fraun hofer
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Transcriptomics mMRNA / miRNA

B GeneChip® Arrays
Affymetrix A e g
Gene Chip® Scanner 3000 7G e

\
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Affymetrix GeneChip® Arrays

H MRNA
GeneChip® Human Transcriptome Array (HTA) 2.0

“Next generation expression profiling studies”: Detection of all known transcript isoforms
Including non-coding transcripts

Array content Protein coding content Non-protein coding content

Genes (transcript clusters) 44,699 22,829
Transcripts 245,349 40,914

Exons 560,472 109,930

Human Gene ST Arrays

Human Genome U133 Plus2.0 Arrays

B miRNA
GeneChip® miRNA 4.0 Array

+ Different other species

\
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Assay Workflow HTA arrays

Incubation Time 5’ ARAAAAAAAAAAAAA 3
—First-Strand cDNA Synthesis RT «=nnn[EES 57
- 2hr
: \ 4
gy, P e W ne, WV
g'w gl .
Equipment
Second-Strand cDNA Synthesis ’ DNA POLYMERASE & RNASE H
1 hr 10 min
S
S e
|l e ’ T7 RNA POLYMERASE L 1
—cRNA Purification & Quantitation s
~ 5" NNN = RT ot =
E kI e T N Y —
T . ' Gene Chip® Gene Chip® Gene Chip®
svuuu—..f_'/\/\ - Hybridization Oven 640  Fluidics Station 450 Scanner 3000 7G
< B ot T 57
?émp_u:e RNA Removal ’ RNASE H
min
5""““%3' Data OUtpUt
e CEL Files
55-CDNA Purification & Quantitation
Fragmentation ’ UDG & APE1
1hr .
—_ = Data Analysis
Terminal Labeling + TDT, DLR i .
- —_— ™ Affymetrix® Expression Console™ Software
—Hybridization to WT Array ' AN RNA ArrayTrackTM (F DA)
sasssnEn TV DNA - -
E‘.f"..-:: = "n; :verse T:ﬂscm!ase Ingenuity® Pathway Analysis
!E:gg.:. = ndom Primers )
. DIR ONALabeing Reagent CLC Genomics Workbench
T @ Biotin
want RNA Hydrolysis DNASTAR

_—
~Z Fraunhofer
ITEM

TRAINomics Treffen 09.05.2016
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Transcriptomics mMRNA / miRNA

B GeneChip® Arrays
Affymetrix
Gene Chip® Scanner 3000 7G

B gPCR Profiler Arrays
SABIiosciences/Qiagen
Applied Biosystems® VilIA™7
384-well Format

\

© Fraunhofer TRAINomics Treffen 09.05.2016 ~ Fraunhofer
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Workflow RT? Profiler Arrays

Total RNA

\%
RT?2 First strand Kit

(incl genomic DNA elimination, spiking of external controls)
\
First strand cDNA

Data analysis

12345467 89101112
Ao 02 3w 05 0 @708 09 0T T2
Bhawis ey wwenanns
Cas s 7 B ® % 3 2 3 U 35 3%

64 s s g
55 %8 57 58 59 &

Dw s »w o a o
Ewin s s 5u
Flal s a1 oh 65 6 & o8 &8 0
Gri 7 76 m 7 79 0 81 8 B K
H HK1 K2 Hk3 HK4 HKS D€ WIC RIC RTC PRC (PRC PRC

-_‘ |

cDNA
Experimental

cDNA
Control

cDNA + RT2 SYBR Green qPCR Master Mix, aliquot
mixture across RT? Profiler PCR Array

o A RS
=l AN S R A e T e
o . 4,--_,",_' A -.‘.__".-' =
S 1o i . \"--"':.s-*""" \-"--"'»-"";1‘
- - oa = ° """ = . ‘a“'

"E = :d' o b w o AN “'ﬁ'ﬁ“r
|-E ..' | mTa : mE
g e o
= . .
;E‘.L - - Real-time qPCR
1 = - Control Profile Experimental Profile
R R 1.E4001 1£:001
Fold chonge ratic [log2]
e.g. Volcano Plot 1.£000 1.E000 /
E E &/
SABiosciences PCR %LEOO] % 1ECOT &/
Array Data Analysis o i a Ry Equipment
Web portal B ’7// 1E002 [ _
\ N L\' i R, #‘5,‘ WLy Real-Time PCR Systems,
1.£003 L2 el TN TN 1.£003 L TRONSRaVeR A VIR 1 ) Applied Biosystems® ViiA™7
0 4 8 12 1620 24 28 32 36 40 0 4 8 12 16 20 24 28 32 3 40
-> 384-Well Format
Cyde Number Cycle number

www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php

MIQE Guideline konform

TRAINomics Treffen 09.05.2016
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gPCR Arrays

SABiosciences/Qiagen

B Gene or miRNA Expression

RT? PCR Arrays -> mRNA
Cataloged (pathway specific)
Custom selected

miScript miIRNA PCR Arrays -> miRNA
Cataloged (pathway specific)
Custom selected

M Epigenetic Analysis

EPiTect Methyl gPCR Arrays -> Methylation analysis
Cataloged (pathway specific)
Custom selected

EpiTect ChIP gPCR Arrays -> Histone modification, Validation of ChIP-seq and ChIP-on-chip results
Cataloged (pathway specific)
Custom selected

\

_
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Projekte — Fokus Toxikologie
Lunge/Leber

B Acronym: ExITox (Explain Inhalation Toxicity)
Development of an integrated testing strategy for the prediction of toxicity after repeated
dose inhalation exposure, a proof of concept.
A collaborative project funded by the German Federal Ministry of Education and
Research (BMBF) in the funding program "e:ToP — Innovative Toxikologie zur
Reduzierung von Tierversuchen”

ExITox

M In vitro / ex vivo Modelle der Leber zur Pradiktion der idiosynkratischen
arzneimittelinduzierten Hepatotoxizitat

\
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GEFORDERT VOM

% Bundesministerium
fiir Bildung

Projekte — Fokus Nanopartikel e

B CarbonBlack - Pradiktion humantoxikologischer Wirkung synthetischer Carbon Black
Nanopartikel

B CarboTox - Entwicklung von Screening-Verfahren zur Untersuchung eines moglichen
kanzerogenen Potentials von Carbon Nanotubes

® InhalT-90 - 90-Tage Inhalationstest mit CeO2 bei der Ratte und anschlie3ender Analyse
von Genexpressionsprofilen zur frihen Erkennung toxischer/kanzerogener Wirkungen

B CaNTser - Erforschung des toxischen Potentials von Carbon NanoTubes nach
Langzeitinhalation

B NanoCOLT - Langzeitwirkung modifizierter Carbon Black Nanopartikel auf gesunde und
vorgeschadigte Lungen

InhalT-90

LA CaNTser
CarboTox o —

\
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Bestandsaufnahme Fraunhofer ITEM

B Primar Service oder Foschungsgruppe?
Auftragsforschung als Dienstleistung + Arbeit in 6ffentlichen Projekten
B Verfigbare Gerate

Affymetrix Technologie (Gene Chip® Scanner 3000 7G, Gene Chip® Hybridization
Oven 640, Gene Chip® Fluidics Station 450)

Real-Time qPCR Systems
Applied Biosystems® 7500 und ViiIA™7 (96- und 384-well Format)

B Personal
Aufgaben auch auf3erhalb Transcriptomics

M |Leistungsspektrum
Durchfiihrung von Affymetrixarrays (mRNA, miRNA)
Bioinformatische Auswertungen nach Absprache

gPCR Analysen, Pathway oder Customized Profiler Arrays
(384-well Format, MIQE-conform)

\
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Robert Geffers
(Transcriptomics+Genomics)



TRAINomics Treffen
Genome and Transcriptome Sequencing

ﬁ HELMHOLTZ

Hannover, 09.05.2016 CENTRE FOR
‘ INFECTION RESEARCH

Robert Geffers, robert.geffers@helmholtz-hzi.de




Evolution of high-throughput sequencing g

First Generation :

SANGER Sequencing

NGS Synonym is : High-throughput Sequencing
(HTS)

Third Generation :
NGS = HTS, Single
Molecule Sequencing

Secod Generation :
NGS = Massively
Parallel Sequencing

ﬁ HELMHOLTZ

CENTRE FOR
INFECTION RESEARCH

Page 2 |



Evolution of high-throughput sequencing platforms

Maximum read length NGS platforms
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Evolution of high-throughput sequencing platforms

Run time bacterial genome sequencing
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Next Generation Genomics: World Map of Hig

Sequencers
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Next Generation Genomics: German Map of High-thro

Sequencers
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Technology at HZI-GMAK

Data
o Analysis
Applications
1x HiSeq2500 1x MiSeq 1x PACBio:RS (DSMZ)

.Technology |

o.. .
Mission

2x ABI 3730xI 1x MassARRAY System 1x BioMek FxP

Agilent Technologies

ﬁ HELMHOLTZ
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Fully Automated Library Preparation

® DNA Shotgun(96 samples in
4.5h):

H NEBNext® Ultra DNA

~ B RNA Sequencing (96 samples
4 in9.5h):

® lllumina TruSeq® Stranded mRNA

® lllumina TruSeq® Stranded Total RNA

m Epicentre ScriptSeq® Complete Gold
Low Input

m Amplicon Sequencing (384
samples in 12h):

m 16S V3 4 Amplicon
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Oh, my God!
What should I do now?

’ Q Massive amount

NGS macnies of sequence data

IT INFRASTRUCTURE
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Instrument-Computing-Storage Infrastucture

HiSeq2500
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LIMS-Miso

- @’ HELMHOLTZ

m l S o CENTRE FOR
s INFECTIDN RESEARCH
anaging informatio 5 0 YEARS

1965 - 2015

Username admin

Password
Stay logeed in

Login »

© 2010 - 2016 Brought to you by The Genome Analysis Centre and the element sodium | Version: 0.2.1-SNAPSHOT
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LIMS

View Technology RESTful client
(JSP, HTML, Velocity/ FreeMarker) (programmatic API, curl, wget, SOAP)
Spring MVC Controller Layer (with REST API)
ProjectController SampleController RunController ...Controller
1 b
Plain Old Java Pbject (POJO) Layer l
Project Sample Run
‘F 1 b
Data Access Obpject (DAO) Layer
ProjectDAO SampleDAO RunDAO ...DAO
N A A
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Sequencing Runs / Data Production

178

166 HiSeq2500

118

Number of Sequencing Runs

2012 2013 2014 2015
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Research Activities: HZI

GenOmics Genetic determinants e 7

of antimicrobial drug 48+

Metagenomics Viral/Microbial Genomics < resistance
< . Family-based exome-sequencing < Genetic Biomarkers
Clinical samples for rare diseases
l Population-based exome-sequencing
Genome-wide biS-Sequencin RSV children
Human genome substraction q g <+ cohort: Genetic
markers for
l l susceptibility
Taxonomic Metabolic
profiles profiles T-cell methylome
Pathogenic
profiles
Identification of novel
. . virulence factors
Tra nscrlptomlcs Pathogen subversion of
host defense mechanisms
Microbiome: Expression profiles Characterisation of
* Nasal regulatory networks
. Oral Regulatory networks @ controlling virulence
. Mechanisms of biofilm
Gut Small RNAs T~ ¢ formation

Biomarker for Vaccination

Host Defense mechanism
after HCV infection
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Distribution of sequences generated at G

Institution

0.11Tb

4.7 Terrabase of annual data
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SERS

NGS-CONNECT
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A future network structure on NGS

Hub 1 consortium 2

consortium n

Central structure
network coordination

Speaker (for defined time)
Steering Committee
Task Forces

Central coordindation

« coordination of educational activities
+ project controling
2 + reporting
+ administrative support
+ external affairs and coordination
+ central contact point
. + data protection issues
Konsortium 3
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DFG (Structural Grant)

NGS Connect

Structural grant to establish a German Network of interactive Next Generation Sequencing Facilities

Advisory board
TBA, international
NGS facilities, industry

Coordinator Steering board
TBA Riess, Geffers, Schultze, Rosenstiel, Walter

Working groups
Interactive Network Financing Infrastructure Bioinformatics
Rosenstiel, Meitinger, Schultze, Horsthemke, Becker, Nurnberg, Kohlbacher,

Becker, Salinas

Blum, Timmermann, Geffers

Kalinowski, Riess

Hagemeier, Walter

Network structures

German NGS facilities and experts I
Workshops ~ Meetings
regularly on WP1-7 inform NGS community
WP3 WP4 and NGS user

NGS Services

WP5
NGS-TRAIN

WP2
Assessment of needs
and requirements
WP1

Mapping current expertise
and structure

Page 18 |

WP7
NGS Roadmap

Web portal NGS CONNECT
Profiles RSN: Presenting NGS experts, NGS technologies available in Germany, NGS know how, NGS policies (ELSI)

WP6
NGS ELSI
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Criteria for Competence centre

Critical mass of ..

= jnnovative technology

= scientific projects

= Know how (as unique selling point...)

= Personnal (permanent positions in core units)
= Infrastructure (administration, IT etc.)
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Ottmar Distl
(Transcriptomics+Genomics)



Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation




(1) Versorgungssicherheit

- Service und Forschungsgruppe
Service fur TiHo und RIZ
Service fur andere VetMed Einrichtungen und Wildtierforschung

- Verfugbare NGS-Gerate
MiSeq und NextSeq 500

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover



(1) Versorgungssicherheit

- Verfugbare weitere Gerate
ABI-GA 3500, LI-COR 4300, Bioanalyzer, Qubit, Nanodrop

- Personal
C4-Professur Tierzucht und Vererbungsforschung (Direktor)
W2-Professur Genomics and Bioinformatics
Wissenschaftliche Mitarbeiter (Zeitvertrage)
Bioinformatik und Statistik (1)
Molekulargenetik (1)
Technisches Personal
Bioinformatik (1 Mitarbeiter)
Labor (3 Mitarbeiter)

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover




(1) Versorgungssicherheit

- Leistungsspektrum
Beratung der Versuchsanlage (Statistik)
Beratung der Versuchsanlage (Probengewinnung/-lagerung)
Biobank, Probenaufbereitung
Library-Erstellung fur DNASeq und RNASeq
DNASeq und RNASeq
Mapping, Variant-Calling, Filtering, Viewing, Storing
Association for Common and Rare Variants
Imputation, ROHs, Ne, Coalescent Time, ...
De-Novo-Mapping (+ additional approaches)
Detection of non-host sequences
Transcription level, Gene models
SRA-Archive (Deposition and retrieving)

Support in publication process

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover



(1) Versorgungssicherheit

- Core-Unit Infrastrukturen vorhanden?
Laborausbau momentan — Abschluss September 2016

Gerate und Servicevertrage fur Gerate

NGS-Labor

IT-Hardware — im Aufbau

HLRN — Benutzerantrag

Bioinformatik

Beratungskapazitat — noch ausbaubar
Bisulfit-Sequenzierung — noch keine eigene Erfahrung
ChlIP-Analysen — noch keine eigene Erfahrung

AN NI N N N NN

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover




(1) Versorgungssicherheit

- momentaner ,Versorgungsradius®, ,Auftragslage”, ,Nutzerzah!*?

TiHo und RIZ

Gartenbauwissenschaften - Pflanzenzucht?

VetMed Fakultaten (Gielen, ....)

- bereits angebahnte Erweiterungen
Laborausbau

- dringlichste Investitionsbedarfe (Gerate, Infrastruktur, Personal,...)
Ausbau der IT-Struktur

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover



2) Innovation

- inhaltliche Schwerpunktsetzung (des Standortes) und besonderes Know-
how und innovative Ideen zur Starkung der Gesamtinitiative

Haustiere — Rassen - klinische Erkrankungen - komplexe Merkmale
Wildtiere

,alte DNA"

Biobanken

Versuchstiere (Nutztiere)

Populationsgenetik (Erbgange, genetische Parameter, Zuchtung)
DNASeq und RNASeq

De-novo: Kombination mit optical-maps und Hi-C-maps

Functional Animal Genome Annotation (FAANG-Initiative)

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover



2) Innovation DNA
Sequencing
(Large Whole- | [ Small Whole- @ R
Genome Genome De Novo
Sequencing Sequencing Sequencing
\(>5Mb) ) \(S5Mb) y 9 Y,
4 )
Short Insert
. _ Paired End
Paired end: Reads
READ 1 i \ j
|5—’¢—H—0—0+f—|—H—0—0—'—0—H—0—0—0—0—H—O—H—9—}|I!\IIIII\IIIII| lllllllllllllllllllllllllll 3: +
3 = "Long Insert |

zavay

Paired End
Reads (Mate

\Pair) y

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation

4 )
Targeted
Sequencing

- 4
Exome

" Amplicon Seq
(2 - 650 kb)

fTargeted
Enrichment
(0.5 - 15 Mb)




2) Innovation

-

MRNA
Sequencing

\_ J
/- known and "\

novel
transcript
isoforms

~

- allele-
specific

anpression /

4 )

Total RNA
Sequencing

\_ J

- multiple
forms of
noncoding
RNA

- long-non-
coding RNA;

/- coding RNA\

-piRNA (piwi-interacting)
-siRNA (small interfering)
-snRNA (small nuclear)
-snoRNA (small
nucleolar)

QnRNA (tiny noncoding) /

4 N\ A
Small RNA Targeted
Sequencin RIA

q g Sequencing
N s <
| . -specific

/-mlRNA (micro) \ trapnscripts

of interest




3) Konzeption
 Bildung von Omics-Subgruppen
Netzwerk zwischen Subgruppen

» Entscheidungsfindung, Organisationsstruktur, Informationsaustausch
Workshop an TiHo 16. Marz 2016
weitere Workshop geplant

» Voraussetzungen fur ,echte” Zusammenarbeit
gemeinsame Antrage

« Transparenz und vertrauensvolle Zusammenarbeit versus Kompetition
gemeinsame Publikationen versus Acknowledgement

 kurzfristige versus langerfristige Ziele (Strategiekonzept der nachsten 5-10 Jahre)
Vetomics

 (enge) inhaltliche ,Klammer® (Uberhaupt) moglich?
Methoden universell — Mensch-Tier (Zoonosen, Lebensbedingungen)

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover




3) Konzeption

i T
R

s Mehr Forscher fur OMICS
= begeistern und einbinden

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover
University of Veterinary Medicine Hannover, Foundation



Boyke Bunk
(Genomics)



DSMZ _

Omics-Technologies & Bioinformatics

Boyke Bunk

DSMZ |
®, Leibniz-Institut ¢ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH



The Leibniz-Institute DSMZ —
German Collection for Microorganisms and Cell Cultures

P TR
N ke

o . Founded in 1969

* 7 microbiological plus
3 newly founded collections

* Distribute 40,000 biological
resources p.a. to 86 countries

e Research infrastructure with
basic & applied research

e ~185 employees

{ * http://www.dsmz.de/




Improving the coverage of diversity and genetic space
3'd Gen. SMRT Sequencing

Pacific Bioscience RSII

DSMZ )
O.f/" Leibniz-Institut ¢ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Median read length > 10,000 nt
Maximum read length = 50,000 nt
50,000 sequence reads per SMRTCell
500 Mbp per SMRTCell

Sequencing speed =3 nt s!

4-6h per SMRTCell

1 SMRTCell per 5 Mbp of genome

methylation patterns (direct) —> resolve (tandem) repeats
i —> resolve inversions
= 24 Gbp xd

—> resolve rRNA-Operons
ca. 5000 bp




Heike Freese, 2013

Improving the coverage of diversity and genetic space

lllumina short reads

Y
BWA velvet
mapping de novo assembly
Y

CLC
variant & consensus calling

mapping

A

y

contigcreator.jar CLC

split consensus consensus & variant calling
y

X

short high
guality contigs

contigcreator.jar
split consensus

L—e———q

e —— e ————

contigcreator.jar
split consensus

longer high quality contigs with
possible misassemblie

long contigs with
possible misassemblies

Y Y

*_I

Coassembly of PacBio and lllumina contigs

CLC Microbial Genome Finishing Module ’

\ 4

complete genome sequence

Prokka annotation

PacBio long reads

contigcoveragecorrector.jar
contig reduction

6h, SMRT portal

30 min, manual, CL

30 min, manual, GUI

Error correction: 1h
manual work

2h, manual, GUI

= 1 errorin 1 Mbp (QV 60)

30 min, completely automated



Séhngen et al. (2015) Nucleic Acids Res

Generating value: mobilization & analysis of metadata

e portal offered by DSMZ

e supplying taxon-associated metadata for 53,978 strains of 10,247 species
* novel server structure (SMP and HPC Server Clusters, HPC storage)

e Combinatorial queries (400 data fields)

e online since April 2012 — e G o

Exclude text mining

derived information
El Name and taxonomic classification

e http://bacdive.dsmz.de T e i

g:"l""“_: Proteobacteria e
Ci:l:m Deaprotcabagieiia Download selection
o Myxococcales

Family: Polyangiaceae

Genus: Chondromyces

Species: Chondromyces crocatus

Full Scientific Name: Chondromyces crocatus Berkeley and Curtis 1874
Strain Designation:  Cmc2

B Morphology and physiology

Multimedia content:

-
- A4
B D'V ot
!
‘
_:«.‘;';-a

Caption: el #18281] Cmc2, DSM 14606
License/Copyright: [fel #18281] (C) Leibniz-institit DSMZ-Deutsche von My und Z GmbH
The Bacterial Divefsity Meta-Database Intellectual property rights: (et #18281] Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung GmbH

Multicellular complex forming ability : [Rel #18281]° yes
Multicellular complex name: [Rel #18281]° fruating body
References

DSMZ \ #5406 Leibniz Institut DSMZ-Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH;, Curators of the DSMZ, DSM

®¢ / Leibniz-Institut ¢ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorg Reichenbach, H.: Collection description and doc of myxobacteria by H. Reichenbach, HZI (formerly GBF);
- #18281 Collection curr located at the DSMZ. Leibniz Institut DSMZ-Deutsche lung von Mik und

Zellkulturen GmbH
* These References are textmined



Status

* Sequencing equipment: PacBio RS// (3" Gen.), lllumina MiSeq (2" Gen.)

* Personnel for Sequencing and Bioinformatics: 2 FTE scientists, 2.5 FTE
technicians

* Complementary to lllumina High Throughput Sequencing platform at HZI
* Pipeline for coassembly PacBio — lllumina data fully established

* Strong focus on microbial genomics

* Unique facility for bacterial methylome sequencing

* No. of Genomes sequenced increased to 314 in 2015, 12h per genome
incl. closure/annotation

DSMZ |
@, Leibniz-Institut ¢ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH



Future perspectives

* Additional investments in 2016: PacBio Sequel, [llumina NextSeg500

* Investments in server and storage infrastructure (2016: +448 CPU Cores, +2
PB Storage)

* Complementary increase in sequencing capacity lllumina HiSeq4000
necessary

* DSMZ is involved in DFG initiative "Omics-Technologien in Deutschland"

* DSMZ has initiated the formation of a regional cluster "Microbial Genomics",
also involving Gottingen and Bielefeld

* DSMZ leads the build up of a Leibniz Omics Network (LION) as part of the
Leibniz-Roadmap of Research Infrastructures

DSMZ |
@, Leibniz-Institut ¢ DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH



Lothar Jansch
(Proteomics)



Proteomik — Lothar Jansch

9. Mai 2016 ﬁHELMHOLTZ
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Novel Mechanism of immune cell activation

Signaling & response at immunological synapses

Sepsis ICU MD EBV HCV (k) HIV (NK56neg, MAIT) Cdiff
(iMed initiative) Delecluse  Wedemeyer Sandberg, Eller Epidermiology and
SFB854 Clostridium difficile
dkfz. MM %*%“ ity
T &nggﬁa

HSV
Sodeik




Primary human immune subsets (only)

weekly (n=1-20)

Klinikum-BS, DRK
(MHH, MD, US, SE)

Functional Studies

A 1. PBMCs

(o]
Lw) 150K L‘D)
m 100K i O
Fsc
MACS or Sorting
EXx vivo
labeling

0° +

AZ. Lymphocytes A3 CD5gdim

o

m‘j .-';;__.:cnssbright % 1u"iCD57. CD57"_.
: L & 10° 4
; @)
o 10 10° 10 .135 ’“I” 10 10°
-
CD3 CD57




Technologies and expertises

Plasma

= Proteome approaches
(Signal network analyses; . g % membrane
post-translational mechanisms; f f
phoshorylaton & ubiquitination; %niﬂ?(:.iﬂ?
BN-PAGE of protein complexes) (TRAFG| TRAF6)
TAB2) (TAB2

%ﬁ—w@@

* Flow Cytometry
(Sorting & single cell (5
activities/responses) |

K63-Ub chain
uleyd qn-goM

= Microscopy
(protein localization
& co-localization,
live cell imaging,
single molecule analyses,
laser dissection)




Organization Proteomics HZI

Cellular Microbial
Proteomics Proteomics

(L. Jansch) . Engelmann

Research Research
POF17 i e
Protein Analytics
Platform POF94

Biostatistics POF86
(Prof. F. Klawonn)

Founding member

Long-term aim of
Cellular Proteomics:

Systems medicine

ﬁ HELMHOLTZ
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Platform Personal

Dr. J. Wissing, Dr. M. Nimtz, Prof. Dr. F. Klawonn
+ 2 Technichians (A. Meier, A. Abrahamik)

+ Group Scientist (on demand)

Biochemistry

generation Data acquisition Data mining
(cells, tissue, fluids)

ﬁ HELMHOLTZ

ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG
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Instrumentation & Activity

25 % of POF projects
10-20 collaborative projects (TU, Twincore, MHH)
5000-7000 processed MS samples / year

)

Focussing on selected core studies
Strengthening translation ,
Trainings & Courses & Development = 5 AB-sensitivity
Hosting external scientists B

labile PTMs
Intact proteins

ETD Orbitrap Fusion

ﬁ HELMHOLTZ

Orbitrap Velos-MS ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG




Instrumentation & Activity

?
Exploitation

25 % of POF projects
10-20 collaborative projects (TU, Twincore, MHH)

5000-7000 processed MS samples / year Phenoty
' slow i

Focussing on selected core studies
Strengthening translation

Trainings & Courses & Development
Hosting external scientists

Investment & partnership:

Biobanking & Ethics

HZI-DB (data sharing platform)

Pathway analyses software licences /

(IPA joint seet with UFZ-Leipzig, Prof. van Bergen) 7 neLmHoLTZ

ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG



Capacity for /?

Interactomics (AB-, Tag-, BirA-based)
National, routinely / ,ad hoc"

Signal network studies
TCR-Treg from 600 mice (SFB854)
EVOTEC (TMT MultiNotch MS3)
National & industrial partners

A few slots per year

Phenotypings (Biomarker detection)

Secretomes & microvesicles

(e.g. profiling 1000 exosome samples scheduled;

3-4 month MS data acquistion time in 2016) ﬁ N —

ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG



Networking with DGfl & Transfusion Medicine

A proteome platform for the definition of A rasress

primary immune cell subsets \ﬁfF"ETcRTE.on?';Esmcu InternathnaI pa rtnerS

: Inhoffensiratie 7
Department of Experimental Immurology, Helmholiz Centre for
Infection Research, Braunschweig, Germany. 38124 Braunschweig | Germany.
Lothar Jaensch@helmholiz-hzi de

>Department of Computer Science, Ostalia University of Applied
Sciences, Wolfenbustiel, Germany

INTRODUCTION OBJECTIVES
Pt syt ko o dcimtan o o o 98 it o (rovel primary mmune cll subses o men and . . .
Gemoncenad the Tessiolly of pareomce.h moleculy mmanciogy Hovever, * SuppOTLfor clinical proteome studies & individualized medicine ’

R e don ) = Support for functional characterizations (protein-protein
e now introduce a platform alowing the state-of-the-art definiton of priman

RN ., Biomedical Excellence for Safer Transfusion

Donors: Subset solation & Purity control Labeling of peptides M sample preparation Peplide Sequencing & Biostatistics
for relative sample
quantiications s
~ i e |:| :
- for () systematic
X profiings
5 " v for ) profiing of AR
- ) ¥ = protein madifications Protein abundances
. Protein moification:
A Tissoes - L Optonal by SILAC for (1) protein nter proten modiicaons

1. Immune subset definition (two examples) .

as well as target-based accurate mass
el dentifcation of novel mechanisms in primary human NaturalKille Cells by Orbitrap Fusion

> Poster ID. 486 May

b) Definition of primary human MAIT (Mucos:
g 2
It

2. Immune cell activation (wo examples) Forkneat box protein P3  Foxp3
a)Novel ubiquiting mechanisms in human EB\Atransformed B cels i

ated invariant T) cells

+ ABlike sensitivity
nambigu
- Targeted detection

- High dynamic range

c of low-abi signaling
Tanscrpton facar profiings GSic3 Kinase Phosphorylation

J R B

EBV modaates CO6 ubiunaton & uncion Sart vith Se10- et
> Poster 10, 516

b) The TCR network of primary murine requlatory T cells

Henning GroBkop!

Protein interaction studies

> Poster ID. 561 Nicole Portius

Protein 1-1162
Protein 1-1427

CONCLUSION ouTLOOK
= Current proteome technologies are suitable for the direct characterization = Collaborative analyses of prototypic & novel su th DGF partner
of primary immun sets Iaboratores (YOU)
+ Results representatively reflect cellular functions & activly states * Cross-project data integration & Absolute quantifcations.
= Best data basis for the selection of clinical relevant (novel) targe (Gl Db Al e <ol i)
+ Support for phenolyping of ex vivo expanded immune cl

REFERENCES & Contacts

[ ————

DI D2 D3 D4 DS De D7 D8 D9 D10

| INFEKTIONSFORSCHUNG




| Patient-specific immune cell phenotyping

-9 an;g HCV therapy A 1. PBMCs A2. Lymphocytes 43 CD56%m

O] |1 & cpsebrion Q|"leosr  cos7*
7. o|~! gdeo O
50K 100K 150K 200K i T ;‘“;2 T |[I):\ T ";4 -‘;6 " SR 10? 10° 10° )‘
FSC co3 CD57
MACS or Sorting B
Donor-specific

ETD/ Orbitrap Fusion

Protein 1-1162
Protein 1-1427

DI D2 D3 D4 DS De D7 D8 D9 D10



Il. Detect / Characterize Drug-targets = <x.

Ubiquitin

Kinases
Ub-modifying enzymes
Phosphatases

Immobilized drug Chromatography Regulated phosphorylations of AAK1
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lll. Retrospective / in situ clinical proteomics

HOPE fixation of lung explants allows retrospective histology,

proteomics & phosphoproteomics
(Shevchuk et al., J. of Proteome Research, 2014)

Case study (unpublished)
PhosphoKinome analyses of renal cell carcinomas
-> only snap frozen samples suitable

I ||||.. -

LC-MS/MS LC-MS/MS
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lll. Retrospective / In situ clinical proteomics

HOPE fixation of lung explants allows histology and

proteomics & phosphoproteomics
L (Shevchuk et al., J. of Proteome Research, 2014)
:
/ \ Alm:
Laser catapult microdissection + Ultra-sensitive MS

ot i 7

Palm-Microbeam

éh

|S-complement

LC-MS/MS LC-MS/MS

Statistical evaluation




Danke

ﬁ HELMHOLTZ

ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG



Andreas Pich
(Proteomics)



Core Facility Proteomics - MHH

Contact:
Tel.: 2808, 5614
ww.mh-hannover.de/3197.html

Staff

» Andreas Pich

* Anke Schroder

« Karin Agternkamp
» Karsten Heidrich

M-l I-I Medizinische Hochschule

Hannover




Current equipment

MALDI-TOF/TOF ESI-Orbitrap

ESI-QTRAP



Core Facility Proteomics - MHH

YW  Cost sharing

 25,- €/ per protein digest
« 25,- €/ per LC-MS analyis

Proteines/Proteomes
« Protein identification
 PTM detection

shot gun/DDA

« > 5000 proteins Andreas Pich
e SILAC - 2808

e lable-free e 5614

eTargeted proteomics

* MRM/SRM
* DIA

Andreas Pich M_I I-l
Core Facility Proteomics Medizinische Hochschule

Hannover




@ Leukemia (2014) 28, 554-565 OF
© 2014 Macmillan Publishers Limited All rights reserved 0887-6924/14

www.nature.com/leu

ORIGINAL ARTICLE

Differential expression of miR-17 ~92 identifies BCL2 as a
therapeutic target in BCR-ABL-positive B-lineage acute
lymphoblastic leukemia

M Scherr’, A Elder®’, K Battmer'”’, D Barzan'’, S Bomken®*, M Ricke-Hoch*, A Schréder®, L Venturini', HJ Blair?, J Vormoor®?,
O Ottmann®, A Ganser', A Pich®, D Hilfiker-Kleiner*, O Heidenreich? and M Eder’

DDA - SILAC experiment

log, (MiR20a/SIEw) log, (MiR17-19/SIEw)

Andreas Pich

Core Facility Proteomics M-I Medizinische Hochschule
Hannover




Western blot analysis of target proteins

A~

\

6\6® ?‘/

79 k0o [

S & oo

28 KDa- Bcl-2... ‘ functional analyses
45 KDa - Actin

Scheer et al. 2014

Andreas Pich M_I I-l
Core Facility Proteomics Medizinische Hochschule

Hannover
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medicine

Myeloid-derived growth factor (C190rf10) mediates
cardiac repair following myocardial infarction

Mortimer Korf-Klingebiell»27, Marc R Reboll!:27, Stefanie Klede!:>7, Torben Brod!:>»7, Andreas Pich3,
Felix Polten?, L Christian Napp?, Johann Bauersachs?, Arnold Ganser?, Eva Brinkmann!-2, Ines Reimann!-2,

Tibor Kempf -2, Hans W Niessen?, Jacques Mizrahi®, Hans-Joachim Schonfeld®, Antonio Iglesias®,
Maria Bobadilla®, Yong Wang!-? & Kai C Wollert!>?
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€ U mf-hannover.de/home html

= PubMed E ExPASy | | Mascot %7 STRING ﬁ leo {_! ProteinProspector 2= Protein BLAST |} paper Bestellung m Maps “ PeptideMass E ZIMt Telefonsuche

LIRS

arum Hanne

HOME Organisatoren | Institutionen | Arbeitsgruppen | Termine | Kontakt |
Startseite = HOME

HOME

Das Massenspektrometrie Forum Hannover (MFH) wurde 2007 gegrindet, um eine
gemeinsame Plattform fir Diskussionen, Vortrdge und Erfahrungsaustausch unter
Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern aus Hannover und der Region zu schaffen,
die massenspektrometrische Techniken fir grofe und kleine Molekile anwenden und
anwenden méchten.

Nachstes Seminar:

Eine Initiative von:

I I Medizirische Hochichule

Mirmirur Dr. Dietrich Merkel, AB SCIEX, Darmstadt:

Mittwoch 20.11.2012, 16:00 Uhr

"MS/MS ALL with SWATH acquisition: global quantitative strategies for proteomics”

i1 | Leibniz
i @ £ Universitat
108 B ees Weitere Informationen...

=

Za Fraunhofer

ITEM

Saite drucken

-I Medizinische Hochschule
Hannover




Danke fur die Aufmerksamkeit !
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Targeted MS

Targoted - M3

M-I I-l Medizinische Hochschule
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Mikrobielle Proteomik

ﬁ HELMHOLTZ
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Susanne Engelmann
Technische Universitat Braunschweig, Institut fir Mikrobiologie *}3%*’ {echnische
j{‘é’ Braunschweig

¥sc¥

15
]
(73

Helmholtzzentrum fur Infektionsforschung, Mikrobielle Proteomik g



Versorgungssicherheit

Arbeitsgruppe ,Mikrobielle Proteomik®

zugehorig zur TU Braunschweig (Institut fur Mikrobiologie) und assoziiert an das
HZI Braunschweig

ein wissenschaftlicher Mitarbeiter (60 % Forschung, 40 % Lehre) und eine
technische Assistentin (60 %)

Promotionsstudenten, Masterstudenten, Bachelorstudenten

Dringender Bedarf: Technische/r Assistent/in (100 %) zur Probenvorbereitung und
MS-Analytik



Versorgungssicherheit

Gerateausstattung

nanoAQUITY UPLC gekoppelt an ein LTQ Velos Orbitrap Pro MS
Multiphor und Gelkammern fur 12 Proteingele
Durchlichtscanner

Delta-2D

Mitbenutzung (HZI):
Typhoonscanner
MALDI MS
SCX, Grolenausschlusschromatography
Mascot, Proteomediscoverer

FACS-Sorter



Versorgungssicherheit

|[dentifikation, Quantifikation (SILAC und markierungsfreie Ansatze) und Modifikation
cytosolischer, oberflachenassoziierter, extrazellularer und Membranproteine aus
Bakterien

e 2-dimensionale (2D) Gelelektrophorese-Technik kombiniert mit MALDI MS/MS

e GelLC-MS/MS

e 2DLC-MS/MS

e 2D-Westernblots

e Thiolmodifikationen



Versorgungssicherheit

Nutzer/Kooperationspartner

60 bis 70 % eigene Projekte (DFG, BLE) und studentische Ausbildung

ca. 30 bis 40 % Kooperationsprojekte

Kooperationspartner

D. Jahn, TU Braunschweig, Mikrobiologie

M. Steinert, TU Braunschweig, Mikrobiologie

E. Medina, HZI Braunschweig

M. Erhardt, HZl Braunschweig

C. Jogler, DSMZ Braunschweig

S. Halbedel, RKI Wernigerode

S. Fuchs, RKI Wernigerode

J. Dickschat, Universitat Bonn

F. Hochgrafe, Universitat Greifswald, Mikrobiologie



Hauptthemen

e Physiologische Proteomanalyse in Bakterien unter in vitro Bedingungen

e Physiologische Proteomanalyse von Bakterien unter in vivo Bedingungen
(Wirt-Pathogen-Interaktionen)

e |dentifikation und Charakterisierung von kleinen Proteinen/Peptiden (<100 AS)
e Thiolmodifikationen an Proteinen: Dynamik, Art und Konsequenzen

e |Immunoproteomik (2D Westernblots, Proteinarray)

® Protein-Protein-Interaktionen (z. B. bakterielle Virulenzfaktoren mit
Wirtsproteinen, in bakteriellen Enzymkomplexen)



Konzeption

Unser Schwerpunkt : mikrobielle Proteomik

Austausch von Methoden bzw. Zusammenarbeit bei der Anwendung von in den
einzelnen Gruppen etablierten Methoden

Gemeinsame Nutzung von Geraten mit bestimmten Spezifikationen

Ziel konnte sein, einen Geratepool und ein Methodenspektrum zu etablieren, mit

dessen Hilfe es moglich ist:
(i) einen hohen Probendurchsatz zu gewahrleisten
(i) sehr unterschiedliche Fragestellungen in der Proteinanalytik

zu bearbeiten

Bioinformatik!!!
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Research Core Unit Metabolomics

Volkhard Kaever
Department of Pharmacology and Toxicology
Hannover Medical School

M-I Medizinische Hochschule

Hannover




Research Core Unit Metabolomics

« founded in 2011
« associated to the Institute of Pharmacology (J6 / 03)

« supports scientific collaborations, both inside and outside the MHH
» service contracts with industrial partners can be placed, too

« www.mh-hannover.de/metabolomics.html

Analytical spectrum
Simultaneous quantification of various endogenous metabolites
(50-850 Da) by means of GC-MS/MS and LC-MS/MS.

Equipment
6 mass spectrometers / 1 GC system / 6 HPLC systems

> 10,000 measurements in 2015
(20 publications)

M-I Medizinische Hochschule

Hannover




Research Core Unit Metabolomics

Prof. Dr. Volkhard Kaever
kaever.volkhard@mh-hannover.de

Dipl.-Ing. (FH) Frank-Mathias Gutzki Annette Garbe

GC-MS/MS analyses LC-MS/MS analyses

M-I I-l Medizinische Hochschule

Hannover




Typical experimental setup
(serum, plasma, cells, tissues, plants, bacteria, ...)

— u g™ —

Sample preparation HPLC (or GC) Mass spectrometer
* protein removal « chromatographic » specific mass detection
 analyte extraction separation => identification

=>» sensitive quantification

M-I I-l Medizinische Hochschule

Hannover




Comparison of targeted versus non-targeted
metabolomics

non-targeted metabolomics
e Identification
e time of flight mass spectrometer

Specificity

targeted metabolomics
e Quantification
* QqQ mass spectrometer

M-I I-l Medizinische Hochschule

Hannover




Research projects / Analyses

drugs endogenous metabolites
/_l\ |
< targeted ) non-targeted
metabolomics metabolomics
\_/
antibiotics nucleotidomics
antimycotics cyclic nucleotides
Immunosuppressants cyclic dinucleotides
experimental drugs neurotransmitter
catecholamines T " | tabolit
endogenous cannabinoids — (b= Gycle Melabolites
biogenic polyamines — : S =
J POty metabolite-/steroid-/bile acid kits

oxidative stress marker —

M-I Medizinische Hochschule

Hannover




Selected references from 201572016

Lachmann, N., Czarnecki, K., Brennig, S., Phaltane, R., Heise, M., Heinz, N., Kempf, H.,Dilloo, D.,
Kaever, V., Schambach, A., Heuser, M., Moritz, T. Deoxycytidine-kinase (dCK) knock-down as a novel
myeloprotective strategy in the context of fludarabine, cytarabine, or cladribine therapy. Leukemia
29, 2266-2269, doi:10.1038/leu.2015.108 (2015).

Zwadlo, C., Schmidtmann, E., Szaroszyk, M., Badder, K., Froese, N., Hinz, H., Schmitto, J.D., Widder,
J., Batkai, S. Bahre, H., Kaever, V., Thum, T., Bauersachs, J., Heinecke, J. Anti-androgenic therapy
with finasteride attenuates cardiac hypertrophy and left ventricular dysfunction. Circulation 131,
1071-1081, doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.114.012066 (2015)
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10.1073/pnas.1421450112. ( 2015).
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Borrow, P., Rehwinkel, J. Viruses transfer the antiviral second messenger cGAMP between cells.
Science 349 (6253), 1228-1232, doi:101126/science.aab3632 (2015).
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Sven Schuchardt
(Metabolomics)



Targeted-(GxP)-Metabolomics-Plattform am Standort

Fraunhofer ITEM Hannover

Dr. Sven Schuchardt
Abteilung
Bio- und Umweltanalytik
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Fraunhofer-Gesellschaft: Service oder Forschungsgruppe?

Forschung und Entwicklung

B anwendungsorientierte Forschung zum unmittelbaren Nutzen fur
die Wirtschaft und zum Vorteil der Gesellschaft

B anwendungsorientierte Grundlagenforschung

W Ressortforschung fur das Bundesverteidigungsministerium

Unternehmertum
B Institute arbeiten als Profit-Center
B ein Drittel des Budgets sind Einnahmen aus Industrieprojekten

® Ausgriundungen durch Fraunhofer-Forscher werden gefordert

Vertragspartner/Auftraggeber
B Industrie- und Dienstleistungsunternehmen
m offentliche Hand

Bio- und Umweltanalytik Folie 2 9. Mai 2015 % Fraunhofer
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Leistungsspektrum und inhaltliche Schwerpunktsetzung

Guideline-konforme Methodenvalidierung

VOC Innenraumanalytik /
Kabinenluftqualitat Arbeitsplatzmessungen

Strukturaufklarung von Metaboliten oder Verunreinigungen

Diagnostische VOC-Analytik Zulassungsanalytik REACH

DeNovo-Sequenzierung von Antikorpern
Schwermetallanalytik
pra-klinische GLP Studien aus Blut und Geweben

W5

klinische Phase | GCP Studien  Methodenentwicklung = =

- =l
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ITEM



Leistungsspektrum und besonderes Know-how

Strukturaufklarung von ]

0.05mg HPLC-Schnitt RT= 18.1min davon ca.
in 50/50 CDCI3/DMSO-d6 18.

NAME  Phytochem
EXPNO 222
PROCNO 1

Date. 20111021
Time 1401
INSTRUM  spect
PROBHD_ 5 mmCPTCI1H-

unbekannten Verbindungen mit
Hilfe von 2D NMR und LC-MS .|

204

2.5

25

OH 24
H o H é
H—&/ H

H
15 H

A

H

.44""14

I\m"‘"

1024
T DMSO

NS 16
DS 32
SWH 4432
FDRES 4328734 H
AQ 01155572
RG 128
DwW 112.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0K

DO 000010383 sec
D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
INO  0.00022560 sec

[ — CHANNELfl =z======
NUCL

Pl 80

P15 20000000

PLL 3.00dB

PLL1 17.20 dB

PLIW 701221466 W

PLIIW 026659691 W

5F01 600. 1325806 MHz
0

12
5F01 600.1326 MHz
FIDRES 8657498 Hz
W

s 86 ppm
FMODE _ States-TPPI
st 1024
S eo0 1299984 MHz
P wDw QSIN
SSB 2
1B 000 Hz
GB 0
PC 1.00
St 512

MC Sta;
SF_ 600 1299952 MH
wow QSIN

SSB 2

B 000 Hz

GB 0

Compound 12 partial structure: (A) Schematic representation
of the observed 2J (green lines) and 3J (red lines) couplings in
HMBC. Connectivity between H-17 and H-20 is ensured by
the spin system observed in COSY. (B) Significant nuclear
Overhauser effects (NOE) between H atoms (marked in red)
observed in ROESY.
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Verfuigbare Gerate und Personal

2 Wissenschaftler
7 Techniker und Angestellte™]

a

| hﬂ-lﬂlﬂ“ﬂ
| .

= :
ATD-GC-MS praparative HPLC
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Innovative Ideen zur Starkung der Gesamtinitiative

Etablierung einer Targeted-(GxP)-
Metabolomics-Plattform am
Standort Fraunhofer ITEM / CRC

AbsolutelDQ p180 Kit

96-well plate layout

OOOOO000000

double blank

PBS ‘zero’ samples
Calibration curve

Low, Mid, High QC Stds
Global Reference QC
Study QC pool

Study Samples

O
OO.:.OO

OO0O00000000
OOOOOO00000

L L 41 0000

O
O
O
O
O
O
O
O
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Targeted-(GxP)-Metabolomics-Plattform am Standort Fraunhofer ITEM / CRC

.Stand der Umsetzung...” 4 (AP

Mai. — Okt. 2016

Nov. 2015 Mrz. 2016 Etablierung des
Start der Installation Apr. 2016 : GxP Regimes &
Planung der Qualifizierung | Bearbeitung
Hardware des Personals | erster Studien
I
Dez. 2015 ab 11. Mai 2016 Ab Nov. 2016
Beschaffung . . Non-GLP Angebot ~Targeted
von &ﬁx Metabolomics”
UPLC, N2- ———y unter GxP

Evaporator g

und
Software

.
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Konzeption...

Service-Angebot an
Industriepartner und
Dienstleistungsunternehmen

zertifiziertes High-Throughput Metabolomics-Sreening = Omics-Subgruppe?

Service-Angebot an Hochschulen und
Forschungseinrichtungen
im Grof3raum Hannover (TRAIN)

Bio- und Umweltanalytik Folie 8 9. Mai 2015 % Fraunhofer
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