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VORWORT

,,omnis cellula e cellula“

R. Virchow, 1855 (Zellpathologe)

Mit diesem Satz beschreibt der als Vater der Zellpathologie bezeichnete Belgarder Mediziner
die Entstehung von Tumoren aus einer Ursprungszelle, indem sich dort jede Zellgeneration
aus einer vorausgehenden entwickelt. Mit der Beschreibung der Tumorentwicklung als dyna-
mischer Prozel} leistete Virchow eine entscheidende Vorarbeit fiir das heutige Wissen tiber

die genetische Instabilitit von Tumorzellen, welche maBigeblich zu dieser Dynamik beitragt.

Ebenso wichtig wie die Aufklidrung der molekularbiologischen Abldufe in der Tumorentste-

hung ist die Entwicklung von geeigneten Methoden zur Krebsfriiherkennung.

Die vorliegende Schrift beschreibt die Weiterentwicklung einer von Schmitz et al. entwickel-
ten Methode zur DNA-Adduktanalytik mittels Kapillarelektrophorese und Laser-induzierter
Fluoreszenz. Die Basis dieser Arbeit bilden die von O. Schmitz, C. T. Worth und D. Stach
durchgefiihrten Untersuchungen im Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg.
Diese Schrift enthélt auch Ergebnisse aus der Arbeit zweier von mir eingearbeiteter Diplo-
manden (C.A. Schumann und R. Schiewek), die sich unter anderem mit dem Nachweis von
endogenen Addukten in mitochondrialer DNA und der Abtrennung der fluoreszenzmarkierten
Nukleotide von den Uberschiissen an Fluoreszenzmarker und Kopplungsreagenz beschiftigt

haben.

Ich versichere, dal ich die durchgefiihrte Doktorarbeit in der Analytischen Chemie im Ar-
beitskreis von Herrn Prof. Dr. S. Gab unter Betreuung von Herrn PD Dr. O. J. Schmitz selb-

standig durchgefiihrt und keine anderen als die angegebenen Quellen als Hilfsmittel verwen-

det habe.

Wuppertal, Oktober 2006
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Abstract

The work described here is essentially divided into two parts. The first section covers the
optimisation and standardisation of a capillary-electrophoretic method for the analysis of
DNA modifications and the employment of this procedure to investigate real samples. The
second part is concerned with the construction of a detection system with spectral resolution
of laser-induced fluorescence and detection by a charge-coupled device (CCD) as well as the
use of a multi-capillary arrangement to increase sample throughput.

Tumour tissue from biopsies or surgery is often very small and inhomogeneous, so that DNA
in amounts of 10 pg is only rarely available for analysis. After the amount of DNA necessary
for analysis had successfully been reduced from 10 pg to 1 pg and 100 ng and correction
factors had been determined by means of the defined standard DNA of Lambda
bacteriophages, the methylation level in 100 ng DNA from human breast-cancer cells could
be determined reproducibly.

In the context of a co-operative project with Goth Goldstein (Lawrence Berkeley National
Laboratories, Berkeley, USA), DNA samples from Caco2 cellular lines which had been
incubated with various polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) for 24 h and 48 h were
analysed for their methylation level. The hypomethylation turned out to depend on the
carcinogenic potential of the PAHs.

During this work, it was noticed that the sample throughput, despite the fully automated CE-
LIF instrument, was limited by the instability of the fluorescence-labelled DNA sample
diluted in water before the analysis. Detailed investigations showed that the cause for this lay
in the formation of decomposition products from the great excess of fluorescence label. These
decomposition products were present in the second or third analysis run and/or on longer
storage of the diluted sample. In particular, they made it more difficult to integrate the
Sm-dCMP signals reproducibly. It was shown that the extent of the formation of these
products depended on the pH, the temperature and the influences of light and oxygen, as well
as on the concentration of the fluorescence marker. As a result of these observations, the
concentrations of the fluorescence marker and the coupling reagent were reduced for the
10 pg DNA analyses, and the diluted samples were covered with paraffin oil. The
significantly higher sample stability achieved by these measures led to a doubling of the
sample throughput from 12 to 24 analyses a day. An instability of the capillaries under routine
use manifested itself after approximately 70 runs by a loosening of the polyimide coating at

the outlet end; this could be repaired by a simple modification of a thermal-treatment
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procedure described by Baeuml and Welsch. The lifetime of capillaries treated this way (heat-
cured capillaries) could be extended by a factor of two to three (ca. 400 runs).

In the context of a co-operative project with Oscier (Royal Bournemouth Hospital, UK), 31
clinically very well characterised DNA samples from 29 B-CLL patients were examined, first
for the genomic methylation. For comparison, the methylation level was determined in six
lymphocytic DNA samples from healthy persons, which were made available by Kleinsasser
(Department of Oekogenotoxikology of the HNO clinic of the University of Regensburg).
Significant hypomethylation (P < 0,0001) was determined in all the persons suffering from
leukaemia. In further investigations an additional trend to hypermethylation was noticed in
patients with high VH-homology, high ZAP-70 expression and unmethylated C-334; this was,
however, not statistically significant (P = 0.064). From these results and the results of Oscier
it was concluded that patients with a methylation level > 3.95 %, a VH-homology of 98 %
and a ZAP-70 expression of 10 % with unmethylated C-334 would have a worse disease
prognosis than those with lower values and with methylated C-334. Since some patients with
B-CLL exhibited a methylation level similar to that of healthy persons, Sm-dCMP is not a
suitable biomarker for this type of illness. Interest was therefore focussed on the search for
another biomarker. Further endogenous adducts (dUMP and etheno-dAMP) were quantified
after optimisation of the capillary-electrophoretic separation in DNA samples from four
B-CLL patients. RAL values found for etheno-dAMP lay within the range of 21 - 42 adducts
in 10° unmodified nucleotides and for dUMP within the range of 35 - 77 adducts in 10°
unmodified nucleotides. These results and further findings from the literature suggest that
etheno-dAMP might represent a suitable biomarker for chronic lymphatic leukaemia (CLL).
To increase the sensitivity, a detection-system was constructed in co-operation with Schtte
(LaVision BioTec), with which spectral resolution of the laser-induced fluorescence with
following CCD detection could be accomplished (LS-CCD-system). Coupling of this
detection system to capillary electrophoresis gave a detection limit of 5 pM for an aqueous
solution of the fluorescence marker BODIPY with a S/N greater than 5. Exploitation of the
advantages of the CCD camera’s exposure time and modification of the null function of the
camera by means of a capillary filled with water increased the sensitivity of the CE-LS-CCD
system by a factor ~ 8.4 over that of the CE-LIF system. The employment of a cubic capillary
instead of a round one led to a further increase in sensitivity by about a factor of 3. That
means a sensitivity difference over commercial LIF detection of ~ 25-fold, whereby the
detection limit for DNA adducts, starting from an RAL of ~ 11 in 10° (CE-LIF), could be

raised to ~ 5 in 10,



In addition to this, the LS-CCD system could be used successfully for a multi-capillary
arrangement with three capillaries. That had the advantage of accomplishing three analyses of
a sample simultaneously in the time which had normally been needed for one analysis. Thus it
was possible to increase the sample throughput from approximately 10 to 30 analyses a day.
A sensitivity loss results from the necessary expansion of the laser beam, but that does not

interfere with the determination of the methylation level.
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1 Einleitung

The only real security a person can have in this
world is a reserve of
knowledge, experience and ability.

Henry Ford (1863-1947)

In den westlichen Industrielindern ist Krebs nach Herz- und Kreislauferkrankungen die
zweithdufigste Todesursache [1, 2]. Trotz umfangreicher staatlicher und industrieller Ausga-
ben zur Entwicklung neuer Arzneien erkranken jdhrlich weltweit mehr als zehn Millionen
Menschen an Krebs, mehr als sechs Millionen sterben daran [3]. Allein in Deutschland wird
jéhrlich bei etwa 400000 Frauen und Ménnern Krebs diagnostiziert, fiir mehr als 211000 Per-
sonen endet diese Erkrankung jedes Jahr todlich [4, 5]. Zwar gibt es Krebsarten, die heute
rickldufig sind wie der Magenkrebs oder der Gebarmutterhalskrebs, jedoch nehmen andere
auf alarmierende Weise zu, etwa Lungen- und Dickdarmkrebs [1, 5]. Lungenkrebs steht bei
Minnern an der Spitze der Todesursachen, bei Frauen ist es Brustkrebs [5].

Die meisten Krebserkrankungen nehmen an Hiaufigkeit im Alter deutlich zu, so da3 Krebs
auch als eine degenerative Alterserkrankung des Zellwachstums angesehen werden kann.
Hauptrisikofaktoren fiir die Krebsentstehung sind das Rauchen sowie falsche Erndhrung. So
werden 25 bis 30 % aller Krebserkrankungen auf das Rauchen zuriickgefiihrt. Weitere 20 bis
40 % der Krebserkrankungen héngen laut Schitzungen mit der Erndhrung zusammen. Als
weitere Risikofaktoren gelten Virusinfektionen, die weltweit mit rund 15 % unter anderem bei
der Entstehung von Leberkrebs, Gebarmutterkrebs und Lymphomen (Tumoren des Lymph-
gewebes) eine Rolle spielen. Beruflich bedingte Schadstoffbelastungen sind mit etwa 7 % an
der Krebsentstehung beteiligt, wihrend genetische Faktoren, die an der Entstehung von
Darm-, Brust-, Schilddriisen- und Eierstockkrebs beteiligt sind, nach heutigem Wissen zwi-
schen 5 und 10 % ausmachen [6 - 8].

AulBlerdem zeigen sich auch geographische Haufigkeitsunterschiede in der Tumorlokalisation
[7]. Beispielsweise kommt Leberkrebs in Ostasien, insbesondere in der Mongolei am héufig-
sten vor [3]. Als Hauptursachen fiir Hepatokarzinome werden Hepatitis-B- und -C-Viren und
die erndhrungsbedingte Aufnahme von Aflatoxin vermutet [9]. Dagegen treten in Australien
Hautkrebserkrankungen besonders oft auf [3]. Die primire Ursache hierfiir ist in der diinnen

Ozonschicht iiber Australien und die damit verbundene starke UV-Strahlung zu sehen.
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Krebserkrankungen stellen ein sehr vielschichtiges Problem dar. Entsprechend ist die Krebs-
forschung eine sehr breit angelegte Disziplin, die fast jeden Aspekt der Biologie normaler
Zellen beriihrt, von der molekularen {iber die zellulire Ebene bis zur Gewebsdifferenzierung
und schlieBlich zur Untersuchung iiberregionaler Kontrollsysteme wie etwa des Hormon- und
des Immunsystems [1]. Ein wesentliches Aufgabengebiet zur Minimierung von Krebserkran-
kungen stellt die Fortsetzung und Optimierung der Prophylaxe und Fritherkennung dar. Dazu
zdhlen unter anderem die Identifikation von kanzerogenen Noxen und die Identifizierung und

Validierung von Biomarkern, die mit dem Prozef3 der Krebsentstehung assoziiert sind.
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2 Theoretische Grundlagen

Mehr als einhundert verschiedene, deutlich unterschiedliche Krankheitsbilder werden im All-
gemeinen unter dem Begriff ,,Krebs* zusammengefafit. Sie variieren im Zeitpunkt ihres ersten
Auftretens, in der Geschwindigkeit ihres Fortschreitens, in der zelluldren Differenzierung, in
ihrer Tendenz zur Metastasenbildung, in ihrer Therapierbarkeit und in ihrer Prognose. Die
einzelnen Krebsarten werden in erster Linie nach den Korperzellen unterschieden, von denen
die Krankheit ausgeht. Die weit iiberwiegende Zahl humaner Krebse stellen Karzinome dar,
bosartige Entartungen epithelialer Zellen, etwa der Lunge, des Brustgewebes oder des Ver-
dauungstraktes. Der Rest verteilt sich auf Tumoren des Knochen-, Knorpel-, Muskel- oder
Bindegewebes (Sarkome), Lymphome und Leukidmien. Letztere entstehen aus blutbildenden

Zellen des Knochenmarks bzw. der lymphoiden Organe [2, 10 - 12].

2.1 Krebs und krebserzeugende Faktoren

Die Entstehung von Krebs kann ohne dulleren EinfluB3 spontan erfolgen, aber auch durch bio-
logische, chemische oder physikalische Umweltfaktoren initiiert werden. Die Folge sind neo-
plastische Zellen (maligne Tumorzellen) mit unvollkommener Differenzierung und unge-
hemmter Vermehrung. Thr Wachstum ist weitgehend unabhéngig von Kontrollmechanismen
des Ursprungsgewebes [10]. Maligne Tumorzellen sind in der Lage, unabhingig von der Um-
gebung zu proliferieren, Apoptose-Signale zu ignorieren, sich der immunologischen Abwehr
zu entziehen und gegebenenfalls sogar infiltrierend zu wachsen und zu metastasieren [11 -
13]. Alle Tumoren bestehen aus mindestens zwei Komponenten, nimlich den autonom wach-
senden Tumorzellen im eigentlichen Sinne, und einem Stroma, das sich aus Bindegewebe,
Blutgefdlen, entziindlichen Zellinfiltraten und anderen Komponenten zusammensetzt [10].
Lebensbedrohend an einer Tumorerkrankung ist zumeist weniger der Primértumor, sondern
vielmehr seine multiplen Metastasen (Sekundiartumoren). Ein Therapieerfolg ist deshalb be-
sonders abhdngig von einer mdglichst frithen Erkennung maligner Zellen, solange diese noch
zahlenmiBig begrenzt und lokalisiert sind. Mit bildgebenden Diagnostikverfahren konnen in
der Regel maligne Neubildungen, deren Tumordurchmesser unter einem halben bis einem
Zentimeter liegt, nicht nachgewiesen werden. In diesem Stadium enthilt ein Tumor bereits

zwischen 10% - 10° Zellen [10, 11].
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2.2 Molekulare Grundlagen und Mechanismen der Krebsentste-

hung

Bereits 1914 formulierte der Wiirzburger Biologe Theodor Boveri seine Theorie der somati-
schen Mutation als Ursache fiir die Krebsbildung. Krebszellen entstehen danach infolge
félschlich kombinierter Chromosomenabschnitte, was zu einer anormalen Vermehrungsfahig-
keit der Zellen fiihrt [14].

Der genaue Mechanismus zur Krebsentstehung ist bis heute noch nicht exakt aufgeklért. Es ist
aber allgemein akzeptiert, da3 die Krebsbildung das Ergebnis eines mehrstufigen Prozesses
von genetischen Fehlern und Verdnderungen (z.B. Mutationen, Deletionen, Chromosomen-
translokationen) ist, deren Akkumulation in einer Zelle zu ihrer Entartung fithren kann [12, 15
- 17]. Der Ubergang von einer normalen Zelle zur Tumorzelle (maligne Transformation) ist
durch einen zunehmenden Verlust der Zelldifferenzierung gekennzeichnet, die sich unter an-
derem in einer verdnderten Zellform, einer gestorten Position der Zellen zueinander und einer
Abnahme der normalen Gewebestruktur duf3ert [18].

Eine wichtige Rolle bei der malignen Transformation spielen zwei bestimmte Kategorien von
Genen, die Proto-Onkogene und die Tumorsuppressorgene [10, 11, 19] (Abbildung 2-1). Die-
se, bereits von Boveri postulierten Gene [14, 20], stellen kritische Wirkungsorte in der zellula-
ren DNA dar [11]. Sie enthalten genetische Informationen zur Regulation des Zellzyklus und
des Zellwachstums.

In einer normalen Zelle wird das Wachstum so reguliert, daB3 der Anteil proliferierender Zel-
len in einem Organ zu- und abnimmt, wie es erforderlich ist, um den stindigen Verlust an
Zellen durch Verschleil und Alterung zu kompensieren [11]. Krebszellen scheinen diesen
Regulationsmechanismen nicht mehr zu unterliegen [11].

Proto-Onkogene konnen beispielsweise durch Mutationen, Viren oder Chromosomentranslo-
kationen zu Onkogenen aktiviert werden [7, 11]. Einige Onkogene (z.B. myc) kodieren Pro-
teine, die direkt an der Stimulierung der Proteinsynthese im Zellkern beteiligt sind. Weitere
Genprodukte von Onkogenen sind unter anderem Wachstumstfaktoren, membrangebundene
Rezeptoren und Regulatoren des Phosphoinositol-Stoffwechsels [7, 11, 21]. In Zellen mit dem
Wachstumsverhalten von Tumorzellen sind solche Gene entweder verstirkt exprimiert oder
deren Produkte strukturell verdndert, wodurch die Zellen zu einer verstirkten Vermehrung
angeregt werden konnen [21, 22]. Diese Abweichungen vom physiologischen Genexpressi-

onsmuster tragen zur malignen Transformation bei [10, 11, 22].
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Abbildung 2-1: Modell einer einheitlichen Theorie zur Krebsentstehung. Modifiziert aus Schirrmacher [11].
Zentraler Ausgangspunkt sind zelluldre Gene (Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene), die fiir ein geregel-
tes Wachstum und eine normale Entwicklung der Zelle verantwortlich sind. Mutationsausldsende Vorgénge
konnen zur Aktivierung oder Uberexpression von Onkogenen oder zum Ausfall von Tumorsuppressorgenen

fiihren [11].

Im Gegensatz zu den Onkogenen ist der Einflull von Tumorsuppressorgenen in der Krebsent-
stehung durch einen rezessiven ProzeB charakterisiert [11]. Tumorsuppressorgene sind nega-
tive Regulatoren der Zellproliferation [23]. Sie kodieren Proteine, die ihrerseits die Expressi-
on von Zellteilungsproteinen hemmen und damit die Zellteilung kontrollieren. Des weiteren
sind sie an Differenzierungsprozessen beteiligt [19, 24].

Die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens fiihrt zur Inhibierung der Expression von En-
zymen, die als Wachstumsbremsen fungieren [24]. Das p53-Gen ist das am hédufigsten mutier-
te Tumorsuppressorgen bei humanen Tumoren [25, 26]. Die wichtigste Funktion des nicht
mutierten p53-Proteins besteht darin, in Zellen mit DNA-Schéden je nach Ausmal} des Scha-
dens und nach Zellzyklusstadium einen Wachstumsstop oder die Apoptose zu induzieren.
Durch eine Mutation des p53-Gens konnen diese bedeutsamen Kontrollmechanismen nicht
mehr optimal durchgefiihrt werden [16, 25].

Eine einzige Verdnderung dieser Kontrollgene ist fiir die vollstindige maligne Transformation
nicht ausreichend. Krebs entwickelt sich erst, wenn einige dieser Gene z.B. durch Mutationen
aktiviert bzw. inaktiviert werden, die mutierte Zelle teilungsfdhig ist und der Schaden nicht

repariert wird [7, 23, 27].
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Fiir den mehrstufigen ProzeB3, der fiir die Bildung eines malignen Tumors erforderlich ist,
wird heute eine allgemeine Untergliederung in die Schritte Initiation, Promotion und Progres-
sion vorgeschlagen. Dieses Mehrstufen-Modell (Multi-Hit-Konzept) umfaflt mittlerweile bis
zu sieben voneinander unabhéngige genetische und epigenetische Ereignisse (Abbildung 2-2)
[12, 28 - 30]. In der Initiationsphase, dem ersten Schritt der Kanzerogenese, entstehen aus

normalen Zellen durch irreversible Schidigungen des genetischen Materials potentielle Tu-
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Abbildung 2-2: Multi-Hit-Konzept der chemischen Kanzerogenese. Modifiziert aus Schirrmacher [11].
Die blauen Pfeile kennzeichnen Prozesse, die einer Krebsentstehung entgegenwirken. Trotz ihres klonalen Ur-
sprungs zeichnen sich maligne Tumoren vor allem dadurch aus, daB sie in der Lage sind, sich zu diversifizieren,
d.h. sie bilden genotypisch unterschiedliche Subpopulationen bzw. phénotypisch verénderte Varianten (Tumor-

heterogenitit). Analoges gilt fiir ihre Metastasen [11].

morzellen, die sich phénotypisch nicht von den umliegenden, normalen Zellen unterscheiden
[31, 32]. In der Promotionsphase proliferiert die initiierte Zelle zu einem morphologisch er-
kennbaren, prianeoplastischen Zellklon (benigner Tumor). Der letzte Schritt, die Progression,
beschreibt die Umwandlung des benignen Tumors zur Neoplasie (maligner Tumor) und dar-
iiber hinaus die Metastasierung (Transformation vom Primir- zum Sekundirtumor) [11, 12,
28 - 30]. Auch die Metastasenbildung ist ein mehrstufiger Prozef3 [11, 33]. Dieser umfaft das

Einwachsen des Primartumors in das umliegende Gewebe, den Einbruch von Tumorzellen in
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die Lymph- und/oder Blutgefia3e, das Eindringen in neues Gewebe, die Verdnderung der Um-
gebung zugunsten des Tumorwachstums und der Versorgung der Metastasen mit Blutgefdf3en
[11, 18, 33 - 35]. Ein noch nicht ganz geklirtes Phanomen der Metastasenbildung ist der Or-
ganotropismus, d.h., dafl bestimmte Tumoren bei der Metastasierung bestimmte Organe be-
vorzugt kolonisieren. Leber und Lunge gehoren dabei zu den am héufigsten betroffenen Or-
ganen. Metastasierende Tumorzellen werden im Verlauf ihrer Ausbreitung neben einem steti-
gen Wechsel der Mikroumgebung auch immunologischen Abwehrreaktionen ausgesetzt, und
wahrscheinlich iiberlebt nur ein kleiner Prozentsatz von Tumorzellen diese Phase [11]. Es
wird angenommen, daB der Ubergang von der Promotionsphase zur Progressionsphase im
Wesentlichen auf dem molekularen Prinzip der verdnderten Genexpression beruht. In diesem
Zusammenhang werden insbesondere Verdnderungen im Methylierungsmuster diskutiert [23].
Die irreversiblen Schadigungen der DNA in der Initiationsphase basieren auf einer geneti-
schen Mutation durch Einwirkung exogener oder endogener Faktoren [36]. Umwelteinfliisse
wie Strahlen (UV-Licht, ionisierende Strahlung), bestimmte Viren und eine grof3e Zahl von
kanzerogenen Substanzen konnen nach heutigem Wissen DNA-Lésionen hervorrufen. Bei der
Mehrzahl der chemischen Krebsrisikofaktoren handelt es sich um organische Substanzen.
Kanzerogene Noxen konnen aufgrund ihrer chemischen und biologischen Wirkung in zwei

Gruppen eingeteilt werden:

» Genotoxische Kanzerogene

Diese Kategorie umfafit Chemikalien, deren mutagenes Potential auf die Interaktion mit
der Erbsubstanz zuriickzufiihren ist [37, 38]. Aufgrund der chemischen Aktivitit kann zu-
satzlich zwischen direkten Kanzerogenen, die keine metabolische Aktivierung benétigen,
und indirekten Kanzerogenen, die erst metabolisch verdndert werden miissen, um mit der
DNA reagieren zu konnen, unterschieden werden. Zur erstgenannten Klasse zdhlen z.B.
Nitrosamide, halogenierte Substanzen und Nitrosoharnstoff [22, 39]. Die iliberwiegende
Anzahl genotoxischer Kanzerogene gehdrt zur letztgenannten Klasse [40] wie die polyzy-
klischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK) [22, 41, 42], aromatische Amine [22, 43
- 45], Nitrosamine [22, 46] und einige Pilzgifte [10, 47].

Bei der Metabolisierung kanzerogener Verbindungen spielen Phase I- und Phase II-
Enzyme in den entsprechenden Organen eine entscheidende Rolle. Phase I-Enzyme
aktivieren unpolare, lipophile Verbindungen durch Einfilhren von funktionellen

Gruppen. Das kann oxidativ durch Epoxidierung, Hydroxylierung, N- oder S-Des-
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alkylierung beziehungsweise reduktiv durch Nitroreduktion oder Carbonylreduktion
geschehen. Wichtigster Vertreter dieses Metabolismus-Systems ist die Cytochrom P450-
Familie. Es existieren mindestens 40 unterschiedliche P450-Cytochrome in jeweils einer
einzigen Spezies [48]. Durch die Einfithrung von funktionellen Gruppen erhoht sich die
Reaktivitit der Verbindungen zum Teil erheblich. Die reaktiven Metabolite konnen dann
z.B. kovalente Bindungen mit den Basen der DNA (DNA-Addukte) ausbilden, bevor Pha-
se II-Enzyme die durch Phase I-Enzyme aktivierten Verbindungen an kd&rpereigene
Liganden wie Glutathion, Glukuronsiure, Essigsdure oder Schwefelsdure binden, wodurch
die Ausscheidung {iiber Niere und Galle ermoglicht wird. Allerdings kdnnen auch
Konjugate des Phase-II-Metabolismus aktivierte Spezies darstellen und als Elektrophile

kovalente Bindungen mit der DNA eingehen.

» Epigenetische Kanzerogene

Unter epigenetischen (nicht-genotoxischen) Kanzerogenen werden krebserzeugende Sub-
stanzen verstanden, fiir die eine direkte Interaktion mit der DNA nicht nachweisbar ist. Ih-
re biologische Wirkung beruht auf Zytotoxizitit, hormonelle Einfliisse, immunologische
Effekte oder Tumorpromotion [22]. In letzter Konsequenz ist die krebsauslésende Wir-
kung dieser epigenetischen Kanzerogene auf einer gesteigerten Mutationsrate, Verdnde-
rung der Genexpression oder Erhohung der Proliferationsrate zuriickzufiihren [49 - 55].
Zu dieser Gruppe gehdren beispielsweise Dioxine, Phthalate, Butylhydroxyanisol, Di-
chlormethan, Dichlordiphenyl-B-trichlorethan (DDT), Ostrogen und Asbest [22].

Ob sich eine DNA-Léasion (z.B. Einzel- oder Doppelstrangbriiche, Basendimerisierungen,
Depurinierungen, Ausbildung von DNA-Addukten) nach Einwirkung endogener und exoge-
ner Faktoren manifestiert und dieser Schaden dann letztlich zu einer malignen Transformation
fiihrt, hangt im Wesentlichen von den zahlreichen Abwehr- und Reparaturmdglichkeiten auf
zelluldrer Ebene ab. Dazu gehoren unter anderem die Adsorptions- und Stoffwechselbarrieren
gegen kanzerogene Noxen, die Immunabwehr und eine Reihe von DNA-Repara-
turmechanismen. Zu den wichtigsten Reparaturmechanismen zdhlen das Base-Excision-
Repair (BER)-, das Nucleotide-Excision-Repair (NER)- sowie das Mismatch Repair (MMR)-
System [18, 25, 36, 56 - 68]. Schitzungen zufolge werden pro Zelle und Tag 20000 bis
100000 DNA-Modifikationen repariert [69]. Schidigung und Reparatur befinden sich im

normalen Lebenszyklus einer Zelle im Gleichgewicht. Dieses kann aber durch einen Konzen-
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trationsanstieg von Umweltnoxen, durch eine Exposition iiber einen langen Zeitraum oder
durch Schwichung der zelluldren Abwehr gestort werden [70, 71]. Eine solche Storung ist mit

einer gesteigerten Mutationsrate verbunden und kann ein erhdhtes Krebsrisiko zur Folge ha-

ben [18].

2.3 DNA-Addukte

DNA-Addukte sind Produkte einer kovalenten Verkniipfung elektrophiler Molekiile mit den
Basen der DNA, bei der es zu einer Vielzahl unterschiedlicher Modifikationen kommen kann
[72]. Unter Betrachtung der nukleophilen Zentren der vier Nukleobasen kommen allein fiir
alkylierende Agentien 12 unterschiedliche Angriffspunkte in Frage. Abbildung 2-3 gibt einen
Uberblick iiber die vier wichtigsten Moglichkeiten der Adduktbildung und die jeweiligen An-
griffspunkte an den nukleophilen Zentren der Basen [73].

2,3 1,3 1 2
NH, (@] (0] NH,
1,3 1,3 e
1 ¢ N
N N N NH 1 N
N NH
I J < L ﬁ @
7 >
1 2,3
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Abbildung 2-3: Modifizierbare nukleophile Zentren der vier DNA-Basen [73]. Die Zahlen stellen die verschie-
denen Reaktionstypen an den jeweiligen potentiellen Angriffspunkten der Basen dar: 1: Alkylierung (z.B. Nitro-

samine); 2: Arylalkylierung (z.B. PAK); 3: Arylaminierung (z.B. aromatische Amine); 4: Oxidation (z.B. Sauer-
stoffradikale).

Experimentelle Befunde belegen eindeutig, dal DNA-Addukte Mutationen verursachen kon-
nen, da bei der Replikation an den modifizierten Stellen beispielsweise Basensubstitutionen
oder Deletionen beobachtet werden [74 - 81]. Dadurch spielen die Addukte eine sehr wichtige
Rolle in der Initiationsphase der Kanzerogenese. Die selektive Lokalisation und Akkumulati-
on von DNA-Addukten in verschiedenen Organen ist abhidngig von toxikokinetischen Effek-
ten, vom Metabolismus, von der Effizienz der DNA-Reparatur und von der Zellproliferation
[72]. Es werden zwei Gruppen von DNA-Addukten unterschieden, die exogenen und endoge-

nen Addukte.
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2.3.1 Exogene DNA-Addukte

Exogene DNA-Addukte entstehen durch Exposition gegeniiber genotoxischen Kanzerogenen
und Reaktion dieser mit der DNA. Dazu ist fiir die meisten dieser Substanzen erst eine Ver-
stoffwechselung notwendig. Als reaktive Formen werden beispielsweise die vom Cytochrom
P450-Enzymsystem metabolisierten Epoxide [80] angesehen [22, 82 - 86], die durch nu-
kleophile Ringdffnung z.B. an die N-7- oder N-2-Position des Guanins adduktieren kénnen.

Eine Substanzklasse der kanzerogenen, genotoxischen Noxen, die sehr hiufig im Fokus des
offentlichen und wissenschaftlichen Interesses steht, sind die PAKs, die bei unvollstindiger
Verbrennung organischen Materials entstehen. Sie sind weit verbreitet und kommen z.B. im
Teer, RuB, Petroleum, Olen, Abgasen von Verbrennungsmotoren und Tabakrauch sowie in
gebratenen, gegrillten und gerducherten Lebensmitteln [22] vor. Die PAKSs spielen vor allem
bei der Entwicklung von Lungentumoren eine bedeutende Rolle [82, 87]. Die Leitstruktur
dieser ubiquitiren Umweltschadstoffe stellt Benzo[a]pyren (B[a]P) dar. Es gilt als eines der
starksten Mutagene und Kanzerogene, wobei die reaktiven Metaboliten die Stereoisomere des
7,8-Diol-9,10-epoxids (BPDE) darstellen [22, 41, 82, 87, 88]. Thre krebsauslosende Wirkung
durch Induktion von Mutationen im ras-Proto-Onkogen und im p53-Tumorsuppressorgen ist
bekannt [78, 81, 82, 89, 90]. Eine Reihe von Untersuchungen, sowohl in vitro als auch in vi-
Vo, zeigt die Bedeutung dieser DNA-Addukte fiir die Kanzerogenese [82, 88, 89, 91 - 101].

2.3.2 Endogene DNA-Addukte

Diese Gruppe beinhaltet DNA-Modifikationen, die bei normalen physiologischen Prozessen
gebildet werden [102]. Der iiberwiegende Anteil dieser Addukte besteht aus oxidierten Nu-
kleobasen [103], die durch Oxidantien, Produkte der Lipidperoxidation, reaktive Stickstoff-
spezies und Intermediate unterschiedlicher Metabolisierungswege entstechen konnen [104].
Auch wenn viele endogene Substanzen kein akut toxisches Potential besitzen, wird ihr sché-
digender Beitrag aufgrund der lebenslangen Exposition diskutiert [105]. Erst durch die Wei-
terentwicklungen und Optimierungen auf dem Gebiet der DNA-Adduktanalytik riickten die
endogenen Addukte vermehrt ins wissenschaftliche Interesse. Mittlerweile wurden auch fiir
diese Addukte ein mutagenes und zytotoxisches Potential nachgewiesen [22, 103, 106 - 108].
Abbildung 2-4 zeigt eine Auswahl endogener DNA-Modifikationen.
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Abbildung 2-4: Auswahl einiger endogener DNA-Modifikationen [58, 103, 108, 109]; auf der linken Seite be-

finden sich die jeweils unmodifizierten Nukleoside, aus denen die Addukte gebildet werden; R = Desoxyribose.

2.3.3 Oxidativer Strel

Als eine der Hauptursachen fiir endogene DNA-Schiadigungen wird der oxidative Stre3 ange-
sehen [102, 103]. Wihrend des zelluldren Stoffwechsels produziert ein aerobischer Organis-
mus einen gewissen Anteil reaktiver Sauerstoffspezies (ROS = reactive oxygen species), der
durch Einwirken exogener Faktoren (z.B. Strahlen, Xenobiotika) noch verstirkt werden kann
[58, 103, 109 - 112]. Dabei konnen die ROS mit den Basen der DNA oder der Desoxyribose
reagieren und DNA-Lédsionen in Form von oxidierten DNA-Basen oder Strangbriichen verur-
sachen [103]. Auch Lipide konnen oxidiert werden, was zur Bildung von reaktiven Interme-
diaten fithren kann, die dann ihrerseits kovalent mit der DNA unter Ausbildung von DNA-

Addukten reagieren konnen [113, 114]. Untersuchungen haben gezeigt, daB im zelluldren
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Metabolismus etwa 10'° ROS pro Tag entstehen, woraus ca. 20000 oxidierte DNA-Basen pro
Zelle resultieren [115]. Allerdings besteht normalerweise ein Gleichgewicht zwischen dem
Aufkommen der verschiedenen ROS, dem vorhandenen Antioxidationssystem und den diver-
sen Reparaturmechanismen. Erst eine Storung dieses Gleichgewichts wird als oxidativer Stref3
bezeichnet [105, 116]. Zu den reaktiven Sauerstoffspezies gehdren z.B. Hydroxyradika-
le (HO"), Singulettsauerstoff ('0,), das Superoxid-Anion (O,"), Wasserstoffperoxid (H,0,),
Ozon (03), Alkylperoxyradikale (RO;") und Alkoxyradikale (RO®) [103, 105, 108, 117]. Es
wird angenommen, daf3 die Generierung dieser Spezies einen wesentlichen Beitrag zu degene-
rativen, vielfach altersabhéngigen Krankheiten wie kardiovaskuldre Stérungen, immuno- und

neurologische Degenerationen, Katarakte und Krebs leistet [113].

2.3.4 Nachweismethoden fir DNA-Addukte

Die DNA-Adduktbildung wird als Initiation der chemischen Kanzerogenese angesehen, wes-
halb derartige Addukte friihe Biomarker der Exposition darstellen und im Gegensatz zu duf3e-
ren Expositionsmessungen sowohl Aufnahme, Verteilung, Metabolismus und Entgiftung des
Schadstoffes im Organismus beriicksichtigen [72, 118]. Bei der Analyse von DNA-Addukten
stellt deren unterschiedliche Persistenz (Stunden bis Monate) eine Einschrankung dar, die
durch DNA-Reparatur, chemische Stabilitdt und zelluldre Lebensdauer limitiert ist. Dadurch
wird eine Analysenauswertung erschwert [79]. Ein weiteres Problem ist die Beschaffung von
Human-Proben. Der Nachweis von DNA-Addukten in den Zielorganen der Kanzerogenese
wére zwar wiinschenswert, ist beim Menschen aber nur in Ausnahmefillen (Biopsien) mog-
lich. Normalerweise kann nur auf DNA aus den Lymphozyten im Blut, aus Epithelzellen in
der Mundhdhle oder Plazentazellen zuriickgegriffen werden [119 - 121]. In diesem Zusam-
menhang wurde auch dartiber berichtet, DNA aus Epithelzellen der Blase, welche regelméBig
abgestoen und mit dem Urin ausgeschieden werden, zu gewinnen [121, 122].

Durch die Analyse von DNA-Addukten sollen grundlegende Erkenntnisse iiber die kanzero-
gene Wirkungsweise chemischer Substanzen erhalten werden. Die geringe Konzentration und
die Vielfiltigkeit der DNA-Addukte stellen dabei hochste Anspriiche an die Sensitivitit und
Selektivitit der analytischen Methode (relative adduct labeling (RAL) von 1 Addukt auf 10°
bis 10° unmodifizierte Nukleotide). Zudem erfordert die Bestimmung von Addukten als Bio-
marker im Rahmen z.B. epidemiologischer Studien mit betrdchtlichem Probenautkommen

eine Analysenmethode mit hohem Probendurchsatz (,,high throughput screening®). Ein Bei-
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spiel fiir eine solche Studie ist die ,,European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion“ (EPIC), eine der weltweit groten prospektiven Beobachtungsstudien, in der Zusam-
menhénge zwischen Erndhrung, Lebensstil und Erkrankungsrisiko ermittelt werden sollen.
Dabei wurden neben statistischen Erhebungen Blutproben von europaweit 500000 Personen
im Alter von vorwiegend 35 - 70 Jahren archiviert [4].

In den letzten 25 Jahren wurden mehrere unterschiedliche Nachweismethoden zur Bestim-
mung von DNA-Addukten entwickelt. Dazu zéhlen neben physikalisch-chemischen Verfah-
ren (z.B. GC-MS [44, 123 - 126], HPLC-Fluoreszenz [127 - 129], HPLC-ECD [130], Fluores-
cence-line-narrowing spectrometry (FLNS) [131 - 136], Accelerator mass spectrometry
(AMS) [137 - 140]) auch Immunoassays [141 - 146] und 32P-Postlabeling [147 - 155].

Die physikalisch-chemischen Methoden bieten den Vorteil der Automatisierbarkeit. Aller-
dings reichen die zur Verfligung stehenden kleinen Probenmengen nicht aus, um die
DNA-Schiaden qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Bei Anbindung einer massen-
spektrometrischen Detektion stellt zudem die Verfiigbarkeit stabiler isotopenmarkierter Stan-
dardverbindungen zur Quantifizierung ein Problem und auch einen Kostenfaktor dar.

Dem gegeniiber haben die immunologischen Verfahren aufgrund ihrer hohen Spezifitit den
Nachteil, daB} sie nur spezielle DNA-Addukte analysieren konnen. Dazu bendtigen sie spezifi-
sche monoklonale oder polyklonale Antikérper sowie zu deren Produktion hoch adduktierte
DNA im Bereich von 1 % der Gesamtmenge. Des weiteren miissen die DNA-Addukte zur
Erzeugung der Antikorper bekannt sein [26, 144, 156].

Die zur Zeit empfindlichste und gebriuchlichste Methode, DNA-Addukte nachzuweisen,
stellt das **P-Postlabeling-Verfahren dar. Diese Technik basiert auf einer enzymatisch kataly-
sierten, radioaktiven Markierung angereicherter Addukte mit [y->>P]-Adenosintriphosphat und
anschlieBender chromatographischer Auftrennung mittels multidimensionaler Diinnschicht-
chromatographie (DC). Die Nachteile dieser Methode liegen im FEinsatz eines starken
B-Strahlers und in der Tatsache, dal Simultanbestimmungen unterschiedlicher Kanzerogene
aufgrund der geringen Trennleistung der DC nicht mdglich sind. Dartiber hinaus ist die Quan-
tifizierung im Allgemeinen mit sehr hohen Standardabweichungen (bis zu 40 % [26]) verbun-
den, und das Verfahren 148t sich nicht automatisieren. Der Ablauf des **P-Postlabeling-Ver-
fahrens ist unter anderem in den Arbeiten von Schmitz [26], Schmeiser [121], W&rth [157]
und Wirtz [158] ausfiihrlicher beschrieben.

Ein sehr guter Uberblick iiber die verschiedenen Methoden zur DNA-Addukt-Bestimmung
wurde von Poirier und Weston [159, 160], Reddy [118] und Phillips et al. [161] veroffent-
licht.
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2.4 DNA-Methylierung

Mittlerweile ist bekannt, da3 nicht nur genetische, sondern auch epigenetische Verdnderungen
in der Krebsentstehung eine wichtige Rolle spielen [162, 163]. Eine bedeutende epigenetische
Modifikation in Eukaryonten ist die Methylierung der Position 5 von Cytosin unter Bildung
von 5-Methylcytosin in 5’-CG-3’-Dinukleotiden [164 - 167]. Dabei sind die Desoxycytidinre-
ste dieses Dinukleotid-Paares in beiden Strangen symmetrisch methyliert [168 - 170]. Nicht
alle Desoxycytidine liegen methyliert vor; vielmehr weist jeder DNA-Abschnitt ein spezifi-
sches Muster von methylierten und unmethylierten Sequenzen auf. Im Sdugergenom ergibt
sich ein Gesamtgehalt an 5-Methylcytosin von 3 - 7 %, bei einem gesunden Menschen sind es
etwa 3-4% [164, 171 - 173]. Der Gehalt an 5-Methylcytosin wird vielfach als Methylie-
rungsgrad bezeichnet. Dieser gibt den prozentualen Anteil des 5-Methylcytosins (SmC) von
der Summe des methylierten und nicht methylierten Cytosins an.

Die Methylierung von Cytosin erfolgt enzymatisch unmittelbar nach der DNA-Synthese
durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) [166, 174, 175]. Mittlerweile sind mehrere Methyl-
transferase-Familien (DNMT1 und DNMT3) und deren Funktionen bekannt. Die DNMT]I,
auch ,,Maintenance‘-Methyltransferase genannt, katalysiert an der Replikationsgabel die Me-
thylierung des neu synthetisierten, unmethylierten DNA-Stranges. Dadurch ist die Weitergabe
eines spezifischen Methylierungsmusters an die Tochterzellen gewahrleistet [166, 172, 176].
Die DNMT3-Familie besitzt de novo-Methyltransferaseaktivitét, d.h. sie methyliert eine bis-
her in beiden DNA-Strangen unmethylierte DNA [166, 172]. Beide Enzym-Familien spielen
eine wichtige Rolle fiir die Genese und den Erhalt des art- und gewebsspezifischen Methylie-
rungsmusters. Zudem kann die de novo-Methylierung auch als Schutz vor der Transkription
fremder DNA, die in ein etabliertes Genom integriert worden ist, dienen [172]. Eine Inaktivie-
rung der DNMT1 durch gezielte Mutationen in diesem Enzym fiihrt zu einer globalen De-

methylierung, welche letale Auswirkungen in Sdugetieren zur Folge hat [174, 177].

2.4.1 Bedeutung der DNA-Methylierung

Der DNA-Methylierung wird eine bedeutende Funktion bei der Genexpression und Zelldiffe-
renzierung zugesprochen. Da das Methylierungsmuster in verschiedenen Organen bei einer

hohen interindividuellen Ubereinstimmung unterschiedlich ist [178, 179], kann von einer Be-
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deutung der Methylierung fiir die Aufrechterhaltung des jeweiligen Differenzierungsstatus
ausgegangen werden [180].

Die 5°-CG-3’-Dinukleotide sind nicht gleichmiBig {iber das gesamte Genom verteilt, sondern
kumulieren zu sogenannten CpG-Islands, die sich hiufig in der Nédhe von Promotorregionen
befinden [181]. Etwa die Hélfte aller humanen Gen-Promotorregionen enthalten diese CpG-
Islands [182]. In Genen, die in allen Zellen exprimiert werden, den sogenannten ,,house-
keeping“-Genen, sind die CpG-Islands meist nicht methyliert. Daneben liegen die Promotoren
gewebsspezifischer Gene normalerweise methyliert vor, genauso wie die CG-Dinukleotide
auBBerhalb der CpG-Islands [162, 164, 183 - 185]. Unmethylierte CG-Dinukleotide innerhalb
der Promotorregion eines Gens ermdglichen Transkriptionsfaktoren, an diese Stelle zu binden
und die Transkription zu starten. Eine Methylierung innerhalb dieser Region verhindert ein
Andocken der Transkriptionsfaktoren und fiihrt folglich zu einer Inhibierung der Transkripti-
on [162, 183]. Ferner konnen an die methylierte DNA-Region verschiedene Enzymkomplexe
binden, die eine Histon-Deacetylierung und eine Chromatinkondensation bewirken. Die
Chromatinstruktur wird dadurch von einer transkriptionell aktiven in eine inaktive Form iiber-
fiihrt [183, 186]. 5-Methylcytosin fungiert somit entweder direkt oder indirekt als molekularer
Schalter fiir die Genexpression.

Tumoren zeichnen sich oft durch eine Storung des DNA-Methylierungsmusters aus. Dies du-
Bert sich sowohl in der genspezifischen Hypermethylierung von CpG-Islands als auch in der
genomischen Hypomethylierung. Beide Effekte erscheinen hédufig simultan in einer Krebszel-
le, tragen aber separat zum Proze3 der Tumorgenese bei [187 - 190]. Es ist noch unklar, wel-
che Ereignisse dafiir verantwortlich sind. In vielen humanen Tumoren tritt beispielsweise eine
transkriptionelle Inhibierung von Tumorsuppressorgenen aufgrund einer Hypermethylierung
auf [191, 192]. Dabei gibt es fiir jeden Tumortyp ein spezifisches Profil der CpG-Island-
Hypermethylierung [193], und die Verdnderungen im CpG-Methylierungsmuster sind abhin-
gig vom Stadium der Kanzerogenese [194].

Eine globale Hypomethylierung wird bei vielen Tumoren beobachtet und stellt einen frithen
Schritt in der Entwicklung z.B. von Kolonkarzinomen und Magenkarzinomen dar, der noch
vor den morphologischen, malignen Verdnderungen nachgewiesen werden kann [195 - 198].
Auch bei der hepatozelluldren Karzinogenese, der Genese des Prostatakarzinoms und der
chronisch lymphatischen B-Zellen-Leukédmie (B-CLL) wurde bereits iiber eine genomweite
Hypomethylierung berichtet [199 - 201]. Maligne Zellen kdnnen gegeniiber der normalen
Zelle bis 60 % weniger 5-Methylcytosin enthalten [202, 203]. Es wird vermutet, daf die Hy-

pomethylierung neben codierenden Regionen (z.B. bei Onkogenen) und Introns auch zentro-
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merische DNA-Sequenzen betrifft, was mit chromosomaler Instabilitidt verbunden ist, ein ty-
pisches Merkmal von Tumorzellen [162, 164, 204, 205]. Eine verringerte Methylierung kann
in einer malignen Zell-DNA auch zur Reaktivierung intragenomischer, fremder DNA und
dann letztlich zu einer Stérung normaler zelluldrer Gene fiihren [162, 164]. Gama-Sosa et al.
haben schon friih beschrieben, dall der Methylierungsgrad schrittweise wéahrend des Prozesses
der malignen Transformation und nachfolgender Metastasierung in verschiedenen Tumorty-
pen abnimmt [206]. Dieser tendenzielle Verlauf der progressiven Hypomethylierung mit stei-
gendem Grad der Malignitdt konnte in spdteren Untersuchungen z.B. fiir Ovarial-, Zervix-
und Mammakarzinome (Eierstock-, Gebarmutterhals- und Brustkrebs) bestitigt werden [207 -
209]. Zusitzlich hat eine Studie von Soares et al. an 136 Brustkrebspatienten eine signifikante
Korrelation zwischen dem Ausmall der Hypomethylierung und dem Krankheitsstadium, der
Tumorgréfe sowie der Histopathologie ergeben [210]. Die Hypomethylierung kénnte daher
als biologischer Marker mit prognostischem Wert fungieren [211].

Eine stadiumspezifische Abnahme des Methylierungsgrades tritt allerdings nicht in jeder
Krebserkrankung auf. So ergab eine Studie an Leukdmie-Patienten mit B-CLL eine Korrelati-
on zwischen dem Methylierungsgrad und der Schwere der Krebserkrankung. Dabei wurde
beobachtet, da3 Patienten mit einer B-CLL-Erkrankung mit steigendem Gehalt an 5-Me-
thylcytosin eine schlechtere Prognose haben [212].

Fiir unterschiedliche Krebsarten, einschlieSlich verschiedener Formen von Leukdmie, wurden
neben Verinderungen im Methylierungsmuster auch Uberexpressionen von Methyltrans-
ferasen und erhohte Enzymaktivitdten festgestellt [213 - 218]. Trotz des erhdhten Gehaltes an
Methyltransferasen trat z.B. in hepatozelluliren Karzinomen eine genomische Hypomethylie-
rung auf [199]. Diese auf den ersten Blick widerspriichlichen Beobachtungen erklidren die
Autoren damit, daB die Uberexpression der Methyltransferasen im Krebs eine Konsequenz
der schnellen Zellproliferation ist.

Die verschiedenen Einfliisse und Auswirkungen der DNA-Methylierung verdeutlichen die
Komplexitit dieser epigenetischen Modifikation. Die angesprochenen Variationen in der Me-
thylierung stellen aber potentielle, sensitive molekulare Marker zur Risikoklassifizierung dar,

die eine Krebsprognose unterstiitzen konnen [192].

2.4.2 Nachweismethoden fur die DNA-Methylierung

Eine Vielzahl von Methoden wurde entwickelt, um die DNA-Methylierung genspezifisch

oder genomweit zu bestimmen. Um den Methylierungsstatus positionsspezifisch zu erfassen,
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werden hédufig Techniken wie die spezifische Restriktionsanalyse mit Modifikations-
sensitiven Restriktionsendonukleasen (MSRE) in Kombination mit Southern-Blotting [219],
verschiedene Basenmodifizierungen entweder mit Bisulfit, Hydrazin oder Permanganat ge-
folgt von einer DNA Sequenzanalyse [220 - 224] sowie eine methylierungsspezifische PCR
(MSP) [225] eingesetzt. Diese Methoden werden {iberwiegend fiir eine qualitative Methylie-
rungsanalyse einer Gen-Promotorregion [226], selten aber fiir eine quantitative Bestimmung
verwendet [227]. Quantitative Informationen iiber eine genspezifische Methylierung kénnen
durch Methoden wie z.B. die Bisulfit-Restriktionsanalyse (bisulfite-PCR) [228, 229], die
,methylation-sensitive single-nucleotide primer extension“ (Ms-SNuPE) [230] oder eine
,solid-phase quantitative primer extension® [231] erhalten werden. Es werden auch Fluores-
zenz basierende Echtzeit PCR (MethyLight) [232], ,,fluorescent PCR single-strand conforma-
tion polymorphism® (SSCP) Analysen [233, 234] und der von Yamamoto et al. entwickelte
Methylierungsassay durch Nukleotidintegration [235] verwendet. Daneben gibt es noch einige
Methoden, die die MSP, die Bisulfit-PCR-Technik oder die Bisulfit-Modifikation mit anderen
Techniken fiir eine qualitative und quantitative Analyse der genspezifischen Methylierung
kombinieren [227, 236 - 240].

Zur Bestimmung des genomweiten Methylierungsgrades werden vielfach Methoden wie
HPLC-UV [241 - 245], CE-UV [246] oder LC/ESI-MS [247] eingesetzt. Ebenso finden che-
mische oder enzymatische Verfahren wie die Chloracetaldehyd-Reaktion [248], der Methyl-
akzeptor-Assay (Sssl assay) [249] und die immunochemische Analyse [250] Verwendung.
Die Methoden zur Quantifizierung des globalen 5-Methylcytosingehaltes bendtigen DNA
Mengen von etwa 1 - 10 pg. Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile, auf die in dieser Ar-
beit nicht ndher eingegangen wird. Wesentlich dabei ist, dal eine einzelne Methode allein
zumeist nicht in der Lage ist, allen individuellen Fragestellungen zu entsprechen. Hervorra-
gende Ubersichten iiber die verschiedenen Methoden zur Bestimmung der DNA Methylierung
wurden von Rein et al. [171], Oakeley [251], Fraga et al. [252] und Dahl et al. [253] publi-
ziert.

Aufgrund der Bedeutung der DNA-Methylierung und der DNA-Adduktbildung im Prozef3 der
Kanzerogenese ist die weitere Entwicklung von Analysenmethoden, die eine simultane De-
tektion dieser DNA-Modifikationen in einem Analysenlauf ermdglichen, sehr sinnvoll. Die
von Schmitz et al. [212, 254 - 257] entwickelte kapillarelektrophoretische Analysenmethode

mit Laser-induzierter Fluoreszenzdetektion (CE-LIF) entspricht diesen Anforderungen.
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2.5 Kapillarelektrophorese

Wihrend der letzten zwei Jahrzehnte hat sich die Kapillarelektrophorese (CE) zu einer lei-
stungsfahigen analytischen Methode entwickelt [258]. Aufgrund ihrer vielfiltigen Ausfiih-
rungstechniken (Kapillarzonenelektrophorese [259 - 262], micellare elektrokinetische Chro-
matographie [263, 264], Kapillarelektrochromatographie [265], Kapillargelelektrophorese
[266 - 268], kapillar-isoelektrische Fokussierung [269 - 271], Mikroemulsion elektrokineti-
sche Chromatographie [272 - 276] etc.) stellt sie in vielen Bereichen eine sehr gute Alternati-
ve zu chromatographischen Methoden dar. Sie hat sich in der Umweltanalytik (anorganische
Ionen, organische Sauren), bei der Analyse biochemischer Makromolekiile (DNA-
Sequenzierung, Oligonukleotide, PCR-Fragmente, Proteine) und in der pharmazeutischen
Industrie (Trennung chiraler Molekiile) bewihrt. Dariiber hinaus wird sie auch in analytischen
Labors der chemischen GrofBiindustrie angewendet. Die CE ist kompatibel mit einer groflen
Anzahl an Detektionsmethoden, wie Absorption, Laser-induzierter Fluoreszenzdetektion
(LIF), Massenspektrometrie, Chemilumineszenz, Voltammetrie etc. [258, 277].

Ein sehr wichtiger Anwendungsbereich fiir die Kapillarelektrophorese ist die DNA- und Pro-
tein-Analytik, da die CE gegeniiber der klassischen Flachbettgelelektrophorese deutliche Vor-
teile bietet. Aufgrund des kleinen Innendurchmessers (ID) der Kapillaren ist die Joule’sche
Wirme geringer und die auftretenden Temperaturgradienten sind bei entsprechender Kiihlung
zu vernachldssigen [258]. Die effektive Ableitung der Joule’schen Wirme erlaubt die Ver-
wendung wesentlich stirkerer elektrischer Feldstérken (typischerweise bis zu etwa 400 V/cm)
und folglich kurzer Analysenzeiten. Die geringe Diffusion und Konvektion fiihrt dabei zu
sehr hohen Effizienzen [258, 278 - 281].

Nach der Methode von Schmitz et al. [212, 254 - 257] ist zur Analyse von DNA-Addukten
mittels CE-LIF eine Hydrolyse der DNA in die einzelnen Mononukleotide sowie die an-
schlieBende Derivatisierung mit einem geeigneten Fluoreszenzmarker erforderlich (Abbildung
2-5). Die DNA wird dabei enzymatisch zu modifizierten und unmodifizierten 2’-Desoxy-
nukleosid-3’-monophosphaten hydrolysiert und anschlieBend {iber eine 1-Ethyl-3-(3-di-
methylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid (EDC)-vermittelte Phosphoramidatkupplung
mit  4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-propionyl-ethylendiamin-hy-
drochlorid (BODIPY) fluoreszenzmarkiert. Dabei wird durch intramolekulare Protonierung
das EDC in eine aktive Form iiberfiihrt, die den nukleophilen Angriff der primidren Amino-

gruppe des Fluoreszenzmarkers an die Phosphatgruppe des Nukleotids ermdglicht [282, 283].
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Abbildung 2-5: Schematische Darstellung des verwendeten Verfahrens zur DNA-Adduktanalytik mittels CE-
LIF

Worth hat gezeigt, da3 fiir die Derivatisierung von Mononukleotiden mit diesem Fluores-
zenzmarker der pH-Wert essentiell ist [157]. Daneben haben auch Konzentration, Reaktions-

temperatur und Reaktionsdauer Einflul} auf die resultierenden Ausbeuten [26, 157, 158].

2.5.1 Die LIF-Detektion in der Kapillarelektrophorese

Die Laser-induzierte Fluoreszenz ist eine der empfindlichsten Detektionsmethoden in der CE
[277, 284]. Im Gegensatz zur UV-Detektion, die bei gut absorbierenden Verbindungen
Nachweisgrenzen (NWGs) im mikromolaren Bereich liefert [285, 286], ist die LIF-Detektion
in der Kapillarelektrophorese mehr als 100000-mal empfindlicher [287]. Aufgrund der Viel-
zahl verfligbarer Fluoreszenzmarker, die im sichtbaren Bereich angeregt werden koénnen,
werden bei den meisten LIF-Detektionen Laser in diesem Spektralbereich verwendet. Zudem
liefern sie die beste Nachweisgrenze in der CE [284]. Dariiber hinaus ist der rote bis hin zum
nahen infraroten Bereich fiir eine LIF-Detektion interessant, weil dort einerseits preiswerte
und leistungsfahige Dioden-Laser eingesetzt werden konnen und andererseits in diesem Spek-
tralbereich wenig Probleme mit Fluoreszenzinterferenzen bestehen [286]. Des weiteren sind
dort die Intensititen der Rayleigh- und Raman-Streuung, die iiber den Kehrwert zur vierten
Potenz mit der Wellenldnge verkniipft sind [286, 288, 289], gering, und ein Ausbleicheffekt
bei Analyten ist gewohnlich vernachldssigbar [286]. Mank und Yeung nutzten eine Dioden-

LIF-Detektion fiir die Analyse von fluoreszenzgelabelten Aminosduren und erreichten eine
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Nachweisgrenze fiir Glycin von 107"°M [290]. Eine weitere interessante LIF-Detektions-
technik, die in Verbindung mit CE bereits angewendet wurde, ist die Multiphotonen-
Anregungs-LIF (CE-MPE) [291]. Damit gelang der Arbeitsgruppe von Shear [291] die Ana-
lyse verschiedener nativer biologischer Fluorophore mit Nachweisgrenzen von z.B. 350 zmol
(38 nM) fiir das Flavinadenindinukleotid (FAD) in einer Kapillare mit einem Innendurchmes-
ser (ID) von 5 um [286, 291]. Der hervorragenden Sensitivitit der LIF-Detektion steht aller-
dings das begrenzte Identifikationspotential gegeniiber. Fluoreszenzspektren fliissiger Proben
sind in der Regel wenig aussagekriftig und enthalten kaum Strukturinformationen. Unter be-
stimmten Bedingungen ist es allerdings moglich, hochauflésende Fluoreszenzspektren aufzu-
nehmen, die detaillierte Schwingungsstrukturen bei sehr niedrigen Analytkonzentrationen
zeigen. Eine derartige Technik stellt z.B. die FLN (fluorescence line-narrowing) Spektrosko-
pie dar, die prinzipiell die Sensitivitdt der Fluoreszenzdetektion mit der Selektivitit der
Schwingungsspektros-kopie verkniipft [286]. Diese Technik wurde in Kombination mit der
Kapillarelektrophorese bereits zur Identifikation von DNA-Addukten aus PAKs eingesetzt
[292].

Eine Reihe von Weiterentwicklungen in der CE-LIF-Detektion diente der Verbesserung der
Empfindlichkeit. Dabei wurde versucht, durch Entwicklung und Einsatz verschiedener Tech-
niken das Detektionslimit durch Unterdriickung von Streulichteffekten zu verbessern [277].
Streulichtprozesse laufen kontinuierlich ohne zeitliche Verzdgerung ab, wohingegen die Fluo-
reszenz zeitlich verzogert, innerhalb von etwa 10™ s nach der Photonenabsorption, stattfindet.
Dieser Unterschied 148t sich in der zeitaufgelosten Fluoreszenzdetektion ausnutzen. Wird mit
einem gepulsten Laser eine Fluoreszenz angeregt, so kann in der Zeit, in der der Laser ausge-
schaltet ist, eine Abklingkurve der Fluoreszenz aufgezeichnet werden. In dieser Zeitspanne
tritt dann kein Streulicht in Erscheinung. Dadurch kann das Fluoreszenzsignal auf sehr ele-
gante Weise separiert werden. Der Einsatz dieser Technik in der Kapillarelektrophorese ist
von verschiedenen Arbeitsgruppen fiir unterschiedliche Analyten bereits demonstriert worden
[293 - 297]. Dabei wurden von Song et al. fiir verschiedene Fluoreszenzmarker bei 655 nm
und mit einer durchschnittlichen Laserleistung von 21 pyW Nachweisgrenzen (NWGs) von
2107 M bis 2,8 - 10°M erreicht [295]. Bei der Analyse von 4-Methoxy-/-naphthylamin
prasentierten Miller et al. eine NWG von 10° M bei 349 nm, allerdings unter dem Aspekt,
dal der verwendete Fluoreszenzmarker einen geringen molaren Absorptionskoeffizienten
aufwies (ca. Faktor 80 weniger als der von Fluorescein am entsprechenden Absorptionsma-
ximum) [294]. Soper et al. konnten mittels CZE und zeitaufgeloster Fluoreszenzdetektion

Strahlungsdauern einiger Fluoreszenzmarker im nahen Infrarotbereich (790 nm) bei Konzen-
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trationen von 0,4 pM bzw. 4,0 pM bestimmen. Die zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung kann
auch verwendet werden, um verschiedene Fluoreszenzmarker aufgrund ihrer unterschiedli-
chen, charakteristischen Lebensdauern zu detektieren. So beschrieben Miller et al. bei zeit-
aufgeloster Fluoreszenzdetektion eine DNA-Sequenzierungsstrategie mit vier verschiedenen
Fluoreszenzmarkern [298].

Eine Verbesserung der Sensitivitdt fiir eine on-column LIF-Detektion kann auch durch die
Epifluoreszenzmikroskopie erreicht werden [299]. Dort liegen Anregungsstrahlung und Emis-
sionsstrahlung in einer Ebene (epi = echo planar imaging) [300]. Das Laserlicht wird mit ei-
nem Objektiv auf die Kapillare fokussiert, und die inkohidrent erzeugten Fluoreszenz-
photonen werden durch dasselbe Objektiv gesammelt und auf den Detektor abgebildet [299,
301]. Dabei konnen Objektive mit hoher numerischer Apertur und hoher VergroBerung einge-
setzt werden, wodurch sich eine hohe Sammeleffizienz fiir die emittierten Fluoreszenzphoto-
nen bei gleichzeitig reduziertem Streulichtanteil ergibt [302]. Mit Hilfe der Epifluoreszenz-
mikroskopie konnte nach Aussage von Hernandez et al. bereits die Sensitivitdt einer on-
column LIF-Detektion von gelabelten Aminoséduren um drei Grofenordnungen verbessert
werden [299]. Die Autoren geben dabei in ihrer Arbeit ein Detektionslimit fiir Fluores-
ceinthiocarbamyl-Arginin von 3,75 - 10> M an, demonstrierten jedoch lediglich den Nach-
weis von 21 - 107% M.

Eine spezielle Art der Epifluoreszenzmikroskopie stellt die konfokale Fluoreszenz-
mikroskopie dar. Letztere unterscheidet sich von der erstgenannten Technik im Wesentlichen
dadurch, dafl im Emissionslichtpfad ein sogenanntes Pinhole (Lochblende) angebracht ist,
welches verhindert, dafl Licht auBBerhalb der Fokalebene (Brennebene des Objektives) auf den
Detektor fallt [301, 303]. Das bedeutet aber, dal von dem gesamten vom Laser durchstrahlten
und zur Fluoreszenz angeregten Volumen, nur ein kleiner Bruchteil der Fluoreszenz genutzt
wird [303]. Somit ist die Fluoreszenzlichtausbeute bei der konfokalen Mikroskopie geringer
als bei der Epifluoreszenzmikroskopie. Gleichzeitig ist aber auch die Sensibilitit gegeniiber
Streulicht reduziert. Zudem zeichnet sich die konfokale Mikroskopie aufgrund ihrer hohen
Abbildungsschirfe durch eine hervorragende Auflosung aus. In Verbindung mit der Lasers-
canningmikroskopie (LSM), bei der das Objekt entweder durch rasterartige Bewegungen des
Laserstrahls oder des Objektes selbst punktweise vermessen wird, bietet sich diese Technik

z.B. fiir Kapillararray-Systeme (CAE) an.
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2.5.2 Fluoreszenzdetektion in CAE-Systemen

Kapillararray-Systeme (CAE) bieten den Vorteil eines hohen Probendurchsatzes, da in einem
einzigen Analysenlauf entsprechend der Anzahl an Kapillaren mehrere Proben analysiert
werden konnen. Die simultane Erfassung der Analyten in mehreren Kapillaren stellt jedoch
auch spezifische Anforderungen an die Detektionstechnik. Es gibt unterschiedliche Detek-
tionsverfahren, die von verschiedenen Arbeitsgruppen in Verbindung mit CAE-Systemen
eingesetzt wurden [258, 278, 304 - 322]. Alle bestehen prinzipiell aus den Einheiten Laser-
einkopplung, Lichtkollektion, Wellenldngenseparation und Detektion, fiir die es unterschied-
liche technische Optionen der Ausfithrung gibt [258]. Die verschiedenen Detektionsanord-
nungen unterscheiden sich dann letztlich in der Art, wie die einzelnen Moglichkeiten mitein-
ander kombiniert werden [258]. Prinzipiell lassen sich die Detektionsanordnungen in zwei

Kategorien einteilen:

» statische Anordnung, in der alle Kapillaren parallel detektiert werden [258, 312 - 322]
» bewegliche Anordnung, bei der die Kapillaren sequentiell detektiert werden [278,
304 -311]

Fiir eine statische Anordnung wurden verschiedene Varianten der Einkopplung des Laser-
strahls in die Kapillaren entwickelt (Abbildung 2-6), z.B. axiale Einkopplung [315, 321], seit-
liche Einkopplung [314, 316 - 320, 322], linienfokussierte Einkopplung mittels Linsenvorsatz
[258, 313] und Einkopplung mit Hilfe von Fiberoptik-Arrays [312]. Einfachheit, Robustheit,
Zuverlassigkeit und der konstruktionsbedingte Verzicht auf bewegliche Komponenten zeich-
nen die statischen Systeme aus. Begrenzungen liegen allerdings z.B. bei linienfokussierten
Systemen darin, daf3 die Laserleistung mit zunehmender Anzahl an Kapillaren erhéht werden
mulB, da der Laserstrahl linienférmig iiber den Kapillaren aufgeweitet wird [323]. Bei Ver-
wendung einer Zylinderlinse besteht zusitzlich das Problem, daB die Linse ein gaul3formiges
Intensitétsprofil des Laserstrahls erzeugt, wodurch die duBleren Kapillaren des Arrays in der
auftreffenden Lichtmenge diskriminiert werden [258]. Eine Losung dafiir bietet der Einsatz
eines speziellen Liniengenerators, der auf dem Prinzip einer Powell-Linse beruht [258]. Bei
einer seitlichen Einkopplung wird die Fluoreszenz in allen Kapillaren durch einen schmal
fokussierten Laserstrahl angeregt, so da3 die Laserleistung unabhéngig von der Anzahl der
Kapillaren im Array ist [323]. Die Kapillaren selbst werden dabei praktisch als optische
Lichtleiter verwendet. Steigt die Anzahl der Kapillaren, wird es jedoch bei der seitlichen Ein-

kopplungsgeometrie aufgrund von Reflexion immer schwieriger, einen schmalen, stabilen
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Fokus aufrecht zu erhalten. Dadurch ist die Anzahl der Kapillaren limitiert [258, 310, 323].
Zur Reduzierung von Refraktion und Reflexion kdnnen die Kapillaren in Wasser eingebettet
werden, um starke Brechungsindexunterschiede auszugleichen [317, 320]. Eine weitere Re-
duzierung von Reflexion gelangen Lu und Yeung durch Verwendung kubischer Kapillaren
und Immersionsdl [316]. Die Kollektion der emittierten Fluoreszenz kann mit einer Fiberoptik
[312] oder mit hoch aperturigen Optiken (Linsen oder Objektive) [313 - 317, 319 - 322] er-
folgen. Als Detektoren fiir die Systeme mit statischer Anordnung werden zumeist Flachende-
tektoren, z.B. CCDs (charge coupled device) [258, 312, 313, 315 - 321], CIDs (charge injec-
tion device) [322] oder CMOS (coupled metal oxidated semiconductor) [314] eingesetzt. Die-
se ermoglichen einerseits aufgrund ihrer raumlichen Auflosung eine parallele Detektion meh-
rerer Kapillaren und andererseits aufgrund ihrer spektralen Auflésung in Verbindung mit ei-
nem lichtdispersiven Element (Gitter, Prisma, Filter) eine Wellenldngenseparation [258, 302].
Bei der beweglichen Anordnung, bei der die Kapillaren in bestimmten Zeitintervallen ange-
strahlt und separat detektiert werden, wird meist eine konfokale Laserscanning-Geometrie
eingesetzt [278, 304 - 311]. Sie bietet den Vorteil der hohen Sensitivitit aufgrund der hervor-
ragenden rdumlichen Trennung von Anregungs- und Emissionswellenldnge und somit einer
einfachen Minimierung von Streulicht [258, 299, 310, 323]. Dabei erfolgt entweder eine

Translation des Laserstrahls iiber die Kapillaren oder die Kapillaren werden z.B. mit Hilfe

linienfokussierte Einkopplung

mittels Linsenvorsatz
[Elnkopplung mit H11fe (Zyllnderhnse Powell-Linse)
von Fiberoptik Arrays
\\) é §$@ axiale
A E1nkopp1ung
seitliche
Einkopplung

N

A Obj ektiy Moglichkeit einer konfokalen

B Strahlteiler Cep > Laserscannergeometrie

C Spektralfilter D&

D Lochblende ay

E Detektor J

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Einkopplungsméglichkeiten bei statischer Anordnung (blau ein-

gerahmt) und ein Beispiel fiir eine bewegliche Anordnung (rot eingerahmt)
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von motorbetriebenen Scantischen bidirektional bewegt [278, 305 - 307]. Die Translation des
Laserstrahls kann durch mechanische Bewegung des Objektivs [304], durch motorbetriebene,
rotierende Laserscanner [308, 309] oder durch Einsatz von Galvanometer-Scannern [310,
311] erfolgen. Im Vergleich zu statischen Anordnungen haben Scanning-Systeme neben einer
hoheren mechanischen Beanspruchung noch eine wesentliche Einschrankung: die Fluores-
zenzlichtausbeute, die pro Zeiteinheit bei einer Kapillare detektiert wird (sog. ,,duty cycle*)
[310], sinkt im Allgemeinen proportional mit der Anzahl der Kapillaren im Array [258, 323].
Der duty cycle wird maBBgeblich durch die Scangeschwindigkeit und die effektive Zeit der
Lichtkollektion pro Kapillare bestimmt [310]. Neben der Geschwindigkeit spielt auch die
raumliche Prizision der Anregung eine entscheidende Rolle fiir die Effektivitit und Sensitivi-
tdt eines Scanning-Systems. Bei den meisten Techniken, in denen eine bidirektionale Bewe-
gung der Kapillaren oder des Objektives erfolgt, wird der duty cycle durch die Geschwindig-
keit der motorbetriebenen Einheit limitiert [307, 310]. Mit der Entwicklung eines kontinuier-
lichen Radial-Scanners zeigten Kheterpal et al. [306] eine Verbesserung der Geschwindigkeit
und der Genauigkeit eines konfokalen Scanning-Systems. Zudem ermdglicht die Verwendung
eines solchen rotierenden konfokalen Laserscanners eine parallele DNA-Sequenzierung in bis
zu 1000 Kapillaren [308]. Eine hohere Scangeschwindigkeit kann auch durch Einsatz eines
Galvanometer-Scanners [310, 311] erreicht werden. Neumann et al. [307] demonstrierten eine
Verbesserung des duty cycle bei Kapillaren-Translationssystemen durch Anwendung eines
diskontinuierlichen bidirektionalen Scanmodus, wodurch die Zeit der Lichtkollektion verlan-
gert werden konnte. Mit gleichzeitiger Applikation einer zeitaufgelosten Fluoreszenzdetekti-
on, bei der Streulichteffekte (ausgehend von den Kapillarwénden) weitgehend vermieden
werden konnten, gelang den Autoren der Einzelmolekiilnachweis. Sie untersuchten dazu ver-
schiedene Fluoreszenzmarker im roten Spektralbereich (631 - 666 nm) mit Konzentrationen
bis zu 10° M [307]. Die Detektionslimits fiir den Einzelmolekiilnachweis wurden unter Be-
riicksichtigung des Detektionsvolumens von ~ 500 fLL berechnet [307]. Generell ist zu beriick-
sichtigen, daB3 bei einigen Einzelmolekiildetektionen, {iber die in der Literatur berichtet wer-
den, relativ hohe Probenkonzentrationen verwendet wurden, allerdings mit auflerordentlich
geringen Detektionsvolumina [324]. Die geringen Detektionsvolumina (z.B. 1 pL oder weni-
ger) sind niitzlich zur Minimierung des Hintergrundes, weil das Fluoreszenzsignal eines Mo-
lekiils unabhidngig vom Nachweisvolumen und die Hintergrundemission proportional zu die-
sem Volumen ist [325].

Als Detektoren werden fiir die Laserscanning-Systeme meist Punktdetektoren, z.B. Photomul-

tiplier [278, 304 - 306, 308 - 311] oder Avalanche-Photodioden [307] verwendet.
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2.5.3 LIF-Detektoren in der CE

Die Detektoren in der Kapillarelektrophorese miissen prinzipiell auf die kleinen S&ulen-
dimensionen und die sehr geringen Peakbreiten angepal3t sein. Als Detektoren fiir den Fluo-
reszenznachweis bieten sich, wie in Kapitel 2.5.2 bereits erwéhnt, sowohl Punktdetektoren
(z.B. Photomultiplier) als auch flachige Detektoren (CCD-Kameras, CMOS-Sensoren, CID-
Sensoren) an. Im Folgenden werden das Detektionsprinzip und die Charakteristika einer

CCD-Kamera ndher beschrieben.

25.3.1 CCD-Kamera

Das von Boyle und Smith [326] entwickelte CCD (charge coupled device) beruht auf dem
Prinzip der Lichtdetektion mit Halbleitern. Der wichtigste Teil der Kamera ist der CCD-Chip,
der auch als CCD-Sensor bezeichnet wird und aus einer grolen Anzahl zweidimensional an-
geordneter Zellen (Pixel) besteht [327]. Die Anzahl dieser Pixel bestimmt das Aufldsungs-
vermdgen der Kamera. Grundsétzlich existieren auf einem CCD-Chip lichtempfindliche Be-
reiche, die sogenannten Bild- oder Belichtungsbereiche und lichtunempfindliche (abgedunkel-
te) Bereiche, die sogenannten Speicherbereiche. Bei der Belichtung des Chips werden auf der
lichtempfindlichen Sensorfliche die Photonen in Elektronen umgewandelt und dann sehr
schnell in einen abgedunkelten Speicherbereich verschoben. Zum Auslesen des Chips werden
die gespeicherten Ladungspakete nach der Belichtung Pixel fiir Pixel (vertikal) {iber eine La-
dungsverschiebung in ein sogenanntes Ausleseregister transportiert. Von dort aus werden sie
seriell (horizontal) an einen AD-Wandler gesendet und digitalisiert (Abbildung 2-7) [300,
328, 329]. In der Art der Anordnung der Belichtungs- und Speicherbereiche werden verschie-
dene CCD-Sensoren unterschieden [300, 329]. Besonders erwahnt werden soll an dieser Stel-
le lediglich der Frame-Transfer-Sensor, bei dem der Belichtungs- und Speicherbereich in zwei
grofBen Blocken angeordnet ist.

Wihrend das Bild aus dem Speicherbereich iiber das Ausleseregister ausgelesen wird, kann
das nichste Bild aufgenommen werden. Somit kann ein Frame-Transfer-Chip kontinuierlich
mit einer hohen Bildrate betrieben werden [328]. Vorteile dieser Anordnung sind die hohe
Pixeldichte aufgrund der separierten Sensorfliche und daraus folgend ein sehr gutes Auflo-

sungsvermogen und hohe Empfindlichkeit [300, 330]. Ein Nachteil dieser Anordnung ist, daf3
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Abbildung 2-7: Schematische Darstellung des Prinzips eines CCD-Chips. Die Pfeile sollen den Ladungstransfer
der Pixel darstellen. @) Belichtungsphase des Chips; b) Vertikaler Transfer in den Speicherbereich, der durch
eine Maske vor Lichteinfall geschiitzt ist; ¢) Auslesen des Speicherbereiches durch vertikalen, parallelen Trans-
fer der Ladungspakete in das Ausleseregister (blaue Pfeile) und serielles Auslesen des Registers durch horizonta-

les Verschieben (rote Pfeile) in einen AD-Wandler.

die Ladungsverschiebung in den Speicherbereich wesentlich ldnger dauert als bei anderen
Transfer-Chips, die keine blockweise Trennung zwischen Belichtungs- und Speicherbereich
aufweisen (z.B. Interline-Transfer-Chips). Daraus folgt, da3 die Sensorfldche bei kontinuierli-
cher Beleuchtung extern ,,geshuttert werden muf}, wenn die Frametransferzeit einen merkli-
chen Bruchteil der Belichtungszeit erreicht [300].

Die Sensorflichen bestehen aus Halbleiterelementen auf Silizium-Basis [301, 327]. Nur die
Zellen der photoaktiven Flache werden als Pixel bezeichnet, die Zellen des Speicherbereiches
stellen lediglich Ladungstopfe dar [300]. Grundbaustein eines Pixels ist ein sogenannter
MOS-Kondensator (metal oxide semiconductor), der als Photodiode und als Ladungsspeicher
fungiert (Abbildung 2-8) [327]. Dieser Kondensator besteht aus einem Substrat (z.B.
p-dotiertes Silizium), auf welches in geringem Abstand eine hauchdiinne, lichtdurchldssige
Elektrode (ein Metall bzw. polykristallines Silizium) aufgebracht ist. Dazwischen befindet
sich ein ebenfalls lichtdurchléssiger Isolator (z.B. Siliziumdioxid) [301, 327, 331]. Wird an
die Elektrode ein positives Potential angelegt, so bildet sich im p-dotierten Substrat eine Po-
tentialsenke, in der sich Elektronen sammeln, die bei Auftreffen von Photonen auf den Kon-
densator durch den inneren Photoeffekt freigesetzt werden [301, 331, 332].

Der Ladungstransport vom Belichtungsbereich in den Speicherbereich bzw. in das Auslesere-
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Abbildung 2-8: Schematische Darstellung eines MOS-Kondensators. Aufgrund der Vorspannung des Konden-

sators bildet sich im p-dotierten Siliziumsubstrat eine Potentialsenke aus. Modifiziert aus Webers [331].

gister verlauft prinzipiell durch Verwendung geeigneter Potentiale, durch die entweder eine
Ladungsbarriere oder eine Ladungssenke entsteht [330] (Abbildung 2-9).

CCD-Kameras haben grofle Bedeutung in vielen Anwendungen des Life-science-Bereiches
erlangt, in denen die Bilderfassungstechnologie als Detektionsmethode verwendet wird, z.B.
im High-Throughput-Screening in der Arzneimittelentwicklung, in der Beobachtung biologi-

scher Prozesse und Reaktionen und der ultrasensitiven Detektion von Biomolekiilen bis hin zu
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Abbildung 2-9: Schematischer Ablauf des Ladungstransportes. Durch die Verdnderung der Spannungsniveaus
kann die Ladung von einer Speicherzelle zur néchsten transportiert werden. a) Elektronenansammlung in der
Potentialsenke eines MOS-Kondensators (innerer Photoeffekt und Vorspannung), b) Erniedrigung der Potential-
senke der Nachbarzelle durch Anlegen eines Elektrodenpotentials und Indizierung des Elektronenflusses; C) Re-

duzierung der Elektrodenpotentiale an beiden Zellen und Anhebung der Potentialsenke.

Einzelmolekiilnachweisen [333, 334]. Gegeniiber einem Photomultiplier (PMT) zeichnet sich
eine CCD-Kamera durch verschiedene Eigenschaften aus. Sie besitzt eine wesentlich hohere
Quanteneffizienz (QE) [333, 335]. Die QE gibt den prozentualen Anteil der aus den einfallen-
den Photonen primér gebildeten Elektronen wieder. Wéhrend ein PMT eine QE von etwa 15 -

20 % besitzt, betridgt die QE bei einer CCD-Kamera je nach Ausfithrung etwa 50 bis 90 %.
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Anders als bei typischerweise hochverstiarkten Photomultipliern ist bei einem hochwertigen,
wissenschaftlichen CCD-Sensor das digitalisierte Mefsignal iiber einen grofleren Bereich
proportional zur Intensitdt des einfallenden Lichtes (hdhere Linearitét). Eine weitere Eigen-
schaft ist der Dunkelstrom, der aus der thermischen Erzeugung von Elektronen resultiert und
die Sensitivitdt negativ beeinfluflt. Er ist in der Regel bei einem Photomultiplier etwas hoher,
da die potentielle Fliche zur Bildung thermisch angeregter Elektronen groBer ist (cm*-Bereich
beim PMT und mm?-Bereich beim CCD-Chip) [300, 336]. Der Dunkelstrom ist von der Tem-
peratur und der Belichtungszeit (Elektronen werden iiber diesen Zeitraum gesammelt) abhin-
gig [337]. Durch Kiihlung des CCD-Chips auf etwa - 60 °C kann der Dunkelstrom sehr effek-
tiv reduziert werden, so daB er fast vernachlissigt werden kann [300, 301, 327, 333].

Die erwédhnten Parameter - Quanteneffizienz, Linearitdt, Dunkelstrom - zeigen die Vorteile
einer CCD-Kamera im Vergleich zu einem Photomultiplier. Dem gegeniiber steht die hervor-
ragende Verstirkung eines PMT’s mit etwa 10". Eine Mdglichkeit, bei einem CCD-Chip die
gebildeten Elektronen zusitzlich zu verstirken, wird z.B. bei einer Electron-Multiplying-
CCD-Kamera (EMCCD) genutzt. Eine EMCCD-Kamera enthédlt im Anschlu3 an das Auslese-
register noch ein zusitzliches Verstirkungsregister, das die in den Pixeln erzeugten Elektro-
nen vervielfacht, bevor sie durch den AD-Wandler digitalisiert und ausgelesen werden [328].
Der erreichte Verstdarkungsfaktor ist im Vergleich zu einem PMT wesentlich geringer, er be-
trigt je nach Kameratyp maximal 10° [300]. Allerdings besitzt eine EMCCD-Kamera effekti-
ve Moglichkeiten der Rauschunterdriickung und erzielt mit der schon erwdhnten extrem ho-
hen Quanteneffizienz ein hervorragendes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (S/N).

Das S/N-Verhiltnis 148t sich als das Verhiltnis der Signalelektronen zu den Rauschelektronen
darstellen. Die Anzahl der Signalelektronen ist abhéngig von der einfallenden Lichtintensitét,
der Belichtungszeit, der Pixelfliche und der Quanteneffizienz [329]. Die Anzahl der Rausch-
elektronen ergibt sich bei einem CCD anhand von drei Rauschquellen [329]. Die erste Quelle
ist das sogenannte Photonenrauschen, welches die Schwankung der auf einem Pixel erzeugten
Elektronenzahl darstellt [303, 327, 329]. Die Zahl dieser Rauschelektronen folgt der Poisson-
Statistik, d.h. werden n Primirelektronen erzeugt, ergibt sich eine MeBunsicherheit von +/n
Elektronen [300, 301, 303]. Typische Schwankungen auf einem Pixel liegen in der GroBen-
ordnung von etwa 1 % [300]. Die zweite Quelle resultiert aus dem Dunkelstrom, der aber bei
effektiver Kiihlung und kurzen Belichtungszeiten vernachldssigt werden kann. Die dritte
Quelle ist das sogenannte Ausleserauschen, was aus Signalfluktuationen besteht, die durch die
Elektronik beim Auslesen entstehen [300, 327, 337]. Es ist ein konstantes, kameraspezifisches

Rauschen, das unabhéngig von der Belichtungszeit und der Signalintensitét ist [303, 337].
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Das Ausleserauschen wird mit steigender Auslesegeschwindigkeit grofer. Bei einer langsa-
men Auslesegeschwindigkeit (im kHz Bereich) liegt das Rauschen zwischen 2 - 4 Elektronen
pro Pixel, bei hoheren Geschwindigkeiten, wie sie in der Praxis iiblich sind (z.B. 1 MHz),
steigt das Rauschen auf etwa 20 Elektronen pro Pixel an [328, 333, 335]. Bei groBen Signalen
ist das Ausleserauschen vernachléssigbar, und das S/N-Verhéltnis wird dann mal3geblich aus

dem Photonenrauschen bestimmt:

S/ ~ 5 _J5 327
mﬁf [327]

Bei kleinen Signalen hingegen ist das Ausleserauschen der dominierende und die Sensitivitit
begrenzende Faktor. EMCCD-Kameras konnen jedoch dieses Rauschen selbst bei kleinen
Signalen durch ihre Verstirkungstechnik, deren Werte in der Praxis innerhalb eines bestimm-
ten Bereiches einstellbar sind (EMCCD-gain), iiberwinden [328]. Dabei wird nur das Signal
vor dem Auslesen verstirkt, das Ausleserauschen wird nicht mitverstarkt [328].

Die bereits erwdahnten CMOS- bzw. CID-Detektoren basieren analog zum CCD-Chip auf dem
Prinzip der Lichtdetektion mittels MOS-Dioden. Im Gegensatz zum CCD werden die bei der
Belichtung erzeugten Elektronen nicht zu einem einzigen Ausleseverstirker verschoben, son-
dern jede Sensorzelle hat seinen eigenen Verstirker und wird einzeln adressiert. Die CMOS-
und CID-Sensoren konnen kontinuierlich ausgelesen werden, d.h. sie arbeiten schneller als
ein CCD-Sensor, sind aber auch unempfindlicher, da jedes Pixel einem eigenen Ausleserau-

schen unterliegt [300, 338].
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Die wachsende Erkenntnis, dal chemischen Kanzerogenen eine bedeutende Rolle fiir Krebs-
erkrankungen beim Menschen zukommt, hat zur Entwicklung von sogenannten ,,Human-
Biomonitoring*- Methoden gefiihrt. Diese Methoden erlauben die Messung individueller Ex-
positionen gegeniiber einem spezifischen Kanzerogen durch die Bestimmung der Substanz
selbst, ihrer Metabolite oder ihrer Reaktionsprodukte in Geweben oder in Korper-
fliissigkeiten.

Kovalente Modifikationen der DNA, DNA-Addukte, die durch reaktive Substanzen exogenen
oder endogenen Ursprungs gebildet werden, zdhlen zu den frithesten Ereignissen in der
Krebsentstehung. Fast 90 % der Substanzen, die als kanzerogen eingestuft werden, bilden im
Tierversuch DNA-Addukte. Die Analyse endogener und exogener DNA-Addukte ist insofern
interessant, als daB3 die DNA-Addukte molekulare Beziehungen zwischen der Exposition und
den Krankheitsendstadien darstellen und daher als friihe Biomarker der Kanzerogenese ge-
nutzt werden konnen.

Eine weitere Modifikation, die DNA-Methylierung, spielt eine ebenso wichtige Rolle in der
Tumorgenese. Da das Methylierungsmuster in verschiedenen Organen bei einer hohen inter-
individuellen Ubereinstimmung unterschiedlich ist, wird von einer Bedeutung der Methylie-
rung fiir die Aufrechterhaltung des jeweiligen Differenzierungsstatus ausgegangen. In Tumor-
zellen werden einerseits genomweite Hypomethylierung sowie andererseits genspezifische
Hypermethylierung gefunden, die z.B. eine Reihe von Tumorsuppressorgenen betrifft. Beide
Effekte konnen zur Atiologie von Tumoren beitragen.

Um die pathologische Signifikanz der DNA-Methylierung und der DNA-Addukte bei huma-
nen Krankheiten wie Krebs zu ermitteln, sind Analysenmethoden notwendig, die einen hohen
Probendurchsatz bei simultaner Detektion verschiedener Adduktklassen gewdhrleisten. Das
von Schmitz et al. [257] entwickelte CE-LIF-Verfahren auf der Basis einer enzymatischen
DNA-Hydrolyse, einer Fluoreszenzderivatisierung und der micellaren elektrokinetischen
Chromatographie stellt aufgrund der hervorragenden Trennleistung der MEKC eine derartige
Analysenmethode dar.

Ziel dieser Arbeit war es, diese Methode hinsichtlich der Bestimmung des genomischen Me-
thylierungsgrades zu standardisieren, um eine reproduzierbare Quantifizierung von 5-Methyl-
cytosin in in vivo- und in vitro-Proben zu ermdglichen. Im Hinblick darauf, daf3 eine zu analy-

sierende DNA-Menge von 10 pg, wie bei der urspriinglichen Methode beschrieben, aus hu-
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manem Tumorgewebe nur selten zur Verfiigung steht, sollte die zur Untersuchung des Methy-
lierungsgrades eingesetzte DNA-Menge deutlich reduziert werden. Die weiterentwickelte
Methode sollte im Rahmen dieser Arbeit dann zur Untersuchung verschiedener in vitro- und
in vivo-Proben eingesetzt werden. Zudem sollte das Verfahren auf den Nachweis endogener
Addukte in Realproben ausgedehnt werden. Die Konstruktion eines Fluoreszenzdetektors, der
im Vergleich zu kommerziellen LIF-Detektoren eine groflere Empfindlichkeit besitzt, sollte
die Bestimmung von endogenen DNA-Addukten in in vivo-Proben erleichtern. Die Addukte
sollten dabei durch synthetisierte Referenzsubstanzen co-chromatographisch identifiziert wer-
den. Um den Probendurchsatz des neuen Analysensystems zu erhohen, sollte zudem die paral-

lele Detektion von 3 Analysenldufen realisiert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Standardisierung der CE-LIF-Methode zur Methylierungs-

bestimmung

Die Standardisierung der CE-LIF-Methode zur genomweiten DNA-Methylierungsbestim-
mung sollte eine sichere Quantifizierung von 5-Methylcytosin (5Sm-dCMP) in jeder Art von
Probe (in vivo und in vitro) bei hohem Probendurchsatz ermoglichen. Die Einfithrung einer
umfangreichen Dokumentation der Probenvorbereitung sowie einer detaillierten Standard-
Operating-Procedure (SOP) sollte eine einheitliche Durchfiihrung der Analysenmethode ge-
wihrleisten und eine Fehler- und Abweichungsanalyse vereinfachen.

Es wurde ausschlieBlich mit 2°-Desoxynukleosid-3’-monophosphaten gearbeitet, weshalb sich
im Folgenden die vereinfachte Bezeichnung Nukleotide und davon abgeleitete Begriffe auto-
matisch auf diese Formen beziehen. Die aus der Fluoreszenzderivatisierung erhaltenen
2’-Desoxynukleosid-3’-monophosphat-BODIPY-Konjugate werden von nun an vereinfacht
als Nukleotidkonjugate bezeichnet. Zur besseren Ubersicht werden in den dargestellten Elek-
tropherogrammen die Signale der Nukleotidkonjugate mit dANMP (dAMP, dGMP, dTMP,
dCMP und 5m-dCMP) beschriftet.

4.1.1 Optimierung der Probenvorbereitung fur 1 pg und 100 ng DNA

Zur Bestimmung des genomweiten Methylierungsgrades in DNA-Proben ist eine Probenvor-
bereitung bestehend aus einer enzymatischen DNA-Hydrolyse und einer Fluoreszenzderivati-
sierung erforderlich. Beide Reaktionen verlaufen in wéBriger, N-(2-hydroxyethyl)piperazin-
N’-2-ethansulfonsidure (HEPES) - gepufferter Losung in bestimmten Konzentrationen und bei
definierten pH-Werten.

Die bei Biopsien oder nach chirurgischen Eingriffen erhaltenen tumordsen Gewebemengen
sind oftmals sehr klein und inhomogen, so daf3 eine zu analysierende DNA-Menge von 10 ug,
wie bei der urspriinglichen Methode beschrieben [158, 254, 257], nur selten zur Verfiigung
steht.
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Aus meiner Diplomarbeit [158], in der verschiedene Optimierungen beziiglich der Proben-
vorbereitung durchgefiihrt wurden, ist ersichtlich, dal fiir die Analyse von Realproben ein
50 mM Derivatisierungspuffer fiir 10 ug DNA mit einem pH-Wert von etwa 6,4 sehr gut ge-
eignet ist. Daher wurde dieser Puffer fiir die Bestimmung des Methylierungsgrades auch im
Rahmen dieser Arbeit sowohl fiir in vivo- als auch in vitro-Untersuchungen eingesetzt.

Eine betrachtliche Reduzierung der DNA-Menge macht aber eine Anpassung der Probenvor-
bereitung erforderlich. So trat bei der Analyse einer 100 ng Kalbsthymus (CT)-DNA-Probe,
die nach der fiir 10 pg DNA entwickelten Probenvorbereitung (Diplomarbeit [158] und Pro-
benvorbereitungsvorschrift PVV 1, s. experimenteller Teil Kapitel 6.3) prépariert wurde, ein
erheblicher Anteil an Nebensignalen auf. Diese Nebensignale zeigten eine den Hauptnukleo-
tidkonjugaten analoge Fluoreszenzintensitdt und machten eine eindeutige Zuordnung und
Quantifizierung der Hauptnukleotide unmoglich [158]. Es bestand der Verdacht, daf3 unter
Beibehaltung der fiir 10 pg DNA ermittelten Reaktionsbedingungen bei einer deutlich gerin-
geren Nukleotidkonzentration mdgliche Konkurrenzreaktionen des im hohen Uberschul3 zu-
gesetzten Fluoreszenzmarkers mit den in der Losung vorhandenen Proteinen dominieren und
daher ein effektives Labeln verhindern [158]. Das Ziel war es daher, die Hydrolyse- und De-
rivatisierungsbedingungen fiir 1 pg und 100 ng DNA hinsichtlich maximaler Reaktionsaus-
beute, maximaler Signalintensitdt der Nukleotidkonjugate, bestmoglichem S/N-Verhéltnis
und minimalen Nebensignalen zu optimieren. Dabei wurden das Reaktionsvolumen, die Kon-
zentrationen des Fluoreszenzmarkers und des Carbodiimids sowie das zur hydrolysierten
DNA zugegebene Volumen des HEPES-Puffers variiert (Tabelle 4-1). Die Hydrolysemethode
fiir 10 pg DNA (PVV 1) wurde auf 1 pg DNA {ibertragen, wahrend fiir 100 ng DNA die be-
reits in der Diplomarbeit beschriebene Hydrolysemethode mit einer 5-fach reduzierten En-
zymmenge eingesetzt wurde [158]. Die dort beschriebenen Derivatisierungsbedingungen fiir
100 ng und 200 ng DNA wurden fiir die abschliefende Optimierung als Basis herangezogen.
Im Laufe der verschiedenen Arbeiten zur Entwicklung des CE-LIF-Verfahrens [26, 157, 158,
212, 255 - 257] hat sich CT-DNA als geeignete Standard-DNA erwiesen, weshalb sie auch
hier bei der Anpassung der Reaktionsbedingungen fiir 1 pug und 100 ng eingesetzt wurde. Ta-
belle 4-1 gibt einen Uberblick iiber die wesentlichen Variationen bei der Probenvorbereitung
fiir 1 pg und 100 ng DNA. Zum Vergleich sind die entsprechenden Parameter fiir die Pripara-
tion von 10 ng DNA mit aufgefiihrt.

Unter den in der Tabelle aufgefiihrten, fett dargestellten Bedingungen zeigten sich die besten
Reaktionsausbeuten und Signalintensititen der Nukleotidkonjugate bei mdglichst minimalen

Nebensignalen.
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Eine ausfiihrliche Beschreibung der Hydrolyse und Derivatisierung fiir 10 ug, 1 pg und
100 ng DNA findet sich im Kapitel 6.3 unter PVV 1, PVV 4 bzw. PVV 5.

HEPES-Zusatz ~ Reaktions- jeweiliges Volumen

zum Hydrolysat volumen an BODIPY und EDC BODIPY EDC
[uL] [uL] [uL] [mM] [M]
100 ng DNA
30 60 10 4,5 0,30
16 40 7 4.8 0,32
20 40 5 3,4 0,23
1 ug DNA
20 70 20 7,7 0,51
30 70 15 5,8 0,39
20 60 15 6,8 0,45
10 50 15 8,1 0,54
16 50 12 6,5 0,43
20 50 10 5,4 0,36
10 ng DNA
20 90 30 9 0,60

Tabelle 4-1: Angaben zu den verschiedenen Variationen in der Probenvorbereitung (Derivatisierung) fiir 100 ng,
I pgund 10 pg DNA. Das Volumen des Hydrolysats betrug bei allen DNA-Mengen 10 pL. Die fett aufgefiihrten

Werte stellen die optimierten Parameter aus den angegebenen Variationen dar.

Wird eine quantitative Hydrolyse und Derivatisierung vorausgesetzt, betrdgt die Stoffmen-
genkonzentration der Nukleotidkonjugate im optimierten Reaktionsvolumen bei 10 pg DNA
(90 uL) 339,9 uM, bei 1 pg DNA (50 puL) 61,2 uM und bei 100 ng DNA (40 pL) nur noch
7,7 uM. Dabei wurde von einer durchschnittlichen molaren Masse einer hydrolysierten DNA
mit einem A:T:G:C-Verhiltnis von 30:30:20:20 ausgegangen. Abbildung 4-1 zeigt die Elek-
tropherogramme einer 100 ng und einer 1 pug CT-DNA-Probe nach optimierter Probenvorbe-
reitung. In Abbildung 4-2 ist zum Vergleich die Analyse einer 10 pg DNA-Probe dargestellt.

Die Variationen in den Migrationszeiten erkldren sich durch die unterschiedlichen Zeitpunkte
der Analysen dieser Proben. Die Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten in der MEKC ist

tiber einen ldngeren Zeitraum nicht gegeben.
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Abbildung 4-1: Elektropherogramme der Analysen (a) einer 1 ug und (b) einer 100 ng CT-DNA; hydrolysiert
und derivatisiert nach PVV 4 bzw. PVV 5; die kapillarelektrophoretische Analyse wurde nach Methode 1 (s.
experimenteller Teil Kapitel 6.6.4) durchgefiihrt. Die injizierte Stoffmenge betrug bei 1 pg DNA 1,62 fmol und

bei 100 ng DNA 2,03 fmol unter Berlicksichtigung eines Injektionsvolumens von 5,3 nL.
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Abbildung 4-2: Elektropherogramm der Analysen einer 10 pg CT-DNA, hydrolysiert und derivatisiert nach
PVV 1; die kapillarelektrophoretische Trennung wurde nach Methode I durchgefiihrt.

Mehrere Arbeiten [158, 254] haben belegt, dall verschiedene Parameter in der Probenvorbe-
reitung (Temperatur, Reaktionszeit, pH-Wert, DNA-Menge und die Konzentration des Deri-
vatisierungspuffers) einen EinfluBl auf die Nukleotid-Konjugat-Ausbeuten ausiiben. Zur Be-
stimmung des genomweiten Methylierungsgrades sind fiir eine entwickelte Probenvorberei-

tungsmethode, in die die genannten Parameter einflieBen, Korrekturfaktoren zu bestimmen.

4.1.2 Ermittlung von Korrekturfaktoren zur Bestimmung des Methylierungs-
grades fur 10 pg, 1 pg und 100 ng DNA

Aufgrund der nicht quantitativ verlaufenden DNA-Hydrolyse und Fluoreszenzderivatisierung
sowie durch Fluoreszenzloschungen konnen die erhaltenen Signalflichen der derivatisierten
Nukleotide nicht einfach relativ zueinander verglichen werden. Um exakte Quantifizierungen
fiir Sm-dCMP trotzdem realisieren zu konnen, wurden durch die Analyse eines definierten

Standards, dem Bakteriophagen Lambda (L), Korrekturfaktoren eingefiihrt. Diese beriicksich-
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tigten die Hydrolyse- und Derivatisierungseffizienz der Probenvorbereitung sowie die Quan-
tenausbeute des Fluoreszenzmarkers. Die Nukleotid-Sequenz der verwendeten Phagen-DNA
ist bekannt. Das Plasmid enthilt insgesamt 97004 Basen, davon 24182 Cytidinbasen und kei-
nen natilirlichen Anteil an Sm-dCMP. Auf jedem DNA-Strang befinden sich aber 328 mit
Hpa II-Methylase methylierbare Zielsequenzen. Fiir diese Arbeit wurde von Stach (DKFZ
Heidelberg) eine methylierte Lambda DNA mit 656 5-Methylcytidinen generiert und zur Ver-
fligung gestellt.

Zur Bestimmung der Korrekturfaktoren wurden 10 pg, 1 pg und 100 ng A-DNA (methyliert
und unmethyliert) nach den jeweils entwickelten Probenvorbereitungsmethoden (PVV 1,
PVV 4 und PVV 5) hydrolysiert, derivatisiert und kapillarelektrophoretisch nach Methode 1
analysiert. Alle Proben wurden jeweils siebenmal gemessen.

Fiir das methylierte Plasmid des Phagen A ergibt sich eine theoretische Nukleotid-Zusam-
mensetzung von 25,07 % dAMP, 24,93 % dGMP, 25,07 % dTMP, 24,25 % dCMP und
0,68 % 5Sm-dCMP. Das nicht methylierte Phagen-Genom enthélt jeweils 25,07 % dAMP und
dTMP sowie 24,93 % dGMP und dCMP. Die Division der theoretischen, prozentualen Antei-
le des Phagen durch die nach der Analyse ermittelten prozentualen, zeitkorrigierten Peakfla-
chen ergab die jeweiligen Korrekturfaktoren (Tabelle 4-2).

Anhand der so erhaltenen Korrekturfaktoren ist ersichtlich, dafl insbesondere fiir das dGMP-
Nukleotid-BODIPY-Konjugat die theoretischen, prozentualen Konzentrationen doppelt so
grof3 sind, wie die experimentell erhaltenen. Der Grund dafiir ist ein intramolekularer, basen-
spezifischer Quenchproze3 zwischen der Nukleobase Guanin und dem Fluoreszenzmarker
durch einen photoinduzierten Elektronentransfer-Mechanismus [339, 340]. Dabei agiert der
Fluoreszenzmarker als Elektronen-Akzeptor in seinem angeregten Zustand und das Guanin
als Elektronen-Donor im Grundzustand [339, 340]. Dieses Phinomen der basenspezifischen
Fluoreszenzloschung ist schon mehrfach zwischen Guanin und verschiedenen Fluoreszenz-
markern beobachtet worden [340 - 342].

Die Analyse von CT-DNA-Proben, die nach den entwickelten Probenvorbereitungen hydroly-
siert, derivatisiert und mehrfach analysiert wurden (jeweils n = 7), zeigten unter Berticksichti-
gung der erhaltenen Korrekturfaktoren in ihren prozentualen Nukleotid-Konzentrationen eine
gute Ubereinstimmung und Vergleichbarkeit der Methode [255]. Die ermittelten Anteile der
einzelnen Nukleotide entsprachen mit Ausnahme von dAMP sehr gut dem in eukaryotischer
DNA vorliegenden Basenverhiltnis von A:T:G:C mit 30:30:20:20. Bei dAMP konnte eine
signifikante Diskriminierung von etwa 5 % gefunden werden. Diese spezifische Verminde-

rung konnte auf einer unvollstindigen Hydrolyse in genomischer DNA beruhen. Die Hydro-
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lyse der relativ kurzkettigen Plasmid-DNA des Phagen A ist diesbeziiglich vielleicht nicht
100 %-ig vergleichbar. Moglicherweise liegt in der eukaryotischen DNA ein merklicher An-
teil dA auBlerhalb der Erkennungsstellen der verwendeten Enzyme. Die aus den Analysen der
CT-DNA-Proben erhaltenen Methylierungsgrade betrugen 6,50 + 0,17 % (10 ng DNA),
6,45 + 0,20 % (1 pg DNA) und 6,36 = 0,25 % (100 ng DNA). Alle Proben wurden dabei un-

mittelbar nach der Probenvorbereitung kapillarelektrophoretisch analysiert.

a prozentuale Flachen des Phagen A

theoretisch [%] experimentell [%]

n="7 10 ng 1 pg 100 ng
dAMP 25,07 35,55+ 0,44 35,92+0,08 43,54+0,23
dGMP 24,93 11,84 + 0,52 14,57 +£0,14 12,03 + 0,02
dTMP 25,07 26,21 +£0,22 26,47+ 0,00 23,06+ 0,02
dCMP 24,25 26,04 + 0,99 22,39+0,12 20,99+ 0,01
5m-dCMP 0,68 0,74 £ 0,08 0,76 £ 0,02 0,76 £ 0,03
b Korrekturfaktoren
n="7 10 pg [255] 1 pg 100 ng [255]
dAMP 0,71 £ 0,02 0,70 £ 0,001 0,58 £ 0,01
dGMP 2,12+0,18 1,71 £ 0,02 2,08 £0,01
dTMP 0,96 + 0,02 0,95 £ 0,00 1,09 + 0,003
dCMP 0,95+ 0,08 1,10+ 0,01 1,17+ 0,02
5m-dCMP 0,93 £0,09 0,90 + 0,03 0,90 + 0,04

Tabelle 4-2: (a) prozentuale Flidchen der Nukleotide in hydrolysierter und derivatisierter 10 pg-, 1 pg- und
100 ng A-DNA sowie (b) die ermittelten Korrekturfaktoren. Mit Ausnahme der Werte fiir Sm-dCMP stellen die
experimentell ermittelten prozentualen Flichen und die Korrekturfaktoren die zusammengefaliten Mittelwerte
aus methylierter und unmethylierter A-DNA, die angegebenen Fehler die Standardabweichungen der Mittelwerte

dar.

Bei geringen DNA-Mengen wie z.B. 1 pg DNA ist zu beachten, daB3 die in Tabelle 4-2 aufge-
fiihrten Korrekturfaktoren nur auf DNA-Proben angewendet werden konnen, die relativ zeit-
nah nach der Probenvorbereitung kapillarelektrophoretisch analysiert werden (Lagerung ma-
ximal 1 bis 14 Tage). Eine Untersuchung hat ergeben, daf} sich bereits nach dreiwdchiger La-
gerung die Korrekturfaktoren einiger Nukleotide in einer 1 pg A-DNA deutlich dndern. Tabel-
le 4-3 zeigt den Vergleich der ermittelten Korrekturfaktoren fiir 1 pg DNA nach unmittelbarer

Analyse und nach dreiwochiger Lagerung.
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Korrekturfaktoren

ohne 21 Tage

Lagerung Lagerung
lpgm=7  Tugn=3)
dAMP 0,70 £ 0,001 0,65+ 0,001
dGMP 1,71 £ 0,02 2,44 £ 0,01
dTMP 0,95 £ 0,00 1,05+ 0,01
dCMP 1,10 £ 0,01 0,93 +£0,01
5m-dCMP 0,90 £ 0,03 0,84 +£0,04

Tabelle 4-3: Korrekturfaktoren aus der Analyse einer methylierten und einer unmethylierten 1 pg A-DNA, die in

verschiedenen Zeitabstdnden nach erfolgter Probenvorbereitung gemessen wurden.

Der Einflu3 der Lagerung wurde bei einer DNA-Menge von 1 pg anhand der CT-DNA-Probe,
die zunidchst zeitnah nach der Fluoreszenzmarkierung siebenmal analysiert wurde, auch nach
dreiwdchiger Lagerung untersucht. Unter Anwendung der Korrekturfaktoren, die aus der un-
mittelbaren Analyse stammten (Tabelle 4-3, ohne Lagerung), konnte fiir 1 pg CT-DNA ein
Methylierungsgrad von 5,97 £ 0,06 % (n = 3) bestimmt werden. Unter Berticksichtigung des
erhaltenen Korrekturfaktors nach dreiwochiger Lagerung (Tabelle 4-3, 21 Tage Lagerung)
erhohte sich der Methylierungsgrad derselben Probe auf 6,54 + 0,06 % (n = 3). Das zeigt, daf3
die Methode der Korrekturfaktorbestimmung mittels A-DNA sehr gut geeignet ist, um auch
solche Einfliisse zu beriicksichtigen und reproduzierbar die genomische Methylierung zu
bestimmen. Es verdeutlicht gleichzeitig auch, daB3 die Lagerung einen sichtbaren Einflu3 auf
den Gehalt der Nukleotidkonjugate hat, und daf dies bei der Bestimmung bzw. Anwendung
der Korrekturfaktoren mit beriicksichtigt werden muf}. Im Gegensatz zu 1 pug CT-DNA zeigen
10 ng DNA-Proben eine hohere Lagerungsstabilitit von mindestens 9 Wochen [158, 255].
Bei 100 ng ist das bislang noch nicht untersucht worden.

AbschlieBend lieB sich feststellen, daB aufgrund der guten Ubereinstimmungen in den erhal-
tenen Methylierungsgraden bei unterschiedlichen DNA-Mengen die CE-LIF-Methode ein
sicheres Verfahren zur Bestimmung des genomischen Methylierungsgrades darstellt.

Die Analysenmethode wurde anschlieBend zur Bestimmung der DNA-Methylierung sowohl
in in vivo-Proben mit 100 ng und 1 pg DNA-Gehalt als auch in in vitro-Kanzerogenitéts-

untersuchungen mit 10 pg DNA-Gehalt eingesetzt.
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4.1.3 Betrachtung diverser Bereiche in einem Elektropherogramm

Bei den durchgefiihrten Methylierungsuntersuchungen zeigte sich, dall im Bereich von etwa
10 - 12 Minuten eines Elektropherogramms immer wieder ein typisches Signalmuster mit
Intensititen von ca. 0,2 - 2 RFU auftrat (Abbildung 4-3). Diese Signalanhdufung hitte eine
Analyse von DNA-Addukten erschweren konnen, da aus fritheren Untersuchungen bekannt
war, dal} vor allem exogene Addukte ebenfalls in diesem Bereich migrieren [158, 257]. Es

wurde vermutet, daf es sich dabei um Reaktionsprodukte von in der Probe vorhandenen bzw.
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Abbildung 4-3: VergroBerter Ausschnitt des Elektropherogramms einer Analyse einer hydrolysierten und deri-
vatisierten 10 ug CT-DNA (PVV 1), die nach Methode I kapillarelektrophoretisch analysiert wurde. Der einge-

rahmte Bereich kennzeichnet die Region des interessierenden Signalmusters.

bei der Hydrolyse zugesetzten Proteinen mit dem Fluoreszenzmarker handelt. Um dies zu
untersuchen, wurde nach der Hydrolyse einer 10 pg CT-DNA eine Proteinabtrennung mittels
GroBenausschluBmembran (Fugisep Mini, INTERSEP Deutschland, Kapitel 6.4) durchge-
fiihrt. Dafiir wurde eine Membrangrof3e von 4 kD gewdhlt, welche ausreichen sollte, um die
zugesetzte Phosphodiesterase Typ I (ca. 25 kD) und die Mikrokokkennuklease (ca. 15 kD)

nahezu quantitativ abzutrennen. Nach erfolgreicher Abtrennung (Qualitdtskontrolle der Rein-
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heit des Hydrolysats mittels UV-VIS, Kapitel 6.2) wurde die Probe kapillarelektrophoretisch
analysiert und mit einer 10 ug CT-DNA ohne Proteinabtrennung verglichen. Die Ergebnisse
zeigten, daf es sich bei dem angesprochenen Signalmuster nicht um Reaktionsprodukte von
Proteinen mit dem Fluoreszenzmarker handeln konnte.

Aufgrund der kurzen Migrationszeiten der Signale konnen die Substanzen kaum Wechselwir-
kungen mit dem micellaren System eingehen und werden deswegen relativ frith nach dem
EOF detektiert. Die Vermutung, daf es sich um Produkte mit hohem Molekulargewicht han-
delte, schien daher sehr wahrscheinlich. Das trifft neben Proteinen aber auch auf Oligonukleo-
tide zu. Deshalb wurde nun untersucht, ob das Signalmuster auf nicht vollstandig hydrolysier-
te DNA-Fragmente zuriickzufiihren ist. Zu diesem Zweck wurden die Hydrolysebedingungen
in mehreren 10 pg CT-DNA-Aliquoten variiert. Dabei wurden unterschiedliche Volumina der
Enzymlosung (bestehend aus Hydrolysepuffer und der MN/SPD-Enzymmischung mit
150 mU/mL MN; 2,5 mU/mL SPD) den Aliquoten zugesetzt und mit gleichen Anteilen
BODIPY und EDC (30 pL) derivatisiert. Das gesamte Derivatisierungsvolumen war bei allen
Proben identisch. Die kapillarelektrophoretischen Analysen dieser CT-DNA-Proben ergaben
eine Bestitigung der oben getroffenen Hypothese. Es zeigte sich, da3 der betreffende Signal-
bereich in Abhéngigkeit steigender Enzymkonzentration im Reaktionsvolumen immer gerin-
ger wurde. Daher wurden die Hydrolysebedingungen weiter optimiert. Eine 3,4-fache Menge
der MN/SPD-Enzymmischung (14,1 pL statt 4,2 uL) erbrachte zufriedenstellende Hydrolysen
mit nur noch sehr wenigen Signalen im untersuchten Bereich, was mit Abbildung 4-4 belegt
wird.

Weitere Auswertungen verschiedener Elektropherogramme ergaben, daf3 ab einer bestimmten
Anzahl an Mehrfachmessungen (ab n=3) und bei ldngeren Standzeiten einer verdiinnten
Probe stérende Nebensignale zwischen den Signalen der fluoreszenzmarkierten Hauptnukleo-
tide auftraten, die teilweise eine Flachenintegration erschwerten. Es wurden dabei sechs dis-
krete Signale (das 1. vor dJAMP, das 2. und 3. zwischen dTMP und dCMP, das 4. bis 6. direkt
nach 5m-dCMP) detektiert (Abbildung 4-5). Deren Intensitit nahm mit der Anzahl an MeB-
laufen bzw. bei zunehmender Standzeit der verdiinnten Probe zu. Im Hinblick auf Methylie-
rungsuntersuchungen erschwerten die Signale unmittelbar hinter Sm-dCMP die quantitative
Auswertung. Die limitierte Stabilitét der verdiinnten Proben begrenzte deutlich den theore-
tisch moglichen Probendurchsatz. Messungen iiber Nacht waren bezogen auf eine sichere
Quantifizierung des Methylierungsgrades nicht moglich. Die anderen drei Signale vor 5Sm-

dCMP lagen in Bereichen eines Elektropherogramms, in denen auch endogene DNA-Addukte
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Abbildung 4-4: VergroBerter Ausschnitt des Elektropherogramms einer Analyse einer mit 3,4-facher Enzym-
menge hydrolysierten und derivatisierten 10 ng CT-DNA. Die Grafik dient als Vergleich zu der Analyse der
10 pg CT-DNA, die mit 1-facher Enzymmenge hydrolysiert wurde (Abbildung 4-3). Die kapillarelektrophoreti-
sche Analyse erfolgte nach Methode 1. Der eingerahmte Bereich kennzeichnet die Region des interessierenden

Signalmusters, bei dem es sich um nicht vollstindig hydrolysierte Nukleotide (Oligos) handelt.

migrieren [257], und storten ebenfalls die Analyse. Detaillierte zeitliche Betrachtungen dieser
»Storsignale* ergaben ein bestimmtes Erscheinungsbild und einen definierten Reaktionsab-
lauf. Zuerst bildete sich immer das Signal vor dAMP. In Abhéngigkeit der Konzen-
tration dieses Signals wurde das zweite Signal hinter d TMP erkennbar. Das dritte (vor dCMP)
und die Signale 4 - 6 (hinter Sm-dCMP) standen in Bezug zur Konzentration der beiden ersten
Signale. Parallel zum Intensitdtsanstieg der Signale 3 - 6 verringerte sich die Konzentration
des 1. Signals. Es wurde vermutet, da3 es sich bei den unerwiinschten Nebensignalen um Zer-
setzungsprodukte des Fluoreszenzmarkers handelte. Die Analyse diverser Blindproben (mit
und ohne Protein-, EDC- oder Pufferzusatz) bestitigten diese Hypothese. Weitere Untersu-
chungen belegten, daB3 die Konzentrationen dieser BODIPY-Abbau- bzw. Spaltprodukte stark
vom pH-Wert und der zugesetzten EDC-Menge abhéngig waren. Je basischer eine BODIPY-
Losung wurde, desto schneller erschienen die Abbauprodukte. Im Gegensatz zu fritheren An-

nahmen, dal3 der wihrend der Derivatisierung erforderliche HEPES-Zusatz in erster Linie die
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Abbildung 4-5: VergroBerter Ausschnitt des Elektropherogramms einer Analyse von 10 ug CT-DNA, die mit in
Relation zur urspriinglich verwendeten Vorschrift (Hydrolyse in PVV 1) 3,4-fach erhdhter Enzymmenge hydro-
lysiert, derivatisiert und nach Methode I analysiert wurde. Der Ausschnitt zeigt die dritte Mehrfachanalyse dieser

Probe. Die numerierten Signale stellen die Zersetzungsprodukte des Fluoreszenzmarkers dar.

entstehende HCl abfangen und somit einen sinkenden pH-Wert verhindern soll, haben eigene
Messungen ergeben, dall die Reaktionslosungen nach EDC-Zusatz nicht saurer, sondern basi-
scher wurden. Dies fiihrte bei einer Erhohung der EDC-Konzentration zu einer Intensitatsstei-
gerung der Storsignale. Gerade bei kleinen DNA-Mengen (z.B. 100 ng) machten sich die Si-
gnale ab dem 1. bzw. 2. Analysenlauf sehr storend bemerkbar. Das geht mit der Beobachtung
von Poguang und Giese konform, die bei BODIPY-Konjugaten im basischen pH-Bereich eine
sukzessive Austauschreaktion der beiden Fluoratome im BODIPY durch Hydroxygruppen
beschrieben haben [343]. Ein weiterer Einflul auf die Konzentration der Storsignale ergab
sich durch die Anwesenheit von Sauerstoff. Daher lag die Vermutung nahe, dal} es sich bei
diesen Zersetzungsprodukten des Fluoreszenzmarkers sowohl um Hydrolyse- als auch um

Oxidationsprodukte handelt.
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4.1.4 Erhoéhung des Probendurchsatzes und der Routinetauglichkeit

Die bisher verwendete CE-LIF-Methode, einschlieBlich der Probenvorbereitung, ist hervorra-
gend zur Bestimmung des Methylierungsgrades geeignet. Durch die ermittelten Korrekturfak-
toren kann die genomische Methylierung mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. Jedoch ist
bei einem hohen Probenaufkommen ein groBerer Probendurchsatz wiinschenswert. Bisher
konnten ca. 12-14 Analysen am Tag durchgefiihrt werden, da die Haltbarkeit der Proben auf-
grund der angesprochenen Zersetzungsprodukte des Fluoreszenzmarkers begrenzt war. Im
Hinblick auf ein hoheres Probenautkommen war daher die Notwendigkeit zu einem ganztigi-

gen MeBbetrieb (24 h) gegeben.

4.1.4.1 Anderung der Probenvorbereitung

Aus allen bisherigen Beobachtungen zusammengefa3t wurde eine neue Probenvorbe-
reitungsmethode fiir 10 pg DNA entwickelt, die statt 30 pL nur 20 pL BODIPY- und
EDC-Losung gegeniiber der bisher eingesetzten Derivatisierungsmethode (in PVV 1) enthielt.
Diese Methode wurde mit der aus den Analysen des ,,Oligonukleotidbereiches™ (Kapitel
4.1.3) resultierenden effizienteren Hydrolyse mit 3,4-facher Enzymmenge kombiniert.
Gleichzeitig wurde das Reaktionsvolumen von 90 puL auf 70 puL reduziert. Aus dieser
~22 %-igen Verminderung des Reaktionsvolumens resultierte dann letztlich eine effektive
Verringerung der BODIPY- und EDC-Konzentration um ~ 15 % bei zugleich erhohter Nu-
kleotid-Konzentration im Reaktionsvolumen [212]. Der Uberschuf3 an BODIPY im Verhiltnis
zur Nukleotidkonzentration wurde dadurch von 26,5-fach auf 17,6-fach und an EDC von
1765-fach auf 1167-fach gesenkt. Ferner wurde zur oxidativen Stabilisierung die verdiinnte
Probe mit Paraffindl (~ 4 Tropfen) liberschichtet. Die Paraffiniiberschichtung empfindlicher
Proben ist bereits von Watzig und Dette [344] beschrieben worden. Die beiden Elektrophero-
gramme in Abbildung 4-6 stellen jeweils eine hydrolysierte, derivatisierte und 1:200 verdiinn-
te 10 ug CT-DNA-Probe dar, die iiber Nacht unter Lichtausschluf3 im Kapillarelektrophorese-
gerit stehengelassen wurde. Abbildung 4-6 a zeigt vergroflerte Ausschnitte der Analyse einer
nach der bisherigen Probenvorbereitung (PVV 1, ohne Paraffinstabilisierung) priparierten
DNA und im Vergleich dazu (Abbildung 4-6 b) eine nach neuer Probenvorbereitung (PVV 2,
mit Paraffiniiberschichtung). Die Unterschiede sind deutlich zu erkennen. Diese Anderungen

in der Probenvorbereitung ermdoglichten einen 24-stiindigen Routineeinsatz des CE-LIF-
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Abbildung 4-6: Vergleich der Analysen zweier CT-DNA-Proben (&) mit bisheriger und (b) mit neuer Proben-
vorbereitung mit Paraffinstabilisierung (1 - 6 = Zersetzungsprodukte); die Proben wurden iiber Nacht bei Raum-
temperatur unter Lichtausschluf} gelagert [212]. Beide Proben wurden kapillarelektrophoretisch nach Methode 1

analysiert.
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Gerites, was anndhernd zu einer Verdopplung des Probendurchsatzes auf bis zu 24 Analysen
pro Tag bei gleichzeitiger Minimierung der finanziellen Aufwendungen fiir den kosteninten-
siven Fluoreszenzmarker fiihrte. Alle Proben wurden ab diesem Zeitpunkt nach erfolgter Ver-
diinnung in Wasser mit Paraffin iiberschichtet. Auf eine explizite Erwidhnung bei jeder nach-
folgenden Analyse wird daher verzichtet.

Die Paraffinstabilisierung kann auch bei den Elektrolyten eingesetzt werden. Das Paraffin
verhindert dabei die Verdunstung des organischen Modifiers und hélt damit die Elektrolytzu-
sammensetzung liber einen langen Mefzyklus konstant. Dieser positive Effekt macht sich
jedoch erst bei erhohter Raumtemperatur (> 25 °C) und einer eventuell daraus resultierenden
Erwdarmung des Analysengerites bemerkbar. Daher wurde in dieser Arbeit auf eine derartige
Elektrolytstabilisierung tiberwiegend verzichtet. Die von Shimura et al. [345] beschriebene
Moglichkeit, dafl Paraffindl in das Innere der Kapillaren dringen kann, konnte hier nicht be-
obachtet werden.

Eine weitere Anderung im Routinebetrieb betraf eventuell auftretende Injektionsschwankun-
gen. Baeuml und Welsch [346] beschreiben die Moglichkeit, da3 es zu Aufquell- und Ablo-
sungsvorgingen der Polyimid (PI)-Schicht der Kapillaren kommt. Wenn dies am Inlett pas-
siert, konnen feinste Fasern dieser gelosten PI-Schicht die Kapillar6ffnung derartig verstopfen
oder verengen, dal} eine reproduzierbare Injektion der Proben nicht gewéhrleistet ist. Um die
daraus resultierenden Injektionsschwankungen zu vermeiden, wurden am Inlet der Kapillare
~ 2 mm der PI-Schicht entfernt.

Zusétzlich wurden die kapillarelektrophoretischen Bedingungen bei nachfolgenden Analysen
leicht modifiziert. Dabei wurde die SDS-Konzentration im Elektrolyten um 5 mM erhoht, die
Trenntemperatur auf 20 °C und die Trennspannung auf 18 kV reduziert (Methode II). Da-
durch konnte eine reproduzierbarere und effektivere Trennung der noch in geringem Malle
vorhandenen Zersetzungsprodukte vom 5m-dCMP-Signal erreicht werden. Die Analysenzeit

wurde dadurch nur geringfligig verlangert.

4.1.4.2 Erhéhung der Lebensdauer einer Kapillare

Im nun durch die angesprochenen MaBnahmen moglichen Routinebetrieb mit entsprechen-
dem Probendurchsatz fiel eine mangelnde Langzeitstabilitit der verwendeten Kapillaren auf.
Eine Kapillare konnte unter den hier gewihlten elektrophoretischen Bedingungen durch-

schnittlich fiir 150 - 200 Analysen verwendet werden. Nach ~ 70 Analysenldufen begann sich
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am Outlet die Polyimid-Schicht abzulosen. Nach ~ 100 - 150 Analysenldufen war die PI-
Schicht auf einer Lange von ca. 2 cm vollstidndig entfernt. Dadurch kam es etwa 15 min nach
Beginn der Analyse zu einer deutlichen Verschlechterung der Basislinie. Nach weiteren ~ 50
Analysen war die Kapillare fiir quantitative Messungen nicht mehr verwertbar. Zudem stieg
mit groBflichigem Ablosen der PI-Schicht die Gefahr eines Kapillarbruchs. Dies war gerade
bei Messungen tiber Nacht unerfreulich, da MefBzeit und Probenmaterial verschwendet wurde.
Das Problem wurde durch eine Modifizierung des von Baeuml und Welsch beschriebenen
Verfahrens des ,,heat-curings* gelost [346], wodurch sich die Langzeitstabilitdt deutlich ver-
besserte. Die Kapillare wurde im Heizofen eines Gas-Chromatographen einem Temperatur-
gradientenprogramm unterzogen. Dabei wurde der Ofen mit einer Heizrate von 5 °C/min auf
300 °C erhitzt. Diese Temperatur wurde 100 Stunden gehalten und anschlieBend der Ofen
abgeschaltet. Bei geschlossener Ofentiir konnte die Kapillare in der Folgezeit auf Raumtem-
peratur abkiihlen. Mit einer derart vorbereiteten Kapillare wurde bei gleichen elektrophoreti-
schen Bedingungen die Lebensdauer um den Faktor 2 - 3 gesteigert. Erst nach ca. 250 Analy-
senldufen kam es zum Aufquellen und nachfolgenden Abldsen der PI-Schicht. Nach ca. 150
weiteren Analysen konnte auch eine so behandelte Kapillare aufgrund der bereits angespro-

chenen Beeintrachtigungen nicht mehr verwendet werden.

4.1.5 Uberprifung der Korrekturfaktoren mittels Lambda-DNA (unmethyliert)
bei 10 ug

Gegeniiber der fritheren Probenvorbereitung fiir 10 png DNA-Proben haben sich bei der hin-
sichtlich der Probenstabilitit optimierten Methode die Enzymkonzentration, der BODIPY-
und EDC-Zusatz und das Reaktionsvolumen in der Derivatisierung geéndert. Es mufite des-
halb kontrolliert werden, ob die erfolgten Anderungen in der Probenvorbereitung gravierende
Auswirkungen auf die schon ermittelten Korrekturfaktoren haben.

Es wurden 10 pg unmethylierte A-DNA (New England Biolabs) nach der neuen Probenvorbe-
reitung hydrolysiert, derivatisiert und 7-mal kapillarelektrophoretisch nach Methode II analy-
siert. Analog dem in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Verfahren wurden erneut Korrekturfaktoren

fiir die vier Nukleotide dA, dG, dT und dC ermittelt (Tabelle 4-4).
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KF ' aus bisheriger KF ? aus optimierter
n  Probenvorbereitung Probenvorbereitung

dA 7 0,71 + 0,02 0,72 + 0,002
dG 7 2,12+0,18 2,01 £0,08
dT 7 0,96 + 0,02 0,96 + 0,005
dc 7 0,95 + 0,08 0,94+ 0,01

Tabelle 4-4: Vergleich der Korrekturfaktoren fiir 10 pg DNA;  gemittelte Korrekturfaktoren aus methylierter
und unmethylierter A.-DNA; ® Korrekturfaktoren aus unmethylierter A-DNA.

Die Korrekturfaktoren zeigten innerhalb der Fehlertoleranz fiir die vier Hauptnukleotide eine
sehr gute Ubereinstimmung. Auch beim dAMP-Konjugat ergab sich keine merkliche Ande-
rung des Korrekturfaktors, was die Vermutung unterstiitzt, da3 die Hydrolyse der relativ klei-
nen Plasmid-DNA unproblematisch ist. Die Ergebnisse fiir die vier Hauptnukleotide lieen
den Schluf3 zu, daB auch fiir Sm-dCMP kein gravierender Einflul auf den Korrekturfaktor

bestehen sollte.

4.1.6 Reproduzierbarkeit

Im AnschluB an die durchgefiihrte Optimierung der Probenvorbereitung und Uberpriifung der
Korrekturfaktoren mittels unmethylierter A-DNA wurde auch die Reproduzierbarkeit der neu-
en Priparationsmethode durch eine Mehrfachbestimmung von CT-DNA {iberpriift. Dazu
wurden 4 x 10 pg CT-DNA an unterschiedlichen Tagen nach optimierter Methode hydroly-
siert, derivatisiert (PVV 2) und {iber einen Zeitraum von mehreren Tagen je dreimal kapillar-

elektrophoretisch analysiert. Die ermittelten Methylierungsgrade zeigt Tabelle 4-5.

Methylierungsgrad
[“o]
Probe 1 6,53 +£0,07
Probe 2 6,51 +0,14
Probe 3 6,58 + 0,04
Probe 4 6,46 = 0,09

Tabelle 4-5: Ermittelte Methylierungsgrade von 4 x 10 ug CT-DNA Proben, die kapillarelektrophoretisch nach
Methode II analysiert wurden.
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Damit konnte die Reproduzierbarkeit nach gednderter Probenvorbereitung verifiziert werden.
Die in Tabelle 4-5 aufgefiihrten Werte fiir die genomische Methylierung stimmten sehr gut
mit den in Kapitel 4.1.2 erhaltenen Werten iiberein, so dal damit indirekt auch der KF von

S5m-dCMP fiir die neue Methode (PVV 2) iiberpriift wurde.

4.1.7 Dokumentation relevanter Probenvorbereitungsparameter

Nach Abschluf3 der Optimierungen wurde eine umfangreiche Dokumentation {iber die Pripa-
ration der DNA-Proben entwickelt und eingefiihrt. Dies sollte bei einer routineméfigen Ana-
lytik eine einheitliche, personenunabhingige Durchfithrung der Probenpréparation und eine
effektive Vereinfachung in der Auffindung von Fehlerquellen gewéhrleisten. Daher wurde
neben der Einfithrung einer detaillierten SOP auch ein Vordruck zur Dokumentation aller
Parameter einer Probenvorbereitung erstellt, der bei jeder weiteren Probenpridparation ausge-

fiillt wurde. Diese Dokumentation enthélt in einem mehrseitigen Formular folgende Angaben:

» den Namen des Probenvorbereitenden, das entsprechende Namenskiirzel, das Da-
tum der Probenvorbereitung

» das Alter und die Bezugsquelle der DNA sowie den Namen desjenigen, der die
Aliquotierung der DNA (z.B. a 10 pg) vorgenommen hat

» das Alter der verwendeten Enzymmischung, der Name des Préparators und das
Datum des ersten Auftauens des verwendeten Enzym-Aliquots

» die Hydrolyse- und die Derivatisierungsmethode in Form eines Kiirzels, der exak-
ten Reaktionstemperatur und -dauer sowie einer an die Dokumentation angehdng-
te, detaillierte Beschreibung der Hydrolyse- und die Derivatisierungsmethode

» die Zusammensetzung des Hydrolyse- und Derivatisierungspuffers, der Name des
Priparators, das Datum des jeweiligen Ansatzes, die zur Herstellung verwendete
Wassercharge und die Temperatur des Puffers vor Reaktionsbeginn

» die exakten Einwaagen von BODIPY und EDC, die Chargenbezeichnung des
Herstellers und das Datum der ersten Offnung der verwendeten Abfiillung

» die fiir die Hydrolyse und Derivatisierung eingesetzten Pipetten und das Datum
der letzten Kalibrierung

» die Aliquotierung und Lagerung (Raum, Ort, Temperatur)
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In d@hnlicher Weise wurde eine Dokumentation fiir die Wasseraufbereitung mittels der Milli-
pore-Anlage (z.B. Leitfdhigkeit, total organic compound (TOC)-Wert) und zur Priparation
der Enzymmischungen angefertigt. Ublicherweise betrug der Leitfihigkeitswert
18,2 MQ - cm und der TOC-Wert < 5 -10 ppb. An der Entnahmestelle des Gerétes befand sich
zusitzlich ein Proteasefilter zur mikrobiellen Aufreinigung. Aus der Wasseraufbereitungsan-
lage wurden je nach Bedarf 10 L aufgereinigtes Wasser entnommen und im Labor gelagert.
Fiir jede 10 L-Entnahme wurde eine interne Chargenbezeichnung vergeben. Auf dem Doku-
mentationsformblatt zur Wasserentnahme wurden neben dem Datum der Entnahme und dem
Namen des Ausfiihrenden die Chargenbezeichnung und die qualitativen Eigenschaften einge-
tragen. Zuziliglich zur Dokumentation wurde auf dem entsprechenden Lagerbehilter das Da-
tum der Entnahme und die interne Chargenbezeichnung vermerkt. Das Entnahmedatum lie3
Riickschliisse auf eine mogliche, verstiarkte bakterielle Kontamination aufgrund einer ldnge-
ren Standzeit zu.

Die Priparation der Enzymmischung bestand aus der Aufkonzentrierung der kommerziell
erworbenen Phosphodiesterase, der Dialyse der Phosphodiesterase und der Mikrokokken-
nuklease, der Lyophilisation der entsalzten Enzyme und der Mischung der anschlieend in
Wasser gelsten Proteine (s. experimenteller Teil, Kapitel 6.1). Die zugehdrige Dokumentati-
on enthielt neben dem Datum der Préparation und dem Namen des Operators herstellerspezi-
fische Angaben zu den Enzymen (z.B. Name des Herstellers, Artikel-Nummer, Proteinkon-
zentration, Enzymaktivitit, Charge), Informationen zu eingesetzten Verbrauchsmaterialien
(z.B. Konzentrator, Dialyserahmen, Einwegspritzen), der verwendeten Wassercharge, der
Lyophilisationsdauer sowie der Lagerung und Etikettierung. An die Dokumentation wurden
detaillierte Beschreibungen der einzelnen Priparationsschritte und der Aliquotierung ange-
hangt.

Dadurch war neben der Vereinfachung einer Fehleranalyse auch eine Préparator-unabhingige
Dokumentation gewahrleistet. Dies ermoglicht einer anderen Person zu jeder Zeit, die Pro-
benvorbereitung anhand detaillierter Daten in einfacher, {ibersichtlicher und standardisierter

Form nachzuvollziehen.

4.2 Bestimmung des genomischen Methylierungsgrades

Die CE-LIF-Methode wurde zur Bestimmung des Methylierungsgrades sowohl in in vitro- als

auch in in vivo-Proben eingesetzt.
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4.2.1 Analyse von 10 ug DNA aus Caco2-Zellen

Es ist unbestritten, dall epigenetische Modifikationen (z.B. DNA-Methylierung) eine wichtige
Rolle in der Tumorgenese spielen. Unklar ist jedoch noch, in welcher Phase des Kanzeroge-
neseprozesses die Umgestaltungen im Methylierungsmuster einsetzen. Im Modell der Ent-
wicklung eines Kolonkarzinoms [23] werden Verdnderungen in der genomweiten Methylie-
rung in Form einer Hypomethylierung in der Promotionsphase diskutiert. Wilson et al. [347]
konnten in einer in vitro-Studie zeigen, daf} bereits in der frithen Phase der Zellentwicklung,
bedingt durch exogene Faktoren, eine Verdnderung in der genomischen Methylierung statt-
findet. Die Autoren inkubierten NHBE-Zellen (normal human bronchial epithelial cells)
48 Stunden mit unterschiedlichen Kanzerogenen, darunter einige PAK, in verschiedenen
Konzentrationen (B[a]P z.B. 0,4 bis 4 uM) und konnten eine genomweite Hypomethylierung
(12 - 17 %-iger Verlust an 5-Methylcytosin) in Abhdngigkeit der kanzerogenen Konzentration
und des genotoxischen Potentials dieser Kanzerogene feststellen. Damit konnten sie die Er-
gebnisse einer bereits einige Jahre zuvor von Wilson und Jones durchgefiihrten in vitro-Studie
an einer 16 Stunden mit B[a]P inkubierten Zelllinie von Méusen (BALB/3T3-Zellen) bestéti-
gen [348]. In vivo-Experimente in einer in unserem Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit
[349], bei der verschiedene Gewebe von mit 3-Nitrobenzanthron inkubierten Ratten (2 mg/kg
Kérpergewicht) auf Anderungen im Methylierungsgrad untersucht wurden, zeigten bereits 48
Stunden nach Inkubation in zwei Geweben eine Hypomethylierung.

In PAK-Kanzerogenititsstudien stellt das B[a]P das héufigste untersuchte Kanzerogen dar
[350]. Eine von Li et al. [351] publizierte Studie lieferte allerdings Anhaltspunkte, dal auch
Benzo[c]fluoren (B[C]F) in der chemischen Kanzerogenese beim Menschen von grofler Be-
deutung ist. Dabei konnte ein B[a]P-dhnliches Addukt, das als Derivat von Benzo[C]fluoren
identifiziert wurde, in 41 % aller Gewebeproben von Brustkrebs-Patientinnen nachgewiesen
werden. In Gewebeproben gesunder Frauen wurde dagegen nichts gefunden. Zur Untersu-
chung des kanzerogenen Potentials von B[C]F im Vergleich zu B[a]P und Teer wurden von
Goth-Goldstein (Lawrence Berkeley National Laboratories, Berkeley, USA) Caco2-Zellen
mit B[a]P, B[C]F und Teer 24 h und 48 h inkubiert und die DNA isoliert. Caco2-Zellen wer-
den aus einem menschlichen Dickdarmkarzinom gewonnen und stellen eine haufig genutzte
Zelllinie dar. Sie differenzieren analog dem Diinndarm und bilden verschiedene Cytochrom
P450-Isoformen aus. Dabei exprimieren sie CYP1A1 und CYPIBI1, mit einer 5-fach hoheren

Konzentration an CYP1ALI. Dies ist interessant, da die Ergebnisse aus der Studie von Li et al.
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vermuten lassen, dal Benzo[C]fluoren primir iiber CYP1A1 metabolisiert wird [351]. Die
Anzucht der Caco2-Zellen erfolgte nach der sogenannten Transwells-Technik, bei der sie auf
mikropordsen Filtern, die zwischen zwei mit Kulturmedien gefiillten Kammern angeordnet
waren, geziichtet wurden. Aufgrund der porosen Membran konnten sich die Zellen dreidi-
mensional ausbreiten [352].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zur Verfligung gestellten DNA-Proben hinsichtlich des
Methylierungsgrades untersucht. Je 10 pg der isolierten DNA wurden nach PVV 1 hydroly-
siert, derivatisiert und mehrfach kapillarelektrophoretisch nach Methode I analysiert. Tabelle
4-6 zeigt die Ergebnisse dieser Analysen.

Inkubations-
Probe zeit Konzentration =~ Methylierungsgrad n
[h] [ng/mL] [%0]

Kontrolle 4,17+ 0,26 19
B[c]F 24 5 4,04 + 0,24 5
B[c]F 48 5 3,81 +0,20 17
B[a]P 24 2,5 4,09 +0,12 3
B[a]P 48 2,5 391+0,16 6

Teer 24 5 3,78+ 0,10 3
Teer 48 5 3,76 £0,13 11

Tabelle 4-6: Methylierungsgrade der DNA von Caco2-Zellen, die 24 h und 48 h mit unterschiedlichen PAKs

inkubiert wurden.

Die Resultate zeigen eine Hypomethylierung der Zell-DNA nach Inkubation mit B[c]F und
Teer, die beim Teer deutlicher ausfillt [351, 353, 354]. Bei den in vitro-Untersuchungen von
Wilson et al., die eine Hypomethylierung bei Einwirkungen exogener Kanzerogene ergaben,
zeigten nicht alle zur Inkubation verwendeten PAKs eine starke Auswirkung auf den
5-Methylcytosin-Gehalt. So wies B[a]P in einer geringen Konzentration keine deutlich signi-
fikanten Unterschiede zur Kontrolle auf [347]. Die in Tabelle 4-6 aufgefiihrten Ergebnisse
bestéitigen dieses Resultat. Das kanzerogene Potential von komplexen Noxen, in denen ein
Gemisch von verschiedenen PAKs vorliegt (z.B. Teer), wird oft relativ auf der Basis von so-
genannten B[a]P-Aquivalenzfaktoren berechnet [353]. Diese Faktoren beschreiben allerdings
nicht genau das kanzerogene Potential dieser komplexen Zusammensetzungen und fiihren in
vielen Féllen zu einer Unterbestimmung des eigentlichen kanzerogenen Potentials [353, 354].

In der Literatur werden unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen den genetischen Schi-
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den (Addukten) und der epigenetischen Modifikation (5m-dCMP) diskutiert. Es konnte z.B.
in mehreren Arbeiten gezeigt werden, da3 eine Adduktbildung durch verschiedene exogene
Kanzerogene bevorzugt an methylierten CpG-Sequenzen in Tumorsuppressorgenen auftritt
[355 - 358]. Weiterhin wurde dariiber berichtet, dall die Anwesenheit beider Modifikationen
(5m-dCMP und ein B[a]P-dG Addukt) innerhalb der Sequenz eine betrichtliche Konfor-
mationsédnderung in der DNA-Struktur bewirkt [355]. Das konnte auch in dhnlicher Weise zu
dem von Smela et al. fiir das N*-dG-Addukt von Aflatoxin B1 postulierten Mechanismus zur
Bildung von Mutationen im Tumorsuppressorgen fithren [80].

Dariiber hinaus haben Wojciechowski und Meehan beschrieben, dall eine DNA, die B[a]P-
Addukte enthélt, ein schlechtes Substrat fiir beide Methyltransferasen (sowohl de novo als
auch ,,Mainten-ance“-DNMT) darstellt [359].

Die in dieser Arbeit erzielten Analysenergebnisse der Caco2-Zellen deuten an, dafl der Me-
thylierungsgrad als Biomarker eingesetzt werden konnte. Die statistische Signifikanz dieser

Ergebnisse mufl durch zukiinftige, systematische in vitro-Untersuchungen verifiziert werden.

4.2.2 Analyse von 100 ng DNA aus Brustkrebs-Zellen

Durch die Reduzierung der fiir die Analyse notwendigen DNA-Menge konnte der Methylie-
rungsgrad in 100 ng DNA aus humanen Brustkrebszellen bestimmt werden. Dazu wurden
100 ng DNA, die von der Arbeitsgruppe von Wielller (Molekulare Toxikologie, DKFZ-
Heidelberg) zur Verfligung gestellt wurde, nach PVV 5 hydrolysiert, derivatisiert und kapilla-
relektrophoretisch nach Methode I analysiert.

Der Mittelwert des genomweiten Methylierungsgrades ergab sich unter Beriicksichtigung der
zuvor ermittelten Korrekturfaktoren zu 4,18 + 0,26 % (n=9) [255]. Abbildung 4-7 zeigt ein
Elektropherogramm der Analyse von 100 ng der Tumorzell-DNA.

Das Elektropherogramm veranschaulicht, daB3 durch die zuvor durchgefiihrten Optimierungen
der Probenvorbereitung und unter Anwendung des bereits in der Diplomarbeit [158] ermittel-
ten Elektrolytsystems auch in Realproben in dieser geringen DNA-Konzentration sowohl ein
sehr gutes S/N-Verhiltnis fiir die einzelnen Nukleotid-Konjugate als auch eine sehr gute
Trennung zwischen dCMP und 5m-dCMP erzielt wird. Zur sicheren Quantifizierung des ge-
nomweiten Methylierungsgrades sind daher 100 ng DNA ausreichend, was gerade im Hin-
blick auf die Verfiigbarkeit von humanem Tumorgewebe durch Biopsien ein wichtiger Fort-

schritt fiir die Anwendung der CE-LIF-Methode darstellt.
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Abbildung 4-7: Elektropherogramm der Analyse einer 100 ng Brustkrebs-DNA; hydrolysiert und derivatisiert
nach PVV 5; die Probe wurde nach Methode I analysiert.

4.2.3 Analyse des genomischen Methylierungsgrades in DNA von Patienten mit

chronischer lymphatischer Leukamie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einer Kooperation mit Oscier (Royal Bournemouth Hos-
pital, UK) Proben von insgesamt 29 Patienten mit chronischer lymphatischer Leukédmie
(CLL) hinsichtlich ihres genomischen Methylierungsgrades analysiert. Die zur Verfligung
gestellten DNA-Proben der an B-CLL erkrankten Personen waren sehr gut hinsichtlich ver-
schiedener, fiir diese Erkrankung wichtiger Prognosemarker charakterisiert. Die Fragestellung
war dabei, ob einerseits die genomische Methylierung mit den klinischen Parametern korre-
liert und andererseits die Methylierung eventuell als mdglicher weiterer Prognosefaktor ge-

eignet ist.

4.2.3.1 Prognosefaktoren in der chronisch lymphatischen Leukamie

Die chronisch lymphatische Leukédmie ist ein leukdmisches, niedrig-malignes Non-

Hodgkin-Lymphom der B-Zellreihe. Die morphologisch reifen, aber funktionell unreifen
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neoplastischen B-Zellen sind charakterisiert durch eine sehr niedrige Proliferationsrate und
deaktivierter Apoptose. Die B-CLL-Zellen akkumulieren in Blut, Knochenmark, Lymphkno-
ten und Milz und fiithren zur OrganvergroB3erung sowie zur Knochenmarks- und Immuninsuf-
fizienz [360 - 362]. Mit einer jéhrlichen Inzidenz von 3 pro 100000 Einwohner ist die CLL in
den westlichen Landern die hiufigste Leukdmie bei Erwachsenen. Das mediane Erkrankungs-
alter liegt zwischen 65 und 70 Jahren. Die Atiologie der CLL ist unklar. Ein EinfluB von
Umweltfaktoren wird diskutiert, ist aber nicht gesichert [360]. Eine familidre Pradisposition
ist mittlerweile durch epidemiologische Studien belegt [363, 364]. Kinder von CLL-Patienten
haben ein erhohtes Risiko, ebenfalls daran oder an einer anderen lymphatischen Neoplasie zu
erkranken [360, 365].

Der Fritherkennung der schleichenden, meist zufillig diagnostizierten CLL-Erkrankung
kommt eine besondere Bedeutung zu. Die mittlere Uberlebenszeit ab dem Diagnosezeitpunkt
variiert abhéngig vom Stadium zwischen zwei und mehr als zehn Jahren. Basierend auf der
Beobachtung, daB} in frithen Krankheitsstadien die zunehmenden Tumormassen und in den
fortgeschrittenen Stadien das Ausmal} der Knochenmarksinsuffizienz die Prognose bestim-
men, entwickelten Rai et al. 1975 [366] und Binet et al. 1981 [367] Stadieneinteilungen, die
prognostisch differente Gruppen definieren. Diese Stadieneinteilungen erlauben jedoch keine
zuverlédssige Beurteilung des individuellen Krankheitsverlaufes, insbesondere bei jiingeren
Patienten in frithen Stadien (Binet-Stadium A, Rai-Stadium 0-II) [360, 368, 369]. Neuere
Prognosefaktoren gewihrleisten dagegen im Einzelfall eine bessere Abschitzung des Fort-
schreitens der Erkrankung [369].

Ein derzeit allgemein anerkannter prognostischer Faktor fiir die B-CLL ist der individuelle
Mutationsstatus des Gens fiir den variablen, schweren Teil der Immunoglobulinkette (IgVH)
bzw. die VH-Homologie [370, 371]. Wahrend der B-Zell-Reifung unterliegt die VH-Region
des Immunoglobulin-Gens einer somatischen Hypermutation [212, 361]. Dabei werden
Punktmutationen in diese Genregion eingefiihrt und dadurch hochaffine Antikérper generiert
[361]. Der Anteil dieser DNA-Verdnderungen spiegelt sich im Grad der VH-Homologie wi-
der [212, 372]. Die VH-Homologie gibt die Ahnlichkeit bzw. die prozentuale Ubereinstim-
mung der VH-Nukleotidsequenz zwischen den B-Zell-Genen und den néchsten Keimbahn-
Genen an [212, 372]. Als Referenz-DNA zur Bestimmung der VH-Homologie wird iiblicher-
weise eine Keimbahn-DNA nichtlymphoider Zellen derselben Person (z.B. DNA aus Wan-
genschleimhaut-Zellen) herangezogen [372]. Der Mutationsstatus der Immunoglobulin-Gene
in einem B-Zell-Tumor liefert wichtige Hinweise auf dessen Ursprung, und es 148t sich daran

ablesen, in welchem Differenzierungsstadium sich die verantwortliche B-Zelle befindet, d.h.
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ob diese ein Keimzentrum durchlaufen und somit bereits Kontakt zu einem Antigen hatte oder
nicht [372, 373]. Eine hohe VH-Homologie in B-CLL-Zellen bedeutet, da3 die IgVH-
Genregion dieser zelluliren DNA kaum Mutationen aufweist und daher diese Zellen einen
geringen Reifegrad und eine hohere Malignitét besitzen [372]. Bei der B-CLL konnen durch
den IgVH-Status zwei Gruppen unterschieden werden: die B-CLL mit mutierten und die B-
CLL mit unmutiertem IgVH. Dabei haben B-CLL-Patienten mit mutiertem IgVH eine bessere
Uberlebensprognose als die mit unmutiertem IgVH [370, 374 - 376]. Die Bestimmung des
IgVH-Mutationsgrades erfolgt durch eine Sequenzierung des Gens, was allerdings ein sehr
aufwendiges, teures Verfahren darstellt und daher fiir eine Routineuntersuchung nicht gut
geeignet ist [371, 377]. Als praktikable Alternative zur Sequenzierung hat sich die durchfluf3-
zytometrische Bestimmung der Expression von CD38, ein Aktivierungsmarker der Zellober-
fliche, erwiesen [378 - 381]. Es konnte eine Korrelation zwischen der Oberfldchenexpression
von CD38 auf B-Lymphozyten und dem IgVH-Mutationsgrad gezeigt werden, jedoch ist die
prognostische Signifikanz von CD38 umstritten [377, 379, 382 - 388]. In jlingster Zeit sind
mehrere Arbeiten verdffentlicht worden, die mit der Expression der Tyrosin-Kinase ZAP-70
(zeta-assoziiertes Protein mit 70 kD), ein normalerweise nur in T-Lymphozyten exprimiertes
Antigen, einen neuen Prognosemarker fiir die B-CLL beschreiben. Aus diesen Arbeiten ergab
sich, da3 die gencodierte Bildung dieses Antigens mit einem aggressiven Krankheitsverlauf,
einer unglinstigen Prognose und einem unmutierten 1gVH-Status korreliert [371, 379, 389 -
396]. Einige Methoden fiir die ZAP-70-Bestimmung (z.B. quantitative Reverse Transcription-
PCR, Western Blotting) sind aufgrund falsch positiver Ergebnisse durch Kontaminierung mit
T- und NK (natiirliche Killer)-Zellen problematisch [371]. Durch eine durchfluBzytometrische
Bestimmung kann dieses Problem zwar vermieden werden, jedoch ist die Methode aufgrund
der nur schwachen intrazellularen Expression dieses Markers bislang noch nicht standardisiert
[371].

Die fiir die unterschiedlichen Korrelationen verschiedener Prognosemarker verantwortlichen
Mechanismen sowie die sich daraus ergebenden Assoziationen zum Krankheitsverlauf sind
nur teilweise verstanden [397]. Daher ist es sinnvoll, nach weiteren prognostischen Markern
zu suchen, die eine Hilfestellung sowohl bei der Einschédtzung des Krankheitsverlaufes als
auch der Therapieentscheidung leisten konnen. In jiingster Zeit ergeben sich zunehmend
Hinweise, da3 neben genetischen Verdnderungen auch epigenetische Modifikationen zum

malignen Wachstum und zur Therapieresistenz fiihren konnen.
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4.2.3.2 Ergebnisse der Analyse des genomischen Methylierungsgrades von 29 Patienten
mit B-CLL

Bei den zur Verfligung gestellten DNA-Proben von Patienten mit einer B-CLL-Erkrankung
waren die DNA-Konzentrationen nicht bekannt. Daher wurde zunédchst der DNA-Gehalt mit-
tels UV-VIS-Spektrometrie untersucht (Kapitel 6.2). Diese Untersuchungen ergaben, da3 nur
wenig DNA-Material zur Verfligung stand. Insgesamt war von drei Proben nur 1 pg DNA
vorhanden, von den restlichen konnte jeweils mindestens eine 10 pg-Probe angefertigt wer-
den. Von einigen Proben standen mehr als 20 ug DNA zur Verfligung, weshalb bei diesen
eine Mehrfachbestimmung (Doppel- bzw. Dreifachbestimmung) durchgefiihrt werden konnte.
Die Analysen der 29 Proben wurden in mehreren Untersuchungsreihen durchgefiihrt, wobei
durchschnittlich jeweils 9 Proben parallel hydrolysiert und derivatisiert (PVV 2) wurden. Eine
Kontrollprobe (CT-DNA) wurde zu Beginn einer Untersuchungsreihe in den ersten beiden
Sequenzmessungen standardméBig zuziiglich zu den Realproben analysiert und ebenfalls hin-
sichtlich des Gehaltes an 5-Methylcytosin ausgewertet. Die Kontrollen dienten dabei als Sy-
stemcheck. Sie wurden innerhalb einer Untersuchungsreihe durchschnittlich einmal pro Wo-
che bzw. bei Systemédnderungen (z.B. nach einem erfolgten Kapillarenwechsel etc.) mit ana-
lysiert. Die kapillarelektrophoretischen Analysen der Proben erfolgten einheitlich unter An-
wendung von Methode II.

Nach Durchfiihrung aller Analysen der insgesamt 31 Proben von 29 Leukimie-Patienten er-
gaben sich die in Tabelle 4-7 aufgefiihrten Werte. Neben den hier ermittelten Methylierungs-
graden sind einige wesentliche klinische Parameter, die von der Arbeitsgruppe von Oscier
analysiert und im Anschluf an die Methylierungsuntersuchungen zur Verfligung gestellt wur-
den, aufgelistet. Dabei handelt es sich um Angaben beziiglich der VH-Homologie, des Ex-
pressionsstatus von ZAP-70 (ZAP-70-Status) und zum Methylierungsstatus eines bestimmten
CG-Dinukleotids, welches 334 Basen vor dem Transkriptionsstartpunkt des ZAP-70-Gens
liegt (C-334) [371].

Die Proben der Patienten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten genommen wurden, zeigten
innerhalb ihrer Standardabweichungen keine signifikanten Unterschiede, unabhingig davon,
ob zwischenzeitlich eine chemotherapeutische Behandlung erfolgte. Daher konnten diese
Werte zusammengefalit werden. Fiir den Patienten mit den Probennummern 9 und 10 ergab
sich ein Mittelwert des Methylierungsgrades von 3,82 + 0,00 %, fiir den mit den Probennum-
mern 18 und 19 ein Mittelwert von 3,88 + 0,01 %. Die Fehler der aus Mehrfachbestimmungen

ermittelten Methylierungsgrade stellen die Standardabweichungen der Mittelwerte dar.
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Proben-
Nr.

OO0 IO\ N B W —

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
Kontrolle 1
Kontrolle 2
Kontrolle 3
Kontrolle 4
Kontrolle 5
Kontrolle 6

Methylierungsgrad

[V]

3.72+0,15
3,94+ 0,04
3,83 + 0,08
3,97+ 0,08
3,79 + 0,06
3,71 0,01
4,12 0,06
3,84+ 0,07
3,82 + 0,05
3,82 +0,03
4,10 £ 0,02
3,94+ 0,04
422 40,08
4,09 £ 0,05
3,94+ 0,06
430+0,14
4,19 £ 0,08
3,89 + 0,06
3,86 + 0,05
3,88 + 0,05
4,14 £ 0,05
3,96+0,18
427 +0,04
4,00 +£0,12
4,10 £0,10
3,95 + 0,06
3,97 + 0,08
4,00 £ 0,04
4,13 +£0,02
3,98 + 0,05
438 + 0,04
4,43 +0,11
4,62 £ 0,07
4,60 + 0,06
4,51 £0,09
4,53 +0,12
4,61+0,10

Nges

—_
I NV NN RN

—_ — —
NWH OO AAANNAAA T DA

[u—
—_—

m = Zahl
der Proben-
vorbereiungen

— o= = = = = NN W = = = N NN = NN e e e e

C-334-
Methylierung
m = methyliert
u = unmethyliert

VH- ZAP-70-
Homologie  Status

k. A. k. A. m
92 1 m
93 1 m
92 1 m
94 4 m
95 1 m
93 3 m
96 1 m
91 2 m
91 2 m
94 1 m
97 3 m
90 1 m
94 6 m
97 1 m
92 1 m
96 1 m
92 2 m
92 2 m
95 4 m

k. A. k. A. u
100 37 u
100 43 u
100 80 u
100 50 u
100 22 u
100 40 u
100 34 u
100 58 u
100 64 u
99 65 u

gesunde minnliche Person (34 Jahre)
gesunde ménnliche Person (46 Jahre)
gesunde méannliche Person (68 Jahre)
gesunde weibliche Person (41 Jahre)
gesunde weibliche Person (51 Jahre)
gesunde weibliche Person (77 Jahre)

Tabelle 4-7: Ergebnisse der Methylierungsuntersuchung bei 29 Patienten mit B-CLL (31 Proben); das Kiirzel
k.A. bedeutet, dafl von diesen Patienten keine klinischen Daten vorlagen.

fett dargestellt: zwei Proben eines Patienten; Probe 9 und 10: Proben eines Patienten mit Probennahmen zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten ohne zwischenzeitliche Chemobehandlung; Probe 18: Probenahme eines Patienten
vor einer Chemobehandlung, Probe 19: Probenahme desselben Patienten nach einer Chemotherapie

Die Kontroll-Proben wurden von Kleinsasser und Sassen (Okogenotoxikologie der HNO-Klinik der Universitit

Regensburg) zur Verfiigung gestellt.

Die Interpretation der in Tabelle 4-7 ersichtlichen Werte ermoglicht einen Vergleich der ge-

nomischen Methylierung von an CLL erkrankten mit nicht daran erkrankten Personen. Zudem
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konnen die Methylierungsdaten der CLL-Patienten mit weiteren, klinischen Parametern wie
VH-Homologie, ZAP-70-Status, C-334-Methylierungsstatus in Bezug gesetzt werden.

Abbildung 4-8 zeigt die Verteilung der von 29 Patienten erhaltenen Methylierungsgrade. Die-
se Verteilung gleicht der von Stach et al. publizierten fiir ein anderes, groBeres CLL-
Probenkollektiv [254]. Allerdings liegt der hier bestimmte mediane Methylierungsgrad etwa
um 0,3 % hoher, was moglicherweise auf unterschiedliche Probenvorbereitungen und Analy-
senbedingungen zuriickgefithrt werden kann. Der Methylierungsgrad aller CLL-Patienten
liegt im Bereich von 3,71 - 4,38 % (Mittelwert 4,01 + 0,17 %), der der Kontroll-Personen im
Bereich von 4,43 - 4,62 % (Mittelwert 4,55 £+ 0,03 %). Der Unterschied dieser Mittelwerte ist
statistisch hochsignifikant (P < 0,0001). Er zeigt eine allgemeine Hypomethylierung in allen
Proben von CLL-Patienten und bestitigt damit die Ergebnisse der Untersuchungen von Wahl-
fors et al. und de Capoa et al. [201, 398]. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des (Student)t-
Tests mit zweiseitiger Fragestellung berechnet und das Signifikanzniveau auf einen Wert von
0,01 festgelegt. Zu bedenken ist allerdings, dal die Anzahl der Kontroll-Personen mit n = 6
relativ gering ist. In der Literatur konnten neben einer genomweiten Hypomethylierung eben-
falls einige hypomethylierte, chromosomale Regionen mit der chronisch lymphatischen Leu-

kadmie assoziiert werden, darunter auch repetitive DNA-Sequenzen im Eu- und Heterochroma-

Anzahl der Patienten
>

Q’ Q’ Q Q’ Q’ Q’
N T SO O N,

Methylierungsgrad [%6]

Abbildung 4-8: Verteilung der von 29 Patienten bestimmten, genomweiten Methylierungsgrade

tin [201, 399 - 405]. Eine eindeutige Erklarung fiir das Auftreten der genomweiten Hypo-
methylierung gibt es bislang nicht. Als mogliche Ursache dafiir wére aber eine Funktionssto-

rung der Methylierungsmaschinerie denkbar [201]. Harikrishnan et al. konnten in B-CLL-
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Fillen im Vergleich zu normalen Lymphozyten zwar keine signifikante Anderung in der Ex-
pression der Maintenance-Methyltransferase DNMT1 nachweisen, jedoch eine signifikant
abgeschwichte Expression der DNMT3b und der eukaryotischen Histonmethyltransferase
(Eu-HMTasel) [406]. Ein moglicher EinfluB auf den Methylierungsgrad wird auch fiir be-
stimmte genetische Faktoren, die im Folatmetabolismus eine Rolle spielen, diskutiert [211,
407]. Folat ist an der Produktion des Methyldonors S-adenosylmethionin (SAM) beteiligt und
spielt daher eine wichtige Rolle fiir die Bildung von 5-Methylcytosin [211, 407, 408]. In ver-
schiedenen Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dafl ein Folsdure (Vitamin Bc)-
Mangel mit einer genomweiten Hypomethylierung und einem erhdhten Krebsrisiko korreliert
[407, 409 - 416]. Nach Jacob et al. bewirkt ein erniedrigter Folsdureanteil eine Hypomethy-
lierung in Lymphozyten von postmenopausalen Frauen [413]. Patienten mit intraepithelialen
Zervixneoplasien in verschiedenen Stadien weisen sowohl im Blut als auch im neoplastischen
Gewebe einen reduzierten Folsdureanteil auf [411]. Es gibt Hinweise, da3 spezifische Muta-
tionen im Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR)-Gen (C677T Polymorphismus) mit
der kolorektalen Karzinogenese und der akuten Leukdmogenese in Verbindung gebracht wer-
den konnen [407, 417 - 420]. Das MTHFR-Gen kodiert ein Enzym, welches an der SAM-
Synthese beteiligt ist [211, 407]. Die spezifische Mutation im MTHFR-Gen verursacht eine
reduzierte Aktivitdt des exprimierten Enzyms und fiihrt zu einer Erniedrigung des zirkuldren
Folats (5-Methyltetrahydrofolsdure) [211, 407]. 5-Methyltetrahydrofolsdure ist die vorwie-
gende Form des Vitamins B¢ im Plasma und stellt die Methylgruppe fiir die de novo-
Methioninsynthese und die DNA-Methylierung zur Verfiigung [407, 412]. Die spezifische
Mutation im MHTFR-Gen und die nachfolgend reduzierte Aktivitit des MTHFR-Enzyms
fiihrt zu einer genomischen Hypomethylierung peripherer Leukozyten [412, 416]. Verschie-
dene Studien erbrachten jedoch keine statistisch signifikanten Anhaltspunkte, daf} die
MTHFR-Variation in der Entwicklung der chronisch lymphatischen Leukdmie eine Rolle
spielt [421 - 423]. Uber den Folatstatus der hier in der Arbeit untersuchten B-CLL-Patienten
lagen leider keine Angaben vor.

Der Grad der Methylierung des Cytosins allein ist fiir sichere Prognosen z.B. medianer Uber-
lebensraten nicht ausreichend genug. Allerdings konnen ermittelte Methylierungsgrade in
Beziehung zu anderen klinischen Parametern gesetzt werden. Sich ergebende Korrelationen
konnen zur Unterstiitzung der Aussagekraft und der Bedeutung sowohl des einen als auch des
anderen Parameters beitragen und mogliche Hilfestellungen bei Entscheidungen iiber Thera-
piestrategien geben. Die Arbeitsgruppe von Oscier konnte in ihren Untersuchungen der klini-

schen Daten statistisch signifikante Korrelationen einzelner Parameter nachweisen. So korre-
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liert der Methylierungsstatus von C-334 mit der ZAP-70-Expression und dem Mutationsstatus
der schweren Kette des Immunoglobulin-Gens (IgVH) [371]. Bei einem Cut-off von 10 % fiir
die ZAP-70-Expression wiesen von 53 ZAP-70 negativen Patienten 96 % eine Methylierung
an der C-334-Position auf, von 32 Patienten mit positivem ZAP-70 zeigten 94 % keine Me-
thylierung an C-334 [371]. Aus den zusammengefal3ten Ergebnissen der Untersuchungen die-
ser Arbeitsgruppe kann folgende Beziehung zwischen dem C-334-Methylierungsstatus, dem
ZAP-70-Expressionsstatus, dem IgVH-Mutationsstatus und der Uberlebensprognose von
CLL-Patienten abgeleitet werden:

C-334 methyliert = ZAP-70 negativ => 19VH mutiert = gute Prognose/Uberlebensrate

C-334 ynmethyliert = ZAP-70 positiv = IgVH unmutiert = Schlechte Prognose/Uberlebensrate

Dabei ergab sich aus Kaplan-Meier-Kurven eine mediane Uberlebensrate von Patienten mit
methyliertem C-334, geringer ZAP-70-Expression und mutiertem IgVH von 211 Monaten
(17,5 Jahre). Eine wesentlich schlechtere durchschnittliche Uberlebensprognose zeigte sich
fiir Patienten mit unmethyliertem C-334, hoher ZAP-70-Expression und unmutiertem IgVH
mit 85 - 110 Monaten (7 - 9 Jahre). Dabei wurde ein Cut-off von > 98 % der VH-Homologie
fiir die Definition der B-CLL-Félle mit unmutiertem IgVH herangezogen [371].

In Abbildung 4-9 ist die VH-Homologie gegen den ZAP-70-Expressionsstatus von 27 B-
CLL-Proben dargestellt, die in dieser Arbeit hinsichtlich einer genomweiten DNA-
Methylierung untersucht wurden.

Anhand dieser Grafik lassen sich die Patienten in zwei Gruppen aufteilen:

» eine Patientengruppe mit einer VH-Homologie > 98 %, einer ZAP-70-Expression

> 10 % und unmethyliertem C-334 (10 Patienten)
» eine Patientengruppe mit einer VH-Homologie <98 %, einer ZAP-70-Expression

< 10 % und methyliertem C-334 (17 Patienten)
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Abbildung 4-9: Zusammenhang zwischen der VH-Homologie und der ZAP-70-Expression bei 27 Patienten mit
B-CLL; die blauen Punkte stellen Patienten mit methyliertem C-334, die roten Punkte stellen Patienten mit un-
methyliertem C-334 dar. Die grauen Linien veranschaulichen den gewéhlten Cut-off fiir die VH-Homologie und
den ZAP-70-Status.

Abbildung 4-10 zeigt den Zusammenhang zwischen der ZAP-70- Expression und dem ge-

nomweiten Methylierungsgrad.
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Abbildung 4-10: Zusammenhang zwischen der ZAP-70-Expression und dem Methylierungsgrad bei
27 Patienten mit B-CLL; die blauen Punkte stellen Patienten mit methyliertem C-334 und niedriger VH-
Homologie (< 98 %), die roten Punkte Patienten mit unmethyliertem C-334 und hoher VH-Homologie (> 98 %)
dar. Die grauen Linien verdeutlichen den gewédhlten Cut-off fiir den ZAP-70-Status und den sich daraus erge-
benden Cut-off fiir den Methylierungsgrad.
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Bei dem gewihlten Cut-off fiir den ZAP-70-Status von > 10 % ergab sich ein resultierender
Cut-off fiir den Methylierungsgrad von 3,95 %. Unter Beriicksichtigung der Untersuchungen
von Oscier kann abgeleitet werden, daf3 Patienten mit einem Methylierungsgrad > 3,95 %,
einer ZAP-70-Expression > 10 %, einer VH-Homologie > 98 % bei gleichzeitig unmethylier-
tem C-334 eine schlechtere Prognose des Krankheitsverlaufes als Patienten mit niedrigerem
Methylierungsgrad, einer ZAP-70-Expression < 10 %, einer VH-Homologie < 98 % und me-
thyliertem C-334 haben. Der genomweite Methylierungsgrad lag bei den 10 Patienten mit
einer VH-Homologie von >98 % im Bereich von 3,95 % - 4,38 % (Mittelwert 4,07 % +
0,15 %) (Gruppe 1). Bei den 17 Patienten mit einer VH-Homologie < 98 % wurden Methylie-
rungsgrade im Bereich von 3,71 % - 4,30 % (Mittelwert 3,97 % + 0,17 %) (Gruppe 2) erhal-
ten. Der Unterschied in den Mittelwerten der genomweiten Methylierung bei den beiden Pati-
entengruppen ist anhand des (Student)t-Test’s statistisch nicht signifikant. Eine umfassende,
biostatistische Auswertung der Daten konnte von Oscier bislang noch nicht zur Verfiigung
gestellt werden.

Abbildung 4-11 stellt den Zusammenhang zwischen dem C-334-Methylierungsstatus und der

genomweiten Methylierung aller 29 Patienten dar. Der mittlere Methylierungsgrad von allen
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Abbildung 4-11: Zusammenhang zwischen dem C-334-Methylierungsstatus und der genomweiten Methylie-
rung aller 29 Patienten mit B-CLL (ergédnzt gegeniiber [371]); die blauen Punkte stellen Patienten mit methylier-
tem C-334, die roten Punkte Patienten mit unmethyliertem C-334 dar. Die schwarzen Linien verdeutlichen den

jeweiligen Mittelwert der Methylierungsgrade.
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Patienten mit methyliertem C-334 (Anzahl = 18) betrug 3,96 % + 0,17 %, der der Patienten
mit unmethyliertem C-334 (Anzahl = 11) 4,08 % + 0,14 %. Anhand des (Student)t-Test’s mit
zweiseitiger Fragestellung ergab sich auch bei diesen Mittelwerten kein statistisch signifikan-
ter Unterschied (P = 0,064).

Im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen von Lyko et al., die bei 81 B-CLL-Patienten
einen signifikanten Zusammenahng zwischen hohen Methylierungsgraden (Cut-off > 3,53 %)
und unmutiertem IgVH (Cut-off > 98 %) feststellten [212], deutete sich in dieser Arbeit eine
tendenzielle Hypermethylierung bei Patienten mit hoher VH-Homologie, hoher ZAP-70-
Expression und unmethyliertem C-334 nur an. Statistisch konnte dies nicht belegt werden.
Mogliche Ursachen konnten einerseits die geringe Anzahl der Patienten und andererseits die
unausgewogene Verteilung zwischen den beiden Patientengruppen (17:10 bzw. 18:11) sein.
Das Potential von funktionsfiahigen B-Lymphozyten, Antikdrper gegen eine nahezu unbe-
grenzte Anzahl von Antigenen bilden zu konnen, basiert auf dem Ablauf bestimmter moleku-
larer Prozesse: der sogenannten somatischen Hypermutation (SHM), der Immunoglobulin-
Genkonversion (IGC) und der Class-Switch-Rekombination (CSR) [373, 424]. Fiir deren In-
itiation wird die ,,activation-induced cytidine deaminase* (AID) bendtigt [425 - 429]. Ver-
schiedene Untersuchungen haben ergeben, dal die mRNA des AID-Gens in B-CLL-Fillen
mit unmutiertem IgVH bevorzugt exprimiert wird [425 - 428]. Die AID desaminiert Cytidine
und konvertiert in einzelstrdngiger DNA innerhalb der variablen und der switch Region des
Immunoglobulin-Antikérpergens Cytidin zu Uridin [429, 430]. Larijani et al. konnten fest-
stellen, dal eine Methylierung innerhalb von CpG Islands die Cytidine vor einer AID-
vermittelten Desaminierung schiitzt, wihrend unmethylierte CpGs nicht vor der Desaminie-
rung geschiitzt sind [429]. Eine Methylierung von Cytidinen neben den CpG Islands hat keine
schiitzende Funktion. Daher stellt sich die Frage, ob eine Hypermethylierungstendenz bei Pa-
tienten mit unmutiertem IgVH im Gegensatz zu denen mit mutiertem IgVH ein Anzeichen fiir
eine iiberméfBige Methylierung der CpG Islands innerhalb der VH-Region des 1gG-Gens sein
kann und durch die fiir eine Antikorperdiversitit notwendigen Prozesse trotz einer hohen Ex-
pression von AID [425 - 428] nicht mehr induziert werden konnen.

Zusammenfassend aus den Ergebnissen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Methylierungsun-
tersuchungen in DNA von B-CLL-Patienten und den Untersuchungen gesunder Personen
(Kontrollen) sowie aus den Arbeiten der Arbeitsgruppe von Oscier, die die gleichen Patienten
hinsichtlich der klinischen Parameter analysierten [371], und den Ergebnissen von Lyko et al.
[212] zeigen sich zwei gegenldufige Effekte in der genomischen Methylierung: eine nachge-

wiesene Hypomethylierung im Vergleich zu den Kontrollen auf der einen Seite und eine ten-
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denzielle Hypermethylierung innerhalb der B-CLL-Félle mit schlechter Prognose auf der an-
deren Seite. Die empirischen Befunde belegen, dafl die genomweite Methylierung andere,
anerkannte Prognosefaktoren zwar nicht ersetzen kann, sich aber fiir zukiinftige Untersuchun-
gen als zusitzlicher, unterstiitzender Marker zur Einschéitzung des Krankheitsverlaufes eta-
blieren konnte. Dies wird zudem durch die relativ einfach durchzufiihrende Analysenmethode
in Kombination mit einem mdglichen hohen Probendurchsatz unterstiitzt. Anhand der in Ta-
belle 4-7 aufgefiihrten Methylierungsgrade ist aber auch ersichtlich, dafl einige Patienten mit
B-CLL einen Wert dhnlich dem von gesunden Personen aufwiesen. Daher ist die genomweite
Methylierung als Biomarker fiir diesen Erkrankungstyp nicht geeignet, vor allem dann nicht,
wenn sich die angedeutete Tendenz einer Hypermethylierung in Féllen mit einem schlechten
prognostischen Verlauf durch weitere Untersuchungen bestatigen 1463t.

Als Biomarker fiir eine chronisch lymphatische Leukdmie miissen daher andere genetische

oder epigenetische Faktoren gefunden werden.

4.2.4 Bestimmung des genomweiten Methylierungsgrades von DNA aus Rin-

derféten nach in vitro- und in vivo-Fertilisation

Seit Einfiihrung reproduktionsmedizinischer Behandlungsmoglichkeiten und insbesondere der
ersten erfolgreich durchgefiihrten in vitro-Fertilisation (IVF) beim Menschen [431] stellt sich
die Frage, ob methodisch bedingt mit einer erhdhten Rate von angeborenen Erkrankungen
bzw. Fehlbildungen bei so gezeugten Kindern zu rechnen ist [432]. Mehrere in letzter Zeit
publizierte Beobachtungen lassen es moglich erscheinen, da3 spezifische, durch Imprinting-
Storungen verursachte, angeborene Syndrome nach einer kiinstlichen Befruchtung vermehrt
auftreten [432 - 434]. Voraussetzung fiir eine normale, postnatale Entwicklung ist beim Sau-
gerembryo die epigenetische Reprogrammierung der elterlichen Genome [432]. Genomweite
Verianderungen der DNA-Methylierung im frithen Embryo sind hierbei von entscheidender
Bedeutung. Stérungen bei diesem biologisch hochsensiblen Vorgang des genomischen Im-
printings sind verantwortlich fiir eine Vielzahl seltener und teilweise spédt manifestierender
Erkrankungen beim Menschen [432]. Ein bekanntes Beispiel fiir Erkrankungen beim Men-
schen aufgrund fehlerhafter genomischer Priagung ist das Beckwith-Wiedemann-Syndrom
(BWS), eine somatische Entwicklungsstorung mit Riesenwuchs, das zu vergroBerten Organen
und erhohter Tumoranfilligkeit fiihrt [432, 435 - 439]. Ergebnisse aus Tierexperimenten las-

sen sich zwar nur bedingt auf den Menschen iibertragen [432], aber auch bei Tieren kommen
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sehr haufig nach Klonen (z.B. durch Zellkern-Transfer, SCNT) und vermehrt nach in vitro-
Fertilisation Nachkommen unnatiirlicher GroBe, begleitet von diversen anderen Anomalien,
zur Welt [440 - 449]. Tierexperimentelle Studien haben weiterhin ergeben, dal3 die Kulturbe-
dingungen und Manipulationen von in vitro kultivierten Embryonen die Expression von ge-
pragten Genen und das fetale Wachstum beeinflussen kénnen [435, 450 - 454]. Im Vergleich
zu in vivo-Embryonen zeigten in vitro-Kulturen von Rinderembryonen im praembryonalen
Stadium unter anderem auch signifikante Unterschiede in der Expression der DNA-
Methyltransferasen (DNMTs) [455]. Dabei verursacht beispielsweise eine Uberexpression der
DNMTTI bei der Maus eine genomweite Hypermethylierung und einen Verlust des Imprin-
tings [456]. Hiendleder et al. konnten dagegen eine Verbindung zwischen hypermethylierter
DNA und phinotypischen Eigenschaften bei Rinderféten nach SCNT und in geringerem
Ausmal auch bei Tieren nach in vitro-Fertilisation zeigen [457]. Die Autoren konnten eine
signifikante genomische Hypermethylierung in Leber-DNA aus SCNT-Féten im Vergleich zu
Foten aus kiinstlicher Besamung feststellen. Auch in der Leber-DNA von IVF-Foéten ergab
sich eine tendenzielle Hypermethylierung, die allerdings nicht statistisch signifikant war. Die
SCNT- und die IVF-Féten zeigten dabei gegeniiber den Kontrollen u.a. ein erhohtes Foten-
gewicht, einen hoheren Thoraxumfang und ein erhohtes Lebergewicht [457].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde DNA von Rinderf6ten nach in vitro- und in vivo-Fertilisation
hinsichtlich des genomweiten Methylierungsgrades analysiert, um Auswirkungen verschie-
dener IVF-Kulturbedingungen auf diesen zu untersuchen. Die DNA wurde von der Arbeits-
gruppe Hiendleder (Lehrstuhl fiir molekulare Tierzucht und Haustiergenetik, Ludwig-
Maximilian-Universitit, Miinchen) zur Verfiigung gestellt. Bei den Proben aus der in vitro-
Fertilisation handelte es sich um DNA aus Hirn- und Muskelgewebe lebensfahiger, 80 Tage
alter Rinderfoten, die nach zwei IVF-Protokollen (IVF 1 und IVF 2) generiert wurden. Die
Kulturmedien der beiden IVF-Protokolle unterschieden sich in der Konzentration eines wéh-
rend der Reifung der Eizellen zugefligten Gonadotropins und in der Serumkonzentration wéh-
rend der Embryonalkultur. Durch die Applizierung von Gonadotropinen in bestimmten Dosen
kann die Zahl der befruchtungsfahigen Eizellen erhoht und damit ein multifollikuldres Wach-
stum induziert werden [458, 459]. Die in vivo fertilisierten Kontrollféten wurden durch kiinst-
liche Besamung (Al = artificial insemination) erhalten. 57 erhaltene DNA-Proben wurden
nach einer leicht modifizierten Probenvorbereitung (PVV 3) pripariert, da zu diesem Zeit-
punkt eine erneute Herstellung der MN/SPD-Enzymmischung erforderlich wurde und Test-
analysen an CT-DNA-Proben eine Verschlechterung der Enzymqualitét ergaben. Daher wur-

de bei der Hydrolyse dieser Proben eine Enzymmischung mit 150 mU/mL MN und
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12,5 mU/mL SPD eingesetzt und das Hydrolysevolumen entsprechend angepaf3t. Die an-
schlieBende Derivatisierung wurde wieder gemil den in PVV 2 beschriebenen Bedingungen
durchgefiihrt. Die kapillarelektrophoretische Analyse der Proben erfolgte nach Methode II.
Die Anzahl der Analysen pro Probe betrug mindestens sechs. Abbildung 4-12 zeigt die Er-

gebnisse dieser Untersuchung.
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Abbildung 4-12: Mittelwerte mit Standardabweichung fiir den genomweiten Methylierungsgrad in (a) Muskel-
und (b) Hirngewebe von 80 Tage alten Rinderféten; Al = in vivo fertilisierte Kontrollféten, IVF1 = in vitro ferti-
lisierte Foten nach IVF-Protokoll 1, IVF2 = in vitro fertilisierte Féten nach IVF-Protokoll 2; m = jeweilige An-
zahl der Proben; die eckige Klammer mit dem Sternsymbol impliziert einen statistisch signifikanten Unterschied

(t-Test) [460].

Die genomweiten Methylierungsgrade in dieser Studie lagen im Bereich von 4,88 - 6,56 %
(Mittelwert: 5,97 £ 0,09 %) in DNA aus Muskelgewebe und im Bereich von 3,13 - 5,50 %
(Mittelwert: 4,78 £ 0,14 %) in zerebraler DNA und zeigten damit eine sehr gute Uberein-
stimmung mit anderen publizierten Daten aus verschiedenen Sdugetiergeweben [461, 462].
Die gewebsspezifischen Unterschiede in der Methylierung waren statistisch hochsignifikant
(P <0,0001) [460]. Die hier ermittelten Daten ergaben weiterhin eine schwach signifikante
genomweite Hypomethylierung im Muskelgewebe zwischen Foten aus dem IVF-Protokoll 1
(IVF1) und den Kontrollféten aus der kiinstlichen Besamung (Al) (- 9,3 %; P =0,042)
[460]. Die zerebralen Methylierungsgrade zeigten dagegen keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der verschiedenen fotalen Gruppen. Phianotypisch wiesen die Foten aus der IVF1-
Gruppe im Vergleich zu den in vivo fertilisierten keine Abnormalititen auf, wahrend die aus

der IVF2-Gruppe ein iiberméBiges fotales Wachstum erkennen lieBen [460]. Die genomweite

70



Ergebnisse und Diskussion

Hypomethylierung im Muskelgewebe der IVF1-Foten ist aus reproduktionsbiologischer Sicht

eine neue und unerwartete Erkenntnis [463].

4.3 Nachweis endogener DNA-Addukte mittels CE-LIF

Wie bereits in Kapitel 2.3.4 erwihnt, haben DNA-Addukte als Biomarker eine wichtige Be-
deutung in der chemischen Kanzerogenese, da sie eine effektivere Risikoabschéitzung fiir eine
sich entwickelnde Mutations-basierende Erkrankung ermdglichen als eine externe Expositi-
onsbestimmung [72]. Im Forschungsbereich der Krebspriavention fiillt die DNA-Addukt-
Analytik eine wichtige Nische aus [72], da fiir eine erfolgreiche Krebsvorbeugung die Aufkla-
rung der Ursachen und Mechanismen der Kanzerogenese unverzichtbar sind. Dabei riicken
endogene Addukte, die aus zelluldren Stoffwechselprozessen resultieren, immer mehr in den
wissenschaftlichen Fokus [103, 464]. Von diesen Addukten stellen die durch ROS gebildeten,
oxidierten Formen der natiirlichen Nukleobasen den iiberwiegenden Anteil dar [103]. Die
wissenschaftliche Aufmerksamkeit richtete sich seit den 1990er Jahren aber auch auf exo-
zyklische DNA-Addukte, deren endogene Bildung auf die Reaktion von Produkten der Lipid-
peroxidation (LPO) mit der DNA zuriickgefiihrt wird [103, 465, 466]. Das mutagene Potential
exozyklischer Addukte ist in verschiedenen Untersuchungen belegt worden [467 - 471], und
somit konnten solche Addukte fiir ein erhohtes Krebsrisiko verantwortlich sein.

Fiir die co-chromatographische Zuordnung der Signale von endogenen DNA-Addukten mit-
tels CE-LIF sind Standardverbindungen erforderlich, die kommerziell nicht zu Verfiigung

stehen.

4.3.1 Standardverbindungen fur die Analyse endogener DNA-Addukte

Fiir das in dieser Arbeit verwendete CE-LIF-Verfahren sind DNA-Addukte in Form von
3’-Mononukleotiden notwendig. Diese sind im Gegensatz zu den 5’-Mononukleotiden oder
den Nukleosiden kaum erhéltlich, weshalb eine Synthese von solchen DNA-Addukten erfor-
derlich wurde. Ziel war es, ein grundlegendes Syntheseschema zu entwickeln, das auf sehr
viele Verbindungen mit modifizierten Basen {ibertragen werden kann. Im Arbeitskreis von
Prof. Altenbach (Organische Chemie, Bergische Universitit Wuppertal) wurde im Zuge einer
Kooperation die in Abbildung 4-13 gezeigte Synthesestrategie entwickelt und von vom Brok-

ke in seiner Diplomarbeit umgesetzt [472].
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Abbildung 4-13: Grundlegende Syntheseroute zur Herstellung endogener Addukte am Beispiel von
2’-Desoxyuridin-3’-monophosphat ({UMP); Bn = Benzyl

Dadurch konnten vier verschiedene endogene Addukte als Standardverbindungen fiir den co-
chromatographischen Nachweis zur Verfiigung gestellt werden (Abbildung 4-14) [256]. Die
ausfiihrliche Synthese und Charakterisierung ist in den Arbeiten von vom Brocke [472], Wirtz
et al. [256] und Schumann [473] beschrieben.
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Abbildung 4-14: Synthetisierte Standardverbindungen flir den co-chromatographischen Nachweis von endoge-
nen DNA-Addukten [256, 472]

4.3.2 Co-chromatographische Analyse von endogenen Addukten in mitochon-

drialer und genomischer DNA aus Rinderleber und humanem Blut

Nach Bereitstellung der Standardverbindungen dUMP und dTgMP gelang der co-chromato-

graphische Nachweis dieser Verbindungen in mitochondrialer (mtDNA) und genomischer

DNA (nDNA) aus Rinderleber und humanem Blut nach vorheriger Isolierung der DNA [256,

473]. Dabei wurde eine 2,4-fach hohere Konzentration an dTgMP und eine 1,7-fache geringe-

re Konzentration an dUMP in mitochondrialer DNA aus Rinderleber gegeniiber der genomi-
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schen DNA gefunden. Dariiber hinaus konnte eine 22-fach hohere Konzentration von dTgMP
und eine 6-fach geringere Konzentration an dUMP in thrombozytédrer, humaner mtDNA im
Vergleich zu genomischer DNA (Gesamt-DNA) fegestellt werden [473]. Mitochondriale
DNA stellt im Gegensatz zu nuklearer DNA aufgrund der Nihe zur Elektronentransportkette
ein bevorzugtes Ziel fiir die entstehenden ROS dar. Zudem verfiigt mtDNA iiber weniger effi-
ziente Reparaturmechanismen, und ihr fehlen schiitzende Histone [56, 111, 474, 475]. Diese
Faktoren gelten als verantwortlich fiir eine erhohte Anfalligkeit von mtDNA gegeniiber oxi-
dativen Schaden und somit endogenen Addukten [475].So konnten Richter et al. z.B. einen
16,3-fach hoheren Anteil an 8-0xo-dG in mitochondrialer DNA aus Rattenleber gegeniiber
nuklearer DNA nachweisen [475]. Die Anwesenheit von dUMP in einer DNA erscheint si-
cherlich zunichst iiberraschend, es kann sich dort aber aufgrund zweier unterschiedlicher Me-
chanismen bilden. Der erste Mechanismus ist ein direkter Einbaufehler von Desoxyuridin-
triphosphat (dUTP) statt des reguldren Desoxythymidin-triphosphats (dTTP) durch die DNA-
Polymerase wihrend der Replikation und der Reparatur, woraus eine U:A Basenpaarung re-
sultiert. Die zweite Moglichkeit ist eine oxidative Desaminierung von Cytidin, die zu einer

U:G Mismatch-Paarung fiihrt.

4.3.3 Optimierung der kapillarelektrophoretischen Bedingungen fur den Nach-

weis der endogenen Addukte

Weder mit dem bislang zur Quantifizierung von Sm-dCMP eingesetzten Elektrolyten noch
durch einfache Variation des SDS-Gehaltes oder des Gehaltes an organischem Modifier war
es moglich, alle vier bereitgestellten endogenen Addukte reproduzierbar zu trennen. Dies
machte eine umfangreichere Anpassung des Elektrolyten und der elektrophoretischen Parame-
ter erforderlich. Dies gelang durch Zusatz eines weiteren Micellenbildners zum Elektrolyten
und Anderung der Trennspannung.

Der bislang bei der Bestimmung des Methylierungsgrades verwendete Elektrolyt B, beste-
hend aus 95 mM SDS in 20 mM Natriumphosphatpuffer pH = 9,0 mit 10 % (v/v) Methanol,
zeigte eine hervorragende Trennung der Hauptnukleotidkonjugate. Daher wurde dieser als
Basiselektrolyt zur Optimierung der Trennung von dIMP, dUMP, dTgMP und etheno-dAMP
verwendet. Dem Basiselektrolyten wurden dann verschiedene nichtionische Tenside (Poly-
oxyethylenester und Polyoxyethylenether) als weitere Micellenbildner zugesetzt. Tabelle 4-8

gibt einen Uberblick iiber die ausgewihlten Micellenbildner. Sie sind kommerziell erhiltlich
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und unterscheiden sich im Wesentlichen in ihrer Alkylkettenlinge und im Ethoxylierungs-
grad, wodurch unterschiedliche Lipophilien resultieren. Der Zusatz eines weiteren ionischen
Tensids wiirde den Strom unnétig erhohen, weshalb auf zusitzliche ionische Tenside verzich-
tet wurde. Die Konzentration der zugesetzten nichtionischen Tenside betrug zundchst

2,5 mg/mL Basiselektrolyt und lag oberhalb der CMC dieser Tenside [476, 477].

Handelsname des

Tensids Bezeichnung der Substanz Summenformel
(Abkiirzung)

Brij 56 POE(10)cetylether CisEi0
Brij 78 POE(20)stearylether Cis3Eq0
Brij 98 POE(20)oleylether Cis-1E20
Brij 58 POE(20)cetylether Cis6E20
Brij 35 POE(23)laurylether Ci2Er;
Talgalkohol EO 40  POE(40)fettalkohol(12-14)ether Ci2-14E40
Dehydol LS 50 POE(50)fettalkohol(12-14)ether C12-14E50
Myrj 45 PEG(8)stearat CisEg
Myrj 52 PEG(40)stearat Cis3E40
Myrj 59 PEG(100)stearat CisEi100

Tabelle 4-8: Ubersicht iiber die ausgewihlten, zum Basiselektrolyten zugesetzten nichtionischen Tenside, diese
sind innerhalb ihrer jeweiligen Substanzklasse (Polyethylenoxidfettalkoholether bzw. Polyethylenoxidfettséure-
ester) nach steigender, relativer Polaritét [478 - 480] aufgelistet; C, = Alkylkettenlidnge; E, = Ethylenoxid; POE
= Polyoxyethylen; PEG = Polyethylenglykol.

Die Ergebnisse dieser Testreihe zeigten, dal3 je nach relativer Polaritit des verwendeten nicht-
ionischen Tensids die Signale der dIMP-, dUMP-, dTgMP- und etheno-dAMP-Konjugate
unterschiedlich gut von den Hauptnukleotidsignalen (dAMP, dGMP, dTMP, dCMP und
Sm-dCMP) getrennt wurden. Je polarer der Tensidzusatz wurde, desto schlechter konnte
dUMP von dTgMP und von den Nachbarsignalen dAMP und dGMP getrennt werden. Im
Gegensatz dazu stieg die Auflosung von dTMP und etheno-d AMP mit steigender Polaritét des
nichtionischen Tensids an. Auch zeigte das Signal von dIMP eine ansteigende Aufldsung zu
dAMP. Bei sehr polaren Zusétzen ergab sich aber eine Co-Migration von dIMP mit einem der
Hauptabbauprodukte des Fluoreszenzmarkers. Der Elektrolyt mit dem nichtionischen Zusatz

Myrj 45 stellte einen akzeptablen Kompromil} fiir die Trennung der endogenen Addukte un-
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tereinander und zu den Hauptnukleotidkonjugaten dar. Allerdings war die Lage der Signale
von dUMP und dTgMP zwischen den Hauptnukleotiden dAMP und dGMP im Hinblick auf
eine reproduzierbare Analyse der Addukte in geringen Konzentrationen ungiinstig. Durch
eine Senkung des Methanol-Gehaltes sowie eine Verringerung des Myrj 45-Gehaltes im Puf-
fer gelang es, die Migrationsreihenfolge so zu verdndern, dal dUMP und dTgMP vor dem
Hauptnukleotid dAMP bei gleichzeitiger Basislinientrennung migrierten (Abbildung 4-15).
Durch die Reduzierung der MeOH-Konzentration im Elektrolyten verringerte sich auch
gleichzeitig die Analysenzeit. Das optimierte Elektrolytsystem enthielt schlief8lich 1,5 mg/mL
Myrj 45, 95 mM SDS, 5 % (v/v) Methanol und 19 mM Natriumphosphatpuffer pH = 9,0
(Elektrolyt C). Vor der Verwendung wurde der Elektrolyt im Wasserbad auf die verwendete

Analysentemperatur temperiert.

dGMP
dAMP / dTMP

81 / dCMP
~~
S5m-dCMP
~
6 .
S
g N dTgMP
g dUMP etheno-dAMP
E dIMP
=8
ER
0 -
14 16 18 20

Migrationszeit [min]

Abbildung 4-15: Ausschnitt eines Elektropherogramms der Analyse einer 10 pg CT-DNA-Probe (PVV 2), die
vor der Analyse mit unterschiedlichen Konzentrationen fluoreszenzmarkiertem dIMP (13,4 nmol/L), dUMP
(7,2 nmol/L), dTgMP (6,2 nmol/L) und etheno-dAMP (12,6 nmol/L) aufgestockt wurde. Die Probe wurde nach
Methode III analysiert.

Die unterschiedlichen Migrationszeiten der Nukleotide und insbesondere der endogenen Ad-
dukte sind bei einem derartig komplexen Elektrolytsystem mit zwei unterschiedlichen Micel-

lenbildnern nicht vorhersagbar. In der Literatur wird bei einem bindren Gemisch zweier
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Amphiphile, besonders bei Mischungen aus ionischen und nichtionischen Tensiden, iiber die
Ausbildung von gemischten Micellen diskutiert [476, 481 - 485]. Als Griinde fiir die Bildung
derartiger Mischmicellen werden z.B. die Entstehung dichterer, energetisch giinstigerer Pak-
kungen im Micelleninnern durch unterschiedlich lange hydrophobe Molekiilschwénze oder
die Aufhebung elektrostatischer AbstoBungseffekte im geladenen, hydrophilen Kopf des ioni-
schen Tensids bei Einschieben nichtionischer Gruppen genannt [484]. In dem komplexen
Elektrolytsystem ist das Vorliegen eines Gleichgewichtes zwischen Mischmicellen, SDS-
Micellen, Monomeren und der wéfrigen Pufferphase denkbar. Im Gegensatz zu den ionischen
SDS-Micellen besitzen die Mischmicellen eine geringere Ladungsdichte, aufgrund derer sie
eine kiirzere Migrationszeit zum Detektor haben. Das bedeutet, daf3 sich das micellare Fenster
in bindren Gemischen stark dndert. Wechselwirkungen einzelner Analyten mit Bestandteilen
solcher Systeme sind aufgrund der komplexen Zusammensetzung nicht ableitbar. Zudem muf}
beriicksichtigt werden, dafl es sich bei den zugesetzten nichtionischen Tensiden nicht um
Reinsubstanzen handelt, sondern, dafl diese selbst Gemische mit unterschiedlicher Alkylket-
tenverteilung und Ethoxylierung darstellen. Die vom Hersteller genannte Substanzbezeich-

nung gibt meist lediglich die Hauptkomponente des Produktes an.

4.3.4 Bestimmung der Korrekturfaktoren fir die synthetisierten endogenen Ad-
dukte

Aufgrund der Erfahrungen mit den unmodifizierten Nukleotiden wurde vermutet, dafl auch
bei den sythetisierten endogenen DNA-Addukten unterschiedliche Derivatisierungsausbeuten
und Fluoreszenzquenching-Effekte auftreten wiirden. Letzteres wurde vor allem bei dem
strukturell zu dGMP verwandtem dIMP erwartet. Die bereits eingesetzte Methode der Korrek-
turfaktorermittlung mittels A-DNA, bei der die Hydrolyse- und Derivatisierungsetfizienz so-
wie die Quantenausbeute des Fluoreszenzmarkers beriicksichtigt werden, konnte leider nicht
auf die endogenen Addukte iibertragen werden, da A-DNA keine endogenen Addukte in
nachweisbarer Konzentration enthilt. Deshalb konnten fiir die Standards lediglich Korrektur-
faktoren ermittelt werden, die die Derivatisierungseffizienz und die Quantenausbeute der ge-
labelten Verbindung bertlicksichtigten. Dazu wurden jeweils 10 pg von dIMP, dUMP,
dTgMP, etheno-dAMP sowie 10 pug des kommerziell erworbenen dCMP derivatisiert
(PVV 6). AnschlieBend wurde jeder derivatisierte Standard zunéchst einzeln 1:40 in Wasser

verdiinnt. Danach wurden jeweils 10 pL der verdiinnten Losungen zusammengefiigt und mit
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Wasser auf 1000 pL aufgefiillt, woraus sich eine Gesamtverdiinnung jedes einzelnen Stan-
dards von 1:4000 ergab. Die Mischung wurde sechsmal nach Methode III kapillarelektropho-
retisch analysiert. Die erhaltenen korrigierten Peakflaichen wurden anschlieend auf die korri-
gierte Peakfliche von dCMP normiert und daraus die Korrekturfaktoren ermittelt (Tabelle
4-9) [256].

fluoreszenzgelabelte Nukleotide

_ etheno-
n==o6 dIMP dUMP dTgMP JAMP dCMP

korrigierte Peak-
fliiche der 14568 £364 12769 £319 18564 +£464 11772+£294 19658 £491

Nukleotide

Korrektur- 1,35+ 0,06 1,54 +0,03 1,06 +£0,03 1,67 £0,05 1,00
faktoren

Tabelle 4-9: Ermittelte Peakflichen und Korrekturfaktoren fiir die modifizierten Nukleotide [256], normiert auf

dCMP; die Peakflichen und die ermittelten Faktoren stellen jeweils die Mittelwerte aus 6 Messungen dar.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daf3 in Relation zu dCMP lediglich der dTgMP-Standard eine
ahnliche Signalflache aufweist, alle anderen zeigen kleinere Signale. Bei dIMP und etheno-
dAMP konnte ein Quenchproze3 analog dem von dGMP dafiir verantwortlich sein. Dies ist
bei dUMP aufgrund der strukturellen Analogie zum dCMP und dTMP allerdings nicht wahr-
scheinlich.

Mit diesen Faktoren konnen nur die bereits angesprochenen Derivatisierungs- und Quen-
ching-Einfliisse korrigiert werden, potentielle Unterschiede in der Hydrolyseeffizienz der ein-
zelnen endogenen Addukte flieBen dort nicht mit ein. Daher kénnen diese Faktoren lediglich
eine Ndherung darstellen. Abbildung 4-16 zeigt ein Elektropherogramm der Analyse dieser
Standardverbindungen. Zum Vergleich wurden der verdiinnten Probe in gleicher Konzentrati-
on noch das fluoreszenzmarkierte, kduflich erworbene dTMP und der von Kliem (DKFZ Hei-
delberg) synthetisierte und charakterisierte Standard von 5Sm-dCMP [255], ebenfalls fluores-

zenzmarkiert, zugesetzt.
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Abbildung 4-16: Elektropherogramm der Analyse einer 1:4000 in Wasser verdiinnten Probe aus Derivaten von
dIMP, dUMP, dTgMP, dTMP, etheno-d AMP, dCMP und 5m-dCMP (je 10 pg). Die Trennung erfolgte nach
Methode III.

4.3.5 Quantifizierung von etheno-dAMP und dUMP in in vivo-Proben

Nach erfolgreicher Trennung der zur Verfligung gestellten Standardverbindungen und nach
Bestimmung der Korrekturfaktoren konnte eine Identifizierung und Quantifizierung von
dUMP und etheno-dAMP in vier DNA-Proben von B-CLL-Patienten durchgefiihrt werden.
Die co-chromatographische Bestimmung der endogenen Addukte erfolgte mittels Standard-
additionsverfahren. Tabelle 4-10 zeigt die nach diesem Verfahren erhaltenen Konzentrationen
der Addukte, die zuvor bestimmten Methylierungsgrade sowie die klinischen Parameter (VH-
Homologie und ZAP-70-Status) der Patienten.

Zur Durchfiihrung der Quantifizierung wurden die hydrolysierten und derivatisierten DNA-
Proben (je 10 pg, prapariert nach PVV 2) mit 2 - 4 unterschiedlichen Konzentrationen der
fluoreszenzmarkierten Standards aufgestockt (von etwa 1,0 bis max. 7,2 nM) und mehrfach
mit und ohne Standardzusatz kapillarelektrophoretisch nach Methode III analysiert. Abbil-
dung 4-17 zeigt beispielhaft die Elektropherogramme der Analyse eines Patienten (Patient D)
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Patient A B C D

ermittelte Konzentration  0,115+0,022 0,169 +0,015 0,157+0,022 0,077 + 0,020
dUMP [nM]

Korrelationskoeffizient 1,0000 1,0000 0,9842 0,9795
ermittelte Konzentration 0,923 £0,170 0,589 £0,108 0,564 +£0,099 0,467 + 0,101
etheno-dAMP [nM]

Korrelationskoeffizient 0,9999 1,0000 0,9928 0,9751
n=3;n=15 n=3;n=5, n=3;n=4;, n=2;ny=2;
Anzahl der Analysen
na=28 np=4 na=4 nap=2
RAL (dUMP) (53+£10)-10° (77+7)-10° (72+10)-10° (35+10)-10°

RAL (etheno-dAMP) (42+7)-10° (27+6)-10° (26+£5)-10° (21+4)-10°
Methylierungsgrad [%] 4,14 £ 0,05 3,97 £ 0,08 3,97 £ 0,08 3,71 £ 0,01
VH-Homologie [%] kA 100 92 95
ZAP-70 Expression kA 40 1 1

Tabelle 4-10: Ergebnis der quantitativen Bestimmung endogener DNA-Addukte in DNA-Proben von Patienten
mit B-CLL mittels Standardadditionsverfahren; kA = keine Angabe; n = Anzahl der Teilproben (= in Wasser
verdiinnte Aliquote einer priparierten DNA-Probe); nyo = Anzahl der Mehrfachanalysen pro Teilprobe ohne Auf-

stockung; ns = durchschnittliche Anzahl an Mehrfachanalysen pro aufgestockter Teilprobe.

Proben (je 10 pg, prapariert nach PVV 2) mit 2 - 4 unterschiedlichen Konzentrationen der
fluoreszenzmarkierten Standards aufgestockt (von etwa 1,0 bis max. 7,2 nM) und mehrfach
mit und ohne Standardzusatz kapillarelektrophoretisch nach Methode III analysiert. Abbil-
dung 4-17 zeigt beispielhaft die Elektropherogramme der Analyse eines Patienten (Patient D)
ohne Standardzusatz (schwarz) und mit Zusatz von dIMP, dUMP und etheno-dAMP (blau).

Die in Tabelle 4-10 angefiihrten Fehler der jeweiligen Konzentrationen wurden aus den Stan-
dardabweichungen der Flachenwerte der unaufgestockten Proben und durch anschlieBendes
Einsetzen in die Geradengleichung der aus der Standardaddition erhaltenen Regression be-
rechnet. Eine Fehleranalyse nach DIN ISO 32633 fiir das Standardadditionsverfahren wurde
ebenfalls durchgefiihrt, lieferte aber aufgrund der geringen Anzahl an Mehrfachbestimmun-

gen und Aufstockkonzentrationen unrealistische Werte. Die erhaltenen korrigierten Peakfli-
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Abbildung 4-17: VergroBerter Ausschnitt der Elektropherogramme der DNA-Analyse eines B-CLL-Patienten
(Patient D); (schwarz) Probe ohne Standardzusatz; (blau) die Probe wurde mit 1,68 nM dIMP-, 1,81 nM dUMP-
und 1,57 nM etheno-dAMP-Standardzusatz aufgestockt und nach Methode I1I analysiert.

chen der Addukte wurden auf die korrigierten Peakflichen von dCMP normiert. Die in Kapi-
tel 4.3.4 ermittelten Korrekturfaktoren wurden entsprechend berticksichtigt, wobei dCMP zur
Flachennormierung ausgewihlt wurde. Die Verwendung von dTMP oder dAMP als interner
Standard zur Flachennormierung war aufgrund einer nicht vollstdndigen Basislinientrennung
zum dGMP-Konjugat-Signal nicht sinnvoll. Abbildung 4-18 zeigt exemplarisch das Ergebnis
des Standardadditionsverfahrens bei der Bestimmung von etheno-dAMP in der DNA-Probe
eines B-CLL-Patienten (Patient A).

Zur Untersuchung, ob der Peak, der co-chromatographisch als etheno-dAMP identifiziert
wurde, nicht aus einer Co-Elution mit einer anderen Substanz resultierte, wurde das micellare
System so verdndert, daf3 die Migrationsreihenfolge von dTMP und etheno-dAMP umgekehrt
wurde. Aus den umfangreichen Untersuchungen zur Trennungsoptimierung (Kapitel 4.3.3)
war bekannt, mit welchen Einfliissen (Konzentration des nichtionischen Tensids, Methanol-
gehalt, Trenntemperatur, Trennspannung) die Migrationstendenzen der endogenen Addukte

beeinfluft werden konnten. Durch eine drastische Erhohung der Konzentration der
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Abbildung 4-18: Ergebnis der Standardaddition bei der Bestimmung von etheno-dAMP in der DNA-Probe
eines B-CLL-Patienten (Patient A) mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,9999. Der erhaltene etheno-

dAMP-Gehalt in der Probe betrug 923 + 170 pM.

nichtionischen, oberflichenaktiven Substanz (Myrj 45) und einer Erhohung des Anteils an
organischem Modifier (MeOH) gelang die angesprochene Elutionsumkehr. Eine DNA-Probe
eines B-CLL-Patienten (Patient C) mit bekanntem etheno-dAMP-Gehalt (564 pM) wurde
nach Methode V analysiert und hinsichtlich der korrigierten Peakfldche des verschobenen
etheno-d AMP-Konjugat-Signals ausgewertet. Parallel dazu wurde die gleiche Probe nochmals
mit der zur Quantifizierung verwendeten Methode III analysiert. Die erhaltenen korrigierten
Fldchen stimmten innerhalb der bei der Quantifizierung ermittelten Fehlergrenzen iiberein.
Auch mit dem geénderten Elektrolytsystem wurde also ein hoher etheno-dAMP-Gehalt fest-
gestellt, so dal} eine zufillige Co-Elution des etheno-dAMP- Signals mit einer anderen Ma-
trixkomponente nahezu ausgeschlossen werden konnte.

Oltra et al. [486] haben gezeigt, daB3 die B-CLL eine neoplastische Erkrankung darstellt, bei
der eine hohe Empfinglichkeit fiir Verdnderungen im Antioxidationssystem und fiir die Aus-
pragung von oxidativem Stref3 besteht. Die Autoren beschrieben eine Zunahme der Malondi-
aldehyd-Konzentration um den Faktor 4 im Verlauf der Erkrankung verglichen mit nicht er-
krankten Personen [486]. Malondialdehyd ist ein Hauptprodukt der LPO [114], und ungesit-

tigte Fettsduren stellen im Vergleich zur DNA bedeutend bessere Angriffsziele fiir Oxidantien
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dar [157]. Die Oxidation dieser Substanzen lost allerdings eine autokatalysierte Reaktions-
kaskade aus, bei der zahlreiche genotoxische Verbindungen gebildet werden konnen [487].
Bei diesen Fettsduremetaboliten spielen neben Malondialdehyd auch verschiedene Hydroxy-
alkenale (z.B. 4-Hydroxy-2-nonenal) eine bedeutende Rolle. Die Anwesenheit von Hydrope-
roxiden ermdglicht eine Epoxidierung dieser Enale und daraus folgernd eine mogliche Bil-
dung exozyklischer Etheno-Addukte mit Guanin, Adenin und Cytosin [103, 488 - 490]. Das
bedeutet, dall etheno-dAMP einer der oxidativen Schiden ist, die aus einer erhohten LPO re-
sultieren konnen [113, 491]. Deshalb war es nicht {iberraschend, ein erhohtes Mal an etheno-
dAMP in an B-CLL erkrankten Patienten zu finden. Die in vivo bereits detektierten Back-
groundlevel in verschiedenen Geweben von Ratten und Mensch liegen bei 0,02 bis 10 etheno-
dA auf 10® dA [468]. Fiir Lymphozyten nicht exponierter Ratten wurde ein Wert von 4,3 auf
10®, fiir humane Leber ein Bereich von < 0,05 bis 3,0 auf 10® angegeben [468]. In Leber-DNA
bei Patienten mit erhdhter LPO aufgrund einer Metallspeicherkrankheit (Wilson’s Syndrom)
wurde ein auf 6,1 auf 10® gesteigertes Level an etheno-dA gefunden [468, 492]. Diese Patien-
ten haben ein stark erhdhtes Risiko zur Bildung von Leberkarzinomen [492]. Des weiteren
wurde dariiber berichtet, daf eine hohe Aufnahme von w-6-mehrfachungesittigten-Fettsduren
(0-6-PUFAs) bei Frauen eine Erhohung von etheno-DNA-Addukten in Leukozyten aufgrund
gesteigerter LPO zur Folge hatte [493]. Fiir diese Frauen mit der sogenannten PUFA-Diit
werden Werte von etheno-dA/dA von bis zu 901 auf 10® angegeben [468].

Im Gegensatz zu dUMP und etheno-dAMP konnte bei allen in dieser Arbeit untersuchten
Proben kein dTgMP nachgewiesen werden. Eine sichere Quantifizierung von dIMP konnte
nicht erfolgen, da die Konzentration entweder unterhalb der Nachweisgrenze lag (Abbildung
4-17) beziehungsweise in einer Probe das dIMP-Signal mit einer anderen nicht identifizierten
Substanz coeluierte, so dafl nur eine schwache Antrennung des dIMP-Signals mit dieser Sub-
stanz erreicht wurde [256]. Anhand der erhaltenen Ergebnisse (Tabelle 4-10) deutet sich ein
tendenzieller Zusammenhang zwischen dem etheno-dAMP und dem Methylierungsstatus,
dem VH-Status und der ZAP-70-Expression an. Diese Aussage miiflte aber erst durch weitere
Analysen mit einer deutlich hoheren Probenzahl verifiziert werden.

Untersuchungen zeigen, dall ein Zusammenhang zwischen einem erhdhten Anteil an dUMP
und einem Folat- bzw. 5-Methylcytosinmangel besteht [106]. Progribny et al. haben nach
wenigen Wochen eine signifikante Zunahme an Uracil in Leber-DNA von Ratten festgestellt,
bei denen sie einen erndhrungsbedingten Folat- und 5-Methylcytosinmangel initiierten [106].
Aufgrund der Verwendung quantitativer PCR-Analysen haben die Autoren keine absoluten

Konzentrationen an dUMP angegeben. Weitere Studien haben eine iibermédfige Anwesenheit
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von Uracil in humaner DNA aus Lymphozyten bei Personen mit Folatmangel ergeben [494,
495]. Desoxyuridin und die S-adenosylmethionin (SAM)-abhédngige Bildung von 5-Methyl-
cytosin stehen durch die Folat-abhidngige Synthese (Folatmetabolismus) von Desoxythymi-
din-5’monophophat (Thymidylat) miteinander in Verbindung [407]. Uber den Folatstatus der
CLL-Patienten kann, wie bereits erwdhnt, keine Aussage getroffen werden. Aber es stellt sich
aufgrund der hier in dieser Arbeit erhaltenen Befunde und der verschiedenen Belege aus der
Literatur die Frage, ob moglicherweise resultierend aus der erhdhten LPO und oxidativem
Stref} eine oxidative Desaminierung von Cytosin zu Uracil gefordert werden kann.

Als Fazit dieser Untersuchung 148t sich festhalten, dall etheno-dAMP eventuell als Biomarker
fiir die chronisch lymphatische Leukdmie geeignet sein konnte. Dabei stellt sich natiirlich die
Frage, ob die Bildung von etheno-dAMP eine Ursache oder eine Wirkung der Erkrankung ist
und welche Schluf3folgerungen dann daraus in Bezug auf die Entwicklung einer CLL gezogen
werden konnen. Die Analyse von etheno-dAMP als Biomarker fiir oxidativen Stref bietet
zudem den Vorteil, dal die Substanz im Gegensatz zu dem fiir die Storung des Oxidations-
Antioxidations-Gleichgewichtes am meisten untersuchten Biomarker, dem 8-oxo-Guanosin
[496 - 499], gegeniiber artifizieller Generierung nicht in gleichem Malle empfindlich ist. Es
ist hinreichend bekannt, da3 eine Untersuchung von 8-oxo-dG in Abhéngigkeit der gewihlten
Analysenmethode sehr problematisch ist, da es bei der Probenvorbereitung oder wihrend der
Analyse durch z.B. ionisierende Strahlen, Anwesenheit von Sauerstoff, Silylierung etc. gebil-
det werden kann [102, 500 - 503]. Daher kann es sehr schwierig sein, zuverldssige Korrela-
tionen zwischen einer Erkrankung und oxidativem Stref3 festzustellen, wenn lediglich 8-oxo-
dG als Malistab herangezogen wird. Da sich etheno-dAMP nicht allein durch Anwesenheit
von Luftsauerstoff oder durch die anderen genannten Faktoren bilden kann, stellt es somit
einen wesentlich sicheren und besseren Biomarker fiir eine endogene DNA-Schidigung durch

oxidativen Stref3 dar.

4.3.6 Analyse von etheno-dAMP bei einer gesunden Person

Um eine Aussage iiber die Anderung der etheno-dAMP-Konzentration in B-CLL-Proben ma-
chen zu konnen, sollte als néchstes der Backgroundlevel von etheno-dAMP in lymphozytérer
DNA bestimmt werden. Bedauerlicherweise konnte keine Kontrollprobe in Form einer DNA
aus B-Lymphozyten einer nicht an B-CLL erkrankten Person von Oscier (Royal Bourne-
mouth and Christchurch Hospital, UK) zur Verfiigung gestellt werden. Daher wurde eine im

Rahmen einer weiteren Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Kleinsasser (Okogenotoxiko-
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logie der HNO-Klinik der Universitit Regensburg) erhaltene DNA-Probe aus B-
Lymphozyten einer gesunden Person (Vgl. Kontrollproben im Kapitel 4.2.3.2) hinsichtlich
des etheno-dAMP-Gehaltes untersucht. Die DNA-Probe (10 pg) wurde nach PVV 2 hydroly-
siert, derivatisiert und mehrfach sowohl mit als auch ohne anschlieBenden Standardzusatz
kapillarelektrophoretisch nach Methode III analysiert. In Abbildung 4-19 sind Elektrophero-
gramme einer Analyse ohne Standardzusatz (schwarz) und mit Zusatz von gelabeltem etheno-

dAMP (blau, ¢ = 100 pM, PVV 6) dargestellt.

dAMP 5 gemp__|

dGMP dCMP T

dTMP I

etheno-dAMP

rel. Fluoreszenz

18 19 20 21 22 23

Migrationszeit [min]

Abbildung 4-19: VergroBerter Ausschnitt der Elektropherogramme einer Analyse von 10 pg DNA aus B-
Lymphozyten einer gesunden Person ohne Standardzusatz (schwarz) und mit Zusatz von 100 pM gelabeltem
etheno-dAMP (blau). Bei dem als Zp gekennzeichneten Signal handelt es sich um ein Zersetzungsprodukt des
Fluoreszenzmarkers. In dem rot gekennzeichneten Bereich des Elektropherogramms migriert das dUMP-Signal.

Die DNA-Probe wies einen Methylierungsgrad von 4,43 £+ 0,11 auf.

Aus den Elektropherogrammen ist erkennenbar, daB3 der etheno-dAMP-Gehalt in der Kon-
trollprobe unterhalb der Nachweisgrenze (NWG) lag. Anhand der in Abbildung 4-17 darge-
stellten Analyse von etheno-d AMP eines Patienten mit B-CLL (Patient D) konnte in grober
Néherung das Detektionslimit fiir dieses Addukt abgeschdtzt werden. Das in dieser Probe de-
tektierte Signal von etheno-dAMP wies ein S/N-Verhéltnis von 24,6 auf. Das Basislinienrau-
schen wurde im Bereich vom Startpunkt der Elektrophorese bis zum EOF bei etwa 5,5 min
graphisch ermittelt. Extrapoliert auf ein S/N-Verhiltnis von 3, was der nach Kaiser und Spek-
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ker definierten 3s-Schranke fiir die NWG [504] entspricht, und unter Beriicksichtigung der in
dieser Probe erhaltenen Konzentration an etheno-dAMP von 467 pM wiirde das theoretische
Detektionslimit bei 57 pM liegen. Die Kontrollprobe wies demnach einen etheno-dAMP-
Gehalt unterhalb dieser Konzentration auf. Des weiteren ist anhand der Abbildung 4-19 zu
erkennen, daB3 in dem Bereich, in dem das dUMP-Signal erwartet wird, kein Peak erkennbar
ist. Daher wurde auf eine zusétzliche Aufstockung der Probe mit fluoreszenzmarkiertem
dUMP verzichtet. Unter Anwendung der beschriebenen groben Niherung wiirde sich fiir
dUMP ein theoretisches Detektionslimit von 48 pM ergeben. Demnach wies die Kontrollpro-
be ebenfalls einen dUMP-Gehalt unterhalb von 48 pM auf.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dafl eine lymphozytire DNA einer gesunden Person
keine mit der CE-LIF detektierbare Konzentration an etheno-dAMP und dUMP enthielt.
Ebenso konnte ein nachweisbarer Anteil an dTgMP anhand der relativen Migrationszeit aus-
geschlossen werden. Dabei muf3 allerdings beriicksichtigt werden, da3 die DNA-Proben der
B-CLL-Patienten und die Kontrollproben von verschiedenen Quellen bezogen und unter-
schiedlich isoliert wurden. Daher kann eine artifizielle Generierung dieser Addukte bei der
DNA-Isolierung nicht komplett ausgeschlossen werden. Sie gilt allerdings aufgrund der be-
reits in Kapitel 4.3.5 angefiihrten Uberlegungen hinsichtlich der oxidativen Stabilitit fiir ethe-
no-dAMP als sehr unwahrscheinlich. Da dUMP ein Produkt der oxidativen Desaminierung
von dCMP darstellt [106] und diese bei der DNA-Isolierung nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden kann, wire eine Kontrollprobe aus gleicher Quelle wie die B-CLL-Proben wiin-

schenswert.

4.4 Steigerung der Empfindlichkeit durch Konstruktion eines

neuen LIF-Detektors

Mit dem bislang verwendeten Analysenverfahren konnten neben der reproduzierbaren Be-
stimmung des Methylierungsgrades bei einem sehr guten Probendurchsatz auch endogene
Addukte im zweistelligen pM-Konzentrationsbereich nachgewiesen werden; d.h. bei einer
notwendigen Probenverdiinnung von 1:200 und einem RAL von beispielsweise 35 modifizier-
ten auf 10° unmodifizierten Nukleotiden. Fiir Addukte in deutlich niedrigeren Konzentra-
tionsbereichen war das Verfahren nicht sensitiv genug. Zur Erhéhung der Sensitivitdt wurde
deshalb versucht, den vorhandenen LIF-Detektor durch ein externes Detektionssystem zu er-

setzen.
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4.4.1 Theoretische Voruberlegungen

Um eine Entscheidung fiir ein entsprechend aussichtsreiches Detektionssystem zu treffen,
wurden in Zusammenarbeit mit Schitte (LaVision BioTec) einige wichtige Aspekte disku-
tiert. Die Voriliberlegungen bezogen sich auf die Ausfiihrungstechnik der LIF-Detektion und

auf die einzelnen Komponenten, die bei einer LIF-Detektion notwendig und sinnvoll sind.

Laser

Das in kommerziell erhéltlichen CE-Geriten integrierte LIF-Detektionssystem (Beckman
Coulter) verwendet einen Ar-lonen Laser mit einer Ausgangsleistung von 3 mW. Da die
Intensitét eines Fluoreszenzsignals proportional zur eingestrahlten Intensitét ist, kdnnen durch
eine hohere Laserleistung auch hohere Signalintensititen erhalten werden. Das kann zu einer
Steigerung der Empfindlichkeit fiihren, wenn nicht in demselben Mal3e wie die Laserleistung
ansteigt, auch das Laserrauschen zunimmt. Die Laserleistung kann allerdings auch nicht
unendlich erhoht werden, da ab einer bestimmten Photonendichte ein Ausbleichen des Fluo-
reszenzfarbstoffes auftritt (Photobleicheffekt). Deshalb wurde von Schiitte ein Laser mit einer
Ausgangsleistung von 40 mW vorgeschlagen, der bei der ersten Einrichtung des neuen Detek-
tionssystems durch Fokussierung bzw. Defokussierung so eingestellt werden sollte, dal3 er im

laufenden Elektrophoreseprozef3 gerade unterhalb der Ausbleichgrenze betrieben wird.

Einstrahlung des Laserlichts

Die Fluoreszenzdetektion bei dem kommerziellen LIF-Detektionssystem basiert auf einer
Durchlichtbeleuchtung, bei der das Anregungslicht senkrecht auf die Kapillare trifft, welche
sich zwischen Lichtquelle und der Detektionseinheit befindet. Daher ist ein optischer Filter
fiir die Anregungswellenldnge (488 nm Notch-Filter) in den Lichtgang des Fluoreszenzstrah-
les notwendig, um das durch Streulicht bedingte Hintergrundsignal zu verringern. Wie bei
jedem Filter gibt es auch bei einem Notch-Filter Grenzen in der Unterdriickung von Streu-
licht. Diese hidngen im Gesamtsystem von der Winkelverteilung des auftreffenden Streu-
lichtes sowie dessen diffuser weiterer Ausbreitung im System ab [300]. Eine geringere Hin-
tergrundstrahlung durch Streulicht kann z.B. durch eine Dunkelfeldbeleuchtung erzielt wer-
den, bei der das Anregungslicht in einem Winkel von etwa 45 © auf die Kapillare trifft. Da-
durch fillt ein groBer Teil des durchtretenden Anregungslichtes nicht direkt auf den Detektor.
Eine Dunkelfeldbeleuchtung kann daher etwa um den Faktor 10 - 100 empfindlicher als eine

Durchlichtbeleuchtung sein [300].
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Fokussierung des Anregungsstrahls in die Kapillare

Ein weiterer Empfindlichkeitsgewinn kann durch gezielte Fokussierung in das Innere der Ka-
pillare erreicht werden. Dadurch erhoht sich die Photonendichte (Laserintensitit) im ge-
wiinschten Detektionsvolumen gegeniiber einem einfach als Parallelstrahl auf die Kapillare
gerichteten Laserstrahl. Diese Fokussierung kann z.B. mit einer entsprechenden Linse

(Achromatlinse) erreicht werden [300].

Sammeleffizienz der Fluoreszenzemission

Die nach der Fluoreszenzanregung des Analyten emittierten Photonen sollten moglichst effek-
tiv und verlustfrei gesammelt und zum Detektor geleitet werden. Zur Lichtkollektion bieten
sich Objektive mit hoher numerischer Apertur (NA) und hoher Vergroflerung bei gleichzeitig
geringem Arbeitsabstand an. Durch die hohe NA (z.B. 0.75 - 0.90) besitzen sie eine grofle
Sammeleftizienz fiir die emittierten Fluoreszenzphotonen. Dieser Effekt kann ebenfalls posi-

tiv das S/N-Verhiltnis beeinflussen.

Hintergrundstrahlung durch die Probenmatrix

Ein weiterer Nachteil des kommerziell erhéltlichen LIF-Systems ist, da3 das gesamte Fluores-
zenzlicht ohne spektrale Aufldsung mit einem Detektor aufgenommen wird. Das bedeutet,
daB einerseits spektrale Verschiebungen der Fluoreszenz, welche aus Anderungen in der che-
mischen Umgebung resultieren konnen, nicht registriert werden. Andererseits konnen spektra-
le Eigenschaften von der Probenmatrix oder von Elektrolytkomponenten, die gegebenenfalls
in den Bereich des Emissionsfilters fallen, nicht ausgeblendet werden. Damit kdnnen sie zu
einer erhohten Hintergrundstrahlung beitragen und folglich die Sensitivitét einschrdnken. Eine
Losung dafiir bietet z.B. der Einsatz von Fluoreszenzspektrometern, die eine spektrale Auflo-
sung in einem bestimmten Wellenldngenbereich gestatten. Durch Integration eines Spektro-
meters ergibt sich der Vorteil, da3 selektiv der kleine Wellenldngenbereich betrachtet werden
kann, in dem die Fluoreszenzemission das Maximum aufweist. Die etwas lingerwellige Ra-
manstrahlung (z.B. Ramanbanden fiir Wasser zwischen 570 und 585 nm [299]) kann mit ei-
nem Spektrometer aufgelost und mittels geeigneter Software aus dem interessierenden Be-

reich ausgeblendet werden.
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Detektor

In Verbindung mit einem Spektrometer bietet sich ein Flichendetektor an. Aufgrund der be-
reits in Kapitel 2.5.4.1 erwdhnten Vorteile gegeniiber einem Photomultiplier konnte aus der
Verwendung einer CCD-Kamera ein weiterer Empfindlichkeitsgewinn resultieren. Fiir die
Applikation der DNA-Adduktanalytik wiirde sich eine back-illuminated EMCCD-Kamera mit
einem Frame-Transfer-Sensor eignen. Diese zeichnet sich durch eine sehr hohe Quanteneffi-
zienz (> 90 %) bei gleichzeitiger Moglichkeit einer effektiven Rauschunterdriickung aus [300,
328]. Ein Frame-Transfer-Sensor ist zwar langsamer als z.B. ein Interline-Transfer-Sensor, er
hat dafiir aber eine groBere aktive Pixelfliche. Das bedeutet, dafl der erstgenannte Sensor ei-
nen hoheren Fiillfaktor besitzt, also einen gréferen fiir die Konversion der einfallenden Pho-

tonen wirksamen Flachenanteil im Pixel, und somit mehr Photonen sammeln kann [300].

Nach diesen Voriiberlegungen entwickelte die Firma LaVision BioTec ein variables Detekti-
onssystem, das verschiedene optionale Detektionstechniken (z.B. Fluoreszenzspektroskopie
mit Dunkelfeldbeleuchtung oder Epifluoreszenzmikroskopie) bietet. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die erste Technik angewendet. Mit diesem System wurde die Laser-induzierte Fluores-
zenz wihrend der gesamten Analysendauer spektral aufgelost und mit einer Kombination aus
hochauflosendem Spektrometer und Elektronen-verstirkter CCD-Kamera aufgenommen. Das
System wird im Folgenden als LS-CCD-System (fiir Laserspektroskopie mit CCD-Detektion)

bezeichnet.

4.4.2 Der experimentelle Aufbau des LS-CCD-Detektionssystems

Der gesamte Aufbau ist in Abbildung 4-20 schematisch dargestellt. Zur Anregung wurde ein
488 nm Argon-lonen Laser (Melles Griot IMA Series) mit einer Ausgangsleistung von
40 mW verwendet. Das Laserlicht wurde mit einem ,,single wavelength“-Einkoppellichtleiter
(Point Source kineFlex, 69 % Throughput bei 488 nm) in das Detektorgehduse geleitet und
mit einer antireflexbeschichteten Achromatlinse (f= 10 mm) in die Kapillare fokussiert.
Der Durchmesser des Laserstrahls betrug etwa 30 - 50 um. Es wurde eine Dunkelfeldbeleuch-
tung in einem Beleuchtungswinkel von etwa 45 © durchgefiihrt, der bei diesem System aller-
dings variabel einstellbar ist. Um die emittierten Photonen mit moglichst hoher Effizienz zu

sammeln, wurde ein hoch aperturiges Objektiv (Nikon S-Fluor 40x/0.90) unmit-
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Abbildung 4-20: Schematischer Aufbau des LS-CCD-Detektionssystems, modifiziert aus einer von Schitte

(LaVision BioTec) bereitgestellten Vorlage; in die aus der CE austretende Kapillare wird der Strahl eines Argon-

Ionen-Lasers (A.x = 488 nm) mit einer Achromatlinse in einem Winkel von etwa 45° hineinfokussiert. Ein klei-

ner Teil der auf die Kapillarwand auftreffenden Strahlung wird durch Reflexion an der Glasoberfldche abgelenkt.

Die in alle Raumrichtungen ausgesendete Fluoreszenzstrahlung wird durch ein Objektiv gesammelt. Die Emissi-

onsstrahlung wird anschlieBend im Spektrometer spektral zerlegt, iiber eine EMCCD-Kamera detektiert und

bildlich dargestellt.
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telbar in den Lichtgang des Fluoreszenzstrahles eingesetzt. Die Fluoreszenz wurde mit einem
Aluminiumspiegel (Linos Photonics, @ 32 mm, mit MgF, Beschichtung) auf den Eintrittsspalt
eines Spektrometers (Roper Scientific Spectra Pro Series, 150 Linien/mm, geblazed fiir
500 nm) abgebildet. Vor dem Spektrometer befand sich ein dielektrischer Kantenfilter (Sem-
rock SEM-LP-RS, Agante = 488 nm, Transmission > 93 %) zur Unterdriickung von Laserstreu-
licht sowie ein dichroidischer Strahlteiler (AHF Analysentechnik, Asgy, = 505 nm). Zum Ein-
koppeln der Fluoreszenzstrahlung in das Spektrometer wurde eine beidseitig im sichtbaren
Bereich antireflexbeschichtete Achromatlinse (f= 25 mm) verwendet. Als Detektor wurde
eine back-illuminated EMCCD-Kamera mit Frame-Transfer-Sensor (Andor Technology, Ixon
DV860) eingesetzt.

Das Detektionssystem ist sehr variabel. So bietet es neben dem hier beschriebenen Aufbau
auch die Moglichkeit einer Epiilluminationsanordnung (Abbildung 7-1, Anhang). In dieser
Anordnung wird der dichroidische Strahlteiler verwendet, der in dem oben beschriebenen
Detektionssystem keine Aufgabe iibernimmt. Ein Ausbau fiir die in Abbildung 4-20 darge-
stellte Anordnung wire zu aufwendig gewesen - zumal der Strahlteiler die Funktionsweise

nicht beeintrachtigte.

4.4.3 Ankopplung des LS-CCD-Systems an die CE

Alle aufgefiihrten Komponenten des Detektionssystems befinden sich in einem innen schwarz
lackierten Metallschrank und sind dadurch weitgehend gegen Lichteinfall von auflen abge-
schirmt (Abbildung 4-21).

Zur Ankopplung des LS-CCD-Systems an die CE wurde zunichst die bisher im Routinebe-
trieb mit dem CE-LIF-System verwendete Kartusche eingesetzt. Der Kiihlkreislauf wurde mit
Hilfe eines Y-formigen Adapters, der an der rechten Seite des CE-Gerétes fixiert wurde, ge-
schlossen. Gleichzeitig fungierte der Adapter als Kapillaraustritt aus der CE.

Um den fiir eine Kapillarelektrophorese notwendigen Stromkreislauf zu ermdglichen, wurde
eine Elektrode fiir die Outletseite im LS-CCD-Gehéuse konstruiert (Abbildung 4-22 a). Als
Basis diente dafiir eine Hohlelektrode der Firma Agilent, durch die die Kapillare hindurch
geflihrt und somit sicher und reproduzierbar am Outlet positioniert werden konnte. Die Elek-
trode wurde in ein Kunststoffgehduse eingebaut und in den Detektorschrank montiert. Die

Kapillarfithrung und -fixierung innerhalb der Elektrode wurde durch eine Gummidichtung,
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Abbildung 4-21: Photo des LS-CCD-Systems; (a) Metallschrank; (b) internes Gehduse mit 1: EMCCD-Kamera
und 2: Spektrometer.

die am Elektrodeneingang angebracht wurde, ermdglicht (Abbildung 7-2, Anhang). Die Ein-
bettung der Kapillare in die Outletelektrode hat sich sehr positiv auf die Langlebigkeit der
Kapillare ausgewirkt. Das typische Ablosen der Polyimidschicht an der Outletseite, das bei
direktem Kontakt der Kapillare mit der Elektrolytlosung iiber einen MeBzeitraum von etwa
4 - 5 Wochen (bei einer heat-cure Kapillare) auftrat, wurde bei dieser Outletkonstruktion nicht

mehr beobachtet.

Abbildung 4-22: (a) Outletelektrode im Detektorgehduse; (b) Auflage mit Aluminiumklammern fiir die Fixie-

rung der Kapillare im Bereich des Detektionsfensters.
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Im Bereich des Detektionsfensters wurde die Kapillare mit Hilfe zweier Aluminiumklam-
mern, die an der Unterseite iiber eine ca. 100 pm tiefe, kapillarfiihrende Aussparung verfiig-
ten, auf einer Auflage aus Polycarbonat fixiert (Abbildung 4-22 b). Die Klammern lie3en sich
tiber einen Federmechanismus anheben. Die Auflage enthielt eine 24 mm Bohrung fiir die
Ausrichtung des Objektives und war mit dem Objektivgehduse verschraubt (Abbildung 4-22).
Bei der ersten Version der Ankopplung des LS-CCD-Detektionssystems ergab sich bautech-
nisch eine Gesamtlidnge der Kapillare von etwa 76 cm; die effektive Trennstrecke betrug
59 cm. Das bedeutete bei gleichbleibenden elektrophoretischen Bedingungen eine Verldnge-
rung der Analysenzeit um 22 min im Vergleich zum CE-LIF-System. Eine Verringerung der
Analysenzeit konnte durch Verkiirzung der Trennstrecke erreicht werden. Dazu wurde die
vorhandene Kartusche durch eine EDA-Kartusche (Beckman Coulter) ersetzt und die in der
CE bisher genutzte Outletseite nun als Inlet betrieben. Voraussetzung dafiir war eine Umpo-
lung der Elektroden an der Spannungsquelle der CE und eine Umprogrammierung des CE-
Motherboards. Durch den Einsatz der EDA-Kartusche konnte mit einer Kapillarlinge von
insgesamt 64 cm (effektive Trennstrecke 46,4 cm) gearbeitet und die Analysenzeit um ca.

20 min reduziert werden. Abbildung 4-23 zeigt den optimierten Aufbau.

Zwischen den Gehdusen der CE und dem externen Detektor wurde eine Manschette aus
schwarzem Schaumstoff angebracht, um den Lichteinfall in den Detektor an der Eintrittsstelle
der Kapillare zu minimieren. Zur Vermeidung eines Wéarmestaus in der Kapillare an dieser
Uberbriickungsstelle, welcher zu einer mdglichen Peakverbreiterung hitte beitragen kénnen,
wurde das effektive Fliissigkiihlsystem der CE bis fast unmittelbar vor das Detektionsfenster
gefiihrt. Innerhalb des LS-CCD-Systems sorgte ein seitlich am Detektorgehduse angebrachter
Ventilator fiir eine ausgewogene Luftzirkulation und Kiihlung der Kapillare. Zur Vermeidung
von Spannungsiiberschligen zwischen der Kapillare und metallischen Bauteilen im Detek-
tionssystem wurden zusitzlich alle relevanten Bauteile (z.B. Metallteile in der Néhe des De-

tektionsfensters, Detektor-, Kamera- und Spektrometer-Gehiuse) geerdet.

4.4.4 Laserjustierung nach Einbau einer Kapillare

Nach dem Einbau einer Kapillare wurde vor der ersten Messung eine Laserjustierung vorge-

nommen. Diese Justage erfolgte anhand der intensiven Ramanbande von Wasser bei 596 nm
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Abbildung 4-23: Optimierter Aufbau des CE-LS-CCD-Systems (a) ohne Manschette, 1: EDA-Kartusche,
2: Inlet, 3: Y-Adapter, 4: Kiihlkreislauf, 5: Objektivgehduse, 6: Detektionsfenster, 7: Auflage zur Fixierung der
Kapillare; (b) 8: Manschette zur Minimierung des Lichteinfalls an der Eintrittsstelle der Kapillare in den Detek-

tor.

(Mittelpunkt der beiden intensiven Schwingungsbanden von Wasser bei 594 nm und 598 nm)
[300]. Die Verwendung dieser Ramanbande hatte den Vorteil, die Optimierung der optischen
Ausrichtung des Laserstrahls durchfithren zu kdnnen, ohne die Kapillare mit einem Fluo-
rophor zu kontaminieren. Dazu wurde die Kapillare nach erfolgter Konditionierung mit Was-
ser gefiillt (~ 30 s, 100 psi), und fiir die gesamte Dauer der Justage wurde der Wasserdurch-
fluB mit 5 psi aufrechterhalten. Im Wellenlédngenbereich von ca. 480 - 600 nm wurde ein In-
tensitétsprofil betrachtet und der Laserstrahl sowohl in Langs- als auch in Querrichtung (Ab-
bildung 7-3, Anhang) solange iiber die Kapillare bewegt, bis die Ramanbande von Wasser
eine maximale Intensitdt bei gleichzeitig minimalem Streulichtanteil aufwies (Abbildung
4-24). Diese Justierung war aufgrund der Kombination der beiden Ausrichtungen des Laser-

strahls relativ zeitaufwendig (teilweise 1-2 Stunden) und mufite bei jedem Kapillarwechsel
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erneut erfolgen, da eine um-exakte und reproduzierbare Plazierung der Kapillare am Detekti-
onsfenster nach einem Wechsel nicht immer gewéhrleistet war. Teilweise mufte auch wéh-
rend der Nutzung einer Kapillare eine Nachjustierung erfolgen. Der Grund dafiir lag in einem
minimalen Bewegungsspielraum der Kapillare an der ersten Befestigungsklammer nach dem
Eintritt ins Detektorgehduse. Durch den automatischen Vialwechsel in der CE wurden leichte
Schwingungen auf das Inlet der Kapillare iibertragen, die sich trotz der mehrfach vorhandenen

Gummidichtungen innerhalb der Kartusche bis zum Detektionsfenster fortpflanzten.

Abbildung 4-24: Intensitiats-Wellenldngenprofil von Wasser mit maximalem Intensititsverhéltnis der
Ramanbande zum Laserstreulicht, 1: Laserstreulicht bei A =488 nm, 2: Ramanbande von Wasser bei
Amie = 596 nm; (a) Koordinatendarstellung (xy-Darstellung); auf der y-Achse ist die Intensitdt angegeben, die
Zahlen auf der x-Achse sind Pixelwerte; (b) Bilddarstellung; der der xy-Darstellung zugehérige Bildausschnitt
ist durch das weile Rechteck gekennzeichnet. Das Intensitétsverhdltnis von der Ramanbande zu Streulicht be-

tragt hier 3,7.

Vor Beginn der Justierung sowie vor der ersten Messung eines jeden Arbeitstages wurde ein
Nullabgleich der Kamera durchgefiihrt, d.h. es wurde ein sogenannter Background von der
Kamera aufgenommen, der dann bei jeder nachfolgenden Messung automatisch beriicksich-
tigt wurde. Die Aufnahme des Backgrounds erfolgte mit betriebsbereitem System. Dieser Sy-
stemzustand wurde durch Einschalten des Ventilators, Gewiéhrleisten einer dquilibrierten Ka-
merakithlung, Aktivierung des Spektrometers sowie Einstellung der Kameraverstirkung
(EMCCD-gain) und -belichtung erreicht. Der Background wurde bei ausgeschaltetem Laser
aufgezeichnet (ca. 5 s) und korrigierte somit nachfolgende Messungen um den Anteil des
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Umgebungslichtes, das trotz der Abschirmung durch das Detektorgehduse noch auf den pho-
tosensitiven CCD-Chip traf. Ein vergleichendes Experiment ergab, da3 eine Justierung ohne
vorherige Aufnahme eines solchen Backgrounds ein schlechteres Intensitdtsverhéltnis der
Ramanbande von Wasser zum Laserstreulicht lieferte. Anscheinend wies das Umgebungslicht

im Labor einen hoheren spektralen Anteil bei 488 nm als bei 596 nm auf.

4.4.5 Einfluld verschiedener Parametereinstellungen der CCD-Kamera

Zu Beginn der Analysen mit dem LS-CCD-System stellte die Restfluoreszenz, die nach je-
dem, einem Analysenlauf nachgeschalteten Spiilvorgang der Kapillare noch vorhanden war,
ein Problem dar. Diese Restfluoreszenz beruht wahrscheinlich auf der Belegung der Kapil-
larwand mit fluoreszierenden Bestandteilen des Puffers oder der Probe, die sich nicht durch
einen kurzen Spiillauf vollstindig entfernen lieBen. Das CE-LIF-System verfligt {iber einen
sogenannten Autozero-Modus, der 1 min nach Beginn eines jeden Analysenlaufes einen
Nullwert einstellt. Dieses System wird daher nicht wesentlich durch eine noch vorhandene
Restfluoreszenz beeintrachtigt. Das LS-CCD-System verfiigt allerdings nicht {iber eine solche
Funktion, und deshalb filihrte die sukzessive Belegung der Kapillarwand zu einem stetigen
Anstieg des Backgrounds von Analyse zu Analyse. Aus diesem Grund wurde eine effektivere
Spiilmethode fiir das LS-CCD-System entwickelt (Kapitel 6.6.2), die allerdings etwa
10 Minuten mehr Zeit in Anspruch nahm. Die stérenden Belegungen der Kapillare wurden
dadurch aber vollstindig entfernt.

Nachdem die Optimierung des Spiilprozesses abgeschlossen war, wurden die optimalen Ein-
stellungen der CCD-Kamera ermittelt, indem die Auswirkungen der Belichtungszeit und der
Verstiarkung untersucht wurden. Dazu wurde eine fluoreszenzmarkierte 10 ug CT-DNA-
Probe (PVV 2) bei verschiedenen Verstirkungseinstellungen und Belichtungszeiten gemes-
sen. Zur Untersuchung dieser Einfliisse wurde das Sm-dCMP-BODIPY-Signal betrachtet. Es
wurde gerade dieses Signal ausgewéhlt, weil es bei allen untersuchten Verstarkungs- und Be-
lichtungseinstellungen unterhalb der Sattigungsgrenze der Kamera lag, was bei den anderen
unmodifizierten Nukleotidkonjugaten nicht der Fall war.

Die kapillarelektrophoretischen Analysen wurden nach Methode II durchgefiihrt. Zur Aus-
wertung der Daten und Aufnahme der Elektropherogramme wurde in der entsprechenden
Bilddarstellung der Software ImSpector® (LaVision BioTec, MPI f. biophysical Chemistry)

ein Ausschnitt gewihlt, bei dem die Ramanbande von Wasser und die Streulichtbande ausge-
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blendet wurden (vgl. Abbildung 4-27 c, Kapitel 4.4.6). AnschlieBend wurde in der Software
eine Funktion angewihlt, durch deren Aktivierung automatisch aus der aufgenommenen Serie
von Einzelbildern eines Analysenlaufes ein Intensitits-Zeitprofil fiir den gewéhlten Bildaus-
schnitt erstellt wurde. Dieses Profil zeigte wihrend der Messung die fortlaufende Anzahl der
Einzelbilder auf der x-Achse und den zugehorigen MeBwert (der gemittelte Wert der Fluores-
zenzintensitdten im betrachteten Bildausschnitt) auf der y-Achse. Nach AbschluB3 der Mes-
sung wurde automatisch auf der x-Achse die MeBzeit in Sekunden angegeben, die sich aus
der Zahl der Einzelbilder und der Belichtungszeit ergab. Das so erstellte Intensitéts-Zeitprofil
entsprach damit einem Elektropherogramm. Die weitere Auswertung der Daten (z.B. Integra-
tion der Peakfldchen) erfolgte mit Hilfe der 32K arat Software (Beckman Coulter), da ImSpec-
tor® urspriinglich nicht fiir eine analytische Auswertung konzipiert wurde und daher nicht
iber eine Integrationsfunktion mit Angabe analytisch relevanter Parameter verfiigte. Die xy-
Rohdaten der Intensitiits-Zeitprofile wurden in zuvor aus der **Karat-Software exportierte
ASCII-Dateien importiert und anschlieend von der Software eingelesen.

Die Untersuchung der Peakhohe (Abbildung 7-4, Anhang) und -flichen ergab, daB3 die Ver-
stairkung einen exponentiellen Einflul auf diese Signalcharakteristika ausiibte, wihrend bei
Variation der Belichtungszeit (Abbildung 7-5, Anhang) ein linearer Verlauf zu beobachten
war. Abbildung 4-25 zeigt den Verlauf der Peakflichen des S5Sm-dCMP-BODIPY-Signals in
Abhingigkeit von der Kameraverstirkung (EMCCD-gain).
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Abbildung 4-25: Abhéngigkeit der korrigierten Flache des 5m-dCMP-BODIPY-Signals von den Verstirkungs-
einstellungen der CCD-Kamera; die CT-DNA wurde vor der kapillarelektrophoretischen Analyse 1:200 in Was-
ser verdiinnt. Die Belichtungszeit betrug bei allen Messungen 500 ms. Die Peakhdhen zeigten einen analogen
Verlauf (Abbildung 7-4, Anhang).
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Eine hohere Verstirkung bei einem EMCCD-Chip bedeutet letztlich eine hohere Potentialab-
senkung im Verstarkungsregister. Dadurch wird die Austrittsarbeit der Elektronen erniedrigt.
Dieser exponentielle Verlauf ist iiblich bei Detektoren, bei denen der Verstiarkungsprozel3 auf
Elektronenkaskaden beruht [505]. Der Verlauf ergibt sich aus der thermodynamischen Be-
trachtung der Energieverteilung von Fermionen [300]. Bei einer Verstirkung von 100 war
bereits fiir die Signale von dAMP, dTMP und dCMP die Séttigungsgrenze erreicht, bei dGMP
war dies ab einer Verstirkung von 150 der Fall. Eine deutliche Ubersittigung trat bei allen
Signalen mit Ausnahme von Sm-dCMP bei einer Verstirkung von 200 auf. Jedes Kamerapi-
xel besitzt eine maximale Elektronen-Sammelkapazitét, die sogenannte ,,full-well capacity*.
Diese ist abhingig von der GroBe des Pixels und von der angelegten Spannung an den Elek-
troden. Bei hoher Belichtung und Verstirkung wird diese Kapazitit tiberschritten, die iiber-
schiissigen Elektronen flieBen in die Potentialtopfe der benachbarten Pixel, die Kamera ,,lauft
iiber. Die qualitativen und quantitativen Bildeigenschaften gehen dabei verloren und die Si-
gnale sind nicht mehr auswertbar.

Bei der Betrachtung der S/N-Verhiltnisse des Sm-dCMP-BODIPY-Signals zeigte sich eine
Erhohung der Empfindlichkeit mit steigender Verstirkung (Abbildungen 7-6, Anhang). Fiir
diese Berechnungen wurde das Basislinienrauschen im Bereich vom Beginn der Elektropho-
rese bis zum EOF (bei etwa 5,5 min.) beriicksichtigt. Das Ergebnis widersprach zunédchst den
Erwartungen. Bei einer hoheren Verstirkung besteht zwar die Moglichkeit, den Einflufl des
Ausleserauschens der Kamera zu minimieren, das Gesamtrauschen (Hintergrund) sollte je-
doch im gleichen Mafe wie die Signalphotonen mitverstirkt werden. Daher sollte eine héhere
EMCCD-gain nicht unbedingt zu einer Verbesserung des S/N-Verhéltnisses beitragen. Im
durchgefiihrten Experiment stieg ab einer Verstirkung von 50 das Rauschen an, aber nicht in
dem MaBe wie die Signalintensitéit. Allerdings wurde im Bereich von 150 bis 200 nur noch
ein relativ geringer Empfindlichkeitsgewinn erzielt, so dafl eine hohere Verstirkung als 200
(maximal moglich 255) keinen wesentlichen Nutzen hatte. Daher wurde in dieser Arbeit ein
Verstiarkungswert von 200 nie tiberschritten. Bagh et al. stellten fest, daB3 bei sehr hohen Ver-
stairkungswerten ihrer verwendeten on-chip multiplication CCD-Kamera (electron multiplying
CCD) der Dunkelstrom eine signifikante Rolle zu spielen begann [505]. Moglicherweise
konnte das auch bei der hier verwendeten Kamera trotz der effektiven Kiihlung der Fall sein
und wiirde insofern erkldren, warum im Bereich hoher Verstarkungswerte der Empfindlich-
keitsgewinn minimal war.

Das Ergebnis zeigt, daB es sich insbesondere fiir Analyten in niedrigen Konzentra-

tionsbereichen im Hinblick auf die qualitative und quantitative Auswertung anbietet, eine
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hohe Verstarkereinstellung zu wéhlen. Bei der Analyse des Methylierungsgrades in einer
10 ug DNA-Probe mit der liblicherweise gewdhlten Verdiinnung sollte jedoch ein Verstir-
kungswert von 50 nicht tiberschritten werden.

Bei Variation der Belichtungszeit und konstanter Verstarkungseinstellung konnte ein linearer

Bezug mit dem S/N-Verhiltnis (Abbildung 4-26) festgestellt werden.
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Abbildung 4-26: Abhéngigkeit des S/N-Verhaltnisses des 5Sm-dCMP-BODIPY-Signals von der Belichtungszeit
der CCD-Kamera bei den kapillarelektrophoretischen Analysen einer 10 pg CT-DNA (Methode 1I); die Verstér-
kung wurde dabei auf 50 eingestellt. Der Korrelationskoeffizient betrug 0,9964.

Mit Erh6éhen der Belichtungszeit um 500 ms nahm das S/N-Verhiltnis durchschnittlich um
einen Faktor von 1,3 zu. Wie in Kapitel 2.5.3.1 bereits erwihnt, steigt die Signalintensitét
proportional zur Belichtungszeit, wahrend das Photonenrauschen der Kamera sich nur propor-
tional zur Quadratwurzel des Signals verhélt. Das Photonenrauschen begriindet sich darin,
daf3 Photonen mit ihrer Energie h - v in unregelméfBigen Zeitabstdnden auf den Detektor tref-
fen. Die wirksame Zufallsverteilung fiir diesen Prozel3 ist die Poissonstatistik [506]. Der Dun-
kelstrom ist durch die Kamerakiihlung fast vernachldssigbar. Das Ausleserauschen bleibt kon-
stant und leistet keinen hoheren Beitrag zum Gesamtrauschen. Daher wird vor allem bei
schwachen Signalen durch eine hohere Belichtung eine Verbesserung des S/N-Verhiltnisses
und somit eine bessere Empfindlichkeit erzielt. Der limitierende Faktor bei der Wahl der Be-
lichtungszeit ist die Breite des Peaks. Um statistisch einen gauB3formigen Peak sicher zu inte-

grieren, werden mindestens 8 Bildpunkte bendtigt. Bei zu langer Belichtung eines migrieren-
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den Signals werden zu wenige Bilder pro Zeiteinheit aufgenommen. Das bedeutet auch, dal3
ein schlankes Signal (geringe Konzentration) eines schnell in der CE migrierenden Analyten
nicht genauso hoch belichtet werden kann wie ein breites Signal (hohe Konzentration) eines
erst spit das Detektionsfenster erreichenden Analyten. Bei der Analyse von 5Sm-dCMP ist
eine Belichtungszeit von bis zu 2500 ms moglich, da die Signalbreite etwa 21 s betragt. Fiir
die Signale von dAMP, dTMP und dCMP ist bei einer Belichtungszeit von 1000 ms bereits
die Séttigungsgrenze erreicht.

Diese Untersuchungen zeigten die Bedeutung der Auswahl von Verstirkung und Belichtung
in Bezug auf die analytische Fragestellung und ermoglichten, die Einstellung dieser Parameter

dem Analysenziel optimal anzupassen.

4.4.6 Wahl des Ausschnittes in der Bilddarstellung

Zur Erstellung eines zweidimensionalen Intensitéts-Zeitprofils mit nachfolgender Integration,
ist der betrachtete Ausschnitt in der Bilddarstellung von Bedeutung. Es konnte festgestellt
werden, daB3 in Abhdngigkeit des gewihlten Bildausschnittes unterschiedliche Peakfldchen,
-hohen und S/N-Verhiéltnisse eines Signals erhalten werden. Tabelle 4-11 zeigt die Auswer-
tung eines Analysenlaufes einer 20 pM wailirigen BODIPY-Losung, bei der verschiedene

Bildausschnitte (Abbildung 4-27) herangezogen wurden.

Ausschnitt der korrigierte Peakfliche des ~ S/N-Verhiltnis des
Bilddarstellung BODIPY-Signals [cm*/s] ~ BODIPY-Signals

Ausschnitt a 20720 28,1
Ausschnitt b 10439 18,2
Ausschnitt ¢ 42614 39,6
Ausschnitt d 33776 34,1

Tabelle 4-11: Korrigierte Flichen und S/N-Verhéltnisse des Signals eines Analysenlaufes (Methode VI) einer
20 pM BODIPY-L&sung in Abhédngigkeit vom gewihlten Bildausschnitt. Zur Ermittlung der Rauschwerte wurde

der Bereich vom Beginn der Elektrophorese bis zum jeweiligen BODIPY-Signal (bei etwa 4 min) herangezogen.
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Abbildung 4-27: Verschiedene Ausschnitte in der Bilddarstellung (gestrichelte Rechtecke), anhand derer die
jeweilige Auswertung des Analysenlaufes erfolgte; die Bildaufnahme erfolgte bei einer Belichtungszeit von

500 ms und einem Verstarkungswert von 200.

Aus Tabelle 4-11 ist ersichtlich, dal3 die Wahl des Bildausschnittes einen bedeutenden Einfluf3
auf die Empfindlichkeit und die Peakfldche ausiibt. Bei einem groBeren Bildausschnitt geht
durch einen héheren Anteil an intensitdtsarmen Pixeln bzw. Nullwerten (schwarze Bereiche in
der Bilddarstellung) mehr Signalinformation verloren. Bei einem groferen Bildausschnitt
nimmt zwar auch der Rauschwert ab, die Intensitidt des Signals wird aber in grolerem Malle
geschwicht. Es hat sich gezeigt, da3 der Bildausschnitt ¢ am sinnvollsten fiir die Auswertung
ist, wobei zwischen diesem und dem Bildausschnitt d kein gravierender Unterschied besteht.
Eine wesentliche Bedeutung kommt der Wahl des Bildausschnittes vor allem innerhalb einer
MeBreihe zu. Bei der Datenauswertung muf3 darauf geachtet werden, daB3 immer der gleiche
Bildausschnitt verwendet wird. Die Bilddarstellung in Abbildung 4-27 stellt den gesamten
Pixelbereich der Kamera dar (128x128 Pixel), der von der Software als ROI (region of
interest) bezeichnet wird. Bei der kapillarelektrophoretischen Analyse der 20 pM BODIPY-
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Losung nahm die Kamera alle 500 ms (Belichtungszeit) ein Bild mit dem gesamten Pixelbe-
reich auf. Bei einer Analysendauer von 30 min bestand somit ein Datenfile aus 3600 Einzel-
bildern. Bei einem Speicherplatzbedarf eines Bildes von etwa 32 kB ergab dies eine unge-
fahre DateigroBBe von 115 MB auf einem Datentriger. Aus Abbildung 4-27 ist ersichtlich, daf3
bei einer ROI von 128 x 128 ein grof3er Teil des Bildes aus Nullwerten (schwarze Bildberei-
che) besteht, die fiir eine Datenauswertung nicht benétigt werden. Daher wurde bei anschlie-
Benden Analysen von DNA-Proben die ROI um etwa 50 % verkleinert. Dadurch reduzierte
sich die DateigroB3e auf etwa 68 MB.

4.4.7 Sensitivitatsvergleich zwischen CE-LIF und CE-LS-CCD

Zur Uberpriifung, ob sich die theoretischen Voriiberlegungen beziiglich der Sensitivitits-
vorteile des LS-CCD-Systems gegeniiber dem CE-LIF-System in der Praxis bestétigen lie3en,
wurden wiBrige Losungen des Fluoreszenzmarkers BODIPY in unterschiedlichen Konzentra-
tionen bis zum jeweiligen Detektionslimit auf beiden Systemen analysiert. Da die Migrations-
zeit von BODIPY unter MEKC-Bedingungen zu grof3 war (ca. 80 min), wurde fiir die Erfas-
sung des Detektionslimits beider Systeme die CZE eingesetzt. Von den Losungen des Fluo-
reszenzmarkers wurden auf beiden Systemen jeweils die gleichen Mengen hydrodynamisch in
die Kapillaren injiziert (5,9 nL). Die Analysen erfolgten nach Methode VI. Abbildung 4-28
zeigt ein Elektropherogramm der Analyse einer 25 pM BODIPY-Losung am Detektionslimit
des CE-LIF-Systems. Zum Vergleich ist in Abbildung 4-29 ein Elektropherogramm einer
Analyse am Detektionslimit (5 pM) des CE-LS-CCD-Systems dargestellt. Auf beiden Syste-
men wurden die Losungen jeweils dreimal hinsichtlich ihrer Peakfldchen analysiert, um Injek-
tionsschwankungen auszugleichen. Die Standardabweichungen der Peakflichen am Detekti-
onslimit betrugen 21,3 % (CE-LIF) bzw. 15,4 % (CE-LS-CCD). Fiir Auswertungen der Ana-
lysen auf dem LS-CCD-System wurde der im vorherigen Kapitel angesprochene Bildaus-
schnitt 3 verwendet.

Bei den vorangegangenen Experimenten zeigte sich, da3 auch der Elektrolyt eine Eigenfluo-
reszenz aufwies (Untergrundfluoreszenz). Diese begriindete sich wahrscheinlich in einer Kon-
tamination der zur Elektrolytherstellung verwendeten Chemikalien mit aromatischen Neben-
produkten. Eine Minimierung der Untergrundfluoreszenz gelang durch mehrstiindige UV-

Photolyse des Elektrolyten. Die Photolyse fand in einer einfach konstruierten Vorrichtung
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Abbildung 4-28: Elektropherogramm einer 25 pM BODIPY-L6sung, die auf dem CE-LIF-System nach Metho-

de VI analysiert wurde. Die injizierte Stoffmenge betrug 147,5 zmol.
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Abbildung 4-29: Elektropherogramm einer 5 pM BODIPY-Losung, die auf dem CE-LS-CCD-System nach

Methode VI analysiert wurde. Die Belichtungszeit der Kamera betrug 500 ms und die Verstidrkung 200. Die

injizierte Stoffmenge betrug 29,5 zmol.
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statt, bestehend aus einem UV-Quecksilber-Strahler (45 W, A =280-370 nm), einem Quarz-
glaskiihlfinger, einer Standflasche aus Quarzglas fiir den Elektrolyten und einem Kiihlsystem
(Wasserbad mit Thermostat) zur Kiihlung der Elektrolytlosung und des Quarzglasfingers
(Abbildung 7-7, Anhang). Der Elektrolyt wurde in dieser Apparatur mehrere Stunden bei 4 °C
photolysiert (s. experimenteller Teil Kapitel 6.6.3). Dadurch wurde bei einer 5 pM BODIPY -
Losung eine Verbesserung des S/N-Verhéltnisses um etwa das 1,4-fache erzielt (S/N von 5,3
+ 0,6 (n = 3) statt 3,8 = 0,1 (n = 3) mit unphotolysiertem Puffer). Abbildung 4-30 zeigt das
Elektropherogramm einer Analyse von 5 pM BODIPY, bei der der Elektrolyt nach 3,5 h UV-
Photolyse eingesetzt wurde. Deutlich ist die Verbesserung des S/N-Verhéltnisses gegeniiber
der Analyse der gleichen Losung mit einem nicht photolysierten Elektrolyten (Abbildung
4-29) erkennbar. Eine ldngere Photolysedauer (z.B. 6 h) lieferte keine wesentliche Verbesse-
rung mehr. Durch diese Erhohung des S/N-Verhiltnisses konnte allerdings das Detektions-
limit des LS-CCD-Systems nicht weiter herabgesetzt werden. Es gelang auch mit einem pho-

tolysierten Puffer nicht, reproduzierbar eine Konzentration von 2,5 pM mit einem S/N > 3
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Abbildung 4-30: Elektropherogramm einer 5 pM BODIPY-Losung (CE-LS-CCD-System) unter Verwendung
des Elektrolyten E nach dreieinhalb-stiindiger UV-Photolyse; die Belichtungszeit der Kamera betrug 500 ms und
die Verstarkung 200.
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nachzuweisen. Gerade in solchen Konzentrationsbereichen ist eine reproduzierbare Analyse
aufgrund von Fluktuationen durch stochastische Schwankungen in der Anzahl der Analytmo-
lekiile innerhalb des Probenvolumens [507] duBBerst schwierig. Als Ergebnis dieses Vergleichs
wurde eine um den Faktor 5 hohere Sensitivitdt beim CE-LS-CCD-System gegeniiber dem
CE-LIF-System erhalten.

Wird das Detektionslimit von 25 pM BODIPY bei der LIF-Detektion auf die Analyse von
DNA-Addukten iibertragen, dann bedeutet dies, dal bei einer notwendigen Probenverdiin-
nung (1:200 bei 10 pg DNA) DNA-Addukte mit einem RAL von 11 Addukten in 10° unmo-
difizierten Nukleotiden nachgewiesen werden konnen. Bei einem {iibertragenen Detektions-
limit von 5 pM mit der LS-CCD-Detektion liegt die theoretische Nachweisgrenze fiir DNA-
Addukte dann bei etwa 2 Addukten in 10° unmodifizierten Nukleotiden.

Das hier ermittelte Detektionslimit von 5 pM BODIPY fiir das CE-LS-CCD-System ist sehr
gut vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Arbeiten auf dem Gebiet der Wellenldngen-
aufgeldsten Fluoreszenzdetektion. Timperman et al. demonstrierten mit einem dhnlich aufge-
bauten System den Nachweis einer 5 - 10" M Fluorescein-Losung (S/N = 6) bei einer Injek-
tionsmenge von 2,4 nL und einer Anregungswellenldnge von ebenfalls 488 nm [508]. Zum
Vergleich der beiden Ergebnisse muf allerdings beriicksichtigt werden, dafl die Anregungs-
wellenldnge von 488 nm hervorragend mit dem Absorptionsmaximum von Fluorescein iiber-
einstimmt, jedoch nicht mit dem von BODIPY. Die molaren Absorptionskoeffizienten der
beiden Fluoreszenzmarker sind zwar in ihren jeweiligen Absorptionsmaxima vergleichbar
(Fluorescein €490 nm ~ 90000 M cm™, BODIPY €503 um ~ 88700 M cm™ [505, 509, 510]), bei
488 nm absorbieren allerdings nur etwa 55 % der BODIPY-Molekiile [511]. Ein weiterer,
wesentlicher Unterschied zwischen dem hier verwendeten System und dem von Timperman et
al. ist das Detektionsvolumen. Unter Beriicksichtigung der Angaben der Autoren (ID Kapilla-
re = 50 um und Illuminationsbreite des Laserstrahls von ~ 2 mm) [508] ist das Nachweisvo-
lumen etwa 40 mal grofer im Vergleich zu dem hier verwendeten System. Unter Beachtung
der Detektionsvolumina und des Absorptionsverhaltens beider Fluorophore besitzt das hier
verwendete LS-CCD-System eine hervorragende Empfindlichkeit fiir eine on-column LIF-

Detektion.

Bei der Analyse der wiBrigen BODIPY- Losungen mit dem LS-CCD-System konnten die
Vorteile der Kamera nicht vollstdndig genutzt werden. Das lag an der fehlenden Moglichkeit,
im unteren Konzentrationsbereich eine hohere Belichtungszeit als 500 ms aufgrund der gerin-

gen Signalbreite bei der CZE zu verwenden. Die Breite des BODIPY -Peaks bei einer Konzen-
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tration von 5 pM betrug durchschnittlich 4 s (n = 6). Nur bei einer Belichtungszeit von 500 ms
war gewidhrleistet, dafl der Peak aus acht Datenpunkten bestand. Eine Sensitivitdtssteigerung
durch Erhéhung der Belichtungszeit auf 1000 ms, wie sie bei der Analyse der CT-DNA (Ka-
pitel 4.4.5) festgestellt werden konnte, konnte deshalb leider nicht ausgenutzt werden. Es
wurde allerdings vermutet, dall bei der MEKC-Analyse einer DNA-Probe aufgrund der deut-
lich lingeren Migrationszeiten und grofleren Peakbreiten der Analyten bei entsprechender
Adaption der Belichtungszeit ein etwas groflerer Sensitivitdtsunterschied gegeniiber der CE-
LIF beobachtet werden sollte. Dies bestétigte sich bei der Analyse einer hydrolysierten und
derivatisierten DNA eines Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie (10 pg, prapariert
nach PVV 2), die auf beiden Systemen gemessen wurde. Um trotz der unterschiedlich langen
Trennstrecken auf beiden Systemen vergleichbare Migrationszeiten und Signalhdhen zu er-
halten, wurde auf dem CE-LIF-System eine geringere Trennspannung (16 kV, Methode 1V)
als auf dem CE-LS-CCD-System (18 kV, Methode VII) angelegt. Zum Vergleich der Sensiti-
vitdt wurden die Signale von Sm-dCMP und etheno-dAMP betrachtet und die jeweiligen S/N-
Verhiltnisse ermittelt. Bei einer Belichtungszeit von 1000 ms zeigte das CE-LS-CCD-System
im Mittel eine um den Faktor 8,4 hohere Empfindlichkeit.

Die bei der Bestimmung des Detektionslimits mit Hilfe walriger BODIPY-Ldsungen ange-
sprochene Elektrolytphotolyse, die sich dort positiv auf die Empfindlichkeit ausgewirkt hat,
zeigte bei SDS-haltigen Elektrolytsystemen keinen wesentlichen Erfolg. Daher wurde bei
diesen Elektrolyten versucht, die Untergrundfluoreszenz durch fluoreszenzarme, wenig kon-
taminierte Elektrolytbestandteile moglichst gering zu halten. Dazu wurden Elektrolytkompo-
nenten in verschiedenen Qualititsstufen und von verschiedenen Herstellern auf ihre Eigen-
fluoreszenz getestet. Die Chemikalien (MeOH, SDS) wurden dazu hydrodynamisch mit 1 psi
durch die Kapillare gedriickt und mit 1000 ms bei einer Verstirkung von 200 belichtet. Die
Bestandteile mit der geringsten Eigenfluoreszenz wurden dann zur Herstellung der Elektroly-
ten fiir die MEKC verwendet. Da die SDS-haltigen Elektrolytsysteme im interessierenden
Wellenldngenbereich eine diffuse, stetige Basisfluoreszenz aufwiesen, lie3 sich ein Grundrau-
schen je nach verwendetem Elektrolyten nicht komplett vermeiden. Vergleichende Untersu-
chungen ergaben, daB sich ein modifizierter Nullabgleich der Kamera positiv auf die Mini-
mierung der Untergrundfluoreszenz und auf die Sensitivitit auswirkte. So konnte eine Auf-
nahme der mit Wasser gefiillten Kapillare mit eingeschaltetem Laser, anstelle des in Kapitel
4.4.4 beschriebenen Dunkelbildes der Kamera bei ausgeschaltetem Laser, das S/N-Verhéltnis
betrachteter Signale deutlich verbessern (~ Faktor 1,4). Dagegen zeigte der Nullabgleich der
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Kamera mit einer statischen Elektrolytlosung in der Kapillare bei eingeschaltetem Laser keine

deutlich erkennbare Verbesserung des S/N-Verhéltnisses.

4.4.8 Linearitat des LS-CCD-Systems

Die Linearitit des LS-CCD-Systems wurde sowohl mit der Kapillarzonenelektrophorese an-
hand waBriger Losungen des Fluoreszenzmarkers BODIPY im Konzentrationsbereich von
5 pM - 1000 pM als auch mit der MEKC anhand einer derivatisierten Probe des Nukleotids
dAMP im Konzentrationsbereich von 3,4 nM - 108,2 nM {iberpriift.

Die CZE-Analyse wéBriger BODIPY-Losungen ergab eine Linearitit des Systems iiber den
gesamten Konzentrationsbereich bis zum Detektionslimit. Abbildung 4-31 zeigt die Kali-
briergerade mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,9939. Bei allen Messungen war die

Belichtungszeit der Kamera auf 500 ms und die Verstarkung auf 200 eingestellt.
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Abbildung 4-31: Untersuchungen zur Linearitdt mit wifirigen BODIPY-Losungen, die mit der Kapillarzonene-
lektrophorese und dem LS-CCD-Detektor analysiert wurden. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus je
3 Messungen dar (mit Ausnahme von 500 und 1000 pM, n = 1)
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Zur Uberpriifung der Linearitit des Systems unter Bedingungen, die den Analysen von Real-
proben entsprachen, wurden 10 pg des Nukleotids dAMP analog einer 10 pg DNA-Probe
derivatisiert (PVV 6) und anschlieBend in verschiedenen Verdiinnungen kapillarelektrophore-
tisch nach Methode VII analysiert. Die Detektion erfolgte mit einer Belichtungszeit von
1000 ms und einer Verstarkung von 200. Untersucht wurde ein Konzentrationsbereich von
3,4 nM bis 108,2 nM des Nukleotids (eine quantitative Derivatisierung vorausgesetzt). In die-
sem Konzentrationsbereich liegt z.B. das 5Sm-dCMP-Signal (bei 10 pg DNA-Ansitzen ca.
20 — 30 nmol/L bei Sdugetieren). Die Untersuchung ergab, dal bei den verwendeten Detek-
toreinstellungen eine Linearitdt des Systems im Bereich von 3,4 nM -54,1 nM gewéhrleistet
werden konnte. Abbildung 4-32 zeigt ein Konzentrations-Flachen-Profil der derivatisierten
10 ng dAMP-Probe, die vor den Messungen verdiinnt wurde (Korrelationskoeftizient 0,9982).
Bei einer Konzentration von 108,2 nM war die Sattigungsgrenze der Kamera bei diesen Ein-

stellungen erreicht, weshalb dort auch keine Linearitit mehr gegeben war.
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Abbildung 4-32: Konzentrations-Flachen-Profil von derivatisiertem dAMP (10 pg), das in unterschiedlichen
Verdiinnungen kapillarelektrophoretisch (MEKC) mit LS-CCD-Detektion analysiert wurde. Die jeweiligen Da-
tenpunkte stellen die Mittelwerte aus zwei Einzelmessungen (n = 2), die Fehlerbalken die entsprechenden Stan-

dardabweichungen dar.

Parallel zu dieser Untersuchung wurde auch die Linearitit des CE-LIF-Systems unter analo-

gen kapillarelektrophoretischen Bedingungen mit derivatisiertem dAMP in einem Konzentra-
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tionsbereich von 1,1 nM bis 216,3 nM iiberpriift. Das System zeigte liber den gesamten Be-
reich einen linearen Verlauf (Korrelationskoetfizient = 0,9953) (Abbildung 7-8, Anhang).

4.4.9 Sensitivitatssteigerung durch Einsatz einer kubischen Kapillare

In der in dieser Arbeit genutzten Anordnung des LS-CCD-Systems, bei dem ein Beleuch-
tungswinkel von etwa 45° zur Illumination des Detektionsvolumens verwendet wurde, ging
ein Teil der Intensitit des Laserlichtes durch Reflexion an der Glasoberfldche der runden Ka-
pillare verloren. Theoretisch sollte es moglich sein, diesen Intensitétsverlust entweder durch
den Einsatz eines Prismas direkt {iber der dann zusitzlich in einer Immersionsfliissigkeit ein-
zubettenden Kapillare oder durch Substitution der runden Kapillare durch eine kubische zu
minimieren. Eine Minderung der Reflexion sollte zu einer Sensitivitatssteigerung fithren. Um
dies zu untersuchen, wurde eine kubische Kapillare von Polymicro Technologies (schemati-
sche Darstellung Abbildung 4-33) eingesetzt. Die Reflexion an der Glasoberfldche dieser Ka-
pillare fiel im Vergleich zu einer runden Kapillare deutlich geringer aus (Abbildungen 7-9

und 7-10, Anhang).

Polyimid

ID der kubischen
Kapillare
50 um + 0,5 um

Gesamtdurchmesser der
Kapillare
363 um £ 15 um

AD der
kubischen
Kapillare 300 pm

Abbildung 4-33: Schematische Darstellung der verwendeten kubischen Kapillare laut Produktinformation des

Herstellers
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Zum Nachweis einer moglichen Sensitivitétssteigerung wurde eine nach PVV 2 vorbereitete
10 ug CT-DNA-Probe, die unmittelbar vor dem Kapillarwechsel auf dem CE-LS-CCD-
System mit runder Kapillare analysiert worden war, auf dem gleichen System mit kubischer
Kapillare gemessen. In beiden Fillen wurde die Probe unter gleichen kapillarelektrophoreti-
schen Bedingungen nach Methode VII zweimal analysiert. Die Detektion erfolgte mit einer
Belichtungszeit von 1000 ms und einer Verstdrkung von 200. Zum Vergleich der Sensitivitét
wurden die Signale von 5Sm-dCMP und dGMP betrachtet und die jeweiligen Peakfldchen so-
wie die S/N-Verhiltnisse ermittelt. Dabei ergab sich eine Erhohung in der Peakfldche bei Sm-
dCMP um den Faktor 2,7 (bei dGMP 2,5) und eine Verbesserung im S/N-Verhiltnis bei Sm-
dCMP von 3,7 (bet dGMP von 2,7) zugunsten der kubischen Kapillare. Die Faktoren wurden
aus den Mittelwerten von je zwei Analysen bestimmt. Abbildung 4-34 zeigt das Elektrophe-
rogramm der Analyse auf dem CE-LS-CCD-System unter Verwendung einer runden Kapilla-
re inklusive der Bilddarstellung, wahrend in Abbildung 4-35 die Analyse der Probe auf der
kubischen Kapillare dargestellt ist.
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Abbildung 4-34: Elektropherogramm der Analyse einer préparierten 10 pg CT-DNA auf dem CE-LS-CCD-
System unter Verwendung einer runden Kapillare; die Bilddarstellung zeigt das Kamerabild des Sm-dCMP-
BODIPY-Signals. Die Signale von dAMP, dTMP und dCMP liegen oberhalb der Sattigungsgrenze der Kamera

und sind daher nicht vollstidndig in ihrer Signalhohe aufgelost.

110



Ergebnisse und Diskussion

Zusammentfassend lie} sich eine Sensitivititssteigerung um das ~ 3-fache durch Verwendung
einer kubischen Kapillare gegeniiber einer runden feststellen. Das wiirde bedeuten, daf3 zur
Analyse von DNA-Proben mit Hilfe einer kubischen Kapillare eine Sensitivitdtssteigerung um
das 25-fache (8,4 - 3) gegeniiber der kommerziellen LIF-Detektion moglich ist. Unter Bertick-
sichtigung dieses Faktors konnten mittels LS-CCD-Detektion und Einsatz einer kubischen
Kapillare DNA-Addukte mit einem RAL von ~ 5 Addukten in 10’ unmodifizierten Nukleoti-

den nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-35: Elektropherogramm der Analyse einer préparierten 10 pg CT-DNA auf dem CE-LS-CCD-
System unter Verwendung einer kubischen Kapillare; die Bilddarstellung zeigt das Kamerabild des Sm-dCMP-
BODIPY-Signals. Die Liicken zwischen den einzelnen Spots resultieren aus Abschattungen an den Kanten der
kubischen Kapillare. Die Signale von dAMP, dTMP und dCMP liegen oberhalb der Sittigungsgrenze der Kame-

ra und sind daher nicht vollstdndig in ihrer Signalhdhe aufgelost.

Der Einsatz kubischer Kapillaren ist bereits von Lu und Yeung in CAE-Systemen mit Erfolg
demonstriert worden [316]. Zugel und Lytle konnten bei einer Zweiphotonenanregung von
B-Naphthylamin zeigen, da3 mit einer kubischen Kapillare eine etwa 1,4 mal hohere Sensiti-
vitit im Vergleich zu einer runden erreicht wird [512]. Ahnlich empfindlich wie die kubische

Kapillare erwies sich bei den Untersuchungen der Autoren eine diinnwandigere, runde Kapil-
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lare (ID = 75 um, AD = 150 um) [512], was in dieser Arbeit aus Zeitgriinden nicht getestet

wurde.

4.5 Erhohung des Probendurchsatzes durch Konstruktion einer

Multikapillarenanordnung

Der zeitliche Aufwand betrug bei dem bestehenden Einzelkapillaren-CE-LS-CCD-System
wegen der fehlenden Automatisierbarkeit im Outletbereich etwa 1 Stunde fiir einen Analysen-
lauf und den anschlieBenden Spiilschritten. Dies limitierte den téglichen Probendurchsatz auf
10 Analysen. Sequenzmessungen iliber Nacht waren im Gegensatz zum CE-LIF-System nicht
moglich. Um den Probendurchsatz auf dem CE-LS-CCD-System zu erhéhen, wurde deshalb

eine Multikapillarenanordnung konzipiert.

4.5.1 Vorbereitung und Entwicklung einer Multikapillarenanordnung

Um eine solche Anordnung mit drei Kapillaren zu gewéhrleisten, waren mehrere Aspekte zu
beriicksichtigen:

- die Kapillarenfiihrung innerhalb der CE

- die Kapillarenfiihrung innerhalb der externen Detektionseinheit

- die Einstellung des Laserstrahls (Anpassung) und des Objektivs

Die Kapillaren muflten zunéchst innerhalb der CE durch die vorhandene Beckman Coulter
Kartusche gefiihrt werden. Sowohl die Kartuschenabdichtung als auch das Interface fiir den
Kartuschenhalterung sind werksmifig lediglich fiir die Aufnahme einer Kapillare mit einem
Durchmesser von max. etwa 380 um vorgesehen. Zur Aufnahme von drei Kapillaren in das
vorhandene Kartuschensystem wurden das Interface an entsprechender Stelle und die Aus-
trittsoffnung der Kapillaren am Y-Stiick der Kiihlwasserriickfithrung auf 0,8 mm aufgebohrt.
Um die Dichtigkeit der fliissiggekiihlten Kartusche nach Einsetzen von drei Kapillaren zu
gewihrleisten, wurde eine werksméfBige Gummidichtung verwendet und die Schnittstelle zwi-
schen Dichtung und Kapillare zusétzlich mit Polyimid-Kleber (CS-Chromatographie, Lan-
gerwehe) versiegelt. Im Gegensatz zu Epoxidharz oder Silikon hat der Polyimid-Kleber den
Vorteil, daB3 er eine gute Kriechfiahigkeit besitzt und so die Zwischenrdume zwischen Kapilla-

re und Gummidichtung und den Kapillaren untereinander sehr gut verschliefit. Zwei Tropfen
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des Klebers wurden an der Schnittstelle mit einer Pipettenspitze aufgetragen. Zur Aushdrtung
des Klebers wurde die gesamte Einheit (Kartusche mit drei durchgefiihrten Kapillaren) bei
40 °C im Trockenschrank iiber Nacht gelagert.

Zur Fithrung der Kapillaren im externen Detektorgehduse wurde eine Auflage (Abbildung
4-36 a) mit verschiedenen Kapillartragern (Abbildung 4-36 b) hergestellt, die oberhalb des
Objektivgehduses plaziert wurde. Der Kapillartriager bestand aus getempertem Polymethyl-
methacrylat (PMMA) und enthielt drei mit einem 90° Stichel gefrdste Rillen, in denen die
Kapillaren gefiihrt und fixiert wurden sowie eine 24 mm-Bohrung fiir die Ausrichtung des
Objektives. Die Fixierung der Kapillaren auf diesem Trager erfolgte iiber zwei Metallklam-
mern, die auf der Auflage angebracht waren.

Da die effektivste Positionierung der Kapillaren zu Beginn der Planungen noch nicht bekannt
war, wurden mehrere Kapillartrdger mit unterschiedlichen Rillenabstéinden und -gré3en gefer-
tigt. Die Rillenabstédnde variierten dabei von 360 um bis 720 um und die RillengroBen (Tiefe
und Breite) von 320 um bis 380 um. Grund fiir die unterschiedlich gewidhlten Rillenabstinde
war einerseits die Frage, wie weit die Kapillaren mindestens voneinander entfernt sein miis-
sen, um noch eine effektive Warmeableitung durch Luftzirkulation am Kapillarenfenster zu
gewdhrleisten. Andererseits ergab sich die Frage, wie nah die Kapillaren aneinander positio-
niert sein miissen, um sie optisch parallel erfassen zu konnen. Zudem sollte der durch Aufwei-
tung des Laserstrahls zu erwartende Sensitivitédtsverlust so gering wie mdglich sein. Es zeigte
sich, daBl ein Kapillartriger mit den Rillenmafen 360 pm x 360 pm (Abstand x Rillentiefe

und -breite) sehr gut den gestellten Anforderungen entsprach. Die gesamte Fiihrungs-

Abbildung 4-36: (a) Auflage fiir die Fixierung des Kapillartragers, 1: Klammer zur Fixierung der Kapillaren,
2: Ausfrasung fiir den Kapillartriager; (b) Kapillartrager aus getempertem PMMA, 3: Fithrungsrillen fiir die Ka-
pillaren (360 um x 360 um = Abstand x Rillentiefe und -breite), 4: 24 mm-Bohrung fiir die Ausrichtung des
Objektives

113



Ergebnisse und Diskussion

konstruktion (Auflage mit Klammern und Kapillartragersystem) wurde so variabel gestaltet,
daf} der Umbau auf eine Einzelkapillar- oder eine Multikapillarenanordnung mit eventuell vier
oder fiinf Kapillaren mit relativ wenig Aufwand moglich wurde. Durch das gewéhlte Nutsy-
stem in der Auflage und im Kapillartrager wurde zudem eine exaktere und schnellere Positio-
nierung der Kapillaren nach einem Wechsel erreicht, als dies bei der bisherigen Vorrichtung
fiir eine einzelne Kapillare moglich war.

Abbildung 4-37 gibt einen Uberblick iiber die Fiihrung der Kapillaren im Bereich der Ein-

trittsstelle in das Detektorgehéduse und des Detektionsfensters.

Abbildung 4-37: Uberblick iiber die Fiihrung der Kapillaren im Bereich der Eintrittsstelle in das Detektorgehiu-
se und des Detektionsfensters bei der Multikapillarenanordnung mit drei Kapillaren, 1: Auflage zur Fixierung

des Kapillartrigers, 2: Kapillartrdger, 3: Detektionsfenster

Um den elektrophoretischen Stromkreis fiir alle drei Kapillaren zu schlieBen, war die Kon-
struktion eines neuen Outlets erforderlich. Dazu wurde ein von der Fa. Picometrics (Ramon-
ville, Frankreich) hergestellter Polycarbonatzylinder verwendet, der eine Platinelektrode, die
notwendige Erdung und eine mittige Bohrung (2 4 mm) enthielt, durch die die Kapillaren

gefiihrt werden konnten. Ein 10 mL Probenglas (CS Chromatographie, Langerwehe) diente
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als Puffergefdll am Outlet (Abbildung 7-11, Anhang).

Zur gleichzeitigen Fluoreszenzanregung der Analyten in allen drei Kapillaren war es dariiber
hinaus notwendig, den Laserstrahl zu defokussieren. Die Defokussierung wurde zundchst
nach optischen Gesichtspunkten und anschlieBend nach der softwaretechnischen Bilddarstel-
lung vorgenommen. Dabei fiel auf, dal das bisher im System integrierte Objektiv (Nikon S
Fluor 40x /0.90) eine zu starke VergroBerung aufwies, so da3 die gleichzeitige Darstellung
aller drei Kapillaren nicht mdglich war. Daher wurde es gegen ein Objektiv mit geringerer
VergroBerung, aber auch geringerem Auflosungsvermogen (Leitz PL 8x / 0.18) ersetzt.

Zur Unterstiitzung der Luftzirkulation wurde auf der Riickseite des Detektorgehduses an einer

bestehenden Offnung (etwa 10 cm Durchmesser) ein zusitzlicher Ventilator angebracht.

4.5.2 Analyse von CT-DNA mit der Multikapillarenanordnung

Nach erfolgreicher Einrichtung der Multikapillarenanordnung ergaben sich fiir die Analyse

von DNA-Proben Fragestellungen beziiglich

der Funktionsfdhigkeit in Bezug auf die Ableitung der Joule’schen Warme
der GleichméBigkeit der Injektion in allen drei Kapillaren
des Sensitivitidtsverlustes bedingt durch die Aufweitung des Laserstrahls

der Reproduzierbarkeit der Analyse im Vergleich der Kapillaren untereinander

vV V V V V

der Einsatzfdhigkeit und Routinetauglichkeit des Systems

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde eine hydrolysierte und derivatisierte 10 ug
CT-DNA Probe 1:200 in Wasser verdiinnt und hydrodynamisch mit 3,2 psi - s in alle drei Ka-
pillaren gleichzeitig injiziert. Vor der Analyse wurden die Kapillaren mit 1 M NaOH
(15 min), 1 M HCI (15 min), 1 M NaOH (15 min), Wasser (5 min) und Elektrolyt (10 min)
jeweils mit einem Druck von 25 psi konditioniert. Die Trennung wurde auf fused-silica Kapil-
laren (L = 64 cm, L= 46,4 cm, ID = 50 um) unter Einsatz von Methode II durchgefiihrt. Es
wurde mit 500 ms belichtet, und die Verstirkung betrug 200. Nach der Analyse wurden die
Kapillaren mit einer 50 %-igen (v/v) Losung aus 200 mM SDS und MeOH (2 min), 1 M Na-
OH (2 min), Wasser (1,5 min) und Elektrolyt (10 min) mit jeweils 30 psi gespiilt. Abbildung
4-38 zeigt das Elektropherogramm dieser Analyse ohne softwaretechnische Untergrundkor-

rektur.
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Abbildung 4-38: Elektropherogramm der Multikapillaren-Analyse einer 1:200 in H,O verdiinnten, praparierten
CT-DNA (10 pg nach PVV 2) mit einer entsprechenden Legende zur Kapillarenzuordnung der jeweiligen Spur.

Wihrend der gesamten Elektrophorese zeigte sich ein stabiles Stromprofil. Das bedeutete, daf3
die Effektivitit der Luftzirkulation im Detektorgehduse ausreichte, um die entstehende Wér-
me abzuleiten, und dafl die dicht aneinander liegenden Kapillaren sich vermutlich nicht ge-
genseitig gravierend beeinfluBten. Gerade am Detektionsfenster, an dem die isolierende Po-
lyimidschicht nicht mehr vorhanden war, war dies nicht unbedingt zu erwarten. Uber die
GleichméBigkeit der Injektion in allen drei Kapillaren féllt es schwer, eine eindeutige Aussa-
ge zu treffen. Es waren deutliche Signalintensititsunterschiede in den Kapillaren zu beobach-
ten, die auf mehreren Faktoren beruhen konnten. Bei der kegelformigen Aufweitung des La-
serstrahls ergaben sich am Kegelrand geringere Intensitdten als in der Mitte. Dies ist schema-
tisch in Abbildung 4-39 a dargestellt. Demnach sollte beim Durchgang einer fluoreszierenden

Losung ein Intensitdtsprofil mit abnehmender Intensitit bei den beiden dueren Kapillaren
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erhalten werden. Auf Kapillare 1 und 2 traf diese Aussage zu, jedoch zeigte Kapillare 3 die
grofite In-tensitit. Zwar wies diese Kapillare auch eine hohere Untergrundfluoreszenz auf
(Abbildung 4-39 b), welche moglicherweise auf innere oder dullere Kontaminationen (z.B.
mit Polyimidresten im Spurenbereich) basieren konnte. Die sehr hohe Signalintensitdt der
Nukleotidkonjugate konnte damit alleine aber nicht erklart werden. Daher war es wahrschein-
lich, dal3 der groe Unterschied in den Signalintensitdten der einzelnen Kapillaren maBgeblich
auf Injektionsschwankungen beruhte. Auch sind herstellerbedingte Variabilititen im Kapil-

lardurchmesser bzw. der Glasqualitét nicht auszuschlieen.

Abbildung 4-39: (a) Schematische Darstellung der gauB3formigen Aufweitung des Laserstrahls zur gleichzeiti-
gen Illumination von drei Kapillaren; (b) Bilddarstellung des bei der Multikapillaren-Analyse der CT-DNA-

Probe verwendeten ROI unmittelbar vor dem dCMP-Signal bei ca. 18,5 min.

Der Intensitdtsverlust an den beiden dufleren Kapillaren durch die kegelformige Aufweitung
des Laserstrahls konnte durch Einsatz eines Liniengenerators (Powell-Linse) verhindert wer-
den. Die Positionierung einer Zylinderlinse vor der fokussierenden Achromatlinse wiirde al-
lerdings der Funktionsweise eines Liniengenerators entsprechen. Dadurch konnte eine
gleichmaBige, spaltformige Aufweitung des Laserstrahls erfolgen, und alle Kapillaren wiirden
mit gleicher Lichtintensitét angestrahlt.

Um den Sensitivitdtsverlust durch Aufweitung des Laserstrahls abschitzen zu konnen, wurde
die gleiche, 1:200 verdiinnte CT-DNA-Probe auf einem Beckman Coulter CE-LIF-System
analysiert und das S/N-Verhiltnis der jeweiligen Nukleotidkonjugat-Signale ermittelt. Der
Vergleich beider Ergebnisse wies einen Sensitivititsverlust des Multikapillarensystems um
den Faktor 2,4 (Mittelwert, n = 3) zum CE-LIF-System auf. Kapillare 2 ergab bei allen Nu-
kleotidkonjugat-Signalen die hochsten S/N-Werte, was auch dafiir sprach, da3 der Laserstrahl
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dort fokussierter als bei den beiden dulleren Kapillaren war. Gegeniiber dem CE-LS-CCD mit
einer Einzelkapillaranordnung bedeutete das eine etwa 20-fach geringere Empfindlichkeit bei
der Analyse von DNA-Proben, wodurch der Nachweis von DNA-Addukten mit einem RAL
von 1 auf 10° oder weniger sicherlich nicht mehr méglich sein wird. Fiir die Analyse der ge-
nomischen Methylierung war jedoch noch eine hinreichende Empfindlichkeit gegeben, fiir die
zudem lediglich ein Drittel der bisherigen Analysenzeit bendtigt wurde. Eine Steigerung der
Empfindlichkeit kdnnte allerdings durch einige Optimierungen wie z.B. der bereits angespro-
chenen Positionierung einer Zylinderlinse vor der fokussierenden Achromatlinse, der Ver-
wendung eines Objektives mit hoherer numerischer Apertur zur Erhdhung der Sammeleffi-
zienz der Fluoreszenzphotonen und dem Einsatz kubischer Kapillaren erfolgen.

Die Reproduzierbarkeit der Multikapillaren-Analyse wurde iiberpriift, indem die Elektrophe-
rogramme aller drei Kapillaren hinsichtlich des Methylierungsgrades (vgl. Kapitel 2.4 und
4.12) in der Probe ausgewertet wurden. Die Auswertung wurde mit Hilfe der **Karat-

Software (Beckman Coulter) durchgefiihrt und ergab die in Tabelle 4-12 aufgefiihrten Werte:

Kapillare Methylierungsgrad [%]

1 6,68

2 6,52

3 6,71
Mittelwert: 6,64 +£0,10

Tabelle 4-12: Erhaltene Methylierungsgrade aus der Multikapillaren-Analyse einer 10 pg CT-DNA-Probe, die
nach PVV 2 vorbereitet und nach Methode II kapillarelektrophoretisch analysieret wurde.

Diese Ergebnisse belegen, dall das Multikapillarensystem in der jetzigen Konstruktion fiir den
tiaglichen Einsatz sehr gut geeignet ist.

Ein von der Anzahl der betriebenen Kapillaren unabhéngiger Nachteil des Systems ist sicher-
lich, daf3 es im Gegensatz zum kommerziellen CE-LIF-System nicht vollstandig automatisiert
ist. Durch den notwendigen manuellen Glaswechsel zwischen dem Spiilvorgang und der Elek-
trophorese, der fehlenden elektronischen Verkniipfung beider Software-Programme (**Karat
und ImSpector®) und der nicht méglichen Sequenzprogrammierung der ImSpector-Software
sind zur Zeit keine Ubernachtmessungen moglich. Das schrinkt natiirlich den theoretisch

durchfiihrbaren Probendurchsatz des Multikapillarensystems stark ein.
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4.6 Ausblick

Aufbauend auf den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen bieten sich zukiinftig folgende

Untersuchungen an:

» Analyse des genomischen Methylierungsgrades in DNA von Patienten mit hdmatolo-
gischen Neoplasien

» Standardisierung der Analyse von endogenen DNA-Addukten

Y

Empfindlichkeitserh6hung bei der Multikapillarenanalyse auf dem LS-CCD-System

» Sensitivititssteigerung durch Ausnutzen der Variabilitit des LS-CCD-Systems in einer
Einzelkapillaranordnung

> Sensitivititssteigerung durch Entfernen des Uberschusses an BODIPY und Reduzie-
rung der Probenverdiinnung

» Verkiirzung der Derivatisierungszeit

> Substitution des Fluoreszenzmarkers

Methylierungsuntersuchungen

In Kapitel 4.2.3.2 konnte bei der Analyse der genomischen Methylierung in DNA von Patien-
ten mit B-CLL eine Hypomethylierung gegeniiber nicht daran erkrankten Personen festge-
stellt werden. Um das Auftreten dieser Hypomethylierung in der chronischen lymphatischen
Leukémie zu erforschen, wire interessant, B-CLL-Proben zu analysieren, die neben den prog-
nostischen, klinischen Parametern auch Angaben beziiglich der Methyltransferaseaktivitit
sowie den Folatstatus der Patienten enthalten.

Daneben wéren Methylierungsuntersuchungen hoch maligner hdmatologischer Neoplasien
wie z.B. die akute myeloische Leukdmie (AML) oder die akute lymphatische Leukdmie
(ALL) zum einen wegen ihres aggressiven Krankheitsverlaufes und zum anderen wegen ihrer
Inzidenz bei jungen Erwachsenen (AML) beziehungsweise Kindern (ALL) sehr interessant.
Studien von Melki et al. [213] haben in diesen Leukédmie-Formen eine erhohte Methyltransfe-
rase-Expression gezeigt. Zudem ist bekannt, dal} bei diesen Leukdmien 5-Azacytidin und das
entsprechende Desoxy-Analogon 5-Aza-2’-Desoxycytidin eine klinische antileukdmische

Aktivitit besitzen [513].

DNA-Adduktanalyse
Das in Kapitel 4.3.5 beschriebene Verfahren der Standardaddition zum Nachweis von endo-

genen DNA-Addukten ist ein sehr aufwendiges und zeitintensives Verfahren und im Gegen-
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satz zur Methylierungsbestimmung noch nicht routinetauglich. Es hat sich gezeigt, dall der
Probendurchsatz sehr gering ist. So konnte die sichere Quantifizierung von etheno-dAMP in
einer B-CLL-Probe bis zu zwei Wochen Zeit in Anspruch nehmen. Dieses Verfahren sollte in
Anbetracht der Untersuchungsergebnisse und der moglichen Bedeutung bestimmter endoge-
ner Addukte als Biomarker vereinfacht und standardisiert werden. Eine Vereinfachung konnte
beispielsweise dadurch erfolgen, dall die Konzentration eines Adduktes, in Analogie zum Me-
thylierungsgrad, relativ zur Konzentration eines unmodifizierten Nukleotids, z.B. von etheno-

dAMP zu dAMP, bestimmt wird.

Empfindlichkeitssteigerung in der Multikapillarenanordnung

Wie in Kapitel 4.5.2 gezeigt werden konnte, trat bei der Multikapillarenanordnung auf dem
LS-CCD-Detektionssystems ein deutlicher Empfindlichkeitsverlust aufgrund der fiir eine par-
allele Illumination aller Kapillaren notwendigen Aufweitung des Laserstrahls auf. Eine Stei-
gerung der Empfindlichkeit um den Faktor 2 - 4 wire allerdings mit folgenden Optimierungen

moglich:

» der Positionierung einer Zylinderlinse vor der fokussierenden Achromatlinse
» der Verwendung eines Objektives mit hoherer numerischer Apertur

» dem Einsatz kubischer Kapillaren

Damit wiirde die Empfindlichkeit mindestens der des CE-LIF-Systems entsprechen.
Aufgrund der bereits erzielten Empfindlichkeit in einer Einzelkapillaranordnung wiirde es
sich allerdings eher anbieten, das LS-CCD-System in einer solchen Anordnung zu nutzen und

hinsichtlich der Sensitivitidt und der Automatisierbarkeit weiter zu optimieren.

Erhéhung der Sensitivitat in der Einzelkapillaranordnung

Durch diverse Einstellungen und Verwendung einer kubischen Kapillare auf dem CE-LS-
CCD-System konnte das theoretische Detektionslimit fiir DNA-Addukte ausgehend von ei-
nem RAL von ~ 11 auf 10° (CE-LIF) auf ~ 5 auf 10’ verbessert werden (Kapitel 4.4.9). Die-
ser Faktor konnte durch Ausnutzen der Variabilitit des LS-CCD-Systems noch weiter erhoht
werden. Zu diesem Zweck wiirde sich anbieten, die Moglichkeit der Epiilluminations-
anordnung (Abbildung 7-1, Anhang) in Kombination mit der Verwendung kubischer Kapilla-
ren zu nutzen, wodurch der Einflu8 von Streulicht und Ramanstreuung von Elektrolytbestand-

teilen zusétzlich minimiert werden konnte. Die Vorteile einer Epifluoreszenzmikroskopie sind
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unter anderem fiir den Nachweis von Aminosduren von Hernandez et al. [299, 302] bereits
demonstriert worden.

Auch durch eine seitliche Einkopplung des Laserstrahls in Verbindung mit einer kubischen
Kapillare lieBe sich der Streulichtanteil eventuell noch minimieren. Um die bei einer kubi-
schen Kapillare noch in geringem Mal3e vorhandene Reflexion an der Kapillaroberfliche zu
vermeiden, wiirde sich der Einsatz eines Prismas und einer Immersionsfliissigkeit oberhalb
der Kapillare anbieten. Das LS-CCD-System ist bereits fiir den Einsatz eines solchen Prismas
bautechnisch vorbereitet, weil in der Konzeption dieses Detektors diese Moglichkeit fiir eine
runde Kapillare bereits vorgesehen war. Es wurden auch schon erste Versuche mit einer run-
den Kapillare durchgefiihrt, die allerdings aufgrund einer sehr hohen Eigenfluoreszenz des
vermutlich verschmutzten Immersionsols nicht erfolgreich waren.

Die mit dem LS-CCD-System durchgefiihrten Analysen lassen den SchluB3 zu, daf} die Lei-
stungsschwankungen des Lasers den Hauptbeitrag zum Grundrauschen liefern. Deshalb konn-
te der rauschstarke Ar-lonen Laser durch einen geeigneten rauscharmen Festkorperlaser er-
setzt werden. Festkorperlaser und Diodenlaser zeigen eine um Faktor 100 hohere Stabilitdt bei
der Generierung der Laserphotonen und weisen im Vergleich zu einem Ar-Ionen Laser ein um
diesen Faktor geringeres Laserrauschen auf [286]. Durch den Einsatz eines geeigneten Fest-
korperlasers wire daher gegebenenfalls eine weitere Sensitivitétssteigerung erreichbar.

Die Moglichkeit einer zeitaufgelosten Fluoreszenzdetektion zur effektiven Trennung des
Streulichtes und der Ramanstreuung konnte auch in Betracht gezogen werden. Bautechnisch
lieBe das LS-CCD-System prinzipiell die Ausfiihrung dieser Detektion zu. Es sollte allerdings
folgendes berlicksichtigt werden: es miifite eine gepulste Anregungsquelle gefunden werden,
die auf das Absorptionsverhalten (geeignete Wellenlidnge) und die Lebensdauer des Fluores-
zenzmarkers (tgopiry ~ 5,9 ns [509]) abgestimmt ist. Des weiteren wire die Frage zu kléren,
ob die Ubertragungszeit der vorhandenen EMCCD-Kamera mit Frame-Transfer-Sensor
gering genug ist. Generell ist bei einer zeitaufgeldsten Detektion zu beachten, daf3 zur effekti-
ven Trennung des Hintergrundsignals Fluoreszenzmarker mit einer hohen Lebensdauer (z.B.
> 16 ns) am besten geeignet sind [294, 295].

Neben den bisher genannten Mdoglichkeiten, die Sensitivitit des Systems zu erhéhen, kdnnte
die CCD-spezifische Moglichkeit des Binnings getestet werden. Als Binning wird das Zu-
sammenfassen von Intensitdten benachbarter Pixel verstanden [300, 303]. Dabei reduziert sich
zwar die ortliche Auflosung entsprechend der Anzahl der zusammengefaliten Pixel, diese aber
kann fiir die Applikation der DNA-Adduktanalytik toleriert werden. Neben dem Einflufl auf
die Auslesegeschwindigkeit beeinfluit das Binning positiv das S/N-Verhiltnis, da die zu-
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sammengefallten Ladungen nur einmal ausgelesen werden [300, 303]. Das bedeutet, da3 fiir
die Gesamtintensitdt mehrerer Pixel nur einmal das Ausleserauschen entsteht, womit ein ent-
sprechend der ,,gebinnten* Pixelzahl hoheres S/N-Verhiltnis erzielt werden kann.

Im Rahmen einer Kooperation mit den Fachbereichen Elektrotechnik und Informatik wire
eventuell die Konstruktion eines automatisierten Probengebers am Outlet sowie die Erstellung
eines Verkniipfungsprogramms zwischen der 32K arat-Software (Beckman Coulter) und der

ImSpector®-Software (LaVision BioTec) moglich.

Sensitivitatssteigerung durch Entfernen des Uberschusses an BODIPY und Reduzierung der
Probenverdiinnung

Eine Limitierung der Sensitivitit in Bezug auf die Analyse von DNA-Addukten ergab sich
durch die notwendige Verdiinnung einer hydrolysierten und derivatisierten DNA-Probe (z.B.
bei einer 10 pg Probe 1:200). Bei einer derartigen Verdiinnung und einem Injektionsvolumen
von 5,3 nL werden 11,6 fmol in die Kapillare injiziert, das entspricht etwa 7 - 10° Molekiile.
Eine Analyse eines DNA-Adduktes wiirde bei einem RAL von 1 auf 10® die Detektion von 70
Molekiilen bzw. 116 ymol bedeuten. Eine geringere Verdiinnung (evtl. um den Faktor 20)
wirde daher den Nachweis von DNA-Addukten in solchen Konzentrationsbereichen wesent-
lich erleichtern. Dies war aber aufgrund der Abbauprodukte des Fluoreszenzmarkers sowie
wegen des hohen Uberschusses der unmodifizierten Nukleotide nicht méglich. Der fiir die
kapillarelektrophoretische Analyse von DNA-Addukten bislang eingesetzte Fluoreszenzmar-
ker BODIPY besitzt zwar sehr gute spektroskopische Eigenschaften (hoher molarer Absorp-
tionskoeffizient und hohe Quanteneftizienz ¢ > 0,8 [505, 509, 514]), neigt aber durch basi-
sche Hydrolyse, Temperatur- und Sauerstoffeinfliisse zur Bildung von Zersetzungsprodukten.
Diese Nebenprodukte erschwerten ab einer bestimmten Konzentration die Zuordnung relevan-
ter Signale (Kapitel 4.1.3) und stellten zudem den limitierenden Faktor bei der Reduzierung
der DNA-Menge dar. Eine reproduzierbare Mehrfachanalyse von DNA-Mengen < 100 ng war
aufgrund des hohen Uberschusses an BODIPY und EDC nicht ohne Komplikationen méoglich.
Die Bildung der Nebenprodukte setzte bei der geringen DNA-Menge bereits nach einem Ana-
lysenlauf der verdiinnten Probe ein. Eine Trennung der derivatisierten Nukleotide vom Uber-
schull des Fluoreszenzmarkers sowie des Kopplungsreagenzes sollte eine Reduzierung der
DNA-Menge auf < 50 ng ermdglichen. Eine erste Uberlegung diesbeziiglich tendierte zu einer
Anreicherung der gelabelten Nukleotide in einer organischen Phase (wie z.B. Toluol, Tetra-
hydrofuran, Diethylether oder Essigsdureethylester), wihrend idealerweise die zur Hydrolyse

verwendeten Proteine, die jeweiligen Puffer (HEPES) und die Derivatisierungsreagenzien in
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der wiBrigen Phase verbleiben sollten. Neben der erwiinschten Abtrennung der Derivatisie-
rungsreagenzien sollte die gleichzeitige Entsalzung der Nukleotidkonjugate eine Steigerung
der Signaleffizienz durch ein verbessertes Elektrostacking bewirken. Experimentell zeigte
sich jedoch, daB die quantitative Anreicherung der Nukleotidkonjugate in den gewahlten or-
ganischen Phasen aufgrund des auch nach der Derivatisierung noch vorhandenen polaren
Charakters nicht moglich war.

Beim Versuch, den Fluoreszenzmarker in eine geeignete organische Phase zu iiberfiihren,
gelang die nahezu quantitative Abtrennung der Derivatisierungsreagenzien von den gelabelten
Nukleotidkonjugaten [349]. Zu einer derivatisierten Probe wurde zur Komplexierung von
BODIPY und EDC ein anionisches lonenpaarreagenz (Natriumtetraphenylborat in Natrium-
phosphatpuffer pH = 6,0) zugesetzt, womit zunédchst die nahezu quantitative Féllung der
Uberschiisse an BODIPY und EDC erreicht wurde. Bei dieser Fillung wurde allerdings auch
ein nicht reproduzierbarer Anteil derivatisierter Nukleotide mitgerissen und somit ebenfalls
aus der wiBrigen Reaktionslosung entfernt. Um diese Diskriminierungseffekte zu vermeiden,
wurde der gesamte Niederschlag in Dichlormethan geldst, was dazu fiihrte, dafl die komple-
xierten Derivatisierungsreagenzien in der organischen Phase verblieben, wéahrend die mitge-
fallten Nukleotidkonjugate erneut in die wilrige Phase tlibertraten. Mit Hilfe dieser Technik
gelang dann die kapillarelektrophoretische Analyse von 50 und 10 ng DNA (Abbildungen
7-12 und 7-13, Anhang) auf dem CE-LIF-System. Es besteht bei diesen geringen Mengen
allerdings noch weiterer Optimierungsbedarf, da die Abtrennung der Derivatisierungsreagen-
zien noch nicht quantitativ erfolgte und daher noch Zersetzungsprodukte des Fluoreszenzmar-
kers ab dem zweiten Analysenlauf auftraten, die dann die Integration des 5Sm-dCMP-
BODIPY-Signals erschwerten.

Es wire auch interessant, die Probenaufbereitung fiir 10 ug DNA so zu optimieren, dal3 die
bislang notwendige Probenverdiinnung weiter reduziert wird (evtl. 1:5-fach) oder gegebenen-
falls nicht mehr erforderlich ist. Ohne Verdiinnung kdnnte bei einer Nachweisgrenze von
25 pM fiir die LIF Detektion ein theoretisches Detektionslimit fiir DNA-Addukte mit einem
RAL von 6 Addukten in 10°® unmodifizierten Nukleotiden erzielt werden. Bei Einsatz der LS-
CCD-Detektion im Einzelkapillarbetrieb und Verwendung einer kubischen Kapillare sollte
ohne Verdiinnung der Probe theoretisch der Nachweis von DNA-Addukten mit einem RAL
von 2 Addukten in 10° unmodifizierten Nukleotiden moglich sein. Diese Nachweisgrenze
wire dann vergleichbar mit der Sensitivitit des **P-Postlabeling-Verfahrens. Das , relative

adduct labeling* dieser Methode liegt z.B. fiir exogene bulky adducts, die mit der Butanolex-
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traktion oder mit Nuklease P1 angereichert werden konnen, bei ca. 1 Addukt auf 10° unmodi-

fizierten Nukleotiden (bei einer 10 pg DNA-Probe) [157].

Verkiirzung der Derivatisierungszeit

Die in dieser Arbeit entwickelten Probenvorbereitungsvorschriften beinhalten eine Derivati-
sierungszeit von 21 Stunden zuziiglich einer 3-stiindigen vorher durchzufiihrenden Hydrolyse.
In Zusammenarbeit mit Schellentrdger (Analytische Chemie, Bergische Universitdt Wupper-
tal) wurde versucht, die Derivatisierungszeit durch Einsatz eines Mikrowellensystems (MLS
Ethos Plus Mikrowellen-Laborsystem, MLS GmbH) zu verkiirzen. Die Idee war dabei, die
Bildung des Phosphoramidats durch Mikrowellenstrahlung-induzierte Molekiilrotationen zu
beschleunigen. Im Rahmen dieser ,,Mikrowellen*-Derivatisierung wurde die hydrolysierte
Probe nach Zugabe des Fluoreszenzmarkers (BODIPY) und des Kopplungsreagenzes (EDC)
innerhalb von 3 Minuten von Raumtemperatur auf 45 °C erhitzt und 3 Stunden mit einer
durchschnittlichen Leistung von 20 W/s (72 kJ) bei dieser Temperatur unter Riihren bestrahlt.
Nach 3-stiindiger Reaktion ergaben sich im Vergleich zur ,klassischen® Derivatisierung be-
reits sehr gute Reaktionsausbeuten und Signalhdhen (Abbildungen 7-14 und 7-15, Anhang).
Es wurden allerdings andere prozentuale Flichenverhiltnisse der Nukleotid-Konjugate ermit-

telt. Fir die Zukunft wiren weitere Arbeiten in diesem Bereich interessant.

124



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit umfaflit die Optimierung und Standardisierung einer
kapillarelektrophoretischen Methode zur Analyse von DNA-Modifikationen und deren An-
wendung zur Untersuchung von Realproben. Im zweiten Teil werden die Konstruktion eines
CCD-Detektionssystems mit spektraler Auflosung der Laser-induzierten Fluoreszenz zur Sen-
sitivititssteigerung und der Einsatz einer Multikapillarenanordnung zur Erhohung des Pro-
bendurchsatzes beschrieben.

Da die tumordsen Gewebemengen bei Biopsien oder nach chirurgischen Eingriffen oftmals
sehr klein und inhomogen sind, wurde die zur Analyse notwendige DNA-Menge von 10 ug
auf 1 pug bzw. 100 ng reduziert. Nach Ermittlung von Korrekturfaktoren mittels Standard-
DNA des Bakteriophagen Lambda konnte der Methylierungsgrad in 100 ng DNA aus huma-
nen Brustkrebszellen reproduzierbar bestimmt werden.

Im Rahmen einer Kooperation mit Goth-Goldstein (Lawrence Berkeley National Laborato-
ries, Berkeley, USA) wurden DNA-Proben einer Caco2-Zelllinie, die mit unterschiedlichen
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKs) 24 h und 48 h inkubiert worden
war, hinsichtlich des Methylierungsgrades analysiert. Dabei zeigte sich mit Zunahme des
kanzerogenen Potentials der PAKs eine Hypomethylierung.

Als Folge der unzureichenden Stabilitét der fluoreszenzmarkierten und vor der Analyse mit
Wasser verdiinnten DNA-Proben war der Probendurchsatz des vollautomatisierten CE-LIF-
Geriites begrenzt. Verantwortlich dafiir waren Zersetzungsprodukte des in groBem Uberschuf
vorhandenen Fluoreszenzmarkers, die beim zweiten oder dritten Analysenlauf bzw. bei ldnge-
rer Standzeit der verdiinnten Probe auftraten und insbesondere die reproduzierbare Integration
des Sm-dCMP-Signals erschwerten. Das Ausmal} der Bildung dieser Produkte konnte auf pH-
Wert-, Temperatur-, Licht- und Sauerstoff-Einfliisse sowie auf die Konzentration des Fluores-
zenzmarkers zurlickgefiihrt werden. Daher wurden im weiteren Verlauf der Arbeit fiir DNA-
Analysen die Konzentrationen des Fluoreszenzmarkers und des Kopplungsreagenzes reduziert
und die verdiinnten Proben mit Paraffin iiberschichtet. Durch diese Maflnahmen konnte eine
deutlich hohere Probenstabilitét erreicht werden, was zu einer Verdopplung des Probendurch-
satzes von 12 auf 24 Analysen pro Tag fiihrte. Die im Routinebetrieb auftretende mangelnde
Stabilitdt der verwendeten Kapillaren, die sich nach ca. 70 Laufen durch ein beginnendes Ab-
l6sen der Polyimidschicht an der Outletseite bemerkbar machte, konnte mit einem von

Baeuml und Welsch [346] beschriebenen Verfahren zur Thermobehandlung von Kapillaren,
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das leicht modifiziert wurde, behoben werden. Die Lebensdauer derartig behandelter Kapilla-
ren (heat-cure Kapillaren) erhohte sich auf ca. 400 Laufe.

Im Rahmen einer Kooperation mit Oscier (Royal Bournemouth Hospital, UK) wurden 31
klinisch sehr gut charakterisierte DNA-Proben von 29 B-CLL-Patienten zunachst hinsichtlich
der genomischen Methylierung untersucht. Zum Vergleich wurde von 6 Lymphozyten-DNA-
Proben gesunder Personen, die von Kleinsasser (Okogenotoxikologie der HNO-Klinik der
Universitdt Regensburg) zur Verfligung gestellt wurden, der Methylierungsgrad bestimmt.
Dabei konnte eine signifikante Hypomethylierung (P < 0,0001) aller an Leuk&mie erkrankten
Personen festgestellt werden. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen deutete sich zudem ein
Trend zur Hypermethylierung bei Patienten mit hoher VH-Homologie, hoher ZAP-70-
Expression und unmethyliertem C-334 an, der statistisch allerdings nicht signifikant war
(P =0,064). Aufgrund der Analysenergebnisse sowie der Resultate von Oscier konnte festge-
stellt werden, daB3 Patienten mit einem Methylierungsgrad > 3,95 %, einer VH-Homologie
von 98 % und einer ZAP-70 Expression von 10 % bei unmethyliertem C-334 eine schlechtere
Prognose des Krankheitsverlaufes haben als jene mit entsprechend geringeren Werten und
methyliertem C-334. Aufgrund der Tatsache, daf einige Patienten mit B-CLL einen Methylie-
rungsgrad dhnlich dem gesunder Personen aufwiesen, ist Sm-dCMP kein geeigneter Biomar-
ker fiir diesen Erkrankungstyp. Die Suche nach einem anderen Biomarker stand daher im Fo-
kus des Interesses. Weitere endogene Addukte (dUMP und etheno-d AMP) wurden nach Op-
timierung der kapillarelektrophoretischen Trennung in DNA-Proben von 4 B-CLL-Patienten
quantifiziert. Dabei konnten RAL-Werte fiir etheno-dAMP im Bereich von 21 - 42 Addukten
pro 10° unmodifizierten Nukleotiden und fiir JUMP im Bereich von 35 - 77 Addukten pro 10°
unmodifizierten Nukleotiden gefunden werden. Aufgrund dieser Ergebnisse und weiterer Be-
funde aus der Literatur konnte etheno-dAMP ein geeigneter Biomarker fiir die chronisch
lymphatische Leukémie sein.

Zur Sensitivitétssteigerung wurde in Kooperation mit Schiitte (LaVision BioTec) ein Detekti-
onssystem konstruiert, mit dem eine spektrale Auflosung der Laser-induzierten Fluoreszenz
mit nachfolgender CCD-Detektion moglich ist (LS-CCD-System). Mit der Ankopplung dieses
Detektionssystems an die Kapillarelektrophorese wurde ein Detektionslimit von 5 pM einer
wilrigen Losung des Fluoreszenzmarkers BODIPY mit einem S/N von grofler 5 erreicht.
Unter Ausnutzung der Vorteile der CCD-Kamera hinsichtlich der Belichtungszeit und einer
Modifizierung des Nullabgleiches der Kamera (Verwendung einer mit Wasser gefiillten Ka-
pillare) konnte eine um den Faktor ~ 8,4 héhere Empfindlichkeit des CE-LS-CCD-Systems

gegeniiber einem kommerziellen CE-LIF-System erzielt werden. Der Einsatz einer kubischen
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Kapillare ergab im Vergleich zu einer runden Kapillare eine weitere Sensitivititssteigerung
um den Faktor 3. Damit wurde insgesamt ein Empfindlichkeitsgewinn um das ~ 25-fache
erreicht, wodurch das Detektionslimit fiir DNA-Addukte, ausgehend von einem RAL von
~ 11 pro 10° (CE-LIF) auf ~ 5 pro 10" gesteigert werden konnte.

Dartiber hinaus konnte das LS-CCD-System erfolgreich fiir eine MeBanordnung mit drei Ka-
pillaren genutzt werden. Das hat den Vorteil, drei Analysen einer Probe in der gleichen Zeit
durchfithren zu konnen, die normalerweise fiir eine Analyse bendtigt wird. Damit war eine
Erh6éhung des Probendurchsatzes von etwa 10 auf 30 Analysen pro Tag moglich. Allerdings
muBite dabei ein Empfindlichkeitsverlust aufgrund der notwendigen Aufweitung des Laser-
strahls hingenommen werden, der aber bei der Bestimmung des Methylierungsgrades akzep-

tabel ist.
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6 Experimenteller Teil

Durch Verwendung von Mikrokokken-Nuklease (MN) und Kalbsmilz-Phosphodiesterase
(SPD) wurde DNA zu unmodifizierten und modifizierten (adduktierten) 2’-Desoxynukleosid-
3’-monophosphaten hydrolysiert. Die nach der enzymatischen Hydrolyse erhaltenen Nukleo-
tide wurden mit einem Fluoreszenzmarker (BODIPY), der eine freie aliphatische Aminofunk-
tion enthielt, derivatisiert. Dabei entstanden 2’-Desoxynukleosid-3’-phosphoramidate, die
durch LIF detektiert werden konnten. Die Phosphoramidatbildung der freien Aminogruppe
des Fluoreszenzmarkers und des Nukleotids verlief liber eine Carbodiimid-Aktivierung. Auf-
grund der Photolabilitit des BODIPY fand die Derivatisierung unter Lichtausschluf3 statt.
Unmittelbar vor einer Analyse wurden in Abhéngigkeit der erwarteten Nukleotid-
Konzentration Verdiinnungen dieser Losung mit Wasser hergestellt. Die verwendeten Pro-

benvorbereitungen werden im Folgenden beschrieben:

6.1 Herstellung des Enzymmixes (MN/SPD) fur die DNA-
Hydrolyse

Die Praparation des MN/SPD-Enzymmixes besteht aus zwei Schritten: der Dialyse der einzel-
nen Proteine und der Herstellung des Enzymmixes. Vor der Dialyse wurde die Kalbsmilz-

Phosphodiesterase (SPD) aufkonzentriert.

» Aufkonzentrierung der Phosphodiesterase fiir die anschlieBende Proteinentsalzung

(Dialyse)

Vor der Dialyse wurde das Volumen der gelieferten Phosphodiesterase, Typ II, Calf Spleen
(SPD) von 2,5 mL auf 1,0 mL reduziert. Dazu wurde der in einem Glasvial befindliche Inhalt,
10 U SPD in 2,5 mL Pufferlosung, auf die Membranoberfliche eines Proteinkonzentrators
(mit einer 9 kD Membran) iiberfiihrt, zur Einstellung eines Dead-Stops von 1 mL nach Her-
stellerangaben verfahren und in einer Zentrifuge fiir 30 Minuten bei einer Temperatur von

4 °C und 3000 x g zentrifugiert.
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» Dialyse der Enzyme

o Dialyse der Phosphodiesterase, Typ I, Calf Spleen

Die aufkonzentrierte Losung (1 mL) enthielt 10 U SPD. Die Losung wurde mit einer 2 mL
Einwegspritze und einer 0,9x40-er Nadel (gelb) aufgenommen und vorsichtig zwischen die
Membranen eines Slide-A-Lyzers (0,5 - 3 mL Volumen) injiziert. Dabei wurde zur Vermei-
dung von Beschiddigungen der Dialysemembranen darauf geachtet, dal die Dichtung an der
Injektionsstelle behutsam durchstochen und die Spritzennadel nicht zu tief eingefiihrt wurde.
Nach der Injektion wurde durch vorsichtiges Aufziehen der Spritze der Dialysekammer so-
weit wie moglich Luft entzogen und dann die Spritze langsam entfernt. Die Injektionsstelle
wurde anschlieBend auf dem Dialyserahmen mit einem wasserfesten Stift markiert. Die Dia-
lysekammer wurde dann an einem Schaumstoffschwimmer so befestigt, dall die gekennzeich-
nete Ecke nach oben wies, um einen Enzymverlust wahrend der Dialyse durch eine evtl. nicht
exakt verschlossene Dichtung an der Einstichstelle zu vermeiden. Die Kammer wurde darauf
in ein Becherglas mit 10 L Millipore-Wasser gelegt und die Dialyse bei 4 °C (Kiihlraum)
durchgefiihrt. Das Wasser wurde nach einigen Stunden (~ 7 h) gewechselt und die Proteinlo-
sung iiber Nacht weiter dialysiert. Nach der Dialyse wurde die gesamte Fliissigkeit (etwa das
2,5-fache des Ausgangsvolumens) mit einer 5 mL Spritze aus der Dialysekammer entfernt.
Dazu wurde die Spritzennadel an einer der nicht markierten Ecken des Dialyserahmens einge-
stochen und nach Entnahme der Losung die Kammer vorsichtig einmal mit ~ 0,4 mL Tridest.
ausgespllt. Die erhaltene Proteinlosung (etwa 2,7 - 2,9 mL) wurde dann gleichmafig auf 2 x
2 mL Eppendorf-Cups verteilt, eingefroren (durch kurzes Eintauchen der Cups in fliissigen
Stickstoff) und in der Speed Vac lyophilisiert. Dabei war zu beachten, dall die Kiihlkette so
wenig wie moglich unterbrochen wurde. Der Inhalt der beiden 2 mL Eppendorf-Cups wurde
bei einem Restvolumen von etwa 500 pL je Cup vor der endgiiltigen Trocknung in ein 2 mL

Cup tiberfiihrt.

o Dialyse der Mikrokokken-Nuklease (MN), Staphylococcus aureus

Die Dialyse der Mikrokokken-Nuklease (MN) erfolgte analog. Ausnahme war, daf3 die 500 U
MN in 250 uL Wasser geldst und das Befiillen und Entleeren des Dialyserahmens mit einer
1 mL Spritze vorgenommen wurde. Nach erster Entleerung der Dialysekammer (Volumen

etwa 0,4 mL) und Ausspiilen der Kammer (mit 0,4 mL Tridest.) wurde das erhaltene Endvo-

129



Experimenteller Teil

lumen an Proteinlésung (~ 0,8 mL) in ein 1,5 mL Eppendorf-Cup iiberfiihrt und in der Speed
Vac lyophilisiert.

» Herstellung der MN-Losung

Das lyophilisierte Protein (500 U) wurde in 1667 uL H,O geldst. Das ergab eine Konzentrati-
on von 300 mU/pL.

» Herstellung der MN/SPD-Losung

o 1-fach Endkonzentration

Um einen MN/SPD-Mix mit einer Endkonzentration der SPD = 2,5 mU/uL herzustellen,
wurde das SPD-Lyophilisat in 2 mL H,O geldst. Das ergab eine Konzentration von 5 mU/uL.
Ein Teil dieser Enzymlosung wurde dann mit dem gleichen Volumen an MN (mit 300

mU/pL) gemischt, aliquotiert (a 50 pL) und bei -25 °C gelagert.

o 5-fach Endkonzentration

Um einen MN/SPD-Mix mit einer Endkonzentration der SPD = 12,5 mU/uL herzustellen,
wurde das SPD-Lyophilisat in 400 uL H,O gelost. Das ergab eine Konzentration von
25 mU/puL. Ein Teil dieser Enzymlésung wurde dann mit dem gleichen Volumen an MN (mit

300 mU/pL) gemischt, aliquotiert (a 50 uL) und bei -25 °C gelagert.

6.2 DNA-Quantifizierung

Die DNA-Probe wurde zunéchst in 500 pL H,O gelost. Diese Losung wurde in eine 500 pL
Kiivette (Transmission ausgemessen) iiberfiihrt und dann mit einem UV/VIS-Photometer ein
Transmissionsspektrum gegen Wasser im Wellenldngenbereich von 200 nm bis 800 nm auf-
genommen. Die Erfassung des 0-Wertes bzw. des 100 %-igen Transmissionswertes erfolgte
zuvor mittels eines Autozeros. Dabei diente das gleiche Wasser, das auch zum Losen der
DNA verwendet wurde, als Blindlosung. Die DNA-Konzentration [pug/mL] ergab sich nach
Lambert-Beer aus dem Extinktionswert bei 260 nm. Die Reinheit wurde anhand des Verhilt-

nisses aus der Differenz des Extinktionswertes bei 260 nm und 320 nm zu dem Extinktions-
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wert bei 280 nm ermittelt. Der Prizisionsbereich dieser Methode liegt bei 2,5 - 25 ug DNA
[473]. DNA-Proben, die nach der ersten Messung aulerhalb dieses Bereiches lagen, wurden
erneut verdiinnt. 500 pL dieser Verdiinnung wurden nochmals einer Transmissionsmessung

unterzogen. Der Verdiinnungsfaktor wurde bei der Auswertung beriicksichtigt.

6.3 Probenvorbereitungsvorschriften (PVV)

PVV 1 (fir 10 pg DNA; Volges = 90 pL)

» Hydrolyse

10 ng getrocknete DNA wurden nach Aufnahme in 5 pL destilliertem und entionisiertem H,O
(Tridest) mit 5 uL einer Enzymlosung versetzt. Die Enzymlosung bestand aus 1 pLL Hydroly-
sepuffer (250 mM HEPES, 100 mM CacCl,, pH =6,0) und 5 pL einer MN/SPD-Enzym-
mischung (150 mU/mL MN und 2,5 mU/mL SPD). Nach Zugabe der Enzymldsung zur DNA
wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die Hydrolyse der DNA erfolgte dann 3 h bei 37 °C

im Thermomixer.

» Derivatisierung

Das DNA-Hydrolysat (10 uL) wurde mit 20 uL. 50 mM HEPES-Puffer (pH = 6,4) versetzt.
Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 30 pL 27 mM Fluoreszenzmarker BODIPY-EDA-
Losung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 30 pL 1800 mM EDC-L&sung (in 50 mM HEPES,
pH = 6,4) zugegeben und 21 h bei 25 °C im Thermomixer inkubiert. In dem Reaktionsvolu-
men von 90 pL betrug die Konzentration an BODIPY 9,0 mM und an EDC 600 mM.

PVV 2 (fur 10 pg DNA; Volges = 70 pL; 3-fach Enzym)
» Hydrolyse
10 pg getrocknete DNA wurden nach Aufnahme in 5 pL destilliertem und entionisiertem H,O

(Tridest) mit 15 pL einer Enzymlosung versetzt. Die Enzymlosung bestand aus 1 pL Hydro-
lysepuffer (250 mM HEPES, 100 mM CaCl,, pH = 6,0) und 15 pL einer MN/SPD-Enzym-
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mischung (150 mU/mL MN und 2,5 mU/mL SPD). Nach Zugabe der Enzymlosung zur DNA
wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die Hydrolyse der DNA erfolgte dann 3 h bei 37 °C

im Thermomixer.

» Derivatisierung

Das DNA-Hydrolysat (20 pL) wurde mit 10 uL 50 mM HEPES-Puffer (pH = 6,4) versetzt.
Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 20 pL 27 mM Fluoreszenzmarker BODIPY-EDA-
Losung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 20 pL 1800 mM EDC-Losung (in 50 mM HEPES,
pH = 6,4) zugegeben und 21 h bei 25 °C im Thermomixer inkubiert. In dem Reaktionsvolu-
men von 70 pL betrug die Konzentration an BODIPY 7,7 mM und an EDC 510 mM.

PVV 3 (fir 10 pg DNA; Volges = 70 pL; 5-fach Enzym)

» Hydrolyse

10 ng getrocknete DNA wurden nach Aufnahme in 5 pL destilliertem und entionisiertem H,O
(Tridest) mit 5 uL einer Enzymlosung versetzt. Die Enzymlosung bestand aus 1 pLL Hydroly-
sepuffer (250 mM HEPES, 100 mM CacCl,, pH =6,0) und 5 pL einer MN/SPD-Enzym-
mischung (150 mU/mL MN und 12,5 mU/mL SPD). Nach Zugabe der Enzyml6sung zur
DNA wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die Hydrolyse der DNA erfolgte dann 3 h bei

37 °C im Thermomixer.

» Derivatisierung

Das DNA-Hydrolysat (10 pL) wurde mit 20 uL 50 mM HEPES-Puffer (pH = 6,4) versetzt.
Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 20 pL 27 mM Fluoreszenzmarker BODIPY-EDA-
Losung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 20 pL 1800 mM EDC-Losung (in 50 mM HEPES,
pH = 6,4) zugegeben und 21 h bei 25 °C im Thermomixer inkubiert. In dem Reaktionsvolu-
men von 70 pL betrug die Konzentration an BODIPY 7,7 mM und an EDC 510 mM.
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PVV 4 (fur 1 pg DNA; Volges = 50 pL)

» Hydrolyse

1 ng getrocknete DNA wurde nach Aufnahme in 5 pL destilliertem und entionisiertem H,O
(Tridest) mit 5 pL einer Enzymldsung versetzt. Die Enzymldsung bestand aus 1 pL Hydroly-
sepuffer (250 mM HEPES, 100 mM CacCl,, pH=6,0) und 5 pL einer MN/SPD-Enzym-
mischung (150 mU/mL MN und 2,5 mU/mL SPD). Nach Zugabe der Enzymlosung zur DNA
wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die Hydrolyse der DNA erfolgte dann 3 h bei 37 °C

im Thermomixer.

» Derivatisierung

Das DNA-Hydrolysat (10 pL) wurde mit 10 uL 50 mM HEPES-Puffer (pH = 6,4) versetzt.
Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 15 pL 27 mM Fluoreszenzmarker BODIPY-EDA-
Losung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 15 pL 1800 mM EDC-Losung (in 50 mM HEPES,
pH = 6,4) zugegeben und 21 h bei 25 °C im Thermomixer inkubiert. In dem Reaktionsvolu-
men von 50 pL betrug die Konzentration an BODIPY 8,1 mM und an EDC 540 mM.

PVV 5 (fiir 100 ng DNA; Volges = 40 pL)

» Hydrolyse

100 ng getrocknete DNA wurden nach Aufnahme in 5 pL destilliertem und entionisiertem
H,0 (Tridest) mit 5 pL einer Enzymldsung versetzt. Die Enzymlosung bestand aus 5 pL Hy-
drolysepuffer (250 mM HEPES, 100 mM CaCl,, pH = 6,0) und 1 pL einer MN/SPD-Enzym-
mischung (150 mU/mL MN und 2,5 mU/mL SPD). Nach Zugabe der Enzymlosung zur DNA
wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die Hydrolyse der DNA erfolgte dann 3 h bei 37 °C

im Thermomixer.

» Derivatisierung

Das DNA-Hydrolysat (10 pL) wurde mit 16 uL 50 mM HEPES-Puffer (pH = 6,4) versetzt.
Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 7 pL. 27 mM Fluoreszenzmarker BODIPY-EDA-L6sung
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(in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 7 uL 1800 mM EDC-Ldsung (in 50 mM HEPES, pH =
6,4) zugegeben und 25 h bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. In dem Reaktionsvolumen von

40 pL betrug die Konzentration an BODIPY 4,8 mM und an EDC 320 mM.

PVV 6 (fur 10 pg DNA; Volges = 70 pL)

» Derivatisierung

10 pg eines Mononukleotids wurden in 10 pL. H,O gelost und mit 20 uL 50 mM HEPES-
Puffer (pH = 6,4) versetzt. Zu dieser Nukleotid-Losung wurden 20 pL 27 mM Fluores-
zenzmarker BODIPY-EDA-L6sung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) und 20 pL 1800 mM EDC-
Losung (in 50 mM HEPES, pH = 6,4) zugegeben und 21 h bei 25 °C im Thermomixer inku-
biert. Im Reaktionsvolumen von 70 pL betrug die Konzentration an BODIPY 7,7 mM und an
EDC 510 mM.

6.4 Proteinabtrennung tber eine GroRenmembran

10 ng DNA wurden nach PVV 1 hydrolysiert und anschlieBend das Hydrolysat (10 uL) durch
Zugabe von 55 pL destilliertem und entionisiertem H,O (Tridest) auf 65 uL Gesamtvolumen
aufgefiillt. Diese Losung wurde auf eine in einem 2 mL Eppendorf-Cup plazierte Fugisep
Mini-Sdule (4 kD Membran) gegeben und 36 min bei Raumtemperatur zentrifugiert
(13400 U/min). Nach behutsamer Entnahme der Mini-Sdule wurde der untere Rand vorsichtig
mit 20 pL H,O abgespiilt. Filtrat und Waschfliissigkeit wurden vereint, 1,5 h in der Speed

Vac getrocknet und fiir die nachfolgende Derivatisierung in 10 uL H,O aufgenommen.

6.5 Lagerung der Proben
Die derivatisierten Proben wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert. Das Aliquotieren fand

unter dem Aspekt der Vermeidung unnétiger Temperaturschwankungen und Lichteinwirkung

statt.
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6.6 Durchfiahrung der kapillarelektrophoretischen Messungen

6.6.1 Vorbereitungen der Kapillaren

Die runden Kapillaren wurden als Meterware von CS-Chromatographie-Service (Langerwe-

he) und die kubischen Kapillaren von Polymicro Technologies (Phoenix, USA) bezogen.

6.6.1.1 heat-curing (runde Kapillare)

Die Kapillare wurde in einem Heizofen eines Gas-Chromatographen mit 5 °C/min auf eine
Endtemperatur von 300 °C erwarmt. Nach 100 Stunden wurde der Ofen abgeschaltet. Bis zur

Abkiihlung auf Raumtemperatur verblieb die Kapillare im Ofen.

6.6.1.2 Préaparation des Detektorfensters

Zur Herstellung des Detektorfensters wurde die Kapillare in eine selbst konstruierte Vorrich-
tung (Abbildung 7-16, Anhang) zum mm-genauen Brennen des Detektorfensters (Fensterbrei-
te variierbar), eingespannt. Mit den Abstandhaltern wurde eine Fensterbreite von 3 mm (CE-
LIF) bzw. 14 mm (CE-LS-CCD) eingestellt. AnschlieBend wurde die Kapillare mit einem
Gasbrenner zwischen den beiden Abstandhaltern kurzzeitig erhitzt (ca. 4 s). Die Kapillare
wurde aus der Vorrichtung entnommen und mit Methanol an der Brennstelle gereinigt. Nach
Einsetzen der Kapillare in die CE-Kartusche wurde ~ 1 mm der Polyimidschicht am Inlet ent-

fernt.

6.6.1.3 Kaonditionierung

» CE-LIF-System

Die Kapillare wurde mit 1 M NaOH (15 min, 20 psi), 1 M HCI (15 min, 20 psi), | M NaOH
(15 min, 20 psi), HO (5 min, 20 psi) und Elektrolyt (10 min, 20 psi) konditioniert. Anschlie-
Bend erfolgte eine Elektrolytinjektion (2,5 psi - s) und eine 30-miniitige Aufzeichnung einer
Basislinie (20 kV, 20 °C).
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» CE-LS-CCD-System

Die Kapillare wurde mit 1 M NaOH (15 min, 25 psi), 1 M HCI (15 min, 25 psi), | M NaOH
(15 min, 25 psi), H,O (5 min, 25 psi) und Elektrolyt (10 min, 25 psi) konditioniert. Anschlie-
Bend erfolgte eine Elektrolytinjektion (3,2 psi - s) und eine 30-miniitige Aufzeichnung einer

Basislinie (20 kV, 20 °C).

6.6.2 Spulen der Kapillaren

6.6.2.1 Spulen der Kapillare bei den Analysen unter MEKC-Bedingungen

» CE-LIF-System

Zu Beginn eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit 200 mM SDS-Losung
(1 min, 20 psi), 1 M NaOH (1,5 min, 20 psi), Wasser (1 min, 20 psi) und mit Elektrolyt
(2 min, 20 psi) gespiilt und eine Basislinie durch Injektion von Elektrolyt (0,5 psi, 5 sec) und
50-miniitiges Anlegen einer Spannung von 20 kV aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen
Analysen wurde die Kapillare mit 200 mM SDS-Losung (1 min, 20 psi), 1 M NaOH (1,5 min,
20 psi), Wasser (1 min, 20 psi) und mit Elektrolyt (2 min, 20 psi) gespiilt. Am Ende eines
jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit Wasser (3 min, 50 psi) gespiilt und iiber Nacht
Inlet und Outlet der Kapillare in Wasser gelagert. Dabei war das Outlet-Glasvial (2 mL) rand-
voll mit Wasser gefiillt.

» CE-LS-CCD-System

Zu Beginn eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit 200 mM SDS-Losung
(1 min, 25 psi), 1 M NaOH (1,5 min, 25 psi), Wasser (1 min, 25 psi) und mit Elektrolyt
(2 min, 25 psi) gespiilt und eine Basislinie durch Injektion von Elektrolyt (0,5 psi, 5 sec) und
50-miniitiges Anlegen einer Spannung von 20 kV aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen
Analysen wurde die Kapillare mit Hexan (2 min, 30 psi), 200 mM SDS/MeOH-Losung
(50:50 v/v, 2,5 min, 30 psi), | M NaOH (2 min, 30 psi), Wasser (1 min, 30 psi) und mit Elek-
trolyt (2 min, 30 psi) gespiilt. Am Ende eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit
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Wasser (3 min, 100 psi) gespiilt und iiber Nacht Inlet und Outlet der Kapillare in Wasser ge-
lagert. Dabei war das Outlet-Glasvial (2 mL) randvoll mit Wasser gefiillt.

6.6.2.2 Spulen der Kapillare bei den Analysen unter CZE-Bedingungen

» CE-LIF-System

Zu Beginn eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit 1 M NaOH (1,5 min, 20 psi),
Wasser (1 min, 20 psi) und mit Elektrolyt (2 min, 20 psi) gespiilt und eine Basislinie durch
Injektion von Elektrolyt (0,5 psi, 5 sec) und 20-miniitiges Anlegen einer Spannung von 20 kV
aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen Analysen wurde die Kapillare mit 1 M NaOH (1,5
min, 20 psi), Wasser (1 min, 20 psi) und mit Elektrolyt (2 min, 20 psi) gespiilt. Am Ende ei-
nes jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit Wasser (3 min, 50 psi) gespiilt und iiber Nacht
Inlet und Outlet der Kapillare in Wasser gelagert. Dabei war das Outlet-Glasvial (2 mL) rand-
voll mit Wasser gefiillt.

» CE-LS-CCD-System

Zu Beginn eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit 1 M NaOH (1,5 min, 25 psi),
Wasser (1 min, 25 psi) und mit Elektrolyt (2 min, 25 psi) gespiilt und eine Basislinie durch
Injektion von Elektrolyt (0,5 psi, 6,4 sec) und 20-miniitiges Anlegen einer Spannung von
20 kV aufgezeichnet. Zwischen den einzelnen Analysen wurde die Kapillare mit Methanol (2
min, 30 psi), | M NaOH (2 min, 30 psi), Wasser (1 min, 30 psi) und mit Elektrolyt (2 min,
30 psi) gespiilt. Am Ende eines jeden Arbeitstages wurde die Kapillare mit Wasser
(3 min, 100 psi) gespiilt und tiber Nacht Inlet und Outlet der Kapillare in Wasser gelagert.
Dabei war das Outlet-Glasvial (2 mL) randvoll mit Wasser gefiillt.

6.6.3 Herstellen der Trennelektrolyten

Zur Trennung der fluoreszenzmarkierten Nukleotide in unbeschichteten fused-silica-
Kapillaren kamen unterschiedliche Elektrolyten zum Einsatz (Tabelle 6-1).
Die Elektrolyten, die nur den Zusatz des ionischen Tensids SDS beinhalteten, wurden wie

folgt prapariert (am Beispiel des Elektrolyten B, Gesamtvolumen = 200 mL):
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In einer 500 mL Gewindeflasche wurden 5,48 g SDS vorgelegt und unter schwachem
Riihren (Magnetriihrer und Riihrfisch) in 180 mL Natriumphosphatpuffer (pH = 9,0) voll-
standig gelost. Anschlieend wurden 20 mL Methanol zugesetzt, ca. 15 Stunden schwach
nachgeriihrt und dann bei Raumtemperatur gelagert. Nach ca. 3-7 Tagen war der Elektro-

lyt einsatzbereit.

Bei den Elektrolyten, die neben dem SDS ein nichtionisches Tensid enthielten, wurde zu-
nichst eine Stammldsung aus SDS/Natriumphosphatpuffer (95 mM SDS in 20 mM Na-P,
pH = 9,0) vorbereitet und diese ca. 2 Wochen bei Raumtemperatur gelagert. Die Priaparation
der Elektrolytlosung erfolgte wie nachstehend beschrieben (am Beispiel des Elektrolyten C,

Gesamtvolumen = 60 mL):

In einer 100 mL Gewindeflasche wurden 90 mg Myrj 45 vorgelegt. AnschlieBend wurden
57 mL der SDS/Natriumphosphatpuffer-Stammlésung und 3 mL Methanol zugesetzt und
die Gewindeflasche dicht verschlossen. Zum vollstindigen Losen des nichtionischen Ten-
sids wurde die Elektrolytlosung ca. 30 - 45 min ins Ultraschallbad gestellt. Die Beschal-
lung wurde ~ 3 - 4 mal fiir je 1 - 2 min Vortexen unterbrochen. Der Elektrolyt war danach

sofort einsatzbereit.

Vol. % Gesamtkonzentration
Bezeichnung SDS Gehalt Organischer or' ® Myrj45 Na-Phosphat-Puffer
Elektrolyt [mM] Modifier & [mg/mL] pH=9,0
Modifier
[mM] *
Elektrolyt A 90 MeOH 10 - 18
Elektrolyt B 95 MeOH 10 - 18
Elektrolyt C 95 MeOH 5 1,5 19
Elektrolyt D 95 MeOH 10 13 18

Tabelle 6-1: Verwendete Elektrolyten fiir die MEKC; * = die Gesamtkonzentration wurde ohne Beriicksichti-

gung einer Volumenkontraktion berechnet

Der verwendete Na-Phosphat-Puffer (pH = 9,0) setzte sich aus einer 20 mM Dinatriumhydro-

genphosphat- und einer 20 mM Natriumdihydrogenphosphat-Ldsung zusammen.
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Zur kapillarelektrophoretischen Analyse wiBriger BODIPY-Losungen wurde ein Elektrolyt
ohne Tensidzusatz verwendet (Tabelle 6-2). Zur Herstellung des Puffers wurde eine
20 mM Dinatriumhydrogenphosphatlosung vorgelegt, mit einer 20 mM Natriumdihydro-
genphosphatlosung auf pH = 7,5 titriert und abschlieBend die Menge Methanol zugegeben,

die 10 % des Gesamtvolumens entsprach.

Vol. % Gesamtkonzentration
Bezeichnung Organischer g °  Na-Phosphat-Puffer
Elektrolyt Modifier 9 pH="7,5
Modifier [mM] *
Elektrolyt E MeOH 10 18

Tabelle 6-2: Verwendeter Elektrolyt fiir die CZE; * = die Gesamtkonzentration wurde ohne Beriicksichtigung

einer Volumenkontraktion berechnet

» Photolyse des Elektrolyten E

Mit einem UV-Quecksilber-Strahler (45 W, I = 65 cd, E = 340 cd/cm?, A =280 - 370 nm)
wurden bei 4 °C 150 mL des Puffers 3,5 Stunden photolysiert. Die Photolyse fand in der in
Abbildung 7-5 im Anhang dargestellten Apparatur statt.

6.6.4 Kapillarelektrophoretische Analysenmethoden

Zur Durchfithrung kapillarelektrophoretischer Messungen wurden verschiedene Methoden
verwendet, die den jeweiligen Analysenbedingungen angepal3t waren. Nachfolgende Tabelle
listet die im Analysengerét eingestellten Parameter sowie die jeweiligen Probenverdiinnungen
und die eingesetzten Trennpuffer auf (Tabelle 6-3). Die Messungen der 1:200 verdiinnten
Proben erfolgten in 2 mL Glasvials, wihrend die Analysen der 1:20 verdiinnten Proben in
selbst hergestellten 0,2 mL Glasvials durchgefiihrt wurden. Bei Mehrfach- bzw. Sequenzmes-
sungen wurden die 1:200 verdiinnten Proben zur Stabilisierung mit 4 Tropfen Paraffindl {iber-
schichtet. Die Injektion der entsprechend verdiinnten Probelosungen erfolgte hydrodynamisch
bei 20 °C mit Ausnahme der Analysen, die zum Vergleich des CE-LIF-Systems mit dem CE-
LS-CCD-System durchgefiihrt wurden. Dort erfolgte die Injektion bei 25 °C. Unter Beriick-
sichtigung der Kapillarlangen (CE-LIF 50 cm; CE-LS-CCD 64 cm), der in Tabelle 6-3 aufge-
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Methode Methode Methode Methode Methode Methode Methode

I II 11 v \Y VI VII
Verdiinnung der
DNA-Proben
10 pgund 1 pg 1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 * 1:200
100 ng 1:20 - - - - -
Trennspannung
KV] 20 18 16 16 16 20 18
Injektion [psi - s]
CE-LIF 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 -
CE-LS-CCD - 3,2 - - - 3,2 3,2
Trennt[?gﬁ’eramr 25 20 20 18 16 20 18
Elektrolyt A B C C D E C

Tabelle 6-3: Verwendete Analysenmethoden; * = mit dieser Methode wurde ausschlieBlich eine Verdiinnungs-

reihe einer wirigen Losung des Fluoreszenzmarkers BODIPY analysiert.

filhrten Injektionsparameter und der Pufferviskositdt ergab sich nach dem Hagen-
Poiseuilleschen Gesetz bei einer Probentemperatur von 20 °C nidherungsweise ein Injektions-
volumen von 5,3 nL, bei einer Probentemperatur von 25 °C von 5,9 nL. Die 50 cm-Kapillare
war zu 0,54 % (bei 5,3 nL) bzw. 0,60 % (bei 5,9 nL) mit Probe gefiillt, wihrend die 64 cm-
Kapillare zu 0,41 % (bei 5,3 nL) bzw. 0,47 % (bei 5,9 nL) mit Probe gefiillt war. Bei der Puf-
ferviskositit wurde nidherungsweise das Viskositdtsverhalten von H,O zugrunde gelegt. Die
Injektionsparameter wurden mit Hilfe des online calculators (CE Expert lite) der Fa. Beckman
Coulter berechnet. Die Trennstrecke betrug beim CE-LIF-System 40 cm, beim CE-LS-CCD-
System 46,4 cm.

6.7 Gerate und Materialien

» CE-LIF-System
o Kapillarelektrophorese
P/ACE™ MDQ mit LIF-Detektor, Beckman Coulter (Krefeld)
o Laser

Argon-lonen-Laser mit Ax = 488 nm [Leistung = 3 mW output], 488 nm notch fil-
ter, Beckman Coulter (Krefeld)
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0 Auswertungs-Software

32 Karat™ Version 7.0 (2003), Beckman Coulter (Krefeld)

» CE-LS-CCD-System
o Kapillarelektrophorese

P/ACE™ MDQ, Beckman Coulter (Krefeld)
Kartusche
EDA-Kartusche [Art.-Nr. 149852], Beckman Coulter (Krefeld)

o Detektion
LS-CCD-Detektor, LaVision BioTec (Bielefeld)
Bestandteile des LS-CCD-Detektors

Argon-lonen-Laser: IMA101030BOS (Aex = 488 nm, 40 mW), Melles Griot
(USA)

Einkoppellichtleiter: kineFLEX-P-2-S-488-0,65-FCP-P2 (Throughput 69 %
bei 488 nm), PointSource (UK)

Antireflexbeschichtete Achromatlinse: Standard-AR-Beschichtung fiir sicht-
bares Licht, ARB2 (f = 10 mm), Linos (Gd&ttingen)

Objektiv (Einzelkapillare): Nikon CFI S-Fluor 40x/0.90 C (Transmission 400 -
700 nm 80 - 85 %, Arbeitsabstand = 0,3 mm, f =5 mm),
Nikon, Abt. Mikroskopie/Optische MefBtechnik
(Diisseldorf)

Obijektiv (Array-System): Leitz PL 8x/0.18, Leitz (Wetzlar)

Dichroidischer Strahlteiler: Strahlteiler fiir FITC Q505LP, 25x36x1 mm
(As0% = 505 nm), AHF Analysentechnik (Tiibingen)

Dielektrischer Kantenfilter: Langpass-Ramanfilter SEM-LP01-488-RS-25
(Akante = 0,5 % bei 488 nm, Transmission > 93 %)),
SEMROCK (Wessling/Miinchen)

Aluminiumspiegel (@ 32 mm, ARC, MgF, Beschichtung), Linos Photonics
(Gottingen)
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Beidseitig visible antireflexbeschichtete Achromatlinse: Standard-AR-Be-
schichtung fiir sichtbares Licht, ARB2 (f =25 mm),
Linos (Gottingen)
Spektrometer: SpectraPro SP2156, Roper Scientific (USA)
Gitter (150 Linien/mm, geblazed fiir 500 nm), Roper Scientific (USA)
EMCCD-Kamera: iXon Model DV860AC-BV (back-illuminated mit Frame-
Transfer-Sensor), ANDOR TECHNOLOGY (USA)

0 Auswertungs-Software

ImSpector® Version 2.4.0.0 (2005), LaVision BioTec GmbH (Bielefeld)

MPI f. biophysical Chemistry (Gottingen)

» Probenaufbereitung fur kapillarelektrophoretische Trennungen
0 MeRgefalie

2 mL Glasvials, Beckman Coulter (Krefeld)
0,2 mL Glasvials, eigene Herstellung (Universitit Wuppertal)
Gummistopfen REV AA u. REV AB, Beckman Coulter (Krefeld)

0 Zentrifuge
Mini-Spin-Tischzentrifuge [max. 13400 U/min], Eppendorf (Hamburg)

» Hydrolysen und Derivatisierungen
0 Thermomixer und Zubehor

Thermomixer comfort incl. 0,5 mL und 2 mL Aufsatz, Eppendorf (Hamburg)
Alufolie, Lidl (Wuppertal)

» DNA-Trocknung
O Speed Vac

Jouan RC 1022, Jouan (Saint Herblain, Frankreich)
Kryostat RCT 90, Jouan (Saint Herblain, Frankreich)
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Drehschieberpumpe Pascal 2005 SD [Saugvermdgen = 5 m’/h, 2-stufig],
Alcatel Vacuum Technology (Annecy Cedex, Frankreich)
Olabscheider OME 25 S, Alcatel Vac. Technology (Annecy Cedex, Frankreich)

» DNA-Quantifizierung
o0 Photometer

Lambda 40 UV/VIS-Photometer, Perkin Elmer Instruments (Rodgau - Jiigesheim)
Hellma 104-QS 5 mm Suprasil - 0,5 cm Kiivetten, Ausmessung: 284, Hellma
(Miihlheim)

0 Auswertungs-Software

UVWinLAB Version 2.70.71, Perkin Elmer Instruments (Rodgau - Jiigesheim)

» H,0O-Aufbereitung
o0 Wasseraufbereitungsanlage

Das in dieser Arbeit verwendete Wasser wurde mit Hilfe der Reinstwasseranlage
Milli-Q synthesis A10, Millipore (Schwalbach) aufgereinigt. Das Wasser wies eine
Reinheit von 18.2 MQ x cm mit einem TOC von 5 - 10 ppb auf. Vor der Verwen-
dung wurde eine ~ 20-miniitige Entgasung im Ultraschallbad durchgefiihrt.

» Sonstige Gerate und Materialien

Vortexer REAX 2000, Heidolph (Schwabach)

Feinwaage BP 221S [220 g/max d = 0,1 mg], Sartorius (GOttingen)

Analysenwaage M2P [2 g/max], Sartorius (Gottingen)

Allegra™ 25R Centrifuge, Beckman Coulter (Krefeld)

Transferpetten® [100 - 1000 pL, 10 - 100 pL, 1 - 10 uL, 0,1 - 1 pL], Brand

(Wertheim)

Glasspritze Luer Lock [5 mL, 20 mL], Fortuna®, Poulten & Graf (Wertheim)

pH-Meter: Beckman ¢ 350, Beckman Coulter (Krefeld)

pH-Standardelektrode: 511275-AB [incl. BNC u. ATC Anschluf3], Beckman Coul-

ter (Krefeld)

pH-Mikroelektrode: Inlab 423 [incl. BNC Anschluf3], Mettler-Toledo (Schweiz)
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Fugisep Mini MWCO 4.000 [4 kD], INTERSEP DEUTSCHLAND (Witten)
Dialyserahmen: Slide-A-Lyzer [0,5 - 3 mL], Perbio Science (Deutschland)
Proteinkonzentrator: iCON™ Concentrator [7 mL/9 kD], Perbio Science (Deutsch-
land)

Gefrierschrank: Liebherr Comfort G 2711, Liebherr (Ochsenhausen)

Kiihlschrank: Liebherr Premium K 2650, Liebherr (Ochsenhausen)

Ultraschallbad: Merck eurolab USR 30 H, Merck eurolab N.V. (Belgien)
Trockenschrank: memmert Modell 100, Memmert (Schwabach)

Trockenschrank: T 6 [1,22 kW], Heraeus (Hanau)

IKA Heizriihrer RTCbasic, Janke & Kunke (Staufen)

Gas-Brenner: MICROFLAM-Brenner MFB/E, PROXXON (Niersbach)
Kosmetik-Tiicher Cien, Lidl (Wuppertal)

UV-Quecksilber-Strahler ST 60 [45 W, A =280 -370 nm], Heraeus Noblelight
(Hanau)

DNA-Proben wurden von folgenden Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt:

Caco2-Zellen R. Goth-Goldstein (Lawrence Berkeley National Laboratories,
Berkeley, USA)

Rinderfoten-  S. Hiendleder (Lehrstuhl fiir molekulare Tierzucht und
DNA Haustiergenetik, Ludwig-Maximilian-Universitdt, Miinchen)

CLL-Zellen  D. Oscier (Royal Bournemouth Hospital, UK)

Brustkrebs- M. Wielller (Molekulare Toxikologie, DKFZ, Heidelberg)
zellen

methylierte ~ D. Stach (DKFZ, Heide berg)

A -DNA
Kontroll- N. Kleinsasser (Okogenotoxikologie der HNO-Klinik der Uni-
proben versitit Regensburg)

6.8 Sonstige Software

YV V VYV V

Textverarbeitung: MS-Word XP

Tabellenkalkulation: MS-Excel XP

Prasentation: MS-PowerPoint XP

Grafikgestaltung und -bearbeitung: CoreIDRAW, Corel Photo-Paint 8.0,
ChemDraw Ultra 7.0 und SigmaPlot 8.0

144



Experimenteller Teil

6.9 Chemikalien

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-

carbodiimid-hydrochlorid, EDC > 99 % Fa. Fluka, Steinheim

2’-Desoxyguanosin-3’-monophosphat, Natriumsalz Fa. Sigma, Steinheim

2’-Desoxyguanosin-5’-monophosphat, Natriumsalz Fa. Sigma, Steinheim

4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-

propionylethylendiamin-hydrochlorid, BODIPY-EDA Fa. MoBiTec, Gottingen

Aceton, p. A. Fa. Merck, Darmstadt
Calciumchlorid-Dihydrat, Ph Eur Fa. Merck, Darmstadt
Desoxyribose 5’-monophosphat Fa. Sigma, Steinheim
Dinatriumhydrogenphosphat, Ph Eur Fa. Merck, Darmstadt
Ethanol 96 % Fa. Merck, Darmstadt
Guanin-HC1 Fa. Fluka, Steinheim
Hexan, HPLC-Qualitat 95 % Fa. sds, Frankreich
Kalbsthymus-DNA Fa. Sigma, Steinheim
Methanol, G Chromasolv® Fa. Sigma-Aldrich, Seelze
Methanol, LiChrosolv® Fa. Merck, Darmstadt
Methanol-D4, Uvasol® 99,95 % Fa. Merck, Darmstadt
Mikrokokkennuklease (Staphylococcus aureus) Fa. Sigma, Steinheim
Milz-Phosphodiesterase (Kalb) Fa. Sigma, Steinheim
N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsdure Fa. Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, Ph Eur Fa. Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat, Ph Eur gihl\é[rflﬁ:i{r_lrlehmhardt’
Natriumdodecylsulfat, 99 % Fa. Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid, p. A. Fa. Merck, Darmstadt
Polyethylenglykol(8)stearat, Myrj 45 Fa. Sigma-Aldrich, Seelze
Polyethylenglykol(40)stearat, Myrj 52 Fa. Sigma-Aldrich, Seelze
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Polyethylenglykol(100)stearat, Myrj 59
Polyoxyethylen(10)cetylether, Brij 56
Polyoxyethylen(20)cetylether, Brij 58
Polyoxyethylen(20)oleylether, Brij 98
Polyoxyethylen(20)stearylether, Brij 78

Polyoxyethylen(23)laurylether, Brij 35

Polyoxyethylen(40)fettalkohol(12-14)ether,
Talgalkohol EO 40

Polyoxyethylen(40)fettalkohol(12-14)ether,
Dehydol LS 50

Salzsdure, 37 %

tridest. Wasser
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7 Anhang
. Ar-lonen Laser
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Abbildung 7-1: Schematischer Aufbau des LS-CCD-Detektionssystems in einer Epiilluminationsanordnung,
modifiziert aus einer von Schiitte (LaVision BioTec) bereitgestellten Vorlage; der Strahl eines Argon-lonen
Lasers (Aex = 488 nm) wird nach Fokussierung durch eine Achromatlinse {iber einen dichroidischen Strahlteiler
in das Mikroskopobjektiv gelenkt. Dieses Objektiv biindelt den Strahl in das Anregungsvolumen der Kapillare
und sammelt die emittierten Fluoreszenzphotonen. Die Emissionsstrahlung wird anschlieBend im Spektrometer
spektral zerlegt, tiber eine EMCCD-Kamera detektiert und bildlich dargestellt. Der Eintrittsspalt des Spektrome-

ters dient bei dieser Anordnung als eindimensional ortsauflésende Lochblende.
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Abbildung 7-2: Ansicht von oben auf die Outletelektrode des LS-CCD-Systems (Einzelkapillare). Die Abbil-
dung zeigt das Plastikgehduse, einen Dichtring, der die Halterung der Agilent-Elektrode durch Druck gegen das
Plastikgehéuse stabilisiert, und einen Gummi-Abdichtungsclip (Beckman Coulter), der als Kapillarfithrung und
-fixierung innerhalb der Elektrode fungiert.
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Abbildung 7-3: Vorrichtung zur Justierung des Laserstrahls:

Der ,,single wavelength“-Lichtleiter (3) wird in die Einkopplungshalterung (1) gefiihrt und der Laserstrahl mit
einer Achromatlinse (5) (f=10 mm, innerhalb der Einkopplungshalterung; im Bild nicht sichtbar) fokussiert.
Durch die variable Verbindung mit dem Einkoppelwinkel (2) lassen sich unterschiedliche Einstrahlwinkel des
Lasers einstellen. Mit den Feinjustierschrauben (4) kann der Laserstrahl in Querrichtung (kurzer Pfeil) und

Léngsrichtung (langer Pfeil) bewegt werden.
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Abbildung 7-4: Abhingigkeit der Signalhdhe des Sm-dCMP-BODIPY-Signals einer in H,O 1:200 verdiinnten
10 pg CT-DNA-Probe von der Verstiarkungseinstellung der EMCCD-Kamera. Die Belichtungszeit betrug bei

allen Analysen 500 ms. Der Korrelationskoeffizient der exponentiellen Regression betrug 0,9938.
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Abbildung 7-5: Auswirkung der Belichtungszeit auf die korrigierten Flachen von 5m-dCMP. Der Korrelations-
koeffizient betrug 0.9602. Bei allen Analysen wurde ein EMCCD-Verstirkungswert von 50 eingestellt.
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Abbildung 7-6: Abhingigkeit des S/N-Verhiltnisses von der EMCCD-gain anhand des Signals von 5m-dCMP-
BODIPY aus der Analyse einer hydrolysierten und derivatisierten 10 ug CT-DNA, die auf dem CE-LS-CCD-
System analysiert wurde. Vor der Analyse wurde die Probe 1:200 in Wasser verdiinnt und mit Paraffin {iber-

schichtet.
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Abbildung 7-7: UV-Apparatur fiir die Photolyse des CZE-Puffers: (1) Kiihlfinger, (2) UV-Strahler, (3) Quarz-
glasstandflasche mit Elektrolyt; im Gegensatz zu der in der Abbildung erkennbaren Temperatur von 19,8 °C
wurden bei der Photolyse eines CZE-Puffers 4 °C eingehalten. Zusitzlich wurde der gesamte glaserne Aufbau

mit Aluminiumfolie umbhiillt.
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Abbildung 7-8: Intensitétsuntersuchung mittels derivatisiertem dAMP (10 pg), das in unterschiedlichen Ver-
diinnungen kapillarelektrophoretisch (MEKC) mit CE-LIF-Detektion analysiert wurde. Die jeweiligen Daten-
punkte stellen die Mittelwerte aus je n = 2 Messungen dar (Korrelationskoeffizient 0,9953). Die relativen Stan-

dardabweichungen lagen zwischen 0,03 und 7,08 %, daher sind die im Diagramm dargestellten Fehlerbalken

kaum erkennbar.
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Abbildung 7-9: Vergleich der Reflexion des Laserlichts an der Glasoberfliche einer (a) runden und einer (b)
kubischen Kapillare. Die Aufnahmen entstanden ohne zusétzliche Belichtung. Laserstrahldurchmesser, Laserlei-
stung und der Einstrahlwinkel des Lasers auf das Detektionsfenster waren bei beiden Photos identisch. Jeweils
links im Bild ist die Eintrittséffnung der Kapillare ins Detektorgehduse zu erkennen. Hier endet die Fliissigkiih-

lung.

Abbildung 7-10: Vergleich der Reflexion des Laserlichts an der Glasoberfléche einer (a) runden und einer (b)
kubischen Kapillare. Die Aufnahmen wurden mit indirektem Blitzlicht belichtet. Laserstrahldurchmesser, Laser-

leistung und der Einstrahlwinkel des Lasers auf das Detektionsfenster waren bei beiden Photos identisch.
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Abbildung 7-11: Neukonstruktion der Outletelektrode fiir die Multikapillarenanordnung: (1) Kapillaren, (2)
Elektrode; der im unteren Bereich des Bildes zu erkennende Outlet-Vialhalter wurde zu einem spéteren Zeit-
punkt gegen einen anderen ersetzt, der Ausfrasungen enthilt, die dem Durchmesser des 10 mL Probenglases ent-

sprechen.
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Abbildung 7-12: Elektropherogramm einer Analyse von 50 ng CT-DNA nach Komplexierung und Eliminierung
der Derivatisierungsreagenzien; die kapillarelektrophoretische Analyse erfolgte nach Methode 11, allerdings mit
2,9-facher Verdiinnung; die injizierte Stoffmenge betrug 7,79 fmol (bei 5,9 nL Injektionsvolumen).
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Abbildung 7-13: Elektropherogramm einer Analyse von 10 ng CT-DNA nach Komplexierung und Eliminierung
der Derivatisierungsreagenzien; die kapillarelektrophoretische Analyse erfolgte nach Methode 11, allerdings mit
2,6-facher Verdiinnung; die injizierte Stoffmenge betrug 1,77 fmol (bei 5,9 nL Injektionsvolumen).
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Abbildung 7-14: LS-CCD-Analyse einer 10 ug CT-DNA nach Hydrolyse und ,klassischer Derivatisierung
(21 h, 25 °C) 1:200-fach verdiinnt; die Belichtungszeit der Kamera betrug 500 ms, die Verstirkung 200.
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Abbildung 7-15: LS-CCD-Analyse einer 10 pg CT-DNA nach Hydrolyse und ,,Mikrowellen“-Derivatisierung
(3 h, 45 °C, 72 kJ) 1:200-fach verdiinnt; die Belichtungszeit der Kamera betrug 500 ms, die Verstarkung 200.
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Abbildung 7-16: Brennvorrichtung mit eingesetzter Kapillare; der gelbe Pfeil markiert die Stelle, an der mit

einem Gasbrenner die Polyimidschicht entfernt wird.
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