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Kurzfassung

In Ubereinstimmung mit européischen Richtlinien erwartet das Bundesinstitut fiir Arzneimittel
und Medizinprodukte eine umfassende qualitative und quantitative Charakterisierung der In-
haltsstoff von pflanzlichen Arzneimitteln fiir deren Zulassung. Heute werden hauptséchlich mikro-
skopische oder chemische Analysetechniken verwendet. Ihr grofler Nachteil ist die eingeschrankte
Moglichkeit zur Differenzierung zwischen mehreren verschiedenen pflanzlichen Bestandteilen
eines medizinischen Mischprodukts. Sekundére pflanzliche Naturstoffe sind haufig nicht speziess-
pezifisch und notwendige Studien beziiglich der Spezifitdt von Proteinen sind nicht vorhanden.
In der Taxonomie erfolgt eine verwandtschaftliche Zuordnung von Lebewesen seit geraumer Zeit
aufgrund von Sequenzunterschieden der DNA. Diese Spezifitdt der DNA wird sich zunehmend
auch in der Qualitdtskontrolle pflanzlicher Produkte zu Nutze gemacht. Mit DNA-basierten
Analysen kann heute die Identifizierung von hunderten von verschiedenen Arzneipflanzen realisiert
werden. In dieser Arbeit wurden fiir das pflanzliche Arzneimittel Lefteria und seine pflanzlichen
Inhaltsstoffe Barlauch, Mistel und Weifldorn auf Grundlage der PCR-Technik drei verschiedene
qualitative und eine quantitative Strategie mittels real-time PCR umgesetzt. Vor deren Realisie-
rung wurde in weiteren Ansétzen eine geeignete DNA-Extraktionsmethode gefunden und etabliert.
Sowohl Extraktions- als auch PCR-Methoden wurden charakterisiert und verglichen. Dariiber
hinaus wurde auf Basis von ionischen Wechselwirkungen eine neuartige Variante zur Isolierung
pflanzlicher DNA entwickelt. Es wurde festgestellt, dass die selbstentwickelte DNA-Extraktion
auf Basis von positiv geladenen Magnetpartikeln die optimale Methode zur DNA-Isolierung
aus Lefteria-Tabletten ist. Die optimierte Multiplex-Nested-PCR fiir die qualitative Analyse ist
hochgradig spezifisch und arbeitet mit einer Analysekorrektheit von nahezu 100%. Die ebenfalls
vollkommen spezifische real-time PCR zur quantitativen Analyse hat DNA-Nachweisgrenzen im
Femtogrammbereich, liefert stets reproduzierbare Ergebnisse und kann, statistisch nachgewiesen,

Abweichungen von der Lefteria-Originalrezeptur ab 5% nahezu fehlerfrei detektieren.

Schlagworter: DNA-FExtraktion, Multiplex-PCR, Arzneipflanzen, real-time PCR
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Abstract

The Federal Institute for Drugs and Medical Devices complies with European guidelines in
terms of qualitative and quantitative characterization for the registration of herbal medicinal
products and their ingredients. Today most approaches are based on microscopic or chemical
analyses. Their main disadvantage is the limited differentiation between species concerning
plant compositions. Secondary natural products are usual not species-specific and suitable
studies about protein specificity are unavailable. In phylogenetic taxonomy all life-forms became
classified by specific DNA barcoding. For this reason it is also possible to use DNA as a plant
specific marker for quality control of herbal medicinal products. So DNA based analyses are
increasingly widespread for the identification of hundreds of medicinal plants. In this thesis the
plant components ramsons, mistletoe, and hawthorn of the traditional medicinal product Lefteria
could be identified by several state-of-the-art PCR techniques. Moreover, real-time PCR was
used to quantify these ingredients. But first of all suitable DNA extraction methods had to be
established. Both DNA extraction and PCR applications were characterized, compared, and
rated. In this context a novel option for plant DNA isolation based on ionic interactions was
developed. It was found out that self-developed DNA extraction by amine-modified magnetic
beads is best for DNA isolation from Lefteria tablets. Optimized multiplex nested PCR, for plant
identification is absolute specific and provides results with almost 100% correctness. The specific
real-time PCR for quantification has femtogram detection limits. The method is completely

reproducible and 5% deviations from Lefteria composition can be detected without fault.

Key words: DNA extraction, multiplex PCR, medicinal plants, real-time PCR
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1 Einleitung

Arzneipflanzen werden schon seit Tausenden von Jahren verwendet. In den Entwicklungsldndern
sind viele Menschen heute noch auf pflanzliche Arzneimittel angewiesen. Infolge der Etablie-
rung von Standards fir Sicherheit und Qualitit pflanzlicher Praparate steigt auch in Europa
und Nordamerika das Interesse an pflanzlichen Medizinprodukten als Alternative zu syntheti-
schen Wirkstoffen seit einigen Jahren wieder stark an. Pflanzliche Arzneimittel sind zu einem
wichtigen Bestandteil der Medizin geworden und stellen bei zahlreichen Erkrankungen einen
gleichwertigen Ersatz fiir konventionelle Medikamente dar. Sie enthalten im Unterschied zu
chemisch-synthetischen Produkten Inhaltsstoffe aus pflanzlichen Extrakten. Wie fiir konven-
tionelle Medikamente gelten auch fir pflanzliche Arzneimittel die rechtlichen Bestimmungen
von Arzneimittelgesetzen und -verordnungen. Auf européischer Ebene sehen diese Bestimmun-
gen als Voraussetzung fiir ein Inverkehrbringen detaillierte Anforderungen fiir eine Zulassung
bzw. Registrierung vor. Fiir ein pflanzliches Arzneimittel werden qualitative und quantitative
Sperzifizierungen der wirksamen Hauptbestandteile gefordert. Klassischerweise werden fiir eine
entsprechende Inhaltsstoffanalytik morphologische oder chemisch-physikalische Untersuchungen
verwendet. Deren grofiter Nachteil besteht darin, dass sie zur Analyse eines pflanzlichen Misch-
produkts speziesspezifische Marker benétigen, z.B. sekundédre Naturstoffe oder Proteine, deren

Etablierung oftmals schwierig bis unmoglich ist.

Schon aus der modernen Taxonomie ist die DNA fiir ihre teils hochspezifischen Sequenzabschnitte
bekannt. Mit der wachsenden Verbreitung molekularbiologischer Methoden in den letzten Jahren,
hielten auch DNA-basierte Analysetechniken Einzug in die Kontrolle pflanzlicher Arzneimittel.
Fiir Hunderte von Arzneipflanzen, zumeist aus dem asiatischen Raum, wurden inzwischen
DNA-basierte Identifikationstests entwickelt, welche sich der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
bedienen. Ein limitierender Faktor ist momentan noch die Quantifizierung der pflanzenspezifischen
Anteile der Praparate. Zwar sind fiir einige wenige Arzneipflanzen einzelne quantitative PCR-
Analysen beschrieben worden, in keinem bekannten Fall aber wurden von der DNA-Ebene
Riickschliisse auf die Zusammensetzung eines realen pflanzlichen Arzneimittels gezogen. In diesem
Zusammenhang besteht eine weitere Problematik pflanzlicher PCR-Assays darin, dass bisher
keine umfangreichen Studien zur Isolierung von DNA aus zu Medizinprodukten verarbeitetem

Pflanzenmaterial existieren.



2 Aufgabenstellung

Diese Dissertation gliedert sich in die drei Hauptziele DN A-Extraktion, qualitative und quan-
titative PCR-Analysen. Die Ziele sollten am Beispiel des Praparats Lefteria (Dr. Pandalis Ur-
heimische Medizin, Glandorf) erarbeitet werden. Bei Lefteria handelt es sich laut Hersteller um
ein traditionelles pflanzliches Arzneimittel, welches aus den drei einheimischen Arzneipflanzen
Barlauch, Mistel und Weifidorn hergestellt wird. Um die generelle Anwendbarkeit von PCR zur
Analyse und Quantifizierung pflanzlicher Bestandteile aus Fertigarzneimitteln zu demonstrieren,
wurden fiir das Medizinprodukt selbst und seine pflanzlichen Bestandteile existierende Methoden
zur Extraktion von DNA aus pflanzlicher Matrix verglichen sowie neuartige Methoden entwickelt.
Dabei wurde der Schwerpunkt auf eine hohe DNA-Qualitdt und gute Reproduzierbarkeit gelegt.
Fiir die Neuentwicklungen wurden im Wesentlichen zwei Ansétze verfolgt. Zum einen basierte
die DNA-Extraktion auf ionischen Wechselwirkungen zwischen der DNA und einer geladenen
Oberflache. Zum anderen wurde sich die spezifische Hybridisierung von komplementérer DNA
zu Nutze gemacht. Fiir pflanzliche DNA ist beides in dieser Form bisher nicht untersucht wor-
den. Fiir den zweiten Schwerpunkt sollten unterschiedliche PCR-Varianten fiir eine qualitative
Identifizierung von Bérlauch, Mistel und Weildorn in Tabletten des Arzneimittels etabliert und
optimiert werden. Die analytische Leistungsfahigkeit wurde herausgearbeitet, Vor- und Nachteile
der jeweiligen Methoden wurden verglichen und bewertet. Im Hinblick auf das Fehlen einer
quantitativen DNA-basierten Analytik fiir pflanzliche Arzneimittelinhaltsstoffe, hatte diese Arbeit
als dritte Zielsetzung, eine solche zu entwickeln. Auf Grundlage der quantitativen real-time PCR
sollte eine Methode entwickelt werden, die es ermdglicht, aus der DNA-Zusammensetzung einer
aus dem Arzneimittel extrahierten Probe die Pflanzenzusammensetzung des Arzneimittels zu
bestimmen. Die entwickelte Strategie wurde umfangreich optimiert und ihre Analyseleistung

charakterisiert.



3 Theoretische Grundlagen

3.1 Phytopharmaka

In der dgyptischen Bilderschrift gibt es eine Pflanze als Hieroglyphe. Sie symbolisiert die Medizin
gegen Asthma, Bauchkrankheiten und Zahnschmerzen [1]. Noch heute sind traditionelle Haus-
mittel insbesondere Krauter beliebt und verbreitet. Herstellung und Verwendung folgen aber nur
noch sehr entfernt alten Traditionen. Wurden erste pflanzliche Arzneimittel auf sehr einfache
Weise zubereitet, sind heutige Phytopharmaka Ergebnis der Forschung an Pflanzen und ihren

Inhaltsstoffen mit den Methoden der modernen Naturwissenschaften.

Der Begriff Phytopharmakon setzt sich aus den griechischen Vokabeln fiir Pflanze phyton und
Arznei pharmakon zusammen. Phytopharamaka sind per Definition zugelassene oder registrierte
Arzneimittel. Ihr wirksamer Anteil ist definiert als die Gesamtheit aller Wirkstoffe, wobei diese
zwingend pflanzlicher Herkunft sein miissen. Daneben kénnen Phytopharamka nicht pflanzliche
Zusatzstoffe enthalten, welche z.B. zur Bildung der Tablettenform benétigt werden. Zur Herstel-
lung werden entweder Pflanzenextrakte oder getrocknete Pflanzen eingesetzt. Der Gewinnung
der Extrakte geht ein mehrstufiger Extraktions- und Aufreinigungsprozess voraus. Unerwiinschte
Pflanzeninhaltsstoffe werden z.B. entfernt, wenn sie sich negativ auf die Vertraglichkeit auswirken.
Sowohl Extraktion als auch Trocknung fithren zu einer Anreicherung der wirksamen Verbin-
dungen, dienen zur Standardisierung der Inhaltsstoffzusammensetzung und steigern damit die

Qualitdt eines Préaparats [2].

Im Rahmen dieser Dissertation dient das Phytopharmakon Lefteria als Modell fiir die Entwicklung
DNA-basierter Inhaltsstoffnachweise zur Qualitdtskontrolle pflanzlicher Arzneimittel. Lefteria
wird von der Firma Dr. Pandalis Urheimische Medizin hergestellt und vertrieben. Die Firma
ist Teil von Naturprodukte Dr. Pandalis und konzentriert sich vollstdndig auf die Herstellung
von Arzneimitteln und Medizinprodukten, wiahrend Naturprodukte Dr. Pandalis Nahrungser-
génzungsmittel und Kosmetika anbietet. Entsprechend aktuellen Regeln zu Klassifizierung von
Phytopharmaka (siehe 3.3) handelt es sich bei Lefteria um ein traditionelles pflanzliches Arz-
neimittel zur Unterstiitzung der Herz-Kreislauf-Funktion ausschlieBlich aufgrund Uberlieferung
und langjihriger Erfahrung!. Laut Originalrezeptur des Herstellers ist Lefteria aus getrockneten

Barlauchblattern, Mistelkraut, Weildornblattern und Weildornfriichten aus biologischem Anbau

lyww.urheimische-medizin. de/produkte/06-Traditionelles-pflanzliches-Arzneimittel-Lefteria.htm
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Tab. 3.1: Originalrezeptur einer Tablette des Praparats Lefteria laut den Herstellerangaben auf der
Verpackung. Das Trockengewicht einer Tablette betrégt insgesamt 326 mg.

Inhaltsstoffe Menge [mg] Anteil [%] Referenz
Bérlauchblatter 70 21,47 -
Mistelkraut 50 15,34 DAB?®
WeiBdornbléitter 40 12,27 DACP
Weiidornfriichte 20 6,13 Ph.Eur.©
kristalline Zellulose 111,2 34,11 Ph.Eur.
Zellulosepulver 14 4,29 Ph.Eur.
Carboxymethylstarke 12,8 3,93 Ph.Eur.
Siliciumoxid 4,8 1,47 Ph.Eur.
Magnesiumstearat 3,2 0,98 Ph.Eur.

& Deutsches Arzneibuch
P Deutscher Arzneimittel-Codex

¢ Pharmacopoea Europaea = Européisches Arzneibuch

sowie den sonstigen Bestandteilen Zellulose, modifizierte Kartoffelstirke, hochdisperses Silici-
umdioxid und pflanzliches Magnesiumstearat zusammengesetzt. Die wirkaktiven Inhaltsstoffe
sind Bérlauch, Mistel und Weidorn [3]. Tab. 3.1 gibt die genaue Zusammensetzung inklusiver
aller nicht pflanzlichen Zusatzstoffe wieder. Lefteria ist ausschliefllich in Tablettenform erhéltlich,
eine Originalpackung enthélt 100 Tabletten. Da es sich bei Lefteria um ein Arzneimittel handelt,

kann es nur iiber Apotheken bezogen werden.

Im Folgenden werden die Eigenschaften der zu Lefteria verarbeiteten Pflanzen und ihre medi-
zinische Wirkung genauer erldutert. Daneben wird der aktuelle Stand der Technik in Bezug
auf Identifizierung und Gehaltsbestimmung von Arzneipflanzen vorgestellt. Es wird sowohl auf
klassische Methode als auch auf aktuell schon realisierte DNA-basierte Ansétze eingegangen.
Bisher nur wenig genutzt, aber mit groflem Zukunftspotential, liegt auf der Methode real-time

PCR besonderes Augenmerk.

3.2 Arzneipflanzen

Laut Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) stellen Arzneipflanzen ca. 70% des
Ausgangsmaterials fiir pharmazeutische Produkte [4]. Weltweit werden mindestens 35.000 Pflan-
zenarten fiir medizinische Zwecke verwendet. Vor allem in Entwicklungs- und Schwellenldndern
ist ihr Anteil bedeutend, aber auch viele der wichtigsten industriell gefertigten Arzneimittel-
produkte wurden auf Grundlage von Inhaltsstoffen aus rund 90 Pflanzenarten entwickelt [5].
Im Gegensatz zu reinen Naturstoffen, die Basis konventioneller Arzneimittel, sind die biochemi-
schen Mechanismen der Wirkung von Bérlauch, Mistel und Weildorn bisher nicht vollsténdig
verstanden. Nachfolgend wird eine kurze Ubersicht gegeben. Eine Zusammenstellung zusétzlicher

Informationen ist Tab. 3.2 zu entnehmen.
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3.2.1 Barlauch

Béarlauch (Allium ursinum) gehort zur 200-600 Arten umfassenden Gattung der Lauchgewéchse
(Allium). Er wachst bevorzugt in schattigen und feuchten Gebieten. In Deutschland findet sich
Bérlauch zumeist in Wéldern und ist in Norddeutschland teilweise vom Aussterben bedroht.
Bérlauch ist eine ausdauernde krautige Pflanze und erreicht Wuchshohen zwischen 20 und 50 cm.
Er verfiigt {iber ca. 6 cm langen Knollen sowie Scheindolden mit weiflen Bliiten welche, &hnlich
vielen Obstsorten, kleine Kerne enthalten, die mit schwarzen Samen gefiillt sind [6]. Blatterform

und Blitenstand sind in Abb. 3.1 dargestellt.

Da Knoblauch (Allium sativum) unter allen Allium-Arten am besten beschrieben ist, wurden viele
biochemische Kenntnisse auf Barlauch iibertragen. Dies funktioniert allerdings nicht universell.
Wichtige posttranslationale Modifikationen sind im Vergleich zu Knoblauch sehr unterschiedlich
[7]. Generell ist belegt, dass Bérlauchextrakt verglichen mit Knoblauch grofiere Effekte auf die
Blutchemie hat [8].

Bérlauch werden vor allem Wirkungen als Antibiotikum
zugesprochen, was ihn zu einem beliebten Mittel gegen
Magen-Darmstérungen macht [10]. Er findet ebenso An-
wendung gegen Arteriosklerose [11], Bluthochdruck [12]
und Hautausschldge [3] sowie bei Leberbeschwerden [13].
Zudem wurden anti-aging- [14], antioxidative, antidiabe-
tische sowie krebsbekédmpfende Eigenschaften ndher be-
schrieben [15-17]. Hauptverantwortlich fur die medizini-
sche Wirksamkeit sind S-(2-Propenyl)-L-cysteinsulfoxid
(Alliin) und Isolalliin. Schmitt et al. (2005) [13] konnten

den Erntezeitpunkt eingrenzen, da sie zeigten, dass diese

Naturstoffe fast ausschliefllich im Mé&rz und April kurz
vor der Bliite gebildet werden. Alliin ist ein fliichtiges
geruchloses Ol, welches vom Enzym Alliinase zur Alkyl- Abb. 3.1: Birlauch [9
sulfonsduren (Allicin) umgesetzt werden kann [18]. Das

Enzym erreicht in frischen Pflanzen einen Gehalt von

bis zu 1% Gesamtproteinmenge [19]. Die Alliinase ist der des Knoblauchs sehr dhnlich [13], bildet
aber mit Bérlauchlektinen ungewohnlich stabile Komplexe [20, 21]. Die meisten Daten iiber die
Alliin-Chemie stammen aus in vitro Vergleichsuntersuchungen mit Knoblauchextrakten [16]. Es

zeigte sich, dass Allicin alleine nicht stabil ist und spontan Di- und Trisulfide bildet, welche

letztendlich die therapeutisch wirksamen Verbindungen darstellen.

Schnitte von Barlauchblattern werden oft ohne weitere Aufkonzentration verabreicht. Das Allicin

ist dadurch weniger tranenreizend, wirkt aber dennoch stark antibakteriell. Selbst in hoher
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Verdiinnung hat Allicin immer noch eine letale Wirkung sowohl auf grampositive als auch
gramnegative Bakterien [22]. In wvitro und im Tierversuch konnte auch eine Lipid-senkende
Wirkung nachgewiesen werden, was Allicin zu einer Therapiemdglichkeit bei einem zu hohen
Cholesterinspiegel macht [22]. In einer seit 2005 andauernden Studie wird untersucht, wie sich
eine zytotoxische Wirkung von Allicin auch zur Krebstherapie nutzen ldsst [23]. Dabei wird
das deutlich langlebigere Alliin verabreicht und erst im Koérper von an Tumorzellen bindenden
Antikoérpern, welche mit Alliinase modifiziert sind, zum wirksamen Allicin umgesetzt. Auf lange

Sicht soll dies eine neue und wenig belastende Moglichkeit zur Krebstherapie werden [23].

3.2.2 Mistel

Der einzige einheimische Vertreter der Gattung Mistel (Viscum) ist die Weilbeerige Mistel
(V. album), daneben gibt es weltweit rund 90 weitere Arten. Sie gehoren zur Familie der Sandholz-
gewéchse (Santalaceae). Misteln wachsen als gelbgriine, immergriine und ausdauernde Pflanzen
halbschmarotzend auf Strduchern oder Bédumen. IThrem Wirt entziehen sie dabei Wasser und
Mineralien. Anders als Vollschmarotzer haben sie die Fahigkeit zur Photosynthese aber nicht
verloren. Misteln senken ihre Wurzeln durch die Rinde des Wirts hindurch in die Kambium-
schicht und bis hinein ins Holz. Die Aste der Mistel verzweigen sich immer wieder, wodurch die

charakteristische Kugelform entsteht (Abb. 3.2).

Die Mistel gilt als eine der &ltesten bekannten Arznei-
pflanzen iiberhaupt und wurde bereits im ersten Jahr-
hundert nach Christus schriftlich erwédhnt. Seit dem
19. Jahrhundert wird sie bei Bluthochdruck, Epilepsie
und Leberleiden eingesetzt [25]. Heute gehort die Mistel-
therapie in der Tumorbehandlung zu den am haufigsten
verwendeten Alternativmethoden [26]. Misteln haben
im Vergleich zu vielen anderen Arzneipflanzen einen ho-
hen Anteil phenolischer Antioxidantien und zeigen sich
antimikrobiell gegen diverse Mikroorganismen [27]. Die
medizinisch wirksamen Inhaltsstoffe sind verschiedene

Lektine und Viscotoxine. Als weitere Substanzklassen

finden sich Flavonoide, Phenylpropane, Polysaccharide

und Triterpene. Obwohl deren Beitrag zur Wirkung als

Abb. 3.2: Mistel [24]

gering angesehen wird, spielen sie insofern eine Rolle, als
dass sie mit Lektinen und Viscotoxinen interagieren [28].
Eine Bindung von Lektinen an Kohlenhydrate auf Oberflichen von Zellen des Immunsystems fithrt
zu ihrer Stimulierung. Dieser immunmodulierende Effekt wird hauptséchlich auf die Mistellektine

ML I, ML IT und ML IIT zuriickgefithrt [25, 29]. Wie die Lektine aber genau das Immunsystem
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beeinflussen ist nicht vollstdndig geklart. Viscotoxine spielen eine Rolle bei der Tumorzelllyse.
Von ihnen sind mehrere Isoformen bekannt, sechs von sieben Isoformen zeigen Zytotoxizitdt und

fordern die Tumorzelllyse [28].

Selbst in der einfachsten Darreichungsform als mazerierter Krautertee konnten noch 43% aktive
Mistellektine nachgewiesen werden. In Aufgusstees sind die Lektine zwar thermisch degradiert,
allerdings werden so 12% Flavonoide extrahiert [30]. Moderne kommerzielle Kapselpraparate
zur Misteltherapie haben einen auf Nanogramm normierten Lektingehalt. Fiir ihre Herstellung
war die Aufklarung von Transportwegen der Mistellektine im Kérper durch Lyu et al. (2008,
2010) [31, 32] wesentlich. Es wurde gezeigt, dass eine orale Applikation von Mistelpraparaten
in der Krebstherapie sinnvoll ist. Sowohl Alginat-Chitosan-basierte Mikrokapseln zur oralen
Aufnahme, wie auch eine Einbettung der Lektine mit Polyacryl fiir die rektale Aufnahme kénnen

ohne nennenswerten Aktivitdtsverlust genutzt werden [33].

Eine umfassende Publikation zur Wirkung und klinischer Verwendung der Mistel zeigt das breite
Profil an Einsatzgebieten, die bis heute erarbeitet werden konnten [34]. In mehreren Reviews wur-
den zudem insgesamt 46 klinische Studien zu V. album beurteilt. Alle kamen zu dem gemeinsamen

Ergebnis, dass die positiven Eigenschaften der Mistel statistisch signifikant sind [35-37].

3.2.3 WeilBldorn

Weifidorne (Crataegus) sind eine Gattung der Unterfamilie der Kernobstgewéchse (Pyrinae) mit
etwa 100-600 Arten. In Mitteleuropa kommen der Eingriffelige Weifidorn (C. monogyna) und
der Zweigriffelige Weiidorn (C. laevigata) vor. Die Namensgebung leitet sich von der Art der
Bliiten ab [38]. Bei Weifidorn handelt es sich um einen strauchartigen Baum, welcher bis zu 12 m
hoch wachsen kann. Weifidorn besitzt dornige, stark verzweigte Aste. Die Friichte sind rot. Seine

Blétter sind auf der Unterseite hellgriin und auf der Oberseite etwas dunkler (Abb. 3.3).

Weifidorn ist wie Béarlauch und Mistel eine traditionelle Arzneipflanze. Er wird seit langer Zeit
in der europdischen Volksmedizin und in der traditionellen chinesischen Medizin verwendet
[40]. Aufgrund ihrer Wirkung und der geringen Toxizitéat werden Weildornextrakte weithin in
kommerziellen pharmazeutischen Préaparaten gegen Herzinsuffizienz verwendet. Dabei variiert je
nach Pflanzenteil der Anteil verschiedener Inhaltsstoffe stark [41]. Das Spektrum der Einsatz-
moglichkeiten reicht dariiber hinaus von Bluthochdruck bis hin zu chronischer Herzinsuffizienz
[42, 43]. Die medizinische und therapeutische Wirkung von Weidorn ist dem Zusammenspiel der
enthaltenen Inhaltsstoffe, den Flavonoiden und oligomeren Procyanidinen zuzuschreiben [44-46]
und kann allgemein mit kardioprotektiven Eigenschaften zusammengefasst werden [44, 47-55].
Inzwischen sind 33 verschiedene Flavonoide beschrieben [56]. Procyanidinen wurden radikalfan-
gende Eigenschaften nachgewiesen [57]. Zusétzlich sind in Weiidorn Phenol- [58], Triterpensiduren

[59] und Sterole [60] enthalten, denen auch ein Anteil an der Wirksamkeit zugesprochen wird.
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Der genaue Mechanismus der pharmakologischen kar-
diovaskularen Aktivitdt ist sehr komplex und bis heute
nicht komplett verstanden [60]. Die Wirksamkeit wurde
aber umfassend wissenschaftlich nachgewiesen. An Men-
schen bewirkt Weifldorn schon beim Herzgesunden eine
Verstarkung der Herztatigkeit, bei Herzkranken nach ldn-
gerer Medikation eine subjektive Besserung. Eine klini-
sche Studie nach GCP-Richtlinie (good clinical practice)
z.B. konnte zeigen, dass die Verabreichung von frischen
Weifidornbeeren bei Patienten mit einem Herzfehler zu
einer signifikanten Verbesserung ihres Befindens fiithren

[54]. Weildornextrakte zeigten zudem u.a. ihr Potenti-

al bei der Migrdnetherapie, sie inhibierten signifikant
messbar die Blutplattchenaggregation [61] und sogar Abb. 3.3: Weiidorn [39]

Strahlenschutzeigenschaften wurden nachgewiesen [62].

3.3 Zulassung und Registrierung von Phytopharmaka in der

Europaischen Union

Pflanzliche Arzneimittel werden in unterschiedliche Klassen eingeteilt. Die Klassifizierung erfolgt
nach Richtlinie 2004/24/EG der Européischen Union (EU). Wurde Anwendung und Nutzen der
Phytopharmaka durch rationale und wissenschaftlich iiberpriifbare Ergebnisse aus klinischen
Studien nachgewiesen, handelt es sich um rationale Phytopharmaka. Beruht ihre Verwendung
dagegen auf langjdhrigen Erfahrungen und historisch belegter Wirksamkeit, werden sie als
traditionelle Phytopharamka klassifiziert. Alternative Phytopharamka werden in der alternativen
Medizin eingesetzt. Praparate der ayurvedischen und der traditionellen chinesischen Medizin
werden als transkulturelle Phytopharmaka bezeichnet. Homéopathische Arzneimittel und reine

Naturstoffgemische gelten hingegen nicht als Phytopharmaka [93].

Nach Definition der EU sind pflanzliche Arzneimittel komplexe Préiparate, zusammengesetzt
aus Stoffen oder Formulierungen, welche aus Pflanzen gewonnen wurden. Ihre Zulassung ist
vom Hersteller zu beantragen und muss laut Arzneimittelpriifrichtlinie nach § 26 Arzneimittel-
gesetz (AMG) sdmtliche Angaben zum Arzneimittel wie z.B. Bezeichnung, Darreichungsform,
Anwendungsgebiete, Dosierung und Risikoangaben enthalten sowie eine Dokumentation der
pharmazeutischen Qualitéit, der Unbedenklichkeit und der Wirksamkeit. Pflanzliche Arzneimittel
sind chemisch-synthetischen Arzneimittel in dieser Hinsicht vollkommen gleichgestellt [94]. Das
AMG wurde mit der Richtlinie 2001/83/EG an geltendes européisches Recht angepasst und

damit europaweit vereinheitlicht.
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Tab. 3.2: Ubersicht in der Literatur beschriebener medizinischer Eigenschaften der Arzneipflanzen.

Extrakt \ Inhaltsstoff Eigenschaft \ Wirkung Referenz
> Birlauch (Allium ursinum)
allgemeine Informationen  Extraktionsmittel: Methanol, Ethanol [8]
Béarlauchhomogenisat antibakteriell, blutdrucksenkend und kardioprotektiv (63, 64]
Allicin inhibiert 5-Lipoxygenase, Cyclooxygenase und Thrombozyten- 165]

agglomeration durch PAF (platelet activating factor)
inhibiert Hypercholestindmie und Angiotensin-konv. Enzym (ACE)  [22, 66]

Flavonoide, Carotinoide Abbau von Sauerstoffradikalen [67]
Glykoside normalisieren Herzrhythmus, veringert Blutgerinnung, Cholesterin- [68]
aufnahme und Herzinfarktrisiko
Mannose-bindendes Lektin  neuartiges Tool in der HIV-Forschung [7]
Mineralien, Vitamine gesundheitsférdernde Eigenschaften [69]
Senfglykosid Anregung des Stoffwechsels [68]
> Mistel ( Viscum album)
allgemeine Informationen Extraktionmittel: Wasser [28]
botanischen Untergruppen, die sich in der Quantitdt und Qualitit 125)
der Inhaltsstoffe unterscheiden
Mistelextrakt antimikrobiell gegen diverse Mikroorganismen [27]
wirkt auf Immunsystem und Tumorzellen [70]
Wurzelextrakt antiulzerogene Wirkung im Magen [71]
Mistellektin inhibiert Lungenmetastasen von Melanom- und Karzinomzellen,
Lebermetastasen von Lymphomzellen und erhoht Aktivitat von [72]
Makrophagen und natiirlichen Killerzellen (NK)
reguliert Makrophagen und Tumornekrosefaktors (¢nf-a) [73]
wirkt gegen Brustkrebs und gynékologische Krebsarten [74-76]
Riickbildung von Kopf-Hals-Karzinomen und Leukémiezelllen [77-79]
Zytokin- und Monokinexpression in Epithel-, IgA- und IgB-Zellen [80, 81]
Apoptose von Endothelzellen zur Tumorregression [82]
Viscotoxin immunstimulierend und tumorzellzytotoxisch (83, 84]
initiiert Abwehrmechanismen, aktiviert Immunreaktionen auslésende 23]
Makrophagen und destabilisiert Membranen von Mikroorganismen
Terpene aktivieren antioxidativen Enzymen und zytotoxisch bei Ehrlich- 185]
Ascites-Karzinomen (EAC)
> Wei3dorn (Crataegus laevigata)
allgemeine Informationen Extraktionmittel: Ethanol, Phenol [42, 86]
beliebt in Gelees, Marmeladen, Obstkonserven, Séften und Weinen [87]
Weildornextrakt verbessert Sauerstoff-, Nahrstoffzufuhr und Durchblutung von 42, 44]
Herzmuskeln und -geféfien
kardiovaskulére, kardiotonische, antiarrhythmische, hypotensive und 47-55]
hypolipidemische Effekte
gastroprotektive Wirkung, Verdauungstérungen und Arteriosklerose [60]
Gastritis, Diarrhoe, abdominale Schmerzen wie auch Amenorrhoe [88]
Flavonoide antioxidativer Effekt [89]
Procyanide radikalfangende Eigenschaften [43, 90]
inhibiert Phosphodiesterase und steigert cAMP-Konzentration [91]
inhibiert Natrium-Kalium-ATPasen in kardialem Muskelgewebe [38, 53]
steigert Stickstoffmonoxidproduktion im vaskulédren Endothel [45, 46]
inhibiert das ACE [92]

inhibiert LDL-Cholesterol und erhéht LDL-Katabolismus [48, 49]
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Rationale . Traditionelle
Phytopharmaka Well-established use Arzneimittel

§ 109a AMG erleichtertes
Zulassungsverfahren

Praklinische Studien

‘ Einreichen von Dokumenten:
Klinische Studien AT Clieh G [eresten - Beleg des traditionellen Gebrauchs
9 - Unbedenklichkeit des Arzneimittels
' (nicht die medizinische Wirksamkeit)
1. Beurteilung
Einreichen von Dokumenten: ‘ ‘

(u.a. Bestandteile, Wirkungen,
Nebenwirkungen, Dosierung,

Methoden zur Kontrolle der Qualitat) _Eg]eﬁzg:gzr; ;gsignzzu\%ifr;tﬁrr;.ns Beurteilung durch
‘ - e h die Bundesbehorde (BfArM)
- praparatspezifische Dosierung
2. Beurteilung
Einreichen von Ergebnissen:
- phy., chem., bio. und mikrobio. Testung
- pharmakaol., toxikol. Versuche , ‘

- klinische Priifungen

Zulassung ‘ { Registrierung

Abb. 3.4: Verschiedene Wege zum Inverkehrbringen pflanzlicher Arzneimittel. Rationale Phytopharmaka
benotigen eine mit konventionellen Medikamenten vergleichbare Zulassung. Traditionelle
pflanzliche Arzneimittel kdnnen auch zugelassen werden, haufig reicht auch eine Registrierung.

3.3.1 Arten von Phytopharmaka

Um einem stérkeren Schutz des Verbrauchers vor Arzneimittelrisiken Rechnung zu tragen, wurde
ein Zulassungssystem eingefiihrt, das detaillierten Anforderungen an den Nachweis der Qualitét
stellt [94]. In Deutschland miissen Phytopharmaka vor ihrem Inverkehrbringen beim Bundesinsti-
tut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) zugelassen oder registriert werden (Abb. 3.4).
Die EU hat mit den Richtlinien 2004/24/EG und 2004/27/EG tbergeordnete Regelungen er-
lassen. Die Zulassungskriterien fiir pflanzliche Formulierungen sind demnach in Kategorien mit

unterschiedlichen Anforderungen eingeteilt.

Rationale Phytopharmaka: Nach aktueller Novelle des AMG bediirfen rationale Phytophar-
maka einer Vollzulassung beim BfArM. Fiir die Zulassung sind Unterlagen zum Nachweis der
Qualitat, der Wirksamkeit und der Unbedenklichkeit einzureichen. Die Qualitdt des Praparats
muss den Angaben des Deutschen Arzneibuchs (DAB) [95] entsprechen. Auflerdem muss die
Indikation wissenschaftlich dokumentiert sein (§ 55 AMG). Das Identifikationsverfahren kann
analytisch, pharmakologisch oder toxikologisch realisiert werden. Das Praparat muss zudem
zuverlassig standardisierbar sein, d.h. eine stets gleiche Zusammensetzung muss nachgewiesen
werden konnen. Entsprechende Methoden zur Gehaltsbestimmung werden ebenfalls vom DAB
definiert. Das BfArM kann, wenn wissenschaftlich belegt, auch nicht im DAB niedergeschriebene

Methoden anerkennen.
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Well-established use: Entsprechend § 109a AMG sind well-established use traditionelle Prapa-
rate, die eine vereinfachte bibliographische Zulassung besitzen. Nach den Vorgaben von § 10a
Richtlinie 2001/83/EG reichen fiir eine bibliographische Zulassung Daten beziiglich der Qualitit

des Praparats und publizierte Daten, welche die Sicherheit und Wirksamkeit belegen, aus.

Traditionelle Arzneimittel: Nach §§ 39a-d des AMG wird fiir traditionelle Préparate oft nur
eine Registrierung beim BfArM benottigt. Die Registrierung umfasst Angaben zur Qualitat
und eine Erkldrung, dass die Wirksamkeit und Unschidlichkeit aufgrund 30-jéhriger (davon

mindestens 15 Jahre in der EU) Anwendung bewiesen ist.

3.3.2 Qualitat und Quantitat der Inhaltsstoffe

Unter der Qualitat von Arzneimitteln wird nach deutscher Arzneimittelrichtlinie (AM-RL) ver-
standen, dass die eingesetzten Inhaltsstoffe den Anforderungen des DAB entsprechen. Pflanzliche
Ausgangsstoffe miissen moglichst frei sein von Erde, Staub sowie mikrobiologischen und tierischen
Verunreinigungen. Fiir Aflatoxine, Pestizide und Schwermetalle existieren gewisse Grenzwerte.
Einfluss auf die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe dirfen Ausgangsdroge, Auszugsmittel, Her-
stellungsverfahren und -anlagen haben. Nach der Definition des iibergeordneten Européischen
Arzneibuchs (Ph.Eur.) [96] sind pflanzliche Drogen organischen Ursprungs und bestehen aus
unverarbeiteten ganzen, zerkleinerten oder geschnittenen Pflanzen, Pflanzenteilen, Algen, Pilzen

oder Flechten [97].

Pflanzen diirfen nur verwendet werden, wenn ihre Identitdt nachweisbar und die erforderliche
Reinheit im DAB oder Ph.Eur. niedergeschrieben ist. Formulierungen getrockneter Pflanzen sind
z.B. Pulver oder Teeschnitte. Entsprechende pharmazeutische Produkte sind durch Trocknung in
einen lagerfihigen Zustand zu bringen. Die einzelnen Inhaltsstoffe werden in die folgenden vier

Kategorien eingeordnet:
o Hauptinhaltsstoffe: Allein verantwortlich oder mitbestimmend fiir die Wirksamkeit
o Inhaltsstoffe mit wirksamkeitsmitbestimmendem Charakter

e Nebenwirkstoffe: Kénnen der Identifizierung dienen

Begleitstoffe: Sind wichtig fiir die Pharmakokinetik

Dem deutschen Verfahren iibergeordnet, regelt das Herbal Medicinal Products Committee
(HMPC) der European Medicines Agency (EMEA) europaweite Zulassungs- bzw. Registrie-
rungskriterien. Insbesondere fiir rationale Phytopharamka wird eine detaillierte Definition der
Zusammensetzung (CPMP/QWP/2819/00) erwartet, welche eine umfangreiche qualitative und
quantitative Spezifizierung umfasst. Die EMEA hat Definitionen fiir jedes Spezifizierungskonzept
als Richtlinie CPMP/QWP /2820/00 herausgegeben. Ein Identifikationstest muss zwischen den
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unterschiedlichen enthaltenen Pflanzenarten unterscheiden kénnen. Quantitative Analysen sollen
eine Messung der Hauptinhaltsstoffe des Arzneimittels umfassen (CPMP/ICH/381/95). Das
Ph.Eur. listet Mindestanforderungen und chemische Referenzsubstanzen auf, die falls nétig durch

das European Directorate for the Quality of Medicine (EDQM) bezogen werden kénnen [97].

3.4 Methoden zur ldentifikation und Quantifizierung pflanzlicher

Inhaltsstoffe

Von Seiten der Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie erfahren Pflanzeninhaltsstoffe aktu-
ell eine starke Nachfrage. Botanische Extrakte gelten als neue Hightech-Produkte nicht nur bei Na-
turheilmitteln oder Didtprodukten, sondern auch bei Nahrungserginzungsmitteln und Kosmetika
[98]. Der Trend ist getrieben durch den steigenden Wunsch nach mehr Natiirlichkeit von Produk-
ten seitens der Verbraucher. Die modernen Biowissenschaften ermdglichen diesen Trend ihrerseits
durch ein breites Angebot an verschiedenen modernen Analysemethoden. Die Zulassung als Phyto-
pharmaka gemafl EMEA erfordert als Qualitdtsnachweis diesen analytischen Aufwand, welcher sich
aufgrund lukrativer Apothekenmarktpreise und langem Patentschutz lohnt [99]. In der Folge wird
ein Uberblick des aktuellen Stands der Technik hinsichtlich Pflanzennachweismethoden gegeben.

3.4.1 Klassische Nachweismethoden

In der Praxis erfolgt die Identifizierung von Medizinpflanzen aktuell hauptsachlich durch mor-
phologische und chemisch-physikalische Analysen. Viele internationale Arzneibiicher [100-102]
verweisen insbesondere auf makroskopische und mikroskopische Evaluationen (,rein visuell“ iiber
die Histologie und Morphologie) sowie auf chemische Untersuchungen (Dunnschicht- (TLC),
Hochleistungsfliissigkeits- (HPLC), Gaschromatographie (GC), Infrarot- (IR), Rontgenstrahlung
oder Kernspinresonanz (NMR)) fiir die Qualitatskontrolle und Standardisierung von rohem und
verarbeitetem Pflanzenmaterial [103-105]. Haufig sind auch eine genaue Riickverfolgbarkeit der

Ausgangsstoffe oder botanische Ansétze ausreichend.

Morphologische Methoden stoflen bei der Analyse von gemahlenem Pflanzenmaterial an ih-
re Grenzen. Bei den géngigsten chemisch-physikalischen Verfahren werden charakteristische
sekundére Naturstoffe nach Desorption mit einem Losungsmittel oder einer Extraktion mit tiber-
kritischem COj iiber TLC-, HPLC- oder GC/MS-Analysen (Massenspektrometrie) analysiert.
Dies kann mit entsprechenden Standards auch quantitative Ergebnisse liefern. Des Weiteren
wurden Screenings mittels Liposomen sowie mit verschiedenen Bakterienstdmmen entwickelt
[106]. Andere Priifparameter sind Bestimmung des Kohlenstoffgehalts mittels TOC-Methode?,
pH-Wert- und Leitfdhigkeitsmessungen [107].

2Bestimmung des gesamten organischen Kohlenstoffs (total organic carbon, TOC)
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Ein sehr gut beschriebenes Beispiel fiir morphologische Analysen sind tibetanische Heilpflanzen.
Studien konnten zeigen, dass mittels Lichtmikroskopie die Authentizitit von Halenia elliptica
sowie funf Vertretern der Dickblattgewéchse (Crassulaceae) eindeutig nachgewiesen werden kann
[108, 109]. Alleine zur TLC wurde 1996 ein komplettes Buch iiber alle bekannten Anwendungs-
und Methodenvarianten verdffentlicht [110].

Am Beispiel von Ginko (Ginko biloba) lésst sich sehr eingéngig das Vorgehen bei der chemischen
Qualitatskontrolle verdeutlichen. Als Ginko-spezifische Marker sind Anthocyane, Flavonoide,
Phenolcarbonséuren, Polyprenole oder Terpene beschrieben. Ihre Extraktion wird mit Methanol,
Wasser oder Gemischen davon durchgefiithrt. Aulerdem sind {iberkritische Fluid-Extraktion
und subkritische Wasserextraktion moglich. Es folgt eine Aufreinigung mittels Fliissig-Fliissig-
Extraktion mit Essigsaureethylester. Separation und Detektion werden per RP-HPLC (reversed-
phase) mit Lichtstreu- (ELSD), Brechungsindexdetektor (RI) oder MS sowie GC mit Flammen-
ionisationsdetektor (FID) bzw. MS nach vorheriger Silylierung durchgefiihrt. Eine Hydrolyse
mit anschlieBender LC/MS- (Fliissigchromatographie) oder LC/MS/MS-Analytik erlaubt eine
parallele Untersuchung von Flavonoiden und Terpenen [111]. Fiir Alkaloide und Flavonoide
wurden zudem kapillarelektrophoretische (CE) Assays etabliert [112]. Eine sehr umfangreiche
Ubersicht chemischer Methoden bieten Hinsel et al. (2007) [97] mit detaillierten Beispielen fiir

viele bekannte Arzneipflanzen.

Alle diese Methoden werden von genetischen und 6kologischen Faktoren beeinflusst, was zu dem
Problem fiihrt, dass die grofle chemische Variabilitdt eines Planzenmaterials bzw. -extrakts eine
sichere Identifizierung oft nicht ermdéglicht. Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe rithrt unter
anderem von Anbaugebiet, Wachstums- und Lagerbedingungen ebenso wie von der Erntemethode
her [99]. Der Gehalt einzelner Inhaltsstoffe sowie ihr Verhéltnis unterliegen jahreszeitlichen und
umweltbedingten Schwankungen. Auch sind héufig Stoffgemische die wirksame Basis pflanzlicher
Arzneimittel. Dabei ist es meist nicht moglich alle wirksamkeitsbestimmenden Naturstoffe zu
ermitteln. Oft ist auch nur bekannt, dass ein Pflanzenextrakt zwar wirkt, aber nicht welche
seiner Inhaltsstoffe dafiir verantwortlich, d.h. zu analysieren wéren. Besteht ein Phytopharmakon
aus mehreren Pflanzen, werden spezifische Marker fiir jede Pflanze notwendig. Fiir qualitative
und quantitative Analysen kommen also nur Pflanzenmetabolite als Marker infrage, welche
von dufleren Faktoren unabhingig und spezifisch sind. Das Auffinden und eine entsprechende
Verifizierung solcher sekundéren Naturstoffe oder Proteine ist aufwendig bis unmdoglich [113].
Fiir eine mikroskopische Kontrolle andererseits ist grofle botanische Expertise notwendig, um
unter verwandten Pflanzen mit sehr dhnlichen Eigenheiten unterscheiden zu kénnen [99]. Diese
Problematik erklart die seit den frithen 1990er Jahren, parallel zur starken Zunahme an genetischen
Informationen, aufgekommene Entwicklung genombasierter Identifizierungen von Arzneipflanzen
[98] auf welche im Folgenden genauer eingegangen wird. Zuvor werden kurz die Moglichkeiten

immunologischer Methoden beleuchtet.
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3.4.2 Immunologische Nachweismethoden

Die ersten molekularbiologischen Methoden, welche Einzug in die Identifizierung pflanzlichen
Materials hielten, waren immunologische Assays wie z.B. Durchflusszytometrie, Immuno-Blotting.
Viele Arzneibiicher sehen heute alternativ zu den herkémmlichen Methoden auch den enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) vor. Mit einem ELISA werden Pflanzenproteine nachgewie-
sen. Hierbei wird die Eigenschaft spezifischer Antikorper genutzt, an nachzuweisende Antigene zu
binden. Fiir solche Tests existieren kommerzielle Kits im 96-Lochplattenformat, welche mit Hilfe
eines entsprechenden Plattenlesers ausgewertet werden. Bei der Detektion werden drei Arten

unterschieden: Homogen, kompetitiv oder Sandwich.

Im Bereich der Pflanzenanalytik etablierten sich Immunoassays zunédchst als Nachweis von kenn-
zeichnungspflichtigen Allergenen (2000/13/EG und 2003/89/EG) in Lebensmitteln. Poms et al.
(2006) [114] stellten dazu eine iibersichtliche Auswahl haufiger Allergene und ihrer Nachweis-
methoden zusammen. Immunologische Nachweise erfolgen auch mit Biosensoren, welche darauf
abzielen, die Aktivitat von pflanzlichen Inhaltsstoffen zu quantifizieren [115]. Im Bereich der
Arzneipflanzen wurde z.B. ein ELISA zum Nachweis von Inhaltsstoffen des Echten Johanniskrauts

(Hypericum perforatum) entwickelt [116].

Fiir einen Inhaltsstoffnachweis bietet ELISA den Vorteil einer sehr einfach zu realisierenden
Quantifizierung. Als grofler Nachteil stellt sich aber hdufig die nicht gegebene Vergleichbarkeit
von Ergebnissen heraus. Antikérper und Standards verschiedener Hersteller fithren nicht selten
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Eine allgemein anerkannte Standardisierung konnte bisher

nicht etabliert werden [117].

3.4.3 DNA-basierte Methoden zur ldentifizierung

Die molekulare Taxonomie hat gezeigt, dass DNA abschnittsweise speziesspezifisch ist. Mit
dem Aufkommen der modernen Molekularbiologie und Pflanzengenetik in den letzten Jahr-
zehnten wurden mehr und mehr genetische Nachweismethoden realisierbar. Im Gegensatz zu
den Markermolekiilen der chemischen Methoden, welche stark von Alter, physiologischen und
Umgebungsbedingungen beeinflusst werden, ist DNA ein sehr stabiles Makromolekiil, welches
kaum von dufleren Faktoren angegriffen wird. DNA ldsst sich aus frischem, trockenem und bereits
verarbeitetem biologischen Material isolieren [99]. Auflerdem ist sie fiir eine Pflanze universell, d.h.
nicht abhéngig von der Art des Gewebes. Die Verwendung von DNA zur Qualitdtskontrolle ist
eine Idee aus der Lebensmittelanalytik. Mit dem Nachweis allergener Zutaten in Lebensmitteln
[118], der Herkunftsanalyse von Zutaten (z.B. Gewiirze, Marzipan, Zimt, etc.) [119] und dem
Nachweis genetisch modifizierter Organismen (GMO) [120-123] gibt es drei wichtige Einsatzge-
biete. Die Methoden bieten eine zuverldssige und sichere Authentifizierung pflanzlichen Materials

auf DNA-Ebene.
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Aktuell nimmt die Zahl von DNA-basierten Methoden, welche molekulare Marker zur Identifizie-
rung von Arzneipflanzen nutzen, stark zu [124-127]. DNA als Marker ist insbesondere interessant
bei Taxa3 mit mehreren medizinisch verwendeten Spezies, die morphologisch oder chemisch kaum
zu unterscheiden sind. Auch werden zunehmend teure Arzneipflanzen mit billigen Alternativen
verfdlscht. Fir mehr als 200 Pflanzenspezies finden sich derzeit veroffentlichte DNA-basierte
Nachweise in der PubMed-Datenbank [99]. Die DNA-basierten Methoden lassen sich grundlegend
in zwei Typen einteilen: Nicht PCR-basierte und PCR-basierte Methoden.

Bei der Analyse von Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP) z.B. werden unter-
schiedliche Muster von Restriktionsfragmenten untersucht. Aufgrund von Sequenzunterschieden
erzeugen Restriktionsenzyme beim Verdau von sog. Markersequenzen pflanzenspezifische Frag-
mentierungsmuster, welche mittels Agarose-Gelelektrophorese getrennt und mittels Southern
Blotting detektiert werden kénnen. Polymorphismen als Erkennungsmerkmale einzelner Spezies
werden durch das Vorhandensein oder Fehlen von Banden detektiert [128]. Das Verfahren ist

recht aufwendig und bendtigt verhdltnisméafig viel DNA.

PCR-basierte Marker sind spezifische DNA-Loci, welche sich mit Oligonukleotid-Primern und
einer thermisch stabilen DNA-Polymerase amplifizieren lassen. Der grofie Vorteil der PCR ist,
dass nur eine sehr geringe Menge an DNA fiir einen Nachweis nétig ist und dass die Analyse
in kurzer Zeit durchgefithrt werden kann. Hierbei werden wiederum Methoden, welche keine
Sequenzinformationen bendtigen (amplified fragment-length polymorphism (AFLP), AP-PCR
(mit arbitrary primers), randomly amplified polymorphic DNA (RAPD)) und Methoden mit

speziesspezifischen Primern unterschieden, welche als am genausten gelten [113].

Bei sequenzunabhéngigen Techniken werden kurze Zufallsprimer mit einer Linge von acht bis
zwOlf Nukleotiden verwendet. Aus der genomischen DNA vervielfdltigen sich dann nur sog.
Markersequenzbereiche, die von den Sequenzen der Primer eingeschlossen werden. Mit geeigneten
Primern ergeben sich durch Elektrophorese individuell spezifische Bandenmuster, die es erlauben,
unterschiedliche Spezies zu identifizieren. Einige Methoden nutzen zudem Restriktionsanalysen
[129-132]. Heubl (2010) [99] hat eine umfassende Liste aller Arzneipflanzen veréffentlicht, deren
Nachweis DNA-basiert etabliert wurde, mit Angabe entsprechender Methoden und Marker.

Fiir Studien in welchen Marker mit bekannter Sequenz (sequenziert und in einer Datenbank
hinterlegt) verwendet werden, um verschiedene medizinisch relevante Taxa zu unterscheiden,
eignen sich orthologe Sequenzen als PCR-Targets [133]. Vor allem die internal transcribed spacer
(its) der 18S- und 26S-rRNA-Gene und intergenic spacer zwischen tRNA-Genen (¢rn) haben
sich als sehr wichtige und hilfreiche Loci fiir das sog. DNA-barcoding erwiesen. Es konnte gezeigt
werden, dass sich anhand des its-Locus zwischen etwa 4.800 Spezies mit einer Wahrscheinlichkeit
von 92,7% diskriminieren lasst [134, 135]. In 4.2.1.1 und 4.3.1 werden diese orthologen Regionen

von Bérlauch, Mistel und Weifldorn genauer beleuchtet.

3 Als Taxon wird eine systematische Einheit (Verwandtschaft) von Lebewesen bezeichnet.
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Tab. 3.3: Uberblick von DNA-Markern als Targets zur Identifizierung von Arzneipflanzen-Taxa und

Referenzen.
Arzneipflanzenspezies

Target  system. Name  dtsch. Name Referenz Fortsetzung

its Anoectochilus - [136] atpB-rbeL.  Fallopia Knoéterich [137]
Asarum Haselwurz [138-140] Phyllanthus - [141]
Astragalus Tragant [142-144]  atpF-atpA Angelica Engelwurz [145]
Brassicaceae  Kreuzbliitler [146] atpF-atpH ~ Amborella - [147]
Bupleurum Hasenohr [148] psbA-trnH  Aconitum Eisenhut [149]
Cimicifuga Wanzenkraut [150] Dendrobium - [151]
Dendrobium - [152-155] Ericaceae Rhododendron  [156]
Echinacea Sonnenhut [157] Frazinus Eschen [158]
Epimedium Elfenblume [159] Lonicera Heckenkirsche  [160]
Euphorbia Wolfsmilch [161, 162] Orobanchaceae  Wurzgewichs — [163]
Fallopia Knéterich [164] Pteridophyta  Farn [165]
Fritillaria Liliengewéchs [166] Sabia - [167]
Gentiana Enzian [157, 168] Scutellaria - [169]
Hedysarum Siifiklee [144] - Seegréser [170]
Matricaria Kamille [171] - Zierpflanzen [133]
Leonurus Herzgespann [172] psbK-psbl  Amborella - [147]
Orchidaceae Orchidee [173] trnC-trnD  Panaz Araliengewéchs [174]
Panaz Ginseng [175,176]  trnD-trnT  Dyosma - [177]
Papaver Schlafmohn [178] trnK Actinidia Strahlengriffel ~ [179]
Paris Einbeere [180] Atractylodes ~ Wurzelstock [181]
Paphiopedilum  Frauenschuh [182] Curcuma Ingwer [183]
Perilla Sesamblatt [184] trnL - Gréser [185]
Plantago Wegerich [186] trnL-trnF  Artemisia Korbbliitler [187]
Rehmannia Wurzgewéchs [188] Drynaria - [189]
Rutaceae Rautengewéchs  [190] Ephedra Meertraubel [191]
Salvia Salbei [192] Helleborus Nieswurz (193]
Swertia - [194] Lophophora Kaktee [195]
Tazaceae Eibe [196] Pueraria Hilsenfrucht [188]
Uncaria - [197] Rheum Rhabarber [198]

- mex. Kakteen [199]

Hauptséachlich fir chinesische Arzneipflanzen wurden bisher PCR-basierte Authentifizierungen
entwickelt [200, 201]. Gerade im chinesischen Raum werden zur Kostenersparnis haufig Natur-
praparate mit Ersatzstoffen verfilscht. Es sind Félle dokumentiert, wo Austauschstoffe, entweder
keine Wirkung hatten oder sogar zu Vergiftungen fiihrten. Ersatzstoffe und Verwechselungs- bzw.
Verfélschungsmittel lassen sich ebenfalls mit verschiedenen DNA-basierten Techniken nachweisen
[99]. Die Gruppe der Farnartigen Pflanzen (Pteridophten) z.B. ist in der traditionellen chinesischen
Medizin weit verbreitet. Mittels DNA-barcoding mit universellen Primern und entsprechenden
Variationen lassen sich sdmtliche im Chinesischen Arzneibuch [102] aufgefiihrte Vertreter der
Pteridophten anhand ihrer psbA-trnH-Regionen identifizieren [165]. Fir die Familie der Fallopia
(Knoteriche) wurde ein Nachweis mittels atpB-rbcL-Spacer etabliert [137] und Kakteenarten

Lophophora williamsii sowie L. diffusa sind anhand ihrer trnL-trnF-Spacer zu unterscheiden
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[195]. Weitere interessante Beispiele sind in der Literatur beschrieben [159, 196]. Tab. 3.3 gibt
einen Uberblick iiber alle medizinisch verwendeten Pflanzen, welche sich bisher anhand von
Markern entsprechender bekannter Spacer-Loci mit konventioneller PCR identifizieren lieflen.

Hao et al. (2010) [98] haben alle einsetzbaren Methoden zusammengestellt und erldutert.

Eines der wenigen Beispiele fiir eine PCR mittels spezifischem Target, welches im européischen
Raum Anwendung findet, ist die Kamille. Fiir sie selbst und mégliche Verfilschungen mit
giinstigen Pflanzenalternativen wurde gezeigt, dass eine reproduzierbare Identifizierung tiiber
ihre its-Regionen moglich ist [202]. Ebenso wurde versucht, den Pflanzenextrakt der Kamille
in seiner Gesamtheit zu erfassen und mittels metabolic fingerprinting zu klassifizieren [171].
Auch Echinacea liefl sich anhand der its-Region authentifizieren [157]. Bei allen beschriebenen
Beispielen handelt es sich ausschliellich um qualitative Nachweisemethoden, bei denen der elek-
trophoretische Endpunktnachweis des spezifischen Amplifikats als Identifizierung der jeweiligen
Pflanze gilt [113, 203]. Produkte dieser Pflanzen sind zumeist traditionelle Phytopharmaka, eine

Gehaltsbestimmung wird also nicht erwartet.

Im Vergleich mit makroskopischen, mikroskopischen und chemischen Analysen haben molekulare
Authentifizierungsmethoden zahlreiche klare Vorteile. Es gibt aber auch gewisse Limitierungen.
Bei der Herstellung von Phytopharmaka kann der Einsatz von hohen Temperaturen und extremen
pH-Werten notig sein. Dies fithrt zu mehr oder weniger starker DNA-Degradation und behindert
vor allem Techniken, die lange Markersequenzen (> 200 bp) verwenden [204]. In Pflanzen
haufig vorliegende hohe Konzentrationen an sekundéren Naturstoffen (Alkaloide, dtherische
Ole, Phenole, Polysaccharide, etc.) kénnen die DNA-Isolierung stéren oder PCR-inhibierend
wirken [205]. Insbesondere Polysaccharide inhibieren die Aktivitdt von Polymerasen, Ligasen und
Restriktionsenzymen. Polyphenole verhindern oft Restriktionsreaktionen, da sie irreversibel an
DNA binden. Ein hiufiges Problem von Heilpflanzen ist die Kontamination mit endophytischen
Pilzen, deren DNA eine Sequenzierung der Pflanzen problematisch macht [99]. Dariiber hinaus
nimmt die Etablierung von speziesspezifischen Primern viel Zeit in Anspruch. Kreuzreaktivitét
mit anderen Spezies miissen ausgeschlossen werden und botanische Kontaminationen oder

Verfilschungen sollten ausgeschlossen sein.

Zusammengefasst sind die vorgestellten DN A-Techniken leistungsstarke und sichere Methoden
zur Identifizierung von Taxa in Phytopharmaka. Sie liefern reproduzierbare Ergebnisse, welche
nicht von auf die Proben einwirkenden &ufleren Faktoren beeinflusst werden. Mit zunehmender
Nachfrage nach Heilpflanzen von hoher Qualitét, wird weiterhin der Bedarf an Authentifizierungen
auf DNA-Ebene steigen, um die therapeutische Effizienz, den fairen Handel mit Arzneidrogen und
das Vertrauen der Konsumenten sicherzustellen [99]. Mit der real-time PCR steht eine weitere zu
diesem Zweck kaum eingesetzte Technik zur Verfiigung, welche neben der Identifizierung auch
eine Quantifizierung des Ursprungsmaterials moglich macht. In der Lebensmittelanalytik hat sie

sich schon durchgesetzt, im Bereich der Arzneipflanzen finden sich nur einige wenige Beispiele.
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In Zukunft werden neue Tools zur DNA-Analyse die Palette der Moglichkeiten erweitern. Diese
next-generation-Techniken umfassen Minisequenzierung [206, 207], nanoscale DNA sequencing
[208] und microsphere based suspension array [209]. Dazu haben Methoden wie arrayed primer
extension reaction (APEX) [210, 211] und oligonucleotide ligation assay (OLS) [212] das Potential

die Authentifizierungsmethoden in hohem Grad durch multiplexing zu beschleunigen.

Im néchsten Abschnitt werden zunéchst Moglichkeiten zum Nachweis von Bérlauch, Mistel und
Weifidorn beleuchtet, welche vom BfArM anerkannt sind. Anschlieflend erfolgt eine Bewertung
hinsichtlich der Fragestellung, welche Methode sich zum parallelen Nachweis der drei Pflanzen in

Lefteria eignet.

3.5 Situation bei Barlauch, Mistel und Wei3dorn

Barlauch: Das DAB macht beziiglich von Gehaltsanalysen keine Vorgaben, zudem sind keine
Verfilschungen bekannt [95]. Alle bekannten Nachweise dienen nur der Identifizierung. Dabei
ist zu beachten, dass Béarlauchextrakte je nach Extraktionsmethode eine unterschiedliche Zu-
sammensetzung genuiner und nicht genuiner Inhaltsstoffe aufweisen. Cysteinsulfoxide sind nach
saurer Hydrolyse nachweisbar [10]. Thiosulfate, wasserdampffliichtige Bestandteile sowie freie
Aminosiuren werden mittels Wasserextraktion isoliert, fitherische Ole mit Chloroform/n-Hexan
bzw. Aceton/Chloroform [213]. Die Identifizierung der Inhaltsstoffe kann mikroskopisch anhand
der Blattepidermis oder iiber einen Nachweis der organischen Schwefelverbindungen stattfin-
den. Im Allgemeinen werden Farbungen mit Zinkstaub, Natriumhydroxid oder Natriumpenta-
cyanonitrosylferrat(II) verwendet. Alternativ kann eine Silberspiegelprobe oder eine TLC mit

Anisaldehyd-Reagenz durchgefiihrt werden [213].

Mistel: Ein Identitdtsassays fiir die Viscotoxine ist papierelektrophoretisch und ebenso mit
TLC oder HPLC moglich [214, 215]. Auch ein HPLC-Nachweis der Flavonoide ist zuléssig
[215, 216]. Mistelpraparate enthalten je nach Herkunft unterschiedliche Konzentrationen an
Mistellektinen (ML). Da die Lektine ihre Aktivitéat bereits bei hoher Verdiinnung zeigen und
in Mengen im Mikrogrammbereich giftig sind [217], wurden Methoden zu Bestimmung der
Gesamtkonzentration an ML I-III in Mistelpraparaten mit FPLC (fast protein), HPLC sowie
ELISA entwickelt. Die von Ziska et al. (1985) [218], Vang et al. (1986) [219] und Willer et al.
(1991) [220] etablierten ELISA sind relativ unspezifisch. Nachweismethoden wie Immundiffusion
[221] oder tiber Hamagglutination [222] arbeiten zwar spezifisch, sind aber nur semiquantitativ.
Aktueller Stand der Technik ist laut DAB eine ELISA-basierte Gehaltsbestimmung, welche
gleichzeitig vorhanden Subgruppen von Lektinen selektiv analysieren kann [217], aber die beiden
Nachteile hat, dass Saccharide storend wirken und Isolektine ungewiinscht ebenfalls detektiert

werden konnen [215].
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WeiBdorn: Geméfl dem DAB werden Flavonoide, Procyanidine, organische Sduren und Sterole
fir die Standardisierung und Qualitatskontrolle herangezogen [60]. Der Falvonoidgehalt ist tiber
das Jahr nicht konstant, die Konzentration an Procyanidinen héngt von der Vegetation ab,
aulerdem sind Verfalschungen mit Prunus spinosa, Robinia pseudoacacia und Sorbus aucuparia
bekannt [213]. StandardméBig wird zur Identifizierung eine HPLC der Flavonoide durchgefiihrt.
Daneben ist die Authentifizierung auch mikroskopisch anhand aufféllig rechteckiger Zellen in der
auBeren Epidermis moglich [213]. Die Detektion von Procyanidinen erfolgt iiber TLC. Alternativ
kann HPLC zur Bestimmung von Procyanidinmono- und Oligomeren eingesetzt werden [92].
Beziiglich Reinheit und Gehalt legt das Arzneibuch einen Grenzwert von 6% an Verunreinigungen
fest. Da die wirkenden Flavonoide nur in Blédttern, Bliiten und Friichten enthalten sind, darf
nur 10% pflanzliches Material aus Zweigen stammen. Der Flavongehalt wird photometrisch
bestimmt, fiir Glykosylflavone steht nur HPLC zur Verfiigung [223]. Es wird aber empfohlen, die
Procyanidine durch Farbung mit Folin-Reagenz oder n-Butanol/HCL zu quantifizieren [213].

Lefteria: Bei Lefteria als Mischpréparat ist der Inhaltsstoffnachweis besonders schwierig. Bér-
lauch und Mistel z.B. enthalten beide einen hohen Anteil an wirksamen Lektinen, was eine
proteinbasierte Differenzierung schwierig macht. Die vorgestellten vor allem spektroskopischen
Analysemethoden fiir die drei Arzneipflanzen sind mangels Selektivitédt fiir die Anwendung
bei Lefteria unbefriedigend. Selbst eine moderne Analysemethode wie die HPLC scheidet zur
Identitdts- und Reinheitspriifung sowie zur Gehaltsbestimmung aus. Zwar gibt es etablierte
Methoden, welche Flavonoide als Leitsubstanzen nutzen [224], allerdings sind Flavonoide sowohl
von Bérlauch als auch von Weifidorn wichtige Inhaltsstoffe. Die vorgestellten Methoden gehen

von Préparaten mit nur einem pflanzlichen Inhaltsstoff aus.

Im Hinblick auf die gestiegenen Anforderungen an die Qualitit pflanzlicher Arzneimittel aufgrund
der in den letzten Jahren stetig gewachsenen Anspriiche der Konsumenten spielt ein geeignetes
Analyseverfahren fiir die Qualitdtskontrolle, Sicherheit und die therapeutische Effektivitét eine
essentielle Rolle [225]. Die traditionelle chinesische Medizin ist mit iber 10.000 verschiedenen zur
Therapie eingesetzten Pflanzenspezies der weltweit grofite Erzeuger von Phytopharmaka [226].
Wegen dieser Vielfalt werden dort vermehrt DNA-basierte Analysen genutzt und auch fir die
Anwendung der real-time PCR zur mengenméfBigen Bestimmung von Arzneipflanzen sind erste
Beispiele beschrieben. Die Forschungsgruppe um Xue et al. (2006-2009) hat bisher als einzige fiir
acht chinesische Arzneipflanzen real-time PCR-basierte Nachweismethoden entwickelt. Tab 3.4
zeigt eine Ubersicht der publizierten PCR-Assays. Zunichst wurde 2006 fiir die tibetanische
Arzneipflanze Swertia mussotii die its-Region als robuster molekularer Marker zur Differenzierung
zwischen den teuren S. mussotii und 13 verwandten Verfilschungsmitteln etabliert [194]. Der
Assay wurde anschlieflend auf Euphorbia pekinensis [162] und Croton caudatus [227] iibertragen.

Im Jahr 2008 folgte eine PCR mit TagMan-Sonden zur Differenzierung der nahverwandten
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Tab. 3.4: Ubersicht iiber bisher publizierte real-time PCR-Assays fiir Arzneipflanzen.
Arzneipflanzenspezies
Target system. Name dtsch. Name Ziele Detektionsformat Referenz
. . Stinkendes Identifizierung von LightCycler-Sonde
its C. foetida . [230]
Wanzenkraut Substituten Schmelztemperatur
. Identifizierung von EtBr
its C. caudatus - ) ] ) [227]
Substituten ja/nein-Antwort
rpl16 » Authentifizierung EtBr
) S. mussotii - . ] ) [194]
its von Verfilschungen ja/nein-Antwort
TagMan-Sonden
Chinesischer
its2 G. macrophylla Engi Gehaltsbestimmung  realtive Quantifizierung [229]
Haan mittels 5.8S TRNA-Gen
. . Boden- Differenzierung von =~ TagMan-Sonden
its1 E. humifusa . . ) ] [228]
Wolfsmilch Verfalschungen ja/nein-Antwort
. Gefleckte Differenzierung von =~ TagMan-Sonden
its1 E. maculata . . ) ) [228]
Wolfsmilch Verfilschungen ja/nein-Antwort
. . . Chinesische Authentifizierung EtBr
its1 E. pekinensis . . ] ) [162]
Wolfsmilch von Verfilschungen ja/nein-Antwort
Differenzierung von scorpion-Primer
trnL-trnF  D. fortunei - Verfélschungen absulute Quantifizierung [189]
Gehaltsbestimmung mit genomischer DNA

Wolfsmilchgewéachse E. humifusa und E. maculata von weiter entfernt verwandten Verfalschungen
auf Basis von Sequenzunterschieden ihrer its1-Sequenzen [228]. Drynaria fortunei konnte anhand
von Sequenzvariationen des Spacers in der trnL-trnF-Sequenz mit scorpion-Primern von fiinf
Verfilschungen unterschieden werden. Hier wurde die real-time PCR auch zu ihrem eigentlichen
Zweck der Quantifizierung verwendet [189]. Ebenfalls mit TagMan-Sonden und der its2-Sequenz
wurde am Beispiel von Enzian (Gentiana macrophylla) eine relative Quantifizierung verwirklicht
[229]. Letztlich konnte fir Cimicifuga foetida mit LightCycler-Sonden ein qualitativer Assays
entwickelt werden, bei dem die Schmelzkurvenanalyse zur Detektion von Verfélschungen verwendet

worden ist [230].

Die Beispiele zeigen, dass die real-time PCR eine iiberaus geeignete Methode zur Bestimmung
der pflanzlichen Inhaltsstoffe in Mischpréaparaten ist. Im Bereich der Lebensmittelkontrolle hat
sich die PCR daher lingst durchgesetzt. Dies umfasst Methoden zur Detektion von Inhaltsstoffen,
aber auch zur Quantifizierung von Allergenen und GMO in Lebensmitteln [122]. So ist es zum
Beispiel moglich, Eier, Erdniisse, Haselniisse, Mandeln, Milch, Sellerie, Sesam und Soja [231] sowie
Gewiirze [119] anhand von DNA-Spuren in Lebensmitteln parallel quantitativ zu analysieren. In
der PubMed-Datenbank finden sich 144 entsprechende Arbeiten, einen guten Uberblick bietet
der Review von Poms et al. (2004) [232].

Fiir Lefteria erscheint die real-time PCR eine ideale Losung zu sein. Mit verschiedensten Targets
wurde gezeigt, dass die PCR zwischen einzelnen Spezies differenzieren kann und zudem eine

speziesspezifische Quantifizierung moglich ist. Dies erfiillt genau die Anforderungen der Aufga-
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benstellung dieser Dissertation. Der abschliefende Abschnitt des Kapitels erklart die Methodik
der real-time PCR mit besonderem Augenmerk auf die relative bzw. absolute Quantifizierung

sowie die Detektionsstrategien.

3.6 Quantitative real-time PCR

Im Vergleich zur konventionellen PCR mit anschlieender Agarose-Gelelektrophorese, welche eine
reine Endpunktbestimmung des PCR-Produkts darstellt, ermdglicht die quantitative real-time
PCR (qPCR) Aussagen iiber die Ausgangsmenge (starting quantity, SQ) der Template-DNA zu
gewinnen. Nach aktuellem Stand der Technik weist die real-time PCR, die grofite Sensitivitét,
hochste Reproduzierbarkeit und den breitesten dynamischen Bereich aller nukleinsédurebasierter
Methoden auf [233]. Das Prinzip beruht auf dem konventioneller PCR erweitert um die Quan-
tifizierung des generierten PCR-Produkts. Die Besonderheit der real-time PCR ist die Zugabe
von Fluorophoren, mit welchen der gesamte Amplifikationsprozess mittels Fluoreszenzdetekti-
on in Echtzeit (real-time) verfolgt und analysiert werden kann. Die Menge des amplifizierten
PCR-Produkts verhélt sich dabei proportional zum Fluoreszenzsignal. Anhand der aufgezeichne-
ten Amplifikationskurve erfolgt eine relative oder absolute Quantifizierung der amplifizierten
Template-DNA. Eine anschliefende Schmelzkurvenanalyse wird genutzt, um das PCR-Produkt
iiber seine Schmelztemperatur, welche eine Funktion aus Produktlinge und Basenzusammenset-
zung darstellt, zu charakterisieren. Aulerdem kénnen unerwiinschte, unspezifische Koamplifikate
und Primerdimere detektiert werden. Im Unterschied zu semiquantitativen PCR-basierten Analy-
sen mit Hilfe von Densitometrie oder Southern Blotting bei denen Bandenintensitdten verglichen
werden, erfordert die real-time PCR keine nachtriagliche Bearbeitung der Amplifikate, wodurch

eine mogliche carry-over-Kontaminationsgefahr des PCR-Produkts vermieden wird.

3.6.1 Ablauf der Reaktion

Ein real-time PCR-Zyklus besteht wie bei herkémmlicher PCR aus Denaturierung, Hybridisierung
und Elongation, wobei der zweite und dritte Schritt bei der real-time PCR, aufgrund besonders
optimierter Reagenzien und sehr kurzer Amplifikate, auch zusammengefasst werden kénnen (two-
step protocol). Die typische Amplifikation lasst sich in drei Phasen einteilen: Initiale lag-Phase,
exponentielle Phase und abschlieende Plateau-Phase (Abb. 3.5). Nur die exponentielle Phase wird
zur exakten Quantifizierung des Amplifikats herangezogen. Als Maf fiir die Quantifizierung wird
die Zyklenzahl bestimmt, ab der sich das Fluoreszenzsignal deutlich vom Hintergrundrauschen
abhebt und sich die PCR schon in der exponentiellen Phase befindet (threshold cycle, Ct-Wert).
Dazu wird aus dem Hintergrund eine Basislinie (threshold) berechnet. Der Schnittpunkt von
Amplifikationskurve und Basislinie entspricht dem Ct-Wert und ist charakteristisch fiir die

Ausgangsmenge an Template-DNA in der Probe. Der Ct-Wert ist umso niedriger, je hoher
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Abb. 3.5: Amplfikationsverliufe von konventioneller und real-time PCR. Bei der konventionellen PCR
(a) kann von der Bandenintensitét kaum auf die Template-Menge zuriickgeschlossen werden.

Durch die Bestimmung des Ct-Werts ermdoglicht dies die PCR (b) auf anschauliche und sehr
genaue Art und Weise.

die Ausgangskonzentration der DNA ist. Ein um einen Zyklus geringerer Ct-Wert entspricht
der doppelten Menge an eingesetzter DNA [234]. Das erhaltene Fluoreszenzsignal S lésst sich

mathematisch wie folgt beschreiben:
S=k-SQ-E° (3.1)

Dabei stellt k£ den Proportionalitétsfaktor fiir den beschriebenen funktionellen Zusammenhang von
PCR-Produktmenge und Signalintensitét dar. Mit der Anzahl an initial vorliegenden Template-
Sequenzen S@, der PCR-Effizienz E und der Zyklenzahl C' leitet sich ein logarithmischer
Zusammenhang zwischen Zyklenzahl und Ausgangsmenge des Templates her. Dabei ist m die

Steigung und b der Achsenabschnitt:
C=m-logSQ+b (3.2)

mit m = — (logE) ™" und b = — (logE) ™" - (logk + logs)

Nach dieser Umrechnung wird der lineare Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Aus-
gangsmenge und der Zyklenzahl deutlich. Fiir eine korrekte Auswertung ist auflerdem die Effizienz
der PCR ein bestimmender Faktor [234]. Sie héngt von vielen verschiedenen Faktoren ab und
muss daher experimentell ermittelt werden, dazu wurden verschiedene Methoden etabliert, welche

im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen.
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Abb. 3.6: Berechnungsstrategien fiir die PCR-Effizienz. (A) Berechnung anhand von dekadischen
Verdiinnungsreihen. (B) Berechnung aus dem absoluten Fluoreszenzanstieg (vgl. [236]).

3.6.2 PCR-Effizienz

In der exponentiellen Phase einer idealen PCR findet in jedem Zyklus eine Verdoppelung des
PCR-Produkts statt. Mathematisch gesehen wird dieses mittels einer Exponentialfunktion zur
Basis zwei beschrieben. Der Betrag der Basis wird als Effizienz der Amplifikation bezeichnet,
eine ideale PCR verlduft daher mit einer Effizienz von zwei. Reale PCR-Amplifikationen weisen

allerdings Effizienzen auf, welche kleiner als zwei sind [235].

Zur Bestimmung der Effizienz wird am h&ufigsten eine Gerade aus unterschiedlichen Verdiin-
nungsstufen erstellt [237]. Die ermittelten Ct-Werte werden gegen den Logarithmus der Template-
Konzentration aufgetragen, aus der Steigung m kann die real-time PCR-Effizienz bestimmt
werden (Abb. 3.6A). Dabei sollte moglichst fiir jede Probe eine individuelle Verdiinnungsreihe
verwendet werden. Ist das Probenmaterial nicht ausreichend, kann alternativ eine repréasentative

Mischprobe erstellt werden [234]. Die Effizienz E berechnet sich nach folgender Formel:
E=10""m (3.3)

Fir jede Probe einzeln bietet die Methode sehr gut vergleichbare Ergebnisse, ist dafiir aber sehr
arbeitsintensiv. Eine Mischprobe weist erhebliche Méngel auf, da sie nicht auf probenindividuelle
Unterschiede eingeht [234]. Die Methode tiberschétzt zudem die wahre Effizienz, es kénnen Werte
iiber zwei erhalten werden. Wurden alle Werte mit derselben Methode bestimmt ergibt sich

daraus allerdings mathematisch kein Problem.

Die Effizienz ldsst sich auch aus dem Fluoreszenzanstieg in der exponentiellen Phase der PCR
berechnen (Abb. 3.6B). Die Steigung der exponentiellen Phase wird durch lineare Regression ermit-
telt, sie entspricht wiederum der PCR-Effizienz [236, 238]. So kénnen zwar sehr einfach probenindi-
viduelle Effizienzen ermittelt werden, allerdings unterliegt die Methode grofien Schwankungen, da
Anfang und Ende der exponentiellen Phase manuell festgelegt werden miissen. Hierdurch werden

die wahren Effizienzen oft unterschitzt. Haufig liegt sie nur bei Werten zwischen 1,3 und 1,6 [234].
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Abb. 3.7: Weitere Berechnungsstrategien fiir die PCR-Effizienz. (A) Mathematische Berechnung mit
yo = Hintergrundsignal, a = max. Fluoreszent — yo, ¢ = erstes Maximum (Wendepunkt),
b = Steigung in zg. (B) Berechnung der real-time PCR-Effizienz ausgehend von einem einzigen
Reaktionsansatz. Die sigmoide Amplifikationskurve ldsst sich mit einem parametrischen
logistischen Regressionsmodell insgesamt gut beschreiben. Zwischen Messpunkt sieben und 15
zeigt der Verlauf der Fluoreszenz exponentielles Verhalten und wird mit einem exponentiellen
Modell ideal beschrieben. Zur Beschreibung der Grundphase dient ein lineares Modell. Im
kleinen Plot sind die ersten 15 Messpunkt dargestellt, um die Bestimmung der exponentiellen
Phase zu verdeutlichen (vgl. [239, 240]).

Als dritte Alternative bietet es sich an, die Effizienz anhand mathematischer Algorithmen fiir jede
Probe einzeln zu berechnen. Dabei werden nicht ,, willkiirlich® einzelne Zyklen ausgesucht, sondern
die gesamte Fluoreszenzkurve beriicksichtigt. Der PCR-Verlauf wird an ein sigmoidales Modell
mit vier Parametern angepasst. Bei sehr hoher Korrelation (R? > 0,99) kann die Effizienz anhand
der Variablen b geschétzt werden (Abb. 3.7A). Hierbei werden die Effizienzen am Wendepunkt
der Kurve bestimmt. Wiederrum unterschitzt auch diese Methode die wahre Effizienz zum Teil

erheblich [239, 240].

Der neueste Ansatz zur Effizienzbestimmung erfolgt anhand eines exponentiellen Modells der
PCR-Kinetik. Zunéchst wird die Hintergrundfluoreszenz mittels linearer Regression bestimmt

(Abb. 3.7B). Mit einem sog. standardized-residual-Algorithmus werden die Messwerte gefunden,
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die nicht mehr der linearen Funktion der Hintergrundfluoreszenz folgen. Diese Zyklen stellen
den Beginn der exponentiellen Phase dar. Mit einem logistischen Regressionsmodell werden
anschlieBend die Messwerte gesucht, die sich nicht mehr exponentiell verhalten. Dazu werden alle
Zyklen betrachtet und das zweite Maximum (second derivative mazimum, SDM) berechnet [234].
Ab dem SDM verlduft die Zunahme der Fluoreszenz nicht mehr exponentiell. Der letzte Zyklus
vor dem SDM bildet mathematisch das Ende des exponentiellen Modells. In die nachfolgende
Berechnung werden wieder der Wendepunkt, aber auch das erste Maximum (first derivative
maximum, FDM) und zehn Zyklen des exponentiellen Modells mit einbezogen. Das Modell zeigt

realistische Effizienzen um 1,9 bei geringer Varianz und hoher Genauigkeit [240].

Sind die PCR-Effizienzen der Proben bekannt, kommen mehrere Modelle zur Normalisierung und
Quantifizierung der Ergebnisse in Frage. Es unterscheiden sich zwei Quantifizierungsstrategien
grundsétzlich voneinander: Relative Quantifizierung und absolute Quantifizierung. Online ist

dazu eine gute schematische Orientierungshilfe verfiighar.

3.6.3 Relative Quantifizierung

Fir Genexpressionsanalysen mit cDNA als Template kommt vor allem die relative Quantifi-
zierung in Frage. Dabei wird die Genexpression des zu untersuchenden Gens auf ein weiteres
nicht reguliertes housekeeping-Gen (HKG) als interner Standard bezogen. Varianzen aufgrund
unterschiedlicher RNA- bzw. cDNA-Qualitit einzelner Proben werden dadurch kompensiert. Bei
der relativen Quantifizierung werden keine absoluten Startkopienzahlen erhalten, sondern relative
Verhéltnisse zu einer Kontrollprobe. Die einfachste Form dieser Normalisierung beriicksichtigt
Effizienzen nicht [237]. Bei der AACt-Methode werden zunéchst die Ct-Werte von Zielgen und
Referenzgen subtrahiert:

ACt = CtZielsequenz - CtReferenz (34)

Nach dieser ersten Normalisierung werden die ACt-Werte der Proben und der Kontrolle vonein-
ander abgezogen:

AACt = ACtProbe - ACtKom:rolle (35)

Der relative Expressionsunterschied (Ratio) fiir das Zielgen zwischen Probe und Kontrolle ergibt

sich aus folgender arithmetischen Formel:
Ratio = 2784 (3.6)

Das AACt-Modell geht von idealer Effizienz aus, d.h. Verdoppelung der PCR-Produkte in jedem
Zyklus, was nicht der Realitdt entspricht. Da geringste Schwankungen in den Effizienzen von

Zielgen und Referenz zu enormen Unterschieden der Expressionsrate fithren [241], wurde die

Yerww . strategy.gene-quantification.info/
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relative Quantifizierung optimiert, um den unterschiedlichen Effizienzen Rechnung zu tragen. Das
effizienzkorrigierte relative Quantifizierungsmodell setzt sich aus der Berechnung der Expression

des Zielgens geteilt durch die Berechnung der Expression des Referenzgens zusammen [242]:

ACtzielsequenz (Kontrolle — Probe)

E..
. ""Zielsequenz
Ratlo B E ACtReferenz(Kontrone - PrObe) (37)

Referenz

Da idealerweise das Referenzgen nicht reguliert ist, heben sich die Ct-Werte von Kontrolle und
Probe gegenseitig auf. Damit lasst sich das Modell vereinfacht darstellen:

ACtziclsequenz (Kontrolle — Probe)

E..
Ratio — Zielsequenz 5 . (38)

Referenz

E ACtziclsequenz (Kontrolle — Probe)

= Zielsequenz

(3.9)

Die effizienzkorrigierte relative Quantifizierung mittels real-time PCR, stellt bis dato die genaueste

Form der relativen Quantifizierung dar [234].

Héaufig zur Normalisierung herangezogene Referenzgene sind in der Reihenfolge ihrer Verwendung
gapdh, die 18S- und 26S-rRNA-Gene, Ubiquitin, Histon-Untereinheiten und B-Actin. Bei jeder
Genexpressionsanalyse empfiehlt es sich mehrere HKG zu verwenden und nach dem stabilsten Gen
zu screenen. Das Programm BestKeeper erlaubt es, das am besten geeignete, also am wenigsten
regulierte Referenzgen aus einem Index von zehn unterschiedlichen Proben zu bestimmen. Es
wurde validiert fiir einen Vergleich von vier HKG [243]. REST (relative expression software tool)
stellt eine Programmerweiterung dar. Mit REST lassen sich auch Expressionsunterschiede von
zwei unterschiedlich grofien Gruppen berechnen und statistisch auswerten [244]. Die Gruppen
werden als Mittelwerte zusammengefasst und die Expressionsunterschiede der Gruppen sowie
die Varianzen der einzelnen Expressionen gegen das am besten geeignetste HKG normalisiert.

Zudem testet REST die Ergebnisse statistisch und gibt Signifikanzlevel an [243].

Noch einen Schritt weiter geht das Programm geNorm®, ein VBA-Applet fiir Microsoft Excel. Das
Programm geNorm kann ebenfalls das am besten geeignetste HKG aus einem Set von getesteten
Referenzgenen bestimmen. Die zugrundeliegende Quantifizierungsmethode wird qBase genannt
[245, 246]. Eine noch genauere Normalisierung wird dabei erreicht, indem ein Index aus mehreren
geeigneten HKG gebildet wird. Dazu wird ein individueller Normalisierungsfaktor fiir jede Probe
auf Basis des geometrischen Mittels der Referenzgene gebildet und fiir die Berechnung der Ratios
verwendet [247]. Zunéchst werden die Ct-Werte (Mittelwerte aus Triplikaten, Ctyitter) in relative
Werte W umgerechnet, MinCtyjtter ist der niedrigste aller gemittelten Ct-Werte:

Wg = E(MiHCtMittel — CtMittel) (3,10)

Shttp://medgen.ugent .be/~jvdesomp/genorm/
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WRgr-Werte aller Referenzgene werden als sog. Index in Matrixform in geNorm importiert. Die
Software bewertet die Stabilitdt der Gene und schlieBit sukzessive HKG aus dem Index aus,
bis dieser die statistisch signifikant beste Normalisierung erméglicht. Mit dem optimalen Index
werden die jeweiligen Normalisierungsfaktoren berechnet und damit eine beliebige Anzahl an

Zielgenen normalisiert [248].

3.6.4 Absolute Quantifizierung

Vor allem fiir Arbeiten mit genomischer DNA ist die absolute Quantifizierung sinnvoll, da hier
Referenzsequenzen nur schwierig als solche definiert werden kénnen. Die absolute Quantifizierung
erfolgt mittels einer Kalibriergerade, basierend auf einer Verdiinnungsreihe von PCR-Produkten,

Plasmid-DNA, in vitro transkribierter RNA oder synthetischer DNA als Standards [249, 250].

Entsprechende Kalibriergeraden werden analog zur Effizienzbestimmung erstellt. Mittels linea-
rer Regression der Ct-Werte der einzelnen Verdiinnungsstufen, welche gegen den Logarithmus
der Kopienzahl jeder Stufe aufgetragen worden sind, werden sie berechnet. Da die Nukleotid-
zusammensetzung der Standards bekannt ist, ldsst sich aus ihrer photometrisch bestimmten
Konzentration die Anzahl an Kopien des Standards in jeder Verdiinnungsstufe berechnen. Aus
dem Vergleich des Ct-Werts einer Probe mit der Kalibriergerade léasst sich direkt die in der
Probe enthalte Anzahl an Kopien der Target-Sequenz ablesen [251]. Fiir den Vergleich ist es aber
eminent wichtig, dass die PCR-Effizienzen von Probe und Standard sehr &hnlich sind. Unter-
schiede lassen sich zwar mathematisch ausgleichen, dies schadet allerdings der Glaubwiirdigkeit

der Ergebnisse [252].

Kalibriergeraden sind hochgradig reproduzierbar und erlauben das Generieren von hoch spezifi-
schen, sensitiven und reproduzierbaren Daten. Der dynamische Bereich einer Kalibriergerade
kann iiber zwolf Gréfienordnungen von < 101 bis 10!? Standardmolekiilen reichen [250]. Da
die Genauigkeit der absoluten Quantifizierung von der Genauigkeit der Standards abhéngig ist,
miissen die Standards sorgfiltig optimiert und validiert werden. Design, Herstellung, Konzen-
trationsmessung und Langzeitstabilitdt sind dabei nicht unproblematisch. Die Stabilitdt und
Reproduzierbarkeit der PCR-Ergebnisse hdngen stark mit der Art des Standards zusammen.

Tab. 3.5 gibt eine Ubersicht der Vor- und Nachteile der jeweiligen Standards.

Klonierte DNA ist sehr stabil und auch nach langer Lagerung noch ein reproduzierbarer Standard.
Im Vergleich zu frisch synthetisierten PCR-Produkten sind Plasmide resistent gegen unspezifi-
schen Verdau und proofreading-Aktivitéat von DNA-Polymerasen wihrend der Amplifikation [250].
Ein Problem aller Kalibriergeraden ist allerdings die hohe Empfindlichkeit der gPCR. Minimale
Abweichungen zwischen Ct-Werten resultieren in grolen Schwankungen der absoluten Kopienzah-
len [253]. Daher muss die Quantifizierung mit externen Standards vorsichtig angegangen werden

(z.B. Einsatz vieler biologischer und technischer Replikate) [254].
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Tab. 3.5: Vergleich der Quantifizierungsstrategien. Jede Methode hat ihre individuellen Vor- und
Nachteile, wobei fiir Arbeiten mit mRNA eher relative und mit genomischer DNA eher
absolute Quantifizierung verwendet wird.

relative abolute Quantifizierung
Quantifizierung PCR-Produkt Plasmid-DNA artifizielle RNA®
kein Standard sehr stabil .
. . . . ., bestes Modell fiir
Vorteile  wenig Aufwand schnell keine Reamplifikation RNA
m
kaum Pipettieren gutes Modell

o sehr instabil
stabile interne

. instabile Reamplifikation — Klonierungs- und komplizierte Klonierung
Nachteile  Referenz .
. Modell fiir kurze DNA Aufreinigungsaufwand RNA-Synthese
relative Aussage ) )
Reproduzierbarkeit

# Von einem Plasmid ausgehend in vitro transkribierte RNA.

> Erneute Amplifikation von aus einem Gel aufgereinigter DNA.

Gleichgiiltig wie gut die absolute Quantifizierung validiert wurde, lohnt sich der Aufwand (z.B.
Klonierung, Kultivierung, Aufreinigung und Testung) fiir viele Anwendungen nicht. Hochstens das
Screening nach Mikroorganismen in Lebensmitteln oder die Bestimmung von GMO-Anteilen oder
ahnliche Assays mit genomischer DNA als Template verlangen eine solch hohe Genauigkeit. Also
in Féllen, welche die Sicherheit von Menschen betreffen. Zudem kann absolute Quantifizierung

notig sein, wenn sich keine stabile Referenzsequenz fiir eine relative Quantifizierung finden lasst.

3.6.5 Detektionsmethoden

Zur Erzeugung des Fluoreszenzsignals stehen zwei grundsétzlich verschiedene Techniken zu Verfii-
gung: Unspezifische, in die doppelstrangige DNA interkalierende Farbstoffe und sequenzspezfische
Sonden [255, 256]. Die bekanntesten Vertreter interkalierender Fluorophore sind DAPI, Ethidium-
bromid und SYBR Green I, von denen sich SYBR fiir den Einsatz in der qPCR seit vielen Jahren
etabliert hat [257-259]. Im Gegensatz dazu nutzen Sonden Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
(FRET) in einem Donor-/Akzeptorsystem. Das Donor-Fluorophor wird durch eine Lichtquelle
angeregt und gibt Energie auf ein sich in der Nahe befindendes Akzeptor-Fluorophor weiter.
Durch die spezifische Hybridisierung der entsprechenden Sonde an ein DNA-Molekiil verdndert
sich der Abstand zwischen Donor und Akzeptor, was sich im Fluoreszenzsignal widerspiegelt

[259, 260]. Es folgt eine kurze Vorstellung der einzelnen Detektionssysteme (Abb. 3.8).

SYBR Green I: SYBR ist ein asymmetrischer Cyaninfarbstoff der sequenzunspezifisch in die
kleine Furche doppelstrangiger DNA interkaliert [255]. Durch Konformationsénderung steigert
sich die Fluoreszenzintensitiat im Vergleich zu ungebundenen Molekiilen um mehr als Faktor 1.000.
Die Anregung erfolgt mit einem Argonlaser bei 480 nm, das Emissionsmaximum liegt bei 520 nm.
Quenching spielt dabei keine Rolle, da die Reaktionslosung mit Farbstoff gesittigt wird und das
Quenching auch proportional zur Menge an Amplifikat ist. Vorteil von SYBR sind die im Vergleich
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Abb. 3.8: Detektionsformate fiir die real-time PCR. Neben den klassischen drei Detektionsmethoden
SYBR (a), TagMan- (b) und LightCycler-Sonden (c) wurden in den letzten Jahren neuartige
Sondenformate wie molecular beacons (d), scorpion-Primer (uni- und bi-probe) (e) oder
LUX-Primer (f) entwickelt. Sterne symbolisieren Licht emittierende Fluorophore.

zu Sonden weitaus geringeren Kosten und universelle Einsetzbarkeit. Als Nachteil wird oft
angefiihrt, dass Koamplifikate und Primerdimere als dsSDNA ebenfalls detektiert werden, allerdings
sollten sie fiir eine korrekte Quantifizierung unabhéngig vom Detektionsformat generell vermieden
werden. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit einer Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte,
welche die Reinheit der PCR-Produkte absichert [261, 262]. Die Schmelztemperatur einer dsDNA
héngt von ihrer Basenabfolge ab und ist charakteristisch fiir jedes individuelle PCR-Produkt.

TagMan-Sonden: Diese Hydrolysesonde enthélt einen Reporterfarbstoff und einen Fluoreszenz-
quencher an den beiden Enden [263, 264]. Sie ist komplementér zu einem 20-30 bp langen Sequenz-
abschnitt zwischen den beiden Primerbindestellen. Aufgrund der Bindung von Reporter (Donor)
und Quencher (Akzeptor) am gleichen Molekiil besteht eine raumliche Ndhe und das Signal wird
geloscht. Wéahrend der Synthese des Gegenstrangs baut die DNA-Polymerase, welche eine 5°-3’-
Exonukleaseaktivitit aufweist, die Sonde vom ihrem 5’-Ende her ab. Der Reporter wird freigesetzt

und entfernt sich rdumlich vom Quencher. Die Fluoreszenz steigt mit jedem PCR-Zyklus an [259].
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LightCycler-Sonden: Bei dieser Art von Hybridisierungssonden befinden sich zwei Sonden,
welche nebeneinander an die Zielsequenz binden koénnen, in der Reaktionsmischung: Ein Donor
und ein Reporter (Akzeptor). Mit Zunahme an PCR-Produkt in jedem Zyklus, kénnen immer
mehr Sonden mit dem komplementéiren Amplifikat hybridisieren und die damit resultierende Néhe
von Donor und Akzeptor fithrt zur vermehrten Freisetzung des Akzeptorfluoreszenzsignals [265].
Das System kann nur in LightCyclern der Firma Roche (Basel, Schweiz) eingesetzt werden und
bietet auch die Moglichkeit einer Schmelzkurvenanalyse. Als LoopTag-Sonden steht neuerdings

ein vergleichbarer Mechanismus auch fiir andere PCR-Geréte zur Verfiigung.

Molecular beacons: Diese weiterentwickelte TagMan-Sonde tragt zusédtzlich komplementéare
Sequenzbereiche am 5’- und 3’-Ende. Die resultierende Haarnadelstruktur (stem-loop) bringt
Reporter und Quencher in rdumliche Nédhe und verhindert die Lichtemission sehr effizient. Durch
Auflésung des stem-loops bei Hybridisierung mit dem PCR-Produkt vergréfiert sich ihr Abstand

und die Zunahme an Fluoreszenz kann detektiert werden [266].

Scorpion-Primer:  Scorpion-Primer sind bifunktionelle Molekiile, bei denen ein Primer kovalent
an das 3’-Ende der Sonde gekoppelt ist. Die Sonde enthéilt ebenfalls ein Fluorophor und einen
Quencher, welche sich durch komplementére Hybridisierung nahe kommen. Sind Reporter und
Quencher iiber einen stem-loop verbunden, wird von uni-probe gesprochen, gibt es keine Verbin-
dung handelt es sich um eine bi-probe. In Anwesenheit von PCR-Produkten binden die beiden

Sondenteile komplementér an die Amplifikate und erzeugen so das Fluoreszenzsignal [267].

LUX-Primer: Bei LUX (light upon extension) wird mit einem am 3’-Ende fluorogenen Primer
und einem unmarkierten Primer gearbeitet. Der fluorogenen Primer hat eine kurze Sequenz von
sechs bis acht Nukleotiden am 5’-Ende, welche komplementar zum 3’-Ende des anderen Primers
ist. Die daraus resultierende Struktur bietet ein optimales Quenching. Bei dem Effekt handelt es
sich streng genommen nicht um FRET. Werden die Primer in die entstehende dsDNA eingebaut,

nimmt das Signal messbar zu [268].

Fazit: Allen Sondensystemen ist gemeinsam, dass sie aufwendig und teuer sind. Allerdings
bieten sie eine uniibertreffbar hohe Spezifitdt und Sensitivitéat. Bei der Etablierung eines neuen
real-time PCR-Assays miissen zunéchst mit SYBR die notwendigen Grundlagen geschaffen werden.
Untersuchungen hinsichtlich der optimalen Bedingungen zur Primerbindung, der Spezifitiat der
Templates und die Etablierung eines Systems zur Quantifizierung stehen dabei im Mittelpunkt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen das Vorgehen einer solchen Entwicklung am Beispiel des

Phytopharmakons Lefteria.
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Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten experimentellen Arbeiten wurden mit dem
Ziel verfolgt, fiir das Phytopharmakon Lefteria (fiir genauere Erlauterungen siehe 3.1) verschie-
dene DNA-basierte Nachweismethoden zur Detektion der enthaltenen pflanzlichen Inhaltsstoffe
Bérlauch, Mistel und Weifidorn zu entwickeln. Diese Arbeiten umfassen den gesamten Aufbau
eines Systems zu Kontrolle von Lefteria-Tabletten und gliedern sich in die Entwicklung und den
Vergleich von DNA-Extraktionsmethoden (4.1), qualitative PCR-Analysen zur Identifizierung
der drei Arzneipflanzen (4.2) und ihre absolute Quantifizierung mittels real-time PCR (4.3). In
den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse dargestellt und diskutiert.

Zusétzlich zu diesem Hauptteil an experimentellen Arbeiten wurde eine Bestimmung der Genom-
groflen von Bérlauch, Mistel und Weildorn durchgefiihrt. Dies dient der Vorbereitung kiinftiger
Sequenzierungen der Pflanzengenome, welche die Spezifitdt des entwickelten Pflanzenassays besté-
tigen konnen. Die Daten wurden zudem auch zur Interpretation von real-time PCR-Ergebnissen
genutzt. Das Vorgehen und die gewonnenen Ergebnisse sind in Anhang A.1 dargestellt. Die
Etablierung notwendiger Protokolle fiir Klonierungen und PCR wurde am Beispiel der rekombi-
nanten Herstellung des humanen Wachstumsfaktors VEGF vorgenommen. Dies ist in Anhang
A.2 geschildert. Es wird dabei beispielhaft gezeigt, wie die in der Theorie beschriebenen Norma-
lisierungsstrategien anzuwenden sind. Sdmtliche Versuchsbeschreibungen sowie Protokolle zur

Durchfithrung finden sich im Anhang A.3 bis A.6 ab Seite 142.

4.1 Verschiedene Methoden zur Extraktion von genomischer DNA

Zur Entwicklung und Etablierung von DNA-basierten Untersuchungsmethoden zum Nachweis der
pflanzlichen Inhaltsstoffe des Phytopharmakons Lefteria ist die Isolierung der genomischen DNA
notwendig. Fir pflanzliche DNA-Extraktion werden aktuell verschiedene sowohl auf Féallung als
auch auf Silica-Adsorption basierende Methoden verwendet. Diese zeigen je nach Pflanzenart
und Anwendungsgebiet unterschiedlich Vor- und Nachteile. Daraus ergab sich fiir dieses Kapitel
die Zielsetzung, aus der Fiille von Methoden eine fiir die Extraktion von Bérlauch-, Mistel- und
Weildorn-DNA aus Lefteria-Tabletten geeignete Variante zu finden. Um dieses Ziel zu erreichen,

wurden die folgenden Untersuchungen durchgefiihrt:
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Abb. 4.1: Die pflanzliche Inhaltsstoffe von Lefteria. (A) Bérlauchblitter, (B) Mistelkraut und (C)
Weildornblédtter werden zur Herstellung der Tabletten getrocknet, gerebelt und vermahlen.

e Vergleich und Bewertung von konventionellen Féllungs- und Adsorptionsmethoden im

Hinblick auf DNA-Ausbeute, -Qualitdt und Reproduzierbarkeit

o Test verschiedener automatisierbarer Systeme, um eine routineméflige Qualitdtskontrolle

von Lefteria zu ermdéglichen

¢ Neuentwicklung einer auf Ionenaustausch basierenden automatischen Methode als Alterna-

tive zur Silica-Adsorption

e Untersuchung von spezifischer DNA-Hybridisierung an Magnetpartikel als Ersatz fiir die
PCR-Analytik

Spezifische DNA-Amplifikation ist ein modernes Werkzeug zur Kontrolle pflanzlicher Arzneimittel.
Die Grundlage zur Realisierung von DN A-basierten PCR~Assays wird zwangslaufig durch eine
ausreichend zuverldssige und robuste Methode zur Gewinnung der pflanzlichen DNA gebildet.
Eine DNA-Extraktion als Vorbereitung zur eigentlichen Analyse muss einfach, schnell und effizient
sein. Die wichtigsten Faktoren hinsichtlich der Giite nachfolgender PCR-Analysen sind eine
hohe Reproduzierbarkeit der Extraktion und die Qualitdt der DNA [269]. Die Anwesenheit von
PCR-Inhibitoren aus der Pflanzenmatrix oder den verwendeten Reagenzien muss vermieden

werden, da sie die Analyseeffizienz reduziert und damit die Aussagekraft verschlechtert.

Pflanzlicher Inhaltsstoffe wie azide Polysaccharide und diverse Polyphenole sind Stérfaktoren der
DNA-Extraktion [270-272]. Zudem sind diese Stoffe Inhibitoren fiir DNA-Polymerasen [273, 274].
Ebenso storen Fette und Salze [275] sowie in diesem Fall moglicherweise weitere Zusatzstof-
fe aus den Lefteria-Tabletten. Bérlauch, Mistel und Weifidorn liegen als Ausgangsstoffe zur
Lefteria-Herstellung in getrockneter und gemahlener Pulverform vor (Abb. 4.1). Prozessiertes
Pflanzenmaterial stellt fiir jede DNA-Extraktion eine besondere Herausforderung dar. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit ist die DNA durch Scherstress beim mechanischen Zerkleinern oder Hydroly-
sieren beschidigt worden [275]. Fragmentierte DNA verfélscht die DNA-Mengenbestimmung und
verhindert eine korrekte Detektion der PCR-Target-Sequenzen [276].

Um eine effiziente Extraktion von qualitativ hochwertiger DNA sicherzustellen wurden zehn
unterschiedliche konventionelle Methoden getestet, verglichen und die beste Methode ausgewéhlt.

Weiteres Ziel war es, mogliche methodenbedingte Unterschiede in der Zusammensetzung von
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Tab. 4.1: Beschreibung der DNA-Extraktionsmethoden, die in dieser Arbeit verglichen wurden. Die
Eigenschaften wurde aufgrund eigener Erfahrungen bewertet.

Methode Beschreibung Probe [€] Basis / Format Eigenschaften
O6konomisch, weit
CTAB?* selbst herg. Reagenzien 0,3 selektive DNA-Féllung ]
verbreitet
PVP® selbst herg. Reagenzien 0,2 DNA-Fallung 6konomisch
. . . . gute Skalierbar-
Wizard Reagenzien von Promega 2,24 selektive DNA-Fallung Leit
ei
. fir DNA aus Lebensmittel Silica-Bindung, spin .
NucleoSpin Food 3,31 praktisch
(Macherey-Nagel) columns
. fir DNA aus Pflanzen Silica-Bindung, spin )
NucleoSpin Plant 3,09 schnell, praktisch
(Macherey-Nagel) columns
. . fir DNA aus Bodenproben Kugelmiihle, Silica- .
NucleoSpin Soil 4,76 ) . aufwendig
(Macherey-Nagel) Bindung, spin columns
) ) Kugelmiihle, Silica- .
PowerPlant Pflanzen-Kit von Mo Bio 4,02 ) ] sehr aufwendig
Bindung, spin columns
. Kit fiir breite Anwendung Silica-Bindung, spin eher fiir tierische
Wizard SV 2,78
(Promega) columns Zellen
Silica-Bindung, spin schnell, praktisch,
DNeasy Pflanzen-Kit von Qiagen 3,31 . .
columns weit verbreitet
DNA aus Stuhlproben Silica-Bindung, spin
QIAamp . 4,59 aufwendig
(Qiagen) columns
bead-Kit fir pflanzliche Silica-Bindung, praktisch, halb-
NucleoMag 1,75 . . .
DNA (Macherey-Nagel) magnetische Separation  automatisch
. . KingFisher-Reagenzien Silica-Bindung, praktisch, halb-
Wizard Magnetic 5,05 . . .
von Promega magnetische Separation automatisch
. . automatisierte Extraktion Silica-Bindung, praktisch, halb-
Biospring . 1,41 . . .
von Qiagen magnetische Separation automatisch
. ) selbst hergestellte Silica-Bindung, teure Puffer, halb-
KingFisher® ) 1,89 . . .
Reagenzien magnetische Separation automatisch
. positive geladene beads, Kugelmiihle, ionische simple, schnell,
Amino-beads 1,04

eigene Puffer

Bindung, magnetisch

halbautomatisch

# Cetyltrimethylammoniumbromid, Durchfithrung entsprechend [277]

® Polyvinylpyrrolidon, nach [278]

¢ Test der beads aus den drei vorher aufgelisteten KingFisher-basierten Kits mit eigenen Reagenzien.

aus Lefteria gewonnener Misch-DNA! aufzukliren. Die Kenntnis iiber die DNA-Verhiltnisse in
Lefteria-Proben ist essentiell zur Auswertung quantitativer PCR (4.3.5). Es wurden Methoden
und Kits ausgewahlt, welche in molekularbiologischen Laboren weit verbreitet sind. Es wurde so-
wohl die Extraktionsleistung aus Lefteria-Tabletten als auch aus den einzelnen Pflanzenrohstoffen
untersucht. Das Lefteria-Pulver fiir die gesamte Vergleichsstudie wurde aus einem Blister Tablet-
ten entnommen und zwecks Vergleichbarkeit gepoolt [269]. Insgesamt wurden zwei Methoden
unter Verwendung selbst hergestellter Puffer und acht kommerzielle Kits getestet. Im Hinblick

auf eine routineméfige Anwendung der in dieser Dissertation entwickelten Lefteria-Analyse

In der gesamten Arbeit wird DNA-Gemisch, welches aus Lefteria-Pulver extrahiert wurde, allgemein nur als
Lefteria-DNA bezeichnet. Bei Lefteria-Pulver selbst handelt es sich um eine trockene Mischung der drei
Arzneipflanzen Bérlauch, Mistel und Weildorn (Tab. 3.1), eine DNA-Mischung (Lefteria-DNA) liegt erst vor,
nachdem eine DNA-Extraktion durchgefithrt worden ist.
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Tab. 4.2: Prozeduren fiir die Aufreinigung von DNA aus Lefteria mit Hilfe der Methoden, die fiir diese
Arbeit verwendet wurden.

Methode Lyse® [uL]  Pulver [mg] Lysisbedingungen Elution® [pL] Protokoll
CTAB 500 125 15 min bei 55 °C 100 [277]
PVP 300 10 1 h bei RT 100 [278]
Wizard 600 15 15 min bei 37 °C 100 Hersteller
NucleoSpin Food 550 75 30 min bei 65 °C 50 Hersteller
NucleoSpin Plant 400 20 10 min bei 65 °C 50 Hersteller
NucleoSpin Soil 700 50 5 min auf Eis 50 Hersteller
PowerPlant 550 10 5 min auf Eis 50 Hersteller
Wizard SV 250 20 16-18 h bei 55 °C 200 Hersteller
DNeasy 400 50 12 min bei 65 °C 200 Hersteller
QIAamp 1.600 50 1 min bei RT 200 Hersteller
NucleoMag 500 30 30 min bei 56 °C 50 KingFisher®
Wizard Magnetic 300 20 30 min bei RT 50 KingFisher
Biospring 300 30 30 min bei RT 50 KingFisher
KingFisher 500 50 - 50 [269]
Amino-beads 500 100 - 50 [279]

& CTAB- und PCP-Puffer oder im Kit enthaltene Lysispuffer
® Wasser, TE-Puffer oder ein Elutionspuffer aus dem Kit

¢ www.thermoscientific.com/kingfisher/

wurden dartiber hinaus fiinf automatisierbare Varianten, welche teilweise selbst entwickelt worden
sind (4.1.2), getestet und mit der konventionellen Extraktion verglichen. Tab. 4.1 gibt eine
Ubersicht aller getesteten Methoden und listet zudem eine Schiitzung der jeweiligen Kosten sowie
spezielle Eigenschaften auf. Die Durchfithrung erfolgte mit in Tab. 4.2 angegebenen Mengen
bzw. Volumina entsprechend den Literatur- oder Herstellervorgaben. Alle Originalprotokolle
sind fiir Extraktionen aus frischem Pflanzenmaterial ausgelegt. Hier verwendete trockene Pulver
sind schwer in Suspension zu bringen, daher wurden sémtliche Protokolle an die Eigenheiten der

Pflanzenpulver angepasst (Versuche nicht gezeigt, Optimierungen sind A.5.1 zu entnehmen).

Aufgrund der besseren Genauigkeit gegeniiber der konventionellen UV /Vis-Spektrometrie bei Kon-
zentrationen unter 100 ng/pL wurde die DNA-Ausbeute durch Messung der DNA-Konzentration
mittels Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Reine
A-DNA in Konzentrationen zwischen 1 und 1.000 ng/mL diente als Standard. Die Messungen wur-
den als Triplikate in schwarzen 96-Lochplatten in einem Fluoreszenz-Plattenleser mit Anregungs-

und Emissionswellenléngen von 480 und 520 nm durchgefiihrt.

Die Extraktionsmethoden werden im Folgenden anhand von DNA-Ausbeute und -Qualitit so-
wie Wiederholprézision bewertet. Quantitative real-time PCR macht die Menge an enthaltener
Template-DNA in einer Probe bestimmbar (4.3.5), nach Aufklarung der Genomgrofien (siehe
A.1.2) ist so zudem die Anzahl an Pflanzenzellen zu ermitteln. Fiir einen Inhaltsstoffnachweis
gemaf européischer Richtlinien muss aus der gemessenen Template-Menge auch auf die urspriing-

liche Pulverzusammensetzung riickgeschlossen werden kénnen (vgl. 3.3). Dadurch kommt der
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Wiederholprézision der DNA-Extraktion eine besondere Bedeutung zu, welche in dieser Form
von anderen Vergleichsstudien nicht untersucht worden ist [123, 280-287]. Sdmtliche erhaltenen
Ergebnisse wurden einer statistischen Datenauswertung mittels Varianzanalyse? (analysis of

variance, ANOVA) unterzogen, um eine Signifikanz ausweisen zu konnen.

Zur Ermittlung des Einflusses von DNA-Schiadigungen, Verunreinigungen und moglicher PCR-
Inhibitoren auf die Qualitdt der extrahierten DNA, wurde diese mittels real-time PCR mit
SYBR Green I beurteilt. Konventionelle [281, 283, 284, 288-290], kompetitive [291] und real-time
PCR [123, 269, 280, 286, 290, 292—297] sind anerkannte Methoden und haben sich schon mehrfach
zur Bewertung von Template-Qualitdt bewahrt. Die analysierbare Anzahl an Target-Kopien
wurde absolut quantifiziert. Dafiir wurde die Generierung von bérlauch-, mistel- bzw. weildorn-
spezifischen Amplikons gegeniiber einem entsprechenden Plasmid-Standard analysiert. Die Durch-
fithrung der real-time PCR erfolgte gemaf} der in A.2 beschriebenen Protokolle. Die Entwicklung,
Etablierung und das Validieren des quantitativen pflanzenspezifischen Assays wird ausfithrlich
in Kapitel 4.3 erlautert. Zur Qualitdtsbestimmung wurden dementsprechend folgende Targets

verwendet: Barlauch pi-2, trnL-trnF, Mistel its1, trnS-trnfM, Weildorn its! und trnM-atpFE.

4.1.1 DNA-Prazipitation und Silica-basierte Adsorption

Die CTAB-Methode ist die klassische Methode zur Gewinnung genomischer DNA aus frischem
Pflanzenmaterial. Sie wurde von Murray et al. (1980) [298] und Saghai-Maroof et al. (1984) [277]
eingefithrt und hat sich seither als einfache und preiswerte Extraktionsmethode etabliert [299, 300].
Da Pflanzenmaterial eine vergleichsweise schwierige Matrix zur DNA-Extraktion darstellt und
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) inhibierend auf Polymerasen wirkt, wurde die Methode
vielfach modifiziert. Es existieren spezielle Protokolle u.a. fiir diverse australische Pflanzen [301],
Bananen [302], Baumwolle [303], Dattelpalmen [304], Erdbeeren [305], Reis [306], Rosen [307]
oder Zimmerpflanzen [308] und ebenso wurde die Methode an PCR-Bediirfnisse [309] und fur
kleine Reaktionsgefafie angepasst [303, 310]. Die von Kim et al. (1997) [278] etablierte Methode,
bei welcher CTAB durch Polyvinylpyrrolidon (PVP) ersetzt wurde und das Wizard Kit (Promega,

Madison, USA) basieren auf ganz &hnlichen Mechanismen zur Fallung von DNA.

CTAB ist eine quartére kationische Ammoniumverbindung, welche sowohl mit DNA als auch mit
storenden Polysacchariden und Proteinen Komplexe bildet. Die komplexierten Polysaccharide
und Proteine lassen sich mittels Fliissig-Fliissig-Extraktion mit Chloroform abtrennen. Um die
Nukleinsduren anschliefend aus der wéssrigen Phase zu préazipitieren muss ihnen die Hydrathiille

entzogen werden. Dies gelingt mit Ethanol oder Isopropanol. Ohne Hydrathiille lagern sich die

2Die Varianzanalyse stellt eine Alternative zum t¢-Test dar, die fiir Vergleiche zwischen mehr als nur zwei
Bedingungen geeignet ist. Bei der one-way-Variante wird eine unabhéngige Variable untersucht, bei der
two-way-Variante sind es mehrere. Die statistische Bewertung erfolgte mit dem Dunnett-Test (¢g-Werte bei
one-way) oder dem Bonferroni-Test (¢-Werte bei two-way). Der p-Wert gibt das Signifikanzniveau an. Weitere
Informationen sind hier erhéltlich: www2.hu-berlin.de/psychologie/ingpsycscw/MethWiki/pmwiki.php?n=
Guidelines.ANOVA.
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langen DNA-Molekiile aneinander, die dadurch unlésliche DNA ist nach Zentrifugation pelletiert
und in Wasser 16slich. Eine Salzkonzentration von 1,2 M begiinstigt dabei die Fallung, indem die
Natriumionen die negativen Ladungen der DNA-Molekiile neutralisieren [311]. Das zugegebene

Salz kann vor der Resuspendierung durch Waschen des Pellets wieder entfernt werden.

Die Kits von NucleoSpin Food (Macherey-Nagel, Diiren) bis QlAamp (Qiagen, Hilden) in Tab. 4.1
bedienen sich alle der Adsorption von DNA an Silikagel, immobilisiert in einer Membran im
spin-column-Format. Silica-Adsorption ist heute die gdngigste Methode zur Aufreinigung von
Nukleinsduren [312]. Sie erfolgt entweder zentrifugations- oder vakuumbasiert. Es handelt sich um
eine Variante der Festphasenextraktion, bei der chaotrope Salze Wasserstoffbriickenbindungen,
Van-der-Waals-Krifte und hydrophobe Wechselwirkungen destabilisieren [313]. Proteine werden
denaturiert und der Verbund von Nukleinsduren und Wasser wird aufgespalten. Es folgt die
Adsorption der an die Silica-Membran. Schwéicher gebundene Verunreinigungen werden sequenziell
mit Alkohol von der Membran gewaschen. Die anschliefende Elution erfolgt mit Tris-Puffern
oder Wasser. Vorteile sind gute Reinheit und Standardisierbarkeit, allerdings verbunden mit

verhéltnisméfig aufwendigen Protokollen und hohem Reagenzienverbrauch.

4.1.1.1 Evaluierung der Extraktionsprotokolle

Literatur- bzw. Herstellerangaben beziiglich der Menge an Ausgangsmaterial schwanken sehr
stark (10-300 mg). Mit Riicksicht auf die abgezielte Wiederholprézision, wurde aus diesem Grund
zunédchst fiir jede Methode evaluiert, welche Menge im Bereich von 1 bis 250 mg Lefteria-Pulver
optimal fiir das jeweilige Protokoll ist. Am Beispiel von DNeasy (Qiagen) zeigt Abb. 4.2 zum einen
den Zusammenhang von Ausgangsmaterial zu extrahierter DNA, zum anderen die DNA-Ausbeute
bezogen auf 1 mg Pflanzenpulver. Dabei ist die Wiederholprézision (Variationskoeffizient, VarK)
extra hervorgehoben. Fiir DNeasy sind 50 mg Lefteria der getroffene Kompromiss zwischen einer
Gesamtmenge von 14 ng DNA bei einer Ausbeute von 273 ng/mg auf der einen Seite sowie
guter Wiederholprézision (Standardabweichung, o = 7,98) auf der anderen. In Bezug auf die
Reinheit der DNA gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Pulvermengen (¢ < 1,4,
p > 0,05). Bei Verhéltnissen von etwa 2 sind sowohl der Proteinanteil (260/280 nm) als auch die
Kohlenhydrat-, Phenol- und Salzverunreinigungen (260/230 nm) vernachléssigbar klein. Anhand
identischer Versuchsreihen wurden auch die anderen Methoden optimiert (Daten nicht gezeigt).
Die experimentell bestimmten optimalen Ausgangsmengen sind in Tab. 4.2 angegeben. Fiir
die Préazipitationsmethoden sind dies 10-125 mg Pflanzenpulver. Bedingt durch ihre begrenzte
Grofle, liegt bei spin columns die ideale Menge zwischen 20-75 mg. Je nach Fallungseffizienz bzw.

Bindungskapazitét lassen sich 0,17-5,74 pg DNA aus 1 mg Lefteria extrahieren.

Mit den so optimierten Methoden kénnen erfolgreich DNA-Fragmente mit sehr hohem Molekular-
gewicht (genomische DNA) aus Lefteria extrahiert werden (Abb. 4.3). DNA, welche mit PVP und

Wizard (Spuren 2, 3) gewonnen wird, scheint in hoherem Mafle degradiert zu sein, als bei den
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Visualisierung der genomischen DNA aus Lefteria-Tabletten. Aufgetragen wurden die Extrak-
tionsmethoden in folgender Reihenfolge: CTAB (Spur 1), PVP (Spur 2), Wizard (Spur 3),
NucleoSpin Food (Spur 4), NucleoSpin Plant (Spur 5), NucleoSpin Soil (Spur 6), PowerPlant
(Spur 7), Wizard SV (Spur 8), DNeasy (Spur 9) und QIAamp (Spur 10). Es wurde ein
0,5%iges Agarosegel mit EtBr-Farbung und mit EcoRI verdaute A-DNA als Groenstandard

(Spur L) verwendet.

Zusammenfassung der Analysen zum Effekt der verschiedenen Extraktionsmethoden und
DNA-Matrizen auf die DNA-Ausbeute und -Qualitét.

F-Wert (Freiheitsgrad), p-Wert

Effekt ng DNA /mg Pulver Kopien/ng DNA
Methode 19.382,91 (9, 500), < 0,0001 270,54 (9, 60), < 0,0001
Matrix 6.267,72 (4, 500), < 0,0001 48,31 (1, 60), < 0,0002

beides zusammen 3.713,32 (36, 500), < 0,0001 12,68 (9, 60), < 0,0003
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anderen Methoden. Da DNA aber spektroskopisch messbar ist, wird mit PowerPlant (Mo Bio,
Carlsbad, USA) und Wizard SV (Promega) (Spuren 7, 8) anscheinend viel degradierte DNA
extrahiert. Von Smith et al. (2005) [269] wurde bereits der Einsatz einer Kugelmiihle bei diesen
Methoden als nachteilig fiir die DNA-Qualitét beschrieben, fiir NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel)
(Spur 6) ist dies aber nicht zu bestétigen.

Die statistische Auswertung der Daten aus Abb. 4.4 zeigt, dass die Extraktionsmethode und
die Pflanzenmatrix aus welcher die DNA gewonnen wird, einen signifikanten Einfluss auf die
DNA-Ausbeute (ng DNA/mg Pulver) und die -Qualitdt (Kopien/ng DNA) haben (Tab. 4.3).
Der Einfluss der Methode erzeugt die hochsten F-Werte? (Verhiltnis von systematischer zu
unsystematischer Varianz). D.h. die im Folgenden beschriebenen Unterschiede sind vor allem auf

die Extraktionsmethoden zurtickzufiithren.

4.1.1.2 DNA-Ausbeute bei den verschiedenen Pflanzenmatrizen

Der erste bewertete Aspekt des Methodenvergleichs ist die DNA-Ausbeute. Es war Ziel her-
auszufinden, ob Methoden sich fiir einzelne DNA- Quellen” (Lefteria und einzelne Pflanzen)
unterschiedlich gut eignen oder ob die Ausbeuteverhéltnisse von Methode zu Methode gleich sind.
Wenn eine DNA-Spezies von einer Methode bevorzugt gebunden wiirde, hétte dies womoglich
Auswirkung auf die Zusammensetzung von aus Lefteria extrahierter Misch-DNA und ihre Quan-
tifizierung. Daher wurde versucht neben Lefteria auch aus den vier pflanzlichen Rohstoffen mit
jeder fallungs- bzw. Silica-basierten Methode DNA zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.4

iibersichtlich zusammengestellt.

Aus Weildornfriichtepulver kann mit keiner Methode nennenswerte Mengen an DNA isoliert
werden, d.h. die DNA wurde durch die Prozessierung vollstdndig degradiert und ist dadurch
nicht mehr aufzureinigen. Weifldornblétter dagegen eignen sich jedoch gut zur DNA-Extraktion,
wodurch der Inhaltsstoffnachweis trotzdem moglich ist. Das Wizard Kit ist die signifikant
effizienteste Methode bei allen vier Matrizen (¢ > 48,1, p < 0,0001). Im Vergleich mit allen
anderen Methoden wird durch Wizard mindestens fiinffach mehr DNA extrahiert. Generell ldsst
sich mit den drei Préazipitationsmethoden signifikant mehr DNA aus 1 mg Pulver isolieren als mit
den spin-column-basierten (¢t > 57,6, p < 0,0001). Einzige Ausnahme bildet NucleoSpin Food,
mit welchem sich gegeniiber den anderen spin columns deutlich mehr DNA aufreinigen lasst

(t> 17,1, p < 0,0001).

Unter den weiteren Silica-basierten Methoden liefert Wizard SV die grofite Menge Bérlauch-
und Mistel-DNA, wohingegen mit NucleoSpin Soil und PowerPlant die geringsten Ausbeuten
erzielt werden. Bei der Extraktion aus Lefteria und Weifidornblattern sind allgemein keine

signifikanten Unterschiede zwischen den column-basierten Methoden zu erkennen (¢t < 14,

3http://helpdesk.graphpad.com/articles/interpret/ANOVA/two_way.htm
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Abb. 4.4: Mit verschiedenen Methoden aus Lefteria- bzw. Pflanzenpulver gewonnen DNA (n = 3).

p > 0,05). DNeasy und QIAamp (Qiagen) sind sich sichtbar dhnlich. Es ist auch auffillig, dass
beide Kits verhdltnisméafig weniger Mistel-DNA als die anderen spin-column-Methoden liefern
(t > 4,3, p < 0,01). Wahrscheinlich sind in beiden Kits die gleichen spin columns enthalten und

nur eine leicht variierende Pufferzusammensetzung begriindet unterschiedliche Produktnamen.

Beim Vergleich der einzelnen pflanzlichen Matrizen untereinander zeigt sich methodenunabhéngig,
dass aus Mistel am meisten DNA extrahiert werden kann, gefolgt von Bérlauch, Lefteria und
Weiidorn. Dies spiegelt sehr eindrucksvoll und in einem sehr &hnlichen Verhéltnis die Menge
an DNA pro Zelle (Genomgrofen: Béarlauch = 59,2; Mistel = 153,3; Weildorn = 2,7 pg) wider
(sieche A.1.2). Der Unterschied im DNA-Gehalt zwischen Lefteria und Bérlauch bzw. Mistel ist
fiir alle Methoden signifikant, zu Weifidorn besteht Signifikanz nur bei den Verfahren PVP und
Wizard (t > 3,6, p < 0,05). Auffillig ist zudem das stabile Verhéltnis von etwa 1 : 2,7 : 4,3 : 0,6
(Lefteria : Barlauch : Mistel : Weifidorn) zwischen den Matrizen innerhalb einer Methode. Einzig
die beiden Kits von Qiagen weichen von dieser Tendenz ab und sind weniger effektiv fiir die

Isolierung von Mistel-DNA (1:2,4: 2,6 :0,5).

Zusammengefasst kann mit sémtlichen Methoden genomische DNA aus allen Matrizen extrahiert
werden, wobei mit dem Wizard Kit insgesamt die hochste Ausbeute erzielt wird. NucleoSpin Food
ist unter den Silica-Methoden am effizientesten. Hinsichtlich des Ausbeuteverhéltnisses der
Matrizen zueinander hat sich gezeigt, dass es (mit Ausnahme von DNeasy und QIAamp) stabil
ist, was darauf hindeutet, dass die DNA-Zusammensetzung von Lefteria nicht durch die DNA-
Extraktionsmethode beeinflusst wird. Dieser erste Vergleich verdeutlicht methodenbedingt sehr
unterschiedliche Ausbeuten, inwieweit die erhaltene DNA aber fiir PCR-Anwendungen taugt,

wird als nachstes gepriift.
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Abb. 4.5: Amplifizierbare Target-Kopien in allen Matrizen nach Extraktion mit simtlichen Methoden
(n = 4). Die Qualitdtskontrolle erfolgte stets mit 50 ng Template-DNA pro PCR und jeweils
den zwei spezifischen Targets fiir Bérlauch (a, b), Mistel (c, d) und Weiidorn (e, f). Parallel
wurde auch die Qualitdt der Lefteria-Proben kontrolliert.

4.1.1.3 Qualitat der genomischen DNA

Die DNA-Qualitét als zweiter wichtiger Faktor ist hier das Maf} dafiir, ob sich eine Methode, mit
welcher z.B. hohe DNA-Ausbeuten erzielt werden kénnen, auch wirklich fir die angestrebten
PCR-Assays eignet. Mittels real-time PCR wurden darum die amplifizierbaren Kopien von
pflanzenspezifischen Target-Sequenzen in 1 ng extrahierter DNA gemessen. Je mehr Kopien

detektiert werden, desto héher ist die DNA-Qualitat einzuschéitzen.

In dieser Hinsicht sind die Ergebnisse im Vergleich zur DNA-Ausbeute tendenziell umgekehrt. Die
amplifizierbare Anzahl an Target-Kopien wurde in Vierfachmessungen absolut quantifiziert. Zur

Sicherung der Analysequalitdt wurden von jeder Probe Triplikate vermessen (Abb. 4.5). Dabei
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zeigt sich, dass DNA-Proben isoliert mit NucleoSpin Plant (Macherey-Nagel), NucleoSpin Soil,
DNeasy und QIAamp fiir alle sechs Templates, d.h. auch fiir alle vier Matrizen stets signifikant
die hochsten Amplifikationslevel erreichen (¢ > 3,6, p < 0,05). Diese vier Kits liefern DNA mit
maximaler Qualitdt. Das beweist, dass mit diesen DNA-Extraktionen keine stéorenden PCR-
Inhibitoren mit aufgereinigt werden und der Grad an Degradation sehr gering ist. NucleoSpin Soil
ist dabei am besten, die Unterschiede zwischen den vier Kits sind aber nicht signifikant (¢ < 1,0,
p > 0,05). Das ausbeutestarke NucleoSpin Food zeigt eine leicht schlechtere DNA-Qualitét,
extrahiert aber ebenfalls noch DNA in deutlich héherer Qualitét gegeniiber den weiteren Methoden
(t > 3,0, p < 0,05). Wie schon Abb. 4.3 vermuten lasst, ist die DNA-Qualitdt bei PowerPlant
und Wizard SV schlecht. Obwohl spin columns fiir genomische DNA eigentlich fiir sehr lange
DNA-Fragmente optimiert sein sollten, sind die in diesen Kits enthaltenen Materialien nicht zum

vorgesehenen Zweck zu benutzen.

Die drei fallungsbasierten Methoden unterscheiden sich hier kaum voneinander. Bei der Prézipita-
tion werden degradierte DNA-Fragmente im Gegensatz zu den Silica-Membranen mit isoliert und
spektroskopisch quantifiziert [314]. Zudem sind kurze DNA-Fragmente selbst PCR-Inhibitoren.
Dies erklart die Diskrepanz zu den Silica-Methoden.

Abb. 4.5 verdeutlicht dariiber hinaus, die bei allen Methoden stabilen Verhéltnisse der Kopien-
zahlen in Lefteria-Proben zu Bérlauch- (1 : 2,7), Mistel (1 : 2,6) und Weidorn-Proben (1 : 5,6).
Diese Unterschiede sind alle signifikant (¢ > 3,4, p < 0,05). Abweichungen beziiglich dieser

Verhaltnisse sind zwischen einzelnen Methoden sehr gering (o < 0,91).

Wie diese Bestimmung der DNA-Qualitét verdeutlicht, ist ein reiner Vergleich der DNA-Ausbeuten
zur Evaluierung der geeignetsten Extraktionsmethode nicht ausreichend, da eine gute DNA-
Ausbeute nicht automatisch mit guter -Qualitat korreliert. Die hier als am besten bewerteten
Methoden haben eine vergleichsweise niedrige, aber dennoch ausreichende Ausbeute, sind aber

aufgrund der Qualitdt eindeutig den anderen Methoden vorzuziehen.

4.1.1.4 Zusammensetzung der DNA-Proben

Zum Punkt DNA-Qualitidt gehoren auch die Mengenverhéltnisse in Lefteria-Mischproben. Die
Ergebnisse von 4.1.1.2 fithren zu dem Schluss, dass die Zusammensetzung von Lefteria-DNA
wahrscheinlich nicht durch die DNA-Extraktionsmethode beeinflusst wird. Um diese Vermutung
anhand experimenteller Daten zu beweisen, wurde mittels der Kopienzahlen, bestimmt in reinen
Pflanzenproben, die Zusammensetzung der DNA der Lefteria-Proben berechnet. Das Vorgehen

ist in 4.3.5 genau erldutert.

Die in Abb. 4.6 gezeigten Daten spiegeln jeweils die Mittelwerte beider pflanzenspezifischer Targets
wider (siehe Abb. 4.5). Die jeweils erste Sdule zeigt die DNA-Zusammensetzung von Lefteria

und macht die Methodenunabhéngigkeit ganz klar deutlich. Mit Ausnahme von PowerPlant
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Abb. 4.6: Detektierbare DNA pro 1 ng isolierter DNA im Methodenvergleich. Die DNA-Qualitét ist
hier dargestellt als die Menge an intakter DNA in 1 ng DNA-Probe (n = 8). Die gestapelten
ersten Sdulen zeigen die DNA-Zusammensetzung der Lefteria-Proben. In allen Féllen sind
die vier Sdulen pro Methode gleich hoch, was bedeutet, dass die Matrix keinen Einfluss auf
die Qualitdt hat.

und Wizard SV hat Barlauch stets einen Anteil von rund 41%, Mistel von 40% und Wei3dorn
von 18%. Diesbeztigliche Varianzen zwischen einzelnen Methoden sind marginal (o < 1,23). Die
Unterschiede zwischen einer DNA-Spezies in Lefteria- und reiner Pflanzenprobe sind immer
signifikant (¢ = 6,4 p < 0,001). Die unter 4.1.1.2 beobachtete Auffilligkeit der beiden Kits von

Qiagen wirkt sich nicht aus.

Zusammenfassend gilt fiir alle Methoden, dass die DNA-, Quelle” keinen Einfluss auf die DNA-
Zusammensetzung hat. Die detektierbare Menge DNA ist innerhalb einer Methode fiir alle
Matrizen sehr dhnlich. Bei NucleoSpin Plant, NucleoSpin Soil, DNeasy und QIAamp setzen sich
1 ng eingesetzte Lefteria-DNA aus 0,97-1,07 ng DNA zusammen. Es wird damit signifikant mehr
DNA detektiert als bei den weiteren fiinf Methoden (¢ > 2,8, p < 0,05). Dasselbe gilt mit 0,83—
1,18 ng fiir die reinen Pflanzenproben (¢ > 3,1, p < 0,05). Sowohl DNA aus Lefteria als auch aus
den Pflanzen, isoliert mit einer der vier genannten Methoden, hat maximale Qualitdt und enthélt
keine PCR-Inhibitoren. Die PCR-Kompatibilitit liegt bei 100%. Unter den fallungsbasierten
Methoden liefert das Wizard Kit die grofite Menge an amplifizierbarer DNA. Rund 62% der
damit isolierten DNA sind PCR-kompatibel.

4.1.1.5 Zwischenfazit: Vergleich konventioneller Extraktionsmethoden

Um eine ideale DNA-Extraktion fiir die Lefteria-Analyse zu finden, wurden prézipitations- und
column-basierte Methoden beziiglich Protokoll und Startmaterial umfangreich optimiert und
verglichen. Mit allen Methoden kann DNA im etwa gleichen Verhéltnis der Matrizen zueinander
isoliert werden. In Bezug auf DNA-Ausbeute sind Fallungsmethoden gegeniiber spin columns zu

bevorzugen. Allerdings korrespondiert die Ausbeute nicht mit der DNA-Qualitdt. Hier zeigen die
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Tab. 4.4: Extraktionsleistung der getesteten Methoden.

Ausbeute® [ng/mg] Mengenverhéltnisse
Methode total amplifizierbar Matrix” Lefteria®
CTAB 173,78 (56,41) 43,83 (11,17) 1:34:6,6:05 041/042 /0,16
PVP 900,39 (176,39) 294,88  (78,92) 1:24:25:05 041/042 /0,17
Wizard 5.737,95 (935,2) 3.637,86 (1.292,19) 1:4,7:55:13 0,44 /0,39 /0,18
NucleoSpin Food 443,78 (95,03) 432,06 (179,15) 1:24:40:04 0,41 /0,40 /0,19
NucleoSpin Plant 181,39 (20,42) 183,77  (76,44) 1:23:42:0,3 041/0,40 /0,19
NucleoSpin Soil 140,6 (6,92) 150,71 (56,02) 1:24:25:03 0,41/0,39/0,2
PowerPlant 258,04 (106,1) 17,34 (5,96) 1:24:23:0,1 042/0,40 /0,18
Wizard SV 189,44 (76,69) 0 1:42:64:11 - / - | -
DNeasy 260,03 (17,14) 271,01  (28,81) 1:23:27:0,3 0,41 /0,40 /0,19
QIAamp 283,16 (20,7) 288,71  (102,62) 1:24:25:04 0,41 /0,40 /0,19

# Menge an isolierter Lefteria-DNA pro Milligramm pulverisierter Tablette (Standardabweichung).

" Verhéltnis der Menge an isolierter DNA aus den einzelnen Pflanzenmatrizen (Lefteria : Bérlauch :
Mistel : Weifidorn).

¢ Zusammensetzung von 1 ng Lefteria-DNA (Béarlauch / Mistel / Weidorn) in Abhéngigkeit von

der Extraktionsmethode.

Silica-basierten Methoden ihre Starken. Mit Ausnahme von PowerPlant und Wizard SV bieten
alle Kits hohe DNA-Qualitdt und PCR-Kompatibilitdt. PowerPlant und Wizard SV sind fiir
alle verwendeten DNA-Matrizen unbrauchbar. Tab. 4.4 stellt die Ergebnisse und insbesondere
inwieweit eine DNA-Matrix von einer Methode bevorzugt wird sowie die Zusammensetzung von

Lefteria-DNA noch einmal tibersichtlich zusammen.

Die hochste Ausbeute (auch an amplifizierbarer DNA) lésst sich mit dem Wizard Kit erzielen,
allerdings mit hoher Varianz. Eine fiir PCR-Anwendungen ausreichende Ausbeute bei hochster
Qualitédt bieten sowohl NucleoSpin Plant, NucleoSpin Soil, DNeasy als auch QIAamp. Groflere
Unterschiede zwischen diesen Methoden bestehen nicht. Wird zudem die Wiederholprézision
mit betrachtet, vereint das DNeasy Kit die meisten Vorteile auf sich. Mit der Auswahl dieser
effizienten Extraktionsmethode fiir weitere Arbeiten ist der erste wichtige Punkt der Zielsetzung

dieses Kapitels erreicht.

Ohne Abweichungen wurde die gleiche Zusammensetzung von Lefteria-DNA fiir alle Methoden
ermittelt. Eine Bevorzugung einer Pflanzen-DNA durch eine Extraktionsmethode wirkt sich nicht
auf die Lefteria-DNA-Extraktion aus. Wahrscheinlich sind die verschiedenen DNA-Stringe derart
gut vermischt bzw. assembliert, dass sie gemeinsam geféllt bzw. unabhéngig vom Séulentyp gemein-
sam adsorbiert werden. Fiir die quantitative PCR (4.3) ist dies von entscheidender Bedeutung,
denn damit ist die Inhaltsstoffanalyse vollkommen unabhéngig von der DNA-Extraktionsmethode.

Dieser zweite Punkt ist eine der wichtigsten Erkenntnisse aus dem Methodenvergleich.

Gerade im Hinblick auf GCP-, GLP- und GMP-konformes Qualitdtsmanagement bei einem
kiinftigen routineméafigen Einsatz, sind automatisierte und somit standardisierbare Methoden

attraktiv fiir die Testung von medizinischen Produkten, wie in diesem Fall Lefteria. Diesen
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Abb. 4.7: DNA-Interaktion mit verschiedenen Arten von magnetischen Partikeln. (A) In Anwesenheit
von chaotropen Salzen wird keine Hydrathiille um die DNA ausgebildet, intermolekulare
Wasserstoffbriicken sorgen fiir eine Adsorption der DNA an die Quarzoberfliche von Silica-
beads. (B) Die negativ geladenen DNA-Molekiile interagieren mit dem positiv geladenen
Riickgrat von Anionenaustauschern auf der Oberflache, was hier am Beispiel von Amino-
modifizierten Silica-beads gezeigt ist.

Aspekt berticksichtigend, behandeln die folgenden Abschnitte die Etablierung von Methoden
zur automatischen DNA-Extraktion aus Barlauch, Mistel und Weildorn mit verschiedenen
magnetic beads und einem einfachen liquid-handling-System [315]. Daran anschliefend folgt eine

proof-of-principle-Studie mit pflanzenspezifisch modifizierten beads.

4.1.2 Extraktion pflanzlicher DNA mittels magnetischer Partikel

Fiir Standardanwendungen zwar oft zu teuer, sind paramagnetische Partikel (magnetic beads) zur
Miniaturisierung von Laboranwendungen und im Bereich der medizinischen oder molekularen
Diagnostik, wo oft sehr viele Proben parallel bearbeitet werden, zunehmend eine interessante
Alternative zur konventionellen DNA-Extraktion [316]. Sie haben gegeniiber zentrifugationsbasier-
ten Methoden den Vorteil einer erheblichen Zeitersparnis. Magnetische Extraktion ist schneller,
weil die DNA direkt an die funktionalisierte Oberflache der magnetic beads bindet und diese
dann mittels Magneten von der restlichen Losung entfernt werden kénnen. Zudem werden nicht
zwangsweise Alkohole oder salzhaltige Puffer benotigt, welche als PCR-Inhibitoren gelten. Die
Extraktion lasst sich mit den beads leicht automatisieren oder fiir sehr wenig Probenmaterial

herunter skalieren [317].

Grundsétzlich stehen zwei Varianten zur Verfiigung. Kommerziell erhéltliche Kits machen sich
adsorptive Wechselwirkungen, dhnlich den spin-column-basierten Oberflichen, zunutze. Der DNA
wird ihre Hydrathiille entzogen, danach ist eine Wechselwirkung mit der Silica-basierten bead-

Beschichtung moglich (Abb. 4.7A). Die zweite Moglichkeit sind mit positiv geladenen Gruppen
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Tab. 4.5: Ubersicht iiber mégliche Oberflichenmodifizierung, welche fiir eine DNA-Bindung in Frage
kommen kénnen.

Silica-beads Amino-beads

HsC

H3C\ \\ \/CH3
NH.

2 ®\H /He\/\OH /\/®

Si Spacer’ Spacer’ Spacer

ITzZz—I

OH

primédre Aminogruppe Methylaminoethanol (MAE) Diethylaminoethyl (DEAE)

beschichtete Partikel (Tab. 4.5), welche als eine Art Ionenaustauschchromatographiematrix fun-
gieren (Abb. 4.7B). Die positive Beschichtung wechselwirkt mit dem negativen Phosphatriickgrat
der DNA. Eine Bindung erfolgt bei niedriger Salzkonzentration, die Elution kompetitiv durch

Erhéhung der Ionenstérke im Elutionspuffer.

Aktuelle Beispiele fiir die Verwendung Silica-beschichteter beads sind ihre Integration in ein
lab-on-a-chip-System zur Isolierung von DNA aus Escherichia coli [318] oder die Reinigung von
markierter DNA fiir Sequenzierungen [319]. Beads verschiedener Hersteller wurden in weiteren
mikrofluidischen Systemen verwendet [320-322]. Mit Silica- oder Polyvinylalkohol-basierten beads
[317] lasst sich kontaminationsfrei genomische DNA aus humanem Blut isolieren [323] und auf
der anderen Seite auch spezifisch bakterielle DNA aus Vollblut- [324] oder Gewebeproben [325]
extrahieren. Auch fiir Pflanzen wurden einige Silica-bead-basierte Aufreinigungsprotokolle etabliert.
In der Lebensmitteliiberwachung werden sie zur Extraktion von DNA aus Kartoffelprodukten
[269] und einigen Getreidesorten [326] mit anschlieBendem Test auf GMO erfolgreich eingesetzt.
Ahnliche Analysen beziiglich GMO wurden auch fiir Mais und Sojabohnen verwendet [327,
328]. Der Einsatz von Dynabeads (Invitrogen) wurde fiir eine pflanzliche Matrix erfolgreich an
Arabidopsis thaliana evaluiert [329]. Zur Untersuchung von Olivendlen auf Herkunft und Reinheit
anhand von Polymorphismen eignen sich beads, da sich mit ihnen die DNA von in den Olen
enthaltenen PCR-Inhibitoren separieren lasst [330]. Aus Hafer und Weizen konnte genomische
DNA als Template fiir Klonierungsversuche gewonnen werden [331] und fiir Hirse wurden

modifizierte Silica-beads verwendet, um Pilzbefall mit Claviceps identifizieren zu kénnen [332].

Mit positiv geladenen Gruppen modifizierte Oberflichen zur DNA-Aufreinigung einzusetzen ist
weit weniger verbreitet. Die Idee wurde urspriinglich von Anionenaustauschmembranen abgeleitet,
die zur Abtrennung von DNA-Kontaminationen Anwendung finden. Dies ist z.B. bei der An-
tikorperherstellung Standard [333-337]. Die Umkehrung dieses Prinzips fithrte zur Entwicklung
von Membranen, mit denen sich Plasmid-DNA im groBen Mafstab [338], parallelisiert [339] oder
mit zweifacher CsCl-Dichtegradientenzentrifugation vergleichbarer Reinheit [340] gewinnen lésst.
Adsorptionskinetik und Durchbruchverhalten wurden dafiir ebenso untersucht, wie fiir lineare

DNA [341, 342]. Fiir sdmtliche Plasmidpraparationen ab dem Midi-Mafistab werden heute aus-
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schlielich Kits mit Anionenaustausch-columns verkauft. Rickwood et al. (1988) [343] beschrieben
erste Anwendungen positivmodifizierter magnetic beads anhand Phosphorimidazol- und Amino-
modifizierter Polystyrolpartikel, welche unspezifisch DNA binden kénnen. Daneben wurde gezeigt,
dass mit Agarose-basierten paramagnetischen Partikeln ebenfalls DNA mit hoher Effizienz aus
bakteriellen Zelllysaten aufgereinigt werden kann [344]. Als Anionenaustauscher-beads entwickel-
ten Zhang et al. (2009) [279] Polyglycidylmethacrylat-Mikrosphéren mit magnetischem Kern zur
Plasmidpréaparation aus E. coli-Lysaten. Aktuell wurde mit ChargeSwitch (Invitrogen) das erste
kommerzielle System dieser Art auf den Markt gebracht. Diese beads zeigen in Vergleichsstudien
mit Bakterien- [295, 297, 345] bzw. Insekten-DNA [346] eine &dhnliche Performance wie einige auch

in dieser Arbeit verwendete kommerzielle Kits. Fiir pflanzliche DNA sind keine Beispiele bekannt.

4.1.3 Extraktion pflanzlicher DNA mittels Silica-beschichteter beads

Dieser Abschnitt behandelt die praktischen Arbeiten zum Thema bead-basierter DNA-Extraktion
zunachst am Beispiel eines reprisentativen Tests dreier fiir Pflanzen-DNA geeigneter bead-Kits
von verschiedenen marktfithrenden Anbietern. Die Verwendung solcher Kits ist im Bereich bead-
Extraktion Standard [347]. Neben den enthaltenen Pufferlésungen wurden als Optimierungsansatz
auch selbst hergestellte Puffer verwendet. Im daran anschliefenden Abschnitt wird geschildert,
wie eine neue Methode auf Basis von mit primiren Aminogruppen beschichteten beads entwickelt
und evaluiert wurde. Entsprechend den konventionellen Aufreinigungsmethoden (4.1.1) wurde
wieder Wert auf DNA-Ausbeute, -Qualitidt und Wiederholprizision gelegt, was bestmogliche

Reinheit bei geringer Varianz garantieren soll.

4.1.3.1 Vergleich kommerzieller Kits

Der KingFisher (Thermo Scientific, Waltham, USA) ist ein magnetisches liguid-handling-System
und arbeitet im 96-Lochformat. In der ersten Reihe der Lochplatte werden magnetic beads
und Pflanzenzelllysat zusammengefiihrt, in weiteren Reihen sind Wasch- und Elutionspuffer
vorgelegt. Zur DNA-Separation werden die beads durch ein extern angelegtes Magnetfeld fest-
gehalten und samt der DNA von Reihe zu Reihe transportiert. Es wurden die folgenden Kits
mit den enthaltenen Puffern und Silica-beads getestet: NucleoMag 96 Plant (Macherey-Nagel),
Wizard Magnetic 96 DNA (Promega) und BioSpring 96 DNA Plant (Qiagen). Die verwendeten
KingFisher-Programme (A.5.1) wurden an die Herstellerangaben angelehnt. Als Pflanzenmatrix

wurde Lefteria-Pulver verwendet.

Lefteria-Pulver wurde in Lysispuffer mit je 20 pL. bead-Losung auf 96-Lochplatten vorgelegt.
Nach verschiedenen Waschschritten erfolgte die Elution in Wasser. Die Bestimmung von Konzen-
tration und Reinheit erfolgte photometrisch in den Elutionsfraktionen. Messungen in den Start-

und Waschfraktionen waren aufgrund von zu starker Triibung nicht moglich. Das Verhéltnis
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Abb. 4.8: Ergebnisse des NucleoMag 96 Plant Kits. (A) Dargestellt sind die DNA-Ausbeuten bei
Verwendung verschiedener Programmvarianten (n = 3) sowie (B) das UV/Vis-Spektrum einer
aufgereinigten DNA-Probe. Die Programmvarianten sind in A.5.1 beschrieben.
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Abb. 4.9: DNA-Extraktion mit dem Wizard Magnetic 96 Kit. (A) Ausbeute fiir drei verschiedene
Variationen des KingFisher-Programms (n = 3). (B) UV/Vis-Spektrum zur Reinheitskontrolle
der isolierten DNA.

260/280 nm zeigt mit durchschnittlich 1,47 eine deutliche Proteinverunreinigung. Vor allem der
hohe Salzgehalt erschwert eine korrekte Quantifizierung der DNA bei 260 nm, das Verhéltnis von
260/230 nm liegt bei rund 0,57.

Mit dem NucleoMag 96 Plant Kit wird eine Ausbeute von durchschnittlich 210,17 ng (o = 29,53)
bezogen auf 1 mg Lefteria-Pulver erzielt (Abb. 4.8). Aufgrund der hohen Varianz und schlechten
Reinheit wurden diverse Variationen am Programm vorgenommen. Weder mehr Waschschritte
mit Ethanol bzw. Waschpuffer, kiirzere oder lingere Bindungs-, Wasch- oder Elutionszeiten und
Erhohungen von Lefteria- oder bead-Menge fithren zu einer signifikanten Steigerung der Ausbeute

(¢ < 3,0, p > 0,05).

Mit Wizard Magnetic 96 DNA werden nur 10,97 ng (0 = 1,57) aus 1 mg Lefteria-Pulver isoliert
(Abb. 4.9). Mit dem Verzicht auf drei von fiinf Waschschritten kann die Ausbeute zumindest
verdoppelt werden (¢ = 3,7, p < 0,05). Beziiglich der Reinheit bringt dies keine Verbesserung.
Eine 25%ige Erhohung der bead-Menge fiihrt zu keiner weiteren Erhohung der Ausbeute. Die

beads sind nicht der limitierende Faktor, ihre Bindungskapazitat wird nicht ausgeschopft.
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Abb. 4.10: Versuche mit dem BioSpring 96 DNA Plant Kit. (A) DNA-Ausbeute des Originalprogramms
von Qiagen verglichen mit drei untersuchten Programmvarianten (n = 3). (B) Beispiel eines
UV/Vis-Spektrums eine Probe mit dem BioSpring 96 DNA Plant Kit aufgereinigter DNA.
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Abb. 4.11: Vergleich der drei kommerziellen bead-basierten Kits mit dem klassischen DNeasy Kit.
Dargestellt ist die DNA-Ausbeute (grau) sowie die Varianz bei mehrfacher Durchfithrung in
Prozent (hellgrau). Die Fehlerbalken repréisentieren die Standardabweichungen von jeweils

drei Extraktionen.

Mit dem BioSpring 96 DNA Plant Kit werden mit 408,79 ng/mg (o = 50,43) relativ viel DNA
erhalten, allerdings ist die Reinheit der DNA trotz erneuter Optimierungsversuche nur suboptimal
(Abb. 4.10). Hier wurde héufigeres Waschen mit Ethanol und, wegen besserer Salzloslichkeit, der
Austausch des 100%igen Ethanols gegen 70%igen, getestet. Signifikante Unterschiede sind jedoch
nicht festzustellen (¢ < 1,8, p > 0,05).

Die Hauptprobleme der drei bead-basierten Aufreinigungskits sind die schwache Reinheit der
erhaltenen DNA und die niedrige Wiederholprézision bei mehrfacher Durchfiihrung. Abb 4.11
zeigt die Ergebnisse zusammengefasst im Vergleich zum DNeasy Kit, der besten konventionellen
Methode. Dabei ist BioSpring die ausbeutestéirkste Methode fiir die Extraktion von DNA aus
Lefteria, aber alle bead-Kits liefern weit wenige gute Ergebnisse als das konventionelle Kit.
Sowohl Pufferlésungen, beads als auch Programme der drei Kits wurden darum anschliefend
untereinander ausgetauscht getestet. Dies hat keinen signifikanten Einfluss (¢ < 1,4, p > 0,05).
Es ist daher davon auszugehen, dass sich die drei bead-Arten stark dhneln. Nur die Wahl der

Puffer ist ausschlaggebend (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 4.12: Reinheitsmessungen der DNA isoliert mit den selbst hergestellten Puffern. Dies wurde sowohl
mit (A) NucleoMag, (B) MagneSil sowie (C) MagAttract beads durchgefiihrt. Angegeben
sind neben den Spektren auch die gingigen Reinheitsfaktoren.

4.1.3.2 Verwendung selbst hergestellter Puffer

Smith et al. (2005) [269] haben fiir Wizard Magnetic eigene Bindungs- und Waschpuffer mit einem
entsprechenden Programm fiir den KingFisher veroffentlicht. Aufgrund der bisher schlechten
Performance der untersuchten bead-Kits wurde die Eignung dieser Puffer in Kombination mit den
beads aus den Kits fiir Lefteria-Pulver untersucht. Da kein Lysisprotokoll beschrieben ist, wurde
Lefteria-Pulver und Bindungspuffer mit speziell fiir Pflanzen geeigneten Lysing Matrix D Tubes
(MP Biomedicals, Solon, USA) in einer Kugelmiihle homogenisiert. Fiir jeden Aufreinigungsansatz
wurden Lysat, bead-Losung und Bindungspuffer in 96-Lochplatten vorgelegt. Mittels KingFisher
wurde die bead-gebundene DNA in mehreren Schritten gebunden, gewaschen und letztendlich in
Wasser eluiert. Die Zusammensetzung der Puffer sowie Protokoll und Programm sind A.3.4 und

A.5.1 zu entnehmen.

Spektroskopische Messungen zeigen eine eindeutig verbesserte Reinheit der DNA bei Verwendung
dieser Puffer (Abb. 4.12). Mit einer Ausbeute von nur 22,58 ng DNA (o = 7,97) pro 1 mg Lefteria-
Pulver eignen sich die NucleoMag beads (Macherey-Nagel) nur vergleichsweise schlecht (¢ > 4,9,
p < 0,001). Optimierungsversuche wurden nicht unternommen, da die Spektren der mit den
anderen beads aufgereinigten DNA saubere Peaks aufweisen. Mit 122,28 ng/mg (o = 47,25) bei
MagneSil beads (Promega) und 124,35 ng/mg (o = 31,35) bei MagAttract beads (Qiagen) ist die
DNA-Ausbeute nahezu identisch gut (¢ = 0,1, p > 0,05), die Varianz aber gro. Die selbst herge-
stellten Puffer in Kombination mit MagneSil bzw. MagAttract aus den kommerziellen Kits stellen

die erste erfolgreiche Methode zur Aufreinigung von DNA aus Lefteria mittels KingFisher dar.

4.1.3.3 Zwischenfazit: Silica-beads

Samtliche getestete Silica-beads sind mit durch die Hersteller bereitgestellten Puffersystemen
trotz Optimierungsversuchen fiir eine Lefteria-Analyse unbrauchbar. Mit alternativen Puffern

koénnen die MagneSil und MagAttract beads erfolgreich verwendet werden, um DNA aus Lefteria
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zu isolieren. Um zukiinftig das Potential der Silica-beads fiir Lefteria komplett ausschépfen zu
konnen, ist es empfehlenswert weitere Untersuchungen durchzufithren. Mit aufgereinigter DNA
als Standard sollte die Bindungskapazitit und das Elutionsverhalten ndher untersucht werden.
Ahnlich den konventionellen Methoden koénnte die optimale Ausgangsmenge an Lefteria-Pulver
bestimmt werden, um so ein moglichst gutes Kosten-/Nutzenverhéltnis zu erreichen. Zudem ist
es denkbar, weitere Puffersysteme zu testen. Gerade im Bereich der DNA-Adsorption an Silikagel

finden sich diverse Referenzen in der Literatur.

4.1.4 Entwicklung der auf ionischen Wechselwirkungen basierten DNA-Extraktion

Da alle getesteten bead-Methoden schwache Wiederholprézisionen zeigen, automatische DNA-
Extraktion aber dennoch realisiert werden soll, wurde eine eigene Methode entwickelt. Dabei
wurde auf das Prinzip der ionischen Wechselwirkung gesetzt, welches bisher fiir pflanzliche
DNA-Extraktion noch nicht verwendet wird. Dieser Abschnitt schildert diese vollstdndige Eigen-
entwicklung, welche nicht auf dem Vorhandensein von kommerziellen Kits fufit. Es war daher
notwendig, zur Vorbereitung umfangreiche Versuchsreihen durchzufithren, ehe pflanzliche DNA

mittels Amino-modifizierter beads extrahiert werden konnte. Dies wird zunéachst erlautert.

Fiir ionische Wechselwirkungen zwischen DNA und Magnetpartikeln wurden priméren Amino-
gruppen auf BioMag Maxi Amine Beads von Polysciences (Warrington, USA) gewéhlt. Das
verwendete Puffersystem wurde Zhang et al. (2009) [279] entnommen, welche es zur Plasmidpra-
paration einsetzten. Es basiert auf TE-Puffer (Tris/EDTA). Genaue Pufferzusammensetzungen
und das einfach gestaltete Programm fiir den KingFisher sind A.3.4 und A.5.1 zu entnehmen.
Da keinerlei entsprechende experimentelle Daten vorlagen, wurde die Methode zunéchst mit
genomischer DNA aus Kalbsthymus beziiglich der notwendigen Menge an beads und der Elutions-
eigenschaften evaluiert. Kommerziell erhéltliche Thymus-DNA war schon in vielen verschiedenen

Studien Standard zum Test von DNA-Bindungen [314, 348, 349].

4.1.4.1 Bestimmung einer geeigneten bead-Menge

In Anlehnung an die Herstellervorgaben fir Silica-beads (520 pL, Konzentrationen unbekannt)
und unter Beriicksichtigung der Begrenzungen durch die Grofle einer 96-Lochplatte, war das
erste Ziel, eine moglichst optimale bead-Menge fiir ein KingFisher-Protokoll finden zu kénnen,
welche sowohl 6konomischen Aspekten wie auch guter DNA-Ausbeute gerecht wird. Dabei war
davon auszugehen, dass mit steigender bead-Menge auch eine grofiere Menge an DNA erhalten
wird. In diesem Zusammenhang wurde zudem versucht, die DNA-Bindungskapazitéit der beads zu
bestimmen. Dafiir wurde zwischen 0,4 und 22,1 pg Thymus-DNA vorgelegt, an die beads adsorbiert
und mittels KingFisher wieder eluiert. Die Menge an beads wurde mit 5, 10 und 20 pL (50 pg/pL)

variiert. Es wurde erwartet, dass mit steigender bead-Menge mehr DNA gebunden und eluiert wird.
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Abb. 4.13: Ergebnisse der Evaluierung der optimalen bead-Menge. (A) Spektroskopisch quantifizierte
eluierte DNA in Abhéngigkeit zur Ausgangsmenge an DNA. Der Aufenthalt der DNA wurde
fiir alle drei verwendeten bead-Mengen nach Durchlaufen des KingFisher-Programms im
Bindungspuffer, den beiden Waschfraktionen (gleicher Puffer) und Elutionspuffer gemessen
(n = 3). Die Menge an DNA, welche von den beads insgesamt gebunden wird (grau) ist
ebenso dargestellt, wie die DNA, welche nicht wieder eluiert werden kann (hellgrau), d.h.
verlorene DNA. (B) Die gestapelte farbige Fliche stellt die jeweilige Wiederfindungsrate in
Prozent dar, aufgeschliisselt in die vier moglichen Aufenthaltsorte: Bindungspuffer (schwarz),
erste (rot) und zweite Waschfraktion (blau) sowie Elutionspuffer (griin). Unabhingig davon
handelt es sich bei der grauen Fldche um den prozentualen Anteil der eingesetzten DNA,
welcher gebunden wird. Der nicht wieder eluierte Anteil ist in hellgrau dargestellt.

5 pL beads: Der Waschpuffer selbst zeigt keine eluierende Wirkung, in keinem Fall wird
in den Waschfraktionen nennenswerte Mengen an DNA detektiert. Mit 5 nL. beads bleibt bis
etwa b ng vorgelegter DNA nahezu keine DNA im Bindungspuffer zuriick, es ergibt sich eine
Bindungskapazitat von 1 ng DNA pro 1 nL bead-Losung (Abb. 4.13a). Ab diesem Punkt steigt die
Menge an zuriickbleibender DNA nahezu linear bis 60% der Ausgangsmenge an. Daneben steigt
auch die Menge an gebundener DNA weiter etwas an. Gegen Ende sind 1,8 ng/pL gebunden. Dies
lasst sich damit erklaren, dass von den mit DNA geséttigten beads bei hoher DNA-Konzentration
in der Probe weitere DNA mit ausgeschleppt wird. Von 5 nL. beads eluieren nur maximal 2 pg
DNA, also etwa 24% der insgesamt gebundenen DNA. Auch eine Verdoppelung an Elutionspuffer
hat keinen positiven Einfluss (Ergebnisse nicht gezeigt). Der hohe Verlust durch nicht eluierte
DNA zeigt sich an den Wiederfindungsraten (Abb. 4.13d). Je nach Ausgangsmenge liegen diese
zwischen 30-70%. Der verlorene Anteil ist auf den beads verblieben. Zwischen 1-5 ng Ausgangs-
DNA werden zwar 80-95% an die beads gebunden, aber nur knapp 20% (180-860 ng) wieder

eluiert. Erst mit den ,iiberladenen“ beads bei hohen Ausgangsmengen werden 24% eluiert.
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10 pL beads: Die Versuche sind konsistent zu den Versuchen mit 5 nL. bead-Losung. Bis gut
10 pg bleibt kaum DNA zuriick. Die Bindungskapazitit steigt im weiteren Verlauf auch hier von
1,1 auf 1,7 pg/pL an (Abb. 4.13b). Von 10 pL beads eluieren ebenfalls nur etwas mehr als 2 pg
DNA, was 13% der gesamten gebundenen DNA entspricht, d.h. die Effizienz hat sich halbiert. Die
Wiederfindungsrate liegt bei 16-31%, die Verluste sind also etwas hoher. Ab einem Punkt von etwa
11 pg Ausgangs-DNA kann nicht mehr die gesamte Menge an DNA von den beads gebunden werden.
Die Rate an gebundener DNA liegt dann nur noch bei knapp 80% statt iiber 90% (Abb 4.13e).

Von den beads konnen in diesem Fall maximal 14% der gebundenen DNA eluiert werden.

20 pL beads: Bei der Verwendung von 20 ul. beads zeigt sich, dass bis 21 pg vorgelegter DNA
die gesamte DNA von den beads gebunden werden kann (Abb. 4.13c). Die Bindungskapazitit
liegt erneut bei 1,1 pg/pnL. Wie zu erwarten war, ist das Elutionsverhalten dem mit 5 bzw. 10 pL
beads sehr dhnlich (Abb. 4.13f), maximal konnen etwa 5 ng DNA (23%) eluiert werden. Damit
fallt der Anteil an verlorener DNA etwas geringer aus und die Elution entspricht eher dem

Verhalten mit 5 pl. beads.

Bewertung der bead-Mengen: Insgesamt fiihrt eine Verdoppelung der bead-Menge auch zur
erwarteten Verdoppelung an gebundener DNA, woraus sich eine Bindungskapazitdt von durch-
schnittlich 1 pg DNA pro 1 uL beads (50 ng/nL) ergibt. Entgegen den Erwartungen zeigt sich
das Elutionsverhalten als im Wesentlichen unabhéngig von der Menge an beads und damit von
der theoretisch eluierbaren DNA-Menge. Offensichtlich liegt ein limitierender Einfluss durch
den Elutionspuffer vor. Das bedeutet im Umkehrschluss, mit zunehmender bead-Menge steigt
der Anteil an nicht eluierter DNA. Fir den verwendeten Mafistab scheinen daher 5 pL der
bead-Losung ausreichend zu sein. Neben der Bindungskapazitit ist die wichtigste Erkenntnis
dieser Versuchsreihe, die nur eingeschrénkte Elutionsleistung. Auf Basis dieser Erkenntnis wurden
in der Folge verschiedene Ansétze unternommen, durch Variation der Pufferzusammensetzung

das Elutionsvermégen erheblich zu steigern.

4.1.4.2 Einfluss von Salzgehalt und pH-Wert auf die Elution

Bei der Ionenaustauschchromatographie spielen mit den Amino-beads vergleichbare Wechsel-
wirkungen eine Rolle. Zur Ablésung der gebundenen Analytionen wird dort die Ionenstérke
(Salzkonzentration) oder der pH-Wert des Elutionsmittels kontinuierlich oder stufenweise variiert.
Die Verdrangung gebundener Analyten vom lonenaustauschmaterial beruht dabei auf einer
allgemeinen Vergroflerung der Ionenkonzentration und der damit steigenden Wahrscheinlichkeit,
dass Ionen des Elutionsmittels anstatt des Analyten an das Austauschmaterial adsorbiert sind
[350-352]. Dieses Prinzip sollte auch fiir das Bindungs- und Elutionsverhalten mit Amino-beads

seine Giiltigkeit haben, diese Uberlegung wurde experimentell umgesetzt.
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Abb. 4.14: Variation der fir die Elution entscheidenden Pufferbestandteile. Der Einfluss der Molaritét
von NaCl (a) wurde im Bereich von 1 bis 4 M untersucht (n = 3). In gleicher Weise wurde
mit verschiedenen pH-Werten (b) verfahren.

Um eine vollstdndige Bindung der DNA zu erhalten, wurden in Anbetracht der Bindungs-
kapazitdt 5 pg Thymus-DNA zusammen mit 5 pl. Amino-beads im Bindungspuffer vorgelegt.
Erwartungsgemaf verblieben, damit dann auch nur weniger als 0,5 pg DNA im Bindungspuffer.
Der Elutionspuffer besteht laut Originalprotokoll im Wesentlichen aus TE-Puffer mit 1,5 M NaCl
(pH 9). Zuerst erfolgte die Elution mit sieben Elutionspuffervarianten, welche sich in ihrem Gehalt

an NaCl zwischen 1 und 4 mol/L unterschieden, danach wurde sequenziell der pH-Wert verdndert.

lonenstarke: Abb. 4.14a verdeutlicht, dass im Fall von genomischer DNA und Amino-beads
zwischen Molaritdt (NaCl) und Elutionsvermégen nur ein begrenzter Zusammenhang besteht.
Eine Erhohung der Salzkonzentration von 1 auf 1,5 M (Originalprotokoll) fithrt zwar zu einer
beachtlichen 85%igen Steigerung der DNA-Ausbeute von 0,8 auf 1,5 pg DNA (¢ = 4,4, p < 0,05).
Weitere Molaritdtsdnderungen haben aber keinen signifikanten Einfluss (¢ < 0,1, p > 0,05). Die
Wiederfindungsrate der DNA liegt zwischen 29% (1 M) und 44%, davon 8% im Bindungspuffer und
16-29% eluierte DNA. Von den beads wurden durchschnittlich 86% der vorgelegten DNA gebunden,
die Verluste liegen bei 56-71% (Daten nicht gezeigt). Da sich ein hoher Salzgehalt negativ auf DNA-
basierte Analysemethoden wie PCR auswirkt [353], sind 1,5 M NaCl ideal fiir den Elutionspuffer.

pH-Wert: Bei einer Molaritdt von 1,5 M NaCl konnte eine deutlicher Abhéngigkeit von pH-Wert
und Elution nachgewiesen werden. Dazu wurden acht Puffer mit pH-Werten zwischen 7 und 14
getestet. Abb. 4.14b zeigt sehr eingéngig den groflen Einfluss des pH-Werts. Zwischen pH 7 und
dem pH-Wert des Originalprotokolls von 9 lassen sich 0,3-1,4 ng DNA eluieren. Durch weitere
Erhohungen des pH-Werts steigt die DNA-Ausbeute bis pH 13 linear auf 2,8 ng DNA an. Es konnte
also eine 100%ige Verbesserung erreicht werden. Die Unterschiede sind in jedem Schritt signifikant
(¢ > 3,9, p <0,05), mit pH 14 lasst sich keine weitere Steigerung mehr erzielen (¢ = 0,2, p > 0,05).
Wieder werden etwa 88% der vorgelegten DNA an die beads gebunden, wovon im besten Fall nur

noch 29% verloren gehen. Dementsprechend steigt auch die Wiederfindungsrate auf bis zu 71% an.
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4.1.4.3 Zwischenfazit: Methodenentwicklung

Die Amino-beads haben eine DNA-Bindungskapazitét von ca. 1 pg/pL. Im Originalpuffer nach
Zhang et al. (2009) [279] konnen aber maximal nur etwa 25% der gebundenen DNA wieder
eluiert werden. Bindungs- und Waschpuffer sind fiir ihren jeweiligen Zweck gut geeignet. Die
Ausbeute an aufgereinigter DNA ist stark von der Zusammensetzung des Elutionspuffers abhingig.
Damit bestétigte sich die Annahme, dass der zugrundeliegende Elutionsmechanismus dem einer
Ionenaustauschchromatographie entspricht. Der Salzgehalt spielt dabei nur eine untergeordnete
Rolle. Die Verdringung der DNA durch H"-Ionen (pH-Wert) dagegen hat grofien Einfluss. Folglich
liefern pH 13-14 hier die besten Ergebnisse. Daraus resultiert die optimale Zusammensetzung

des Elutionspuffers mit 1,5 M NaCl und pH 13.

Unter diesen optimierten Bedingungen ist es jetzt moglich, 56% der an die beads gebundenen DNA
wieder abzulésen. Durch weitere Verbesserungen der Elutionsstrategie ist es denkbar, die Ausbeute
noch weiter erhéhen zu konnen. Zusétzliche Elutionsschritte wéren sinnvoll. Eine Erhohung der
Temperatur kénnte ein weiterer Ansatz sein. Schliellich sollte auch das Elutionsverhalten anderer
Puffer untersucht werden. Gerade fiir das Eluieren der DNA von Anionentauschermembranen

sind in der Literatur viele unterschiedliche Puffersysteme beschrieben.

Auf der anderen Seite ist eine faire Bewertung der entwickelten Methode kaum méglich, da die
Effizienz der zuvor getesteten Silica-basierten Methoden nicht bekannt ist. Diese wurden anhand
von Lefteria-DNA untersucht, die maximal aufreinigbare DNA-Menge im Pulver ist aber nicht
zu bestimmen. Um einen richtigen Methodenvergleich realisieren zu kénnen, wurde im Folgenden

die Amino-basierte Methode fir Lefteria-Pulver angepasst.

4.1.5 Extraktion pflanzlicher DNA mittels Amino-beschichteter beads

Das Programm fiir den KingFisher wurde von den Versuchen mit Thymus-DNA iibernommen.
Spektroskopische Messungen in Vorarbeiten, die in etwa 4.1.4.1 und 4.1.4.2 entsprachen?,
hatten ergeben, dass Lefteria-DNA aufgereinigt mit Amino-beads sehr rein ist (Abb. 4.15A).
Gerade die bei Silica-beads aufgetretenen problematischen Verunreinigungen durch Phenole und
Salze bei 230 nm fallen geringer aus. Wieder sorgt das Pflanzenmaterial fiir eine starke Triibung
von Bindungs- und Waschpuffern, was dort DNA-Quantifizierung unméglich macht. Der Verbleib
der eingesetzten DNA kann daher nicht bilanziert werden. Bei einer erneut durchgefiihrten
Optimierung des pH-Werts des Elutionspuffers stellte sich heraus (Abb. 4.15B), dass bei pH 13
mit 7,6 png DNA signifikant mehr DNA eluiert wird als bei der Verwendung von Thymus-DNA
(t > 29,4, p < 0,0001). Diese Steigerung um das 2,7-fache lésst den Schluss zu, dass die Amino-

beads fir die Elution pflanzlicher DNA besonders geeignet sind. Dieses unerwartete Ergebnis

*Masterarbeit von Claudia Réke, Real-time PCR-basierte GenomgréBen- und Polyploidie-Bestimmung von
Heilpflanzen (2011), Naturwissenschaftliche Fakultat, Leibniz Universitat Hannover, Seiten 35-51
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Abb. 4.15: Aufreinigung von Lefteria-DNA mittels der entwickelten Methodik mit Amino-beads. (A)
Spektroskopische Untersuchung der DNA-Qualitét. (B) Vergleich der eluierten Menge von
Lefteria- bzw. Standard-DNA in Abhéngigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 4.16: Erhaltene DNA-Mengen bei der Verwendung verschiedener Mengen an Lefteria-Lysat und
beads (n = 3). Die Experimente wurden zum Vergleich bei pH 9 (a) und mit optimierten
Bedingungen bei pH 13 (b) durchgefiihrt.

warf die Frage auf, ob mit einer Erhéhung der Pflanzenzelllysat- oder bead-Menge noch bessere
Ausbeuten erzielt werden konnen. Als Konsequenz der Vorergebnisse wurde in einen Vergleich
zwischen dem Originalprotokoll von Zhang et al. (2009) [279] und dem optimierten Elutionspuffer
(pH 13) die optimale Kombination aus Zelllysat- und bead-Menge gesucht.

Zwischen 2,5 und 20 pnL. Lysat nimmt mit jeder Verdoppelung der beads auch die Ausbeute
signifikant zu (¢t > 4,2, p < 0,05) (Abb. 4.16). Erneut wird ersichtlich, dass durch das optimierte
Protokoll die Ausbeute deutlich gesteigert werden kann, hier um das 3,5-fache. Die maximale
Menge an extrahierter DNA wird ab 50 pnL. Lysat erreicht. Ob mit dieser Lysatmenge die beads
geséttigt sind oder Limitierung durch Sattigung des Elutionspuffer besteht, kann nicht genau
festgestellt werden. Dass bei pH 13 mit 40 pL beads das Maximum schon ab 35 pL Lysat erreicht

wird, spricht eher fiir eine Sattigung.

Zur Bewertung der optimalen Kombination von Lysat- und bead-Menge wurde eine Kosten-/
Nutzenabwagung vorgenommen. Dabei wurden fiir jede mogliche Kombination die DNA-Ausbeute
und der Variationskoeflizient betrachtet. Dariiber hinaus wurde der Wirkungsgrad n als Verhéltnis
von eluierter DNA zu maximal gebundener DNA unter Beriicksichtigung der Bindungskapazitéit

der beads berechnet:
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eluierte DNA [ng]

n [A] = Bindungskapazitéit [ng/uL] - bead—Menge [pL]

-100 (4.1)

Abb. 4.17 zeigt eine vorsortierte Auswahl der zielfiihrendsten Kombinationen von Lysat- und
bead-Menge. Beim Originalprotokoll ist vor allem die sehr gute Wiederholprézision hervorzuheben.
Ausbeute und Wirkungsgrad sind dagegen nicht gut. Mit 10 uL. beads ist die Ausbeute signifikant
schlechter als mit 20 pL (¢ = 7,1, p < 0,001). Eine steigende Lysatmenge wirkt sich positiv
auf den Wirkungsgrad aus, da die Gesamtmenge an gebundener bzw. eluierter DNA zunimmt.
Wegen der besten Wiederholprézision ist die Kombination 20 nL/20 pL (Lysatmenge/beads) der
optimale Kompromiss. Trotzdem kommt ein Wirkungsgrad von etwa 4,5% einer Verschwendung

von beads gleich.

Bei optimierter Elution ergeben sich &hnliche Verhéltnisse, allerdings mit bis zu fiinffach verbes-
serter Ausbeute und Wirkungsgrad. Bis auf 20 pLi/10 pL liegt mit 20 pL. beads die Ausbeute
signifikant iiber der mit 10 pL beads (t = 4,6, p < 0,001), zudem ist die Varianz deutlich geringer,
d.h. hohe Wiederholprézision. Mit einem Wirkungsgrad von 33% und einer DN A-Ausbeute von
295,51 ng pro 1 mg Lefteria-Pulver (o = 10,58 ng/mg) stellt die Kombination 40 nL/20 pL das
optimale Protokoll zur DNA-Extraktion mittels Amino-beads dar.

4.1.5.1 Zwischenfazit: Amino-beads

Mit Amino-beads lasst sich aus einer pflanzlichen Matrix mehr als doppelt so viel DNA gewinnen
als die Evaluation mit Thymus-DNA vermuten lief. Maximal kénnen im 96-Lochplattenmafistab
knapp 8 pg DNA eluiert werden, was einer Ausbeute von etwa 400 ng/mg entspricht. Dies konnte
durch Erhéhung des pH-Werts des Elutionspuffers auf pH 13 erreicht werden. Mit dem Einsatz
von mehr Zelllysat und steigender bead-Menge lasst sich ebenfalls die DNA-Ausbeute erhohen.
Da aber eine Verdopplung an beads nicht zu einer Verdoppelung an extrahierter DNA fiithrt, wirkt
sich dies negativ auf den Wirkungsgrad aus. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren und der
Wiederholpréazision ergeben sich mit 20 nL./20 pL (Lysatmenge/beads) (Originalprotokoll) bzw.
20 nL./40 pL (optimiertes Protokoll) die ideale Kombinationen fiir das getestete Puffersystem.
Wobei das optimierte Protokoll eine 3,8-fach hohere Ausbeute und einen 7,3-fach besseren

Wirkungsgrad bietet.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Amino-modifizierte magnetic beads zur Extraktion von
Lefteria-DNA sehr gut geeignet sind. Zellaufschluss und Aufreinigung sind nur mit geringem
Arbeitsaufwand verbunden und weitgehend automatisiert. Dadurch ist die parallele Bearbeitung
vieler Proben moglich. Eine Adaption an andere Pflanzen ist ebenfalls leicht moéglich, da im
Programm des KingFisher weitreichende Variationsmoglichkeiten bestehen. Der Vergleich mit
anderen Methoden im kommenden Abschnitt wird verdeutlichen, dass Amino-beads auch bei der

Extraktion aus Barlauch, Mistel und Weifldorn konkurrenzfahig sind.
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Abb. 4.17: Kosten-/Nutzenabwigung verschiedener Lysat- und bead-Mengen. (A) Dargestellt ist dies
sowohl fiir das Originalprotokoll (pH 9) als auch (B) fiir die erfolgreiche Optimierung (pH 13).
Die Verbesserung ist offensichtlich.

4.1.6 Vergleich der bead-basierten Extraktionsmethoden

In Anlehnung an 4.1.1 wurden die optimierten bead-Protokolle mit Lefteria-, Barlauch-, Mistel-
und Weildornpulver durchgefithrt und analog zu den konventionellen Methoden die Ausbeuten be-
stimmt. Die Qualitédtskontrolle der DNA erfolgte wieder mittels PCR. Fiir den Vergleich wurden
die Amino-beads (BioMag), die drei Silica-beads mit selbst hergestellten Puffern und, stellvertre-
tend fiir die konventionellen Methoden, das DNeasy Kit verwendet. Da sowohl von Amino-beads

als auch von den Silica-beads 20 L. je Ansatz verwendet wurden, besteht Vergleichbarkeit.

Erneut konnte aus WeiBidornfriichtepulver keine DNA isoliert werden (Abb. 4.18). Mit den
BioMag (pH 13) wird signifikant mehr DNA aus Lefteria erhalten als mit den anderen Methoden
(t > 21,5, p < 0,0001), ausgenommen dem DNeasy Kit zu welchem der Unterschied weitaus
geringer ist (¢ = 4,3, p < 0,01). In Zahlen ausgedriickt sind das folgende Unterschiede: 13-fach
im Bezug auf NucleoMag (Macherey-Nagel), 2,5-fach im Vergleich zu MagneSil (Promega) bzw.
MagAttract (Qiagen) sowie 3,5-fach zu BioMag (pH 9). Auch fiir Bérlauch und Mistel erzielen die
BioMag (pH 13) signifikant hohere Ausbeuten gegeniiber jeder der anderen Methoden (¢ > 5,9,
p < 0,0001). Besonders auffillig gegeniiber DNeasy und damit generell gegeniiber konventionellen
Methoden, ist die stark erhohte Aufreinigungsleistung von BioMag (pH 13) fiir Weidorn-DNA.
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Abb. 4.18: Menge an gewonnener DNA aus Pflanzen- bzw. Lefteria-Pulver aufgereinigt mit verschiede-
nen bead-basierten Methoden (n = 3).

Tab. 4.6: DNA-Bindungskapazititen der verwendeten magnetic beads

beads Material Beschichtung Bindungskapazitét Referenz
NucleoMag C superparamagnetisch ~ SiOq 0,4 pg/pL Hersteller
MagneSil PMP paramagnetisch Silikagel < 0,5 pg/uL Hersteller
MagAttract Eisenoxid Silikagel max. 0,15 pg/pL Hersteller
BioMag Maxi Amine Eisenoxid R-NH; 1 ng/uL selbstbestimmt

Selbst mit MagneSil, MagAttract oder BioMag (pH 9) wird fiir Weiidorn eine signifikant erhohte
Ausbeute gegeniiber DNeasy erreicht (¢ > 7,9, p < 0,0001). Die bead-basierten Methoden zeigen
alle sehr dhnliche Ausbeuteverhéltnisse der verschiedenen Matrizen zueinander (1 :2: 2,6 : 1,5).

Diese weichen aber auffillig von dem des DNeasy Kits (1 : 2,3 : 2,7 : 0,3) ab.

Da Adsorption von DNA an Silica-modifizierten Oberflichen eine etablierte Methode ist, ist
davon auszugehen, dass bei entsprechenden Kits die Elution herstellerseits optimiert worden ist.
Die im Vergleich zu den Amino-beads geringere Ausbeute durch die Silica-beads 1asst sich mit
zwei Ursachen erkldren. Zum einen zeigt Tab. 4.6, dass die Silica-beads eine deutlich geringe-
re Bindungskapazitdt aufweisen, zum anderen sind hydrophobe Wechselwirkungen gegeniiber
ionischen viel schwécher [353, 354]. D.h., dass sowohl im Bindungspuffer, als auch in den Wasch-
fraktionen ein groferer Anteil der ungebundenen DNA zuriickbleibt. Unter Beriicksichtigung von
Bindungskapazitdt und Ausbeute liegt der Wirkungsgrad von MagneSil und MagAttract mit
30-40% etwas iiber dem Niveau der Amino-beads (pH 13).

Mit allen Methoden wird amplifizierbare DNA aus Lefteria, Barlauch, Mistel und Wei3dorn-
blattern erhalten, wenn auch die NucleoMag nur Spuren liefern. Die DNA-Qualitit (Menge an
Kopien) ist bei allen anderen bead-Sorten auf dem gleichen hohen Niveau wie bei DNeasy (Daten
nicht gezeigt, vgl. mit DNeasy in Abb. 4.5). Signifikante Unterschiede bestehen nicht (¢t < 0,4,
p > 0,05). Wieder sind die Level an Amplifikat mit reiner Pflanzen-DNA als Template signifikant
hoher als bei Lefteria (¢ > 3,3, p < 0,05). Es ergeben nahezu die gleichen Verhéltnisse von
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Abb. 4.19: Detektierbare DNA pro Nanogramm isolierter DNA. Die Qualitatskontrolle erfolgte mit
50 ng Template und jeweils mit beiden spezifischen Markern fiir Barlauch, Mistel und
Weifidorn. Im Vergleich mit 4.1.1.3 und 4.1.1.4 und Abb. 4.5 wurden die Kopienzahlen
extra nicht graphisch dargestellt, da sie fiir alle bead-Sorten aufler den NucloMag C Beads
quasi identisch mit DNeasy sind, was sich auch in dieser Abbildung widerspiegelt. Die
DNA-Qualitét ist dargestellt als die Menge an intakter DNA in 1 ng DNA-Probe (n = 6).

Lefteria zu Bérlauch von 1 : 2,6, zu Mistel von 1 : 2,6 und zu Weifidorn von 1 : 5,2 wie bei den
konventionellen Methoden. Die Menge an amplifizierbarer DNA die mit NucleoMag gewonnen
werden konnte, ist dagegen sehr gering und kann in Lefteria-Proben gar nicht detektiert werden

(vgl. mit PowerPlant in Abb. 4.5).

Wird aus den Kopienzahlen die absolute Menge DNA in den Proben berechnet, zeigt sich, dass
alle mit beads isolierten Lefteria-Proben die gleiche DNA-Zusammensetzung aufweisen wie nach
Extraktion mit dem DNeasy Kit (Abb. 4.19). Signifikante Unterschiede bestehen weder bei der
Lefteria-Zusammensetzung noch bei den einzelnen Pflanzen (¢ < 0,2, p > 0,05). In 1 ng Lefteria-
DNA sind laut qPCR~Analyse 1,01-1,03 ng DNA enthalten. Bei den reinen Pflanzenproben
iiberschétzt die Methode mit 0,99-1,13 ng ganz leicht die vorgelegte Konzentration. Ob diese Ab-
weichungen durch den PicoGreen-Assay oder die PCR hervorgerufen werden, ist nicht festzustellen.
Die Analyse von Lefteria wird davon aber nicht beeinflusst. Bis auf NucleoMag liefern alle beads
DNA mit maximaler Qualitdt ohne detektierbare Degradation. Die zuvor festgestellte viel hohere
Aufreinigungseffizienz der bead-basierten Methoden fiir Weildorn-DNA hat keinen Einfluss auf
die ermittelte DNA-Zusammensetzung einer Lefteria-Probe. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
bei den konventionellen Methoden. Als eminent wichtig fiir die qPCR, wurde hier bestétigt, dass

die gemessene Zusammensetzung von Lefteria-DNA nicht von der Extraktionsmethode abhingt.

4.1.6.1 Zwischenfazit: DNA-Ausbeute und -Qualitiat der bead-basierten Methoden

Bei stets verwendeten 20 nLi bead-Losung kann mit den Amino-beads (BioMag, pH 13) die hochste
Ausbeute an DNA erzielt werden. Sie liegt in etwa auf dem Level des DNeasy Kits. Mit den
Silica-beads MagneSil und MagAttract wird etwa halb so viel DNA erhalten, bei NucleoMag ist



60 4 Experimentelle Arbeiten

es nur rund ein Zehntel. Die Amino-beads weisen damit zwar eine schwéichere Elutionsrate auf,
iiberkompensieren diesen Nachteil gegeniiber den Silica-beads aber mit einer hoheren Bindungska-
pazitit. Die mit NucleoMag extrahierte DNA enthélt nur sehr wenig amplifizierbares Template
und hat somit eine schlechte Qualitit. Die totale Menge und die Qualitidt an DNA, die von den
anderen bead-Sorten eluiert wurde, ist auf demselben hohen Level wie bei den als am besten
bewerteten konventionellen Methoden. Die Zusammensetzung von 1 ng Lefteria-DNA ist mit
rund 0,4 / 0,4 / 0,2 ng (Bérlauch / Mistel / Weiidorn) fiir konventionelle wie fiir bead-basierte

Methoden nahezu identisch.

Generell sind KingFisher-Methoden gut geeignet fiir die Extraktion von pflanzlicher DNA, um
DNA mit hoher Qualitdt mittels einer semiautomatischen Prozedur zu erhalten. Hinsichtlich der
Aufgabenstellung der Dissertation sind fiir automatisierte DNA-Extraktionen Amino-beads zu
préferieren. Sie bieten eine 6konomische Methode fiir jede der vier verschieden DNA-Matrizen.

Die Menge an amplifizierbarer DNA liegt um 100%.

4.1.7 AbschlieBende Bewertung samtlicher Extraktionsmethoden

Aufgrund der besonderen Anforderungen an die DNA-Extraktion moglichst reproduzierbar zu
arbeiten, um von qPCR-Daten auf die Pulvermenge schlieffen zu kénnen (4.3.7), kommt der
Beurteilung der Wiederholprézision die Rolle als entscheidendes Auswahlkriterium einer Ex-
traktionsmethode fiir den Gesamtassay zu. Dies findet anhand von Lefteria-Proben, also dem
anvisierten Untersuchungsobjekt, mit den jeweils optimierten Protokollen statt. Abb. 4.20 stellt
Ausbeuten und Varianzen sédmtlicher Methoden gegeniiber. Bei DNA-Prézipitationen sind die
Variationskoeffizienten mit durchschnittlich 23% (o = 8,54) zwischen einzelnen Aufreinigungen ge-
nerell sehr hoch. Unter den column-basierten Methoden zeigen NucleoSpin Plant, NucleoSpin Soil,
DNeasy und QIAamp die hochste Wiederholprazision. Die Varianzen liegen zwischen 5-11%. Eben
diese vier Methoden zeichnen sich auch durch die héchste ermittelte DNA-Qualitat unter allen
konventionellen Methoden aus. Neben schlechter Qualitdt oder hohem Anteil an PCR-Inhibitoren
sind PowerPlant und Wizard SV auch wegen ihrer schwachen Wiederholprazision ungeeignet. Die
DNA-Qualitdt bead-basierter Methoden ist allgemein sehr gut. Mit Ausnahme der Amino-beads
sind die Varianzen bei den automatisierten Methoden aber ausgesprochen hoch (25-39%) und

einzig die Amino-beads (pH 13) zeichnen sich durch eine akzeptable DNA-Ausbeute aus.

Unter den konventionellen Methoden erfiillt das DNeasy Kit von Qiagen die Kriterien gute DNA-
Qualitdt und hohe Wiederholpréizision mit am besten und zeichnet sich gegeniiber den vergleichbar
guten Methoden durch ein einfaches, schnell durchfiithrbares Protokoll aus. Neben DNeasy sind
die Amino-beads (pH 13) die zweite zu favorisierende Methode. Sie wird interessant, wenn ein
routineméafiger Einsatz eine Automatisierung und Parallelisierung notig macht. Mit den zwei
Methoden stehen Moglichkeiten zur DNA-Extraktion zur Verfiigung, welche in Bezug auf Qualitit

und Reproduzierbarkeit bessere Werte aufweisen, als in vielen dhnlichen Vergleichsstudien erreicht
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Abb. 4.20: Ausbeute und Wiederholprizision aller untersuchten Methoden.

werden konnte [123, 280-287]. Weitere Vergleiche, der Test anderer Methoden sowie umfangreiche
Optimierungen, sind nach diesen Ergebnissen nicht notwendig. Die DNA-Extraktion kann fiir
die an sie gestellten Anforderungen als optimal angesehen werden. Da fiir die Entwicklung der
PCR-Analysen (4.2 und 4.3) insgesamt nur wenig DNA-Material benotigt wird, wurde fiir
weitere Arbeiten das manuelle DNeasy Kit verwendet. Zunéchst wurde aber noch untersucht, ob

die DNA der Pflanzen einzeln und voneinander getrennt extrahiert werden kann.

4.1.8 Speziesspezifische DNA-Extraktion

Die Moglichkeit zur Hybridisierung von Nukleinsduren bildet die Grundlage verschiedenster DNA-
basierter Analyseverfahren, wie z.B. Primerbindung fiir eine PCR oder die spezifische Markierung
von DNA mit Nukleinséduresonden beim Southern Blotting. Die Hybridisierung kann auch zwischen
einem auf einer Oberfliche immobilisierten Fangermolekiile und einem sich in Losung befindlichen
Zielmolekiils erfolgen. Dies macht sich vor allem die DNA-Microarray-Technologie zur Untersu-
chung der Genexpression zu Nutze, kann aber auch zur Aufreinigung von Nukleinséduren verwendet
werden. Oster et al. (2001) [317] iibertrugen das Prinzip auf magnetic beads und realisierten eine
sequenzspezifische Separation von bakterieller DNA. Archer et al. (2006) [355] konnten grundsétz-
lich zeigen, dass mit Oligonukleotidsonden, gebunden an Silica-beads, humane genomische DNA
spezifisch extrahiert werden kann. Parham et al. (2007) [316] haben das Prinzip abgewandelt
und nutzten Carboxy-modifizierte beads als Trager fiir Oligonukleotide. Sie konnten mit einer

80-mer Féngersonde spezifisch genomische DNA von Streptococcus agalactiae extrahieren.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde versucht, pflanzenspezifische DNA-Sonden an magnetic
beads zu koppeln, um damit separat Barlauch-, Mistel- bzw. Weildorn-DNA aus Lefteria zu
extrahieren. Solange die Kapazitit der Oligo-modifizierten beads nicht erschopft ist, sollte dies
bei vollsténdiger Spezifitidt die anschlieende amplifikationsbasierte Analyse iiberfliissig machen.

Die reine Menge an aufgereinigter DNA wiirde geniigen, um Aussagen iiber die Zusammen-
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setzung einer Mischprobe zu machen. Jeweils komplementér fiir die its1-Sequenzen der drei
Arzneipflanzen wurden 80-mer Oligonukleotide entworfen, welche an ihren 5’-Enden mit einem
NH,-Cg-Aminolinker modifiziert worden sind. Die Pflanzenspezifitat dieser its-Sequenzen konnte
im Rahmen von Primertests fiir die PCR-Analysen eindeutig gezeigt werden (vgl. 4.3.1 und
4.3.10). Eine ausreichende Spezifitdt von 80-meren ist fiir verschiedene Anwendungen in der
Literatur beschrieben [356, 357]. Die drei verwendeten Féngermolekiile weisen die folgenden
Sequenzen auf, in Klammen ist jeweils der Bereich angegeben, an dem das Fangermolekiil an die
1ts1-Sequenz bindet:
NH2-CgH12-TGA CAC GTG GCA TTA ACC ATC GAG AAC AAA CCA GTT TTG CAT GTG

Béarlauch its1:
CAA TTT AGC TTT CTA GAT GGA AGT CCT TTT GCC GC-3’ (24-103)

NH:-CgH12-TCG GAT GCT AGT AGA ATG CCG ATG GAC ATG TGG ATT GGT TGG ATC
Mistel its1:
ATA CGC AGC GGG GTG CAC GGG GAT CGA CCC CCC CG-3’ (1-80)

. ' NH2-CeH12-GGA AGG ATC ATT GTC GAA CCT GCG CAG CAG AAC GAC CCG AGA ACC
Wetlidorn tst: AGT TTC AAC GCC GGG GCC CCG GCG GGC CTT CGG GC-3’ (4-83)

Carboxylgruppen auf beads kénnen iiber 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC)
und N-Hydroxysuccinimid (NHS) erfolgreich aktiviert werden. Die Carboxylgruppen reagieren
dabei mit EDAC zu hochreaktiven Esterintermediaten, die mit priméren Aminen eine Amid-
bindung eingehen (Abb. 4.21). Die Zugabe von NHS zur Reaktion erhoht die Effizienz der
Bindung indem zunéchst aktive NHS-Ester gebildet werden, die weniger anfillig gegeniiber
einer Hydrolyse sind und anschliefend mit den Amino-modifizierten Oligonukleotiden reagieren
[358]. Im Rahmen ihrer Dissertation konnte Dr. Oznur Kékpmar die beschriebene Immobi-
lisierungsmethode erfolgreich fiir die Bindung von DNA an Magnetpartikel adaptieren [359].
Auf eine Bildung von NHS-Intermediaten wurde dabei verzichtet und die Immobilisierung als
Einschrittreaktion durchgefiihrt. Das fiir die Bindung der drei Oligonukleotide an BioMag Ma-
xi Carboxyl Beads (Polysciences) angepasste Protokoll ist in A.5.1 nachzulesen. Nach der
Immobilisierung folgte ein Waschprotokoll (A.5.1), um nicht gebundene Féngermolekiile zu
entfernen. Die DNA-Extraktionen mit den spezifischen Magnetpartikeln wurden mittels King-
Fisher automatisiert durchgefiihrt. Hierzu wurde ein spezielles Programm entwickelt, welches
zwei 95 °C-Schritte aufweist, einmal um die Doppelstringe der genomischen DNA aufzulésen
und um letztendlich die isolierte DNA wieder von den beads zu eluieren. Aufgrund &hnlicher
Bindungschemie, wurden Bindungs- und Waschbedingungen einem etablierten Protokoll fiir das
Micromax TSA Labeling Kit (PerkinElmer, Waltham, USA) zur indirekten Markierung von
cDNA fiir DNA-Microarrays entnommen [235] und an den KingFisher angepasst (A.5.1).

Zum Test dieser speziellen Aufreinigungsmethode wurden die jeweiligen pflanzenspezifischen
Oligonukleotid-Losungen (1,3 pg/nL) an die Carboxy-beads immobilisiert. Der Erfolg der Immo-

bilisierung konnte durch spektrometrische Konzentrationsmessung und Bilanzierung ermittelt
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Abb. 4.21: Aktivierung der Carboxygruppe und Bindung des spezifischen Oligonukleotids.
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Abb. 4.22: Prozentuale Verteilung der DNA nach Durchlauf des Aufreinigungsprotokolls. Als verlorene
DNA wird der Anteil der DNA bezeichnet, welcher nicht mehr von den beads abgelost
werden kann. Unter der Abbildung ist jeweils die DNA-Spezies sowie die Pflanze, fiir welche
die beads spezifisch sind, angegeben.

werden. Durch Subtraktion der Waschfraktionen von der eingesetzten DNA-L6sung wurde die
immobilisierte DNA-Menge berechnet. Die Modifizierung der Oberfliche zeigt sich dabei als
eine hoch reproduzierbare Reaktion. Nach Abwaschen nicht gebundener Oligonukleotide sind die

beads jeweils mit rund 1,2-1,3 nmol/mg belegt (Daten nicht gezeigt).

Die pflanzenspezifisch funktionalisierten Oberflichen der beads wurden anschlieffend mit Proben
von jeweils 10 pg zuvor aufgereinigter genomischer Bérlauch-, Mistel-, Weildorn- und Lefteria-
DNA versetzt. Die Extraktion erfolgte mit jeweils 20 pl. beads-Losung. Zur Auswertung wurden
die Durchlauf-, Wasch- und Elutionsfraktionen spektroskopisch analysiert und bilanziert. Die
Extraktion aus vorgelegter Pflanzen- bzw. Lefteria-DNA deutet auf eine Spezifitdt der beads
hin. Es lassen sich zwischen 60-70% der vorgelegten Pflanzen-DNA an die entsprechenden beads

binden (Abb. 4.22a). Aus den reinen Lefteria-Mischproben wird dagegen mit 30-50% der DNA
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Abb. 4.23: Spezifitit der pflanzenspezifischen beads.

Tab. 4.7: Charakterisierung der modifizierten Magnetpartikel.

Modifizierung  doligo® [nmol/mg beads]  gmax” [ng/nL beads] Effizienz® [%)]

Brlauch its? 1,19 0,60 38,81
Mistel its? 1,21 0,56 37,21
WeiBdorn its! 1,28 0,50 35,38

# Dichte der immobilisierten Oligonukleotide
> maximale Bindungskapazitit

¢ Aufreinigungseffizienz (vorgelegte DNA /eluierte DNA)

signifikant weniger gebunden (Abb. 4.22b), dafir ist der Anteil abgewaschener DNA deutlich
erhoht (¢ > 4,3, p < 0,01). Etwa 30-40% der vorgelegten DNA kann letztendlich wieder von den

beads eluiert werden.

Mit der Verwendung von pflanzlicher DNA in Verbindung mit den jeweils nicht dafiir vorgesehenen
beads wurde die Spezifitéit iiberpriift. Dabei zeigte sich, dass von 10 ng vorgelegter DNA von den
,passenden® beads etwa 70% gebunden werden. Von der ,falschen* DNA werden hingegen nur etwa
25-35% (¢ > 6,7, p < 0,001) an die beads unspezifisch gebunden (Abb. 4.23a). Noch deutlicher
zeigt sich die Spezifitdt am Elutionsschritt (Abb. 4.23b). Nach Durchlaufen des Waschprotokolls

ist nur noch die erwartete DNA-Spezies gebunden und kann eluiert werden.

Durch Variation der bead-Menge zwischen 10-100 pL. wurde die Bindungskapazitdt bestimmt
(Abb. 4.24). An dem Punkt, an dem die DNA-Menge limitierend wirkt, wird maximale Bin-
dungskapazitit von ca. 0,6 pg/pL beads erreicht. Dies ist in etwa die Hélfte im Vergleich zu
den Amino-beads. Die beschriebene Charakterisierung war fiir eine proof-of-principle-Studie

ausreichend und zeigt, dass sich die modifizierten beads zur DNA-Bindung eignen (Tab. 4.7).

Den Abschluss dieses Eignungstests bildete eine real-time PCR-Analyse von Lefteria-DNA nach
KingFisher-Aufreinigung mit spezifischen beads (Abb. 4.25). Die Verwendung der its-Sequenzen als
Fangermolekiile schliefit diese selbst als PCR-Targets aus. Es wurden daher Barlauch trnL-trnF,
Mistel trnS-trnfM und Weildorn trnM-atpE als Untersuchungsgrundlage verwendet. Die qPCR
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bestétigte die Spezifitdt der beads. In den mit entsprechenden beads bearbeiteten Proben ist im
Vergleich zur Ausgangsmischung (mit DNeasy aufgereinigt) jeweils die erwartete DNA-Sorte ange-
reichert. 1 ng Lefteria-DNA (erste Saule) hat eine DNA-Zusammensetzung von 0,43 / 0,43 / 0,20 ng
(Bérlauch / Mistel / Weidorn). Nach Durchlaufen der KingFisher-Aufreinigung mit bérlauch-
spezifischen beads hatte sich der DNA-Verhéltnis auf 0,65 / 0,21 / 0,20 ng gedndert. Mit
0,17 / 0,71 / 0,22 ng und 0,25 / 0,26 / 0,55 ng gilt dies ebenso fiir Mistel und Weidorn. Die
Steigerungen des jeweiligen Pflanzenanteils sind signifikant (¢ > 4,2, p < 0,05).

Zusammenfassend ldsst sich konstatieren, dass mit

pflanzenspezifischen Sonden modifizierte magnetic _ 30} .
beads zur spezifischen DNA-Extraktion dienen kén- %

nen. Es konnte gezeigt werden, dass nach spezifi- E °T

scher Extraktion, ausgehend von Lefteria-DNA, der é 10l _
entsprechende Anteil einer Pflanze erhéht werden E’ il\BA?snt:mh
kann. Zudem ist die DNA-Ausbeute in ,,Fremd“- 0_2'0 20 ) —;;Welﬁdjrgo_

bead-Menge [pL]
DNA deutlich schwécher als beim Vorliegen von

.passender DNA. Mit dem aktuellen Protokoll ist ~Abb. 4.24: Bestimmung der maximalen
Bindungskapazitdt der modi-

eine DNA-Anreicherung moglich. Fiir die Zielset- fzierten bead-Varianten.

zung eine Quantifizierung von Lefteria-DNA ohne

real-time PCR, ausschlielich {iber spektroskopische Konzentrationsmessung zu realisieren, muss
die Spezifitat auf nahezu 100% gesteigert werden. Eine Optimierung des Puffersystems, der
Waschschritte und der Oligonukleotide sollte dafiir in Zukunft versucht werden. Abschliefend
ist ein Test der beads an Lefteria-Pulver anstatt in reinen DNA-Proben notwendig, um reale

Bedingungen zu untersuchen.

4.1.9 Zusammenfassung: DNA-Extraktion

Im Rahmen des ersten Hauptteils der experimentellen Arbeiten wurden unterschiedliche DNA-
Extraktionsmethoden auf ihre Eignung zur Bereitstellung von genomischer DNA aus pflanzlichen
Arzneimitteln untersucht. Es wurde festgestellt, dass mit Prézipitationsmethoden die héchsten
Ausbeuten an DNA erzielt werden kénnen. Die beliebten und weitverbreiteten spin columns sind
hinsichtlich dieses Parameters, ebenso wie moderne magnetic beads weniger effektiv. Als der
kritische Faktor fiir PCR-Anwendungen stellte sich die DNA-Qualitdt heraus. Gerade membran-
und bead-basierte Methoden haben in diesem Bezug klare Vorteile gegeniiber einer DNA-Féllung.
Prézipitierte DNA ist im Allgemeinen stérker fragmentiert bzw. mit mehr Verunreinigungen ver-
setzt. Dariiber hinaus zeigte sich, dass einzelne Methoden besser oder schlechter fiir die DNA der
pflanzlichen Lefteria-Komponenten geeignet sind. Die real-time PCR-basierte Charakterisierung
der DNA-Probe von Lefteria und der Vergleich mit reinen Pflanzenproben ergaben, dass die in

den komplexen Proben ermittelte DNA-Zusammensetzung absolut unabhéngig von der Extrakti-
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onsmethode ist. Die DNA der drei Pflanzen ist in einer Mischprobe wahrscheinlich miteinander
assembliert und wird unabhéingig vom Einfluss einer Methode gemeinsam extrahiert. Dies fiihrt
dazu, dass die Wahl einer Extraktionsmethode keine Auswirkung auf anschliefende Analysen
hat. DNA-Extraktion und PCR konnen damit als zwei unabhéngige Schritte des Gesamtassays

betrachtet werden.

Die Extraktion genomischer DNA aus pflanzlichem Material

mittels Amino-modifizierter beads (BioMag) und KingFis-

-
o

o
®

her stellt eine so noch nicht publizierte Herangehensweise

dar. Fiir entsprechende beads wurden Bindungseigenschaften

ng detektierte DNA /
ng DNA-Probe
o
()]

Z:z und Pufferbedingungen evaluiert, unter denen sich pflanz-
0.0 liche DNA mit sehr hoher Reinheit und Qualitdt, d.h. PCR-

‘ Tauglichkeit aus zu Pulver zermahlenen Proben aufreinigen
Vg’\é lasst. Das Protokoll wurde derart entwickelt, dass es zur

DNA-Probe Anwendung sowohl auf pflanzliche als auch auf Mischpro-

Abb. 4.25: Real-time PCR-Ana-  Pen, in diesem Fall Phytopharmaka in Tablettenform, dient.
lyse der Spezifitit — Mit Standard-DNA gewonnene Erkenntnisse beziiglich Bin-

der beads dungsfihigkeit und Elutionseigenschaften konnten an realen

Proben bestétigt werden. Dabei zeigte sich, dass die anvisierte pflanzliche DNA von den Amino-

beads sogar noch besser als die kommerzielle Standard-DNA wieder eluiert werden kann.

Die letztendliche Auswahl der geeignetsten Methode erfolgte anhand der Reproduzierbarkeit.
Diese ist essentiell, um DNA-Mengen mit der korrespondierenden Menge an Pflanzenmaterial
zu korrelieren (4.3.7). Das DNeasy Kit und die selbstentwickelte Methode unter Nutzung der
Amino-beads zeigten sich bei diesem Vergleich als optimale Losungen fiir die zu erfiillenden
Aufgaben. Zudem ist zukiinftig womdglich eine speziesspezifische Extraktion machbar. Fiir die

folgenden PCR-Assays wurde DNA mittels DNeasy bereitgestellt.

4.2 Entwicklung qualitativer Methoden zur Ildentifizierung der

Lefteria-Inhaltsstoffe

Fiir eine Zulassung als Arzneimittel fordert die Européische Union effektive und sichere Methoden
zum Nachweis der wirksamen Inhaltsstoffe. Fiir pflanzliche Arzneimittel wird eine umfangreiche
qualitative Spezifizierung erwartet. Die denkbaren Spezifizierungskonzepte wurden als Richtlinie
CPMP/QWP/2820/00 herausgegeben. Diese Regeln lassen sich auf eine Kernaussage zusam-
menfassen: Der Identifikationstest muss zwischen unterschiedlichen enthaltenen Pflanzenarten
differenzieren kénnen. Um diesem Anspruch zu geniigen, wurden in der vorliegenden Arbeit
DNA-basierte Analysemethoden zur qualitativen Identifizierung der pflanzlichen Inhaltsstoffe

von Lefteria entwickelt. Dafiir wurden moderne Varianten der PCR eingesetzt und verglichen,
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um eine fiir die Lefteria-Qualitatskontrolle optimale Methode bereitzustellen. Dieses Vorgehen

gliedert sich in die folgenden Unterpunkte:

o Validierung pflanzenspezifischer Target-Sequenzen fiir einen einfachen PCR-Nachweis und

darauf basierende Entwicklung einer Multiplex-PCR
o Erweiterung der Multiplex-PCR, um eine Nested-PCR

o Einsatz von loop-mediated isothermal amplification (LAMP) als zeitsparende Alternative

4.2.1 Multiplex-PCR

Aufgrund guter Ubersichtlichkeit eignet sich eine Multiplex-PCR fiir den parallelen Nachweis
von DNA unterschiedlicher Organismen in einer Mischprobe besonders gut [360-362]. Fiir
Lefteria wurde daher ein Triplex-Assay entwickelt, d.h. es gibt je ein spezifisches Amplikon
pro Arzneipflanze. Grundsétzlich besteht eine Multiplex-PCR aus multiplen Primerpaaren in
einem einzigen Reaktionsansatz zur Erzeugung von Amplikons unterschiedlicher Lénge, welche
spezifisch fiir jeweils eine Target-Sequenz sind. Die Methode wurde 1988 zum schnellen Screening
von Deletionen im humanen Genom entwickelt [363] und kann heute sogar hochauflésend zur
Analyse von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) verwendet werden [364]. Der Hauptgrund
fiir den Einsatz eines multiplen Nachweises sind vor allem die Reagenzien- und Zeitersparnisse,

was letztendlich die Kosten reduziert.

In den folgenden Abschnitten werden als Grundlage fiir alle qualitativen Ansétze, Tests ver-
schiedener Target-Sequenzen erldutert. Danach wird gezeigt, wie daraus ein PCR-Nachweis
etabliert werden kann. Zudem wird der einzige wirkliche Nachteil der Multiplex-PCR, néaher
beleuchtet. Statt wie gewohnlich ein Primerpaar, enthélt die Reaktionsmischung viele Primer.
Die erhohte Menge an Primern beim multiplexing férdert die Bildung von Primerdimeren und
anderen unspezifischen PCR-Produkten, was die Amplifikation der spezifischen Produkte be-
bzw. verhindert [365, 366]. Dieser Umstand erfordert eine exakte und umfangreiche Optimierung

der PCR-Bedingungen [367].

4.2.1.1 Target-Sequenzen und Primerdesign

Das Finden von Target-Sequenzen als pflanzenspezifische Marker gestaltete sich kompliziert. In
der samtliche bekannte DNA-Sequenzen umfassenden GenBank® des National Center for Bio-
technology Information (NCBI) ist fiir Barlauch, Mistel und Weifidorn jeweils nur eine begrenzte
Auswahl an Sequenzen vorhanden. Abb. 4.26 zeigt die Ergebnisse der Datenbankrecherchen,
aufgeschliisselt in Gen-, mRNA- und Spacer-Sequenzen. In die Suche wurden explizit nur die

in Norddeutschland vorkommenden Arten Allium ursinum (Bérlauch), Viscum album (Mistel),

Swww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/


www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

68 4 Experimentelle Arbeiten

Mistel WeiBdorn

Barlauch

13
4 2

19
B Gensequenzen ™ mRNA-Squenzen Spacer-Sequenzen

Abb. 4.26: International vorhandener Datenbestand iiber Nukleotidsequenzen der drei Arzneipflanzen

Crataegus monogyna und C. laevigata (Weildorn) einbezogen. Ein Vergleich mit A. thalia-
na (etwa 300.000 Sequenzen insgesamt, davon ca. 100.000 mRNA-Daten) und Homo sapiens
(total = 9.600.000, mRNA = 305.000) veranschaulicht die Dimensionen.

Tab. 4.8 listet alle Sequenzen auf, fiir welche in silico Primerpaare entworfen worden sind. Die Aus-
wahl der Targets erfolgte nach folgenden Kriterien: Es wurden moglichst keine mRNA-Sequenzen
verwendet, da genomische DNA als Template dient. Somit verhindern die bei Eukaryoten
wahrscheinlichen, aber bei mRNA-Daten nicht verzeichneten Introns, eine Berechnung der Ampli-
konlénge. Diese Kenntnis ist aber fiir die Detektion essentiell. Es wurden Sequenzabschnitte im
Langenbereich von 169 bis 2.841 bp gewéhlt, um ein moglichst breites Spektrum abzudecken und
so eine Triplex-Analyse mit optisch gut voneinander getrennten Gelbanden realisieren zu kénnen.
Dies schrankt die Auswahlmoglichkeiten ein, da die meisten Sequenzdaten nur etwa 200 bis
350 bp lang sind. Das Primerdesign wurde mit dem Programm Primer3% durchgefiihrt. Es wurden
gingige Kriterien gewahlt, wie sie in Standardwerken der Molekularbiologie angegeben sind
[368]. Die in silico entworfenen Primer wurden mittels Mfold” auf interne Sekundérstrukturen
iiberpriift und mit BLAST® auf ihre Spezifitit gegeniiber allen verfiigharen DNA-Sequenzen in
der GenBank getestet (sieche A.4.1).

Generell ist eine Amplifikation einfacher wenn DNA-Abschnitte hdufig im Genom vorkommen.
Dies betrifft insbesondere RNA-Gene. In hoher Kopienzahl finden sich die Gene der ribosomalen
RNA tandemartig und die Transfer-RNA-Gene verstreut wiederholt im Genom. Die Transkrip-
tionseinheit der rRNA-Gene besteht aus den Genen 18S rRNA, 5.8S rRNA und 26S rRNA.
Die Gene sowie die einzelnen Transkriptionseinheiten solcher rRNA-Konstrukte sind durch
Spacer-Regionen voneinander getrennt. Da im Laufe der Evolution lebenswichtige Gensequenzen
konserviert wurden, zeigen RNA-Gene zwischen unterschiedlichen Spezies kaum Abweichungen
[369]. So wurde z.B. auf rRNA-basierender Phylogenetik die Einteilung aller Organismen in ihre
Doménen vorgenommen [370]. RNA-Gene schieden daher als Identifikationsmarker aus. Spacer
zwischen den Transkriptionseinheiten sind dagegen keinem evolutiven Druck ausgesetzt und un-
terliegen schneller Mutation. Sie werden deswegen auch als molekulare Marker fiir eng verwandte

Fukaryoten und zur Unterscheidung einzelner Stdmme eingesetzt. Fiir alle drei Pflanzen sind

Shttp://frodo.wi.mit.edu/
"http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form
Shttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tab. 4.8: Potentielle Targets fiir den Nachweis von Bérlauch, Mistel und Weiidorn auf DNA-Basis.

; Amplikon-
Spezies Target-Sequenz accessw? Abk. “mp Heon
number lange [bp}
Béarlauch  Internal Transcribed Spacer 1 AJ412744 its1 318
. . b 457
Mannose Specific Lectin U68531 msl 409
PISTILLATA Protein DQO005594  pi-2 864
. b 567
ZEITLUPE Protein GQ232755  ztl 1ee
Mistel 18S rRNA L24426 188 1.236
Album Sucrose Phosphate Synthase AY331261  asps 2.841
. b 405
cml3p Lectin AY377896  cml3p 811
Internal Transcribed Spacer 1 EU796892  itsl! 468
Lectin Isoform A AY081149 leA 1.593
Lectin Isoform B DQO011864 leB 827
VCA (Verprolin, Cofilin, Acidic) Protein AF369961  wca 753
Chloroplast tRNA-His-tRNA-Lys Intergenic Spacer AF419259  trnH-trnK 344
Weifiddorn  Cmon S18 Self-Incompatibility Protein AF504290  cmon 231
Dihydroflavonol 4-Reductase AY786995  d4r 500
34-1 LEAFY Protein EU683954  leafy 405
Megakaryocyte-Associated Tyrosine Kinase AF288099 matK 1.126
Polygalacturonase Inhibitor Protein AF196879  pgip 570
433
Plastidic Glutamine Synthetas AY162465  pgs® 169
RNA Polymerase B FJ395650 rpoB 190
Chloroplast tRNA-Leu-tRNA-Phe Intergenic Spacer AF348541  trnL-trnF 618

# Wird eine neue Sequenz in die GenBank aufgenommen, erhélt sie einen Zugriffschliissel. Diese
accession number wird nur einmal vergeben und begleitet die Sequenz unverdandert.

b Fiir einige Targets wurden im Laufe dieser Arbeiten mehrere Primerpaare entworfen und getestet.

einige solcher Spacer-Regionen bekannt. Die internal transcribed spacer (its) liegen vor und hinter
dem 5.8S rRNA-Gen, aber auch die tRNA-Gene werden durch Spacer (¢rn) voneinander getrennt.
Aufgrund des begrenzten Bestands an Sequenzen wurden daneben auch einige Gensequenzen zum
Primerdesign herangezogen. Its- und {rn-Regionen sind vor allem bei der weitaus sensitiveren
real-time PCR von grofier Bedeutung (4.3.1) und wurden auch fiir die speziesspezifischen beads

verwendet (4.1.8).

4.2.1.2 Evaluierung der PCR-Primer

Die genomische DNA fiir alle Arbeiten zur qualitativen Analyse wurde mit dem DNeasy Kit
gewonnen. Zunéchst erfolgte die Evaluierung des jeweiligen Amplifikationsbereichs (Tempera-
turbereich in dem das Amplikon gebildet wird) und der optimalen Annealing-Temperaturen
(intensivste Bande ohne Koamplifikate) fiir simtliche Primerpaare. Hierfiir wurde die entspre-

chende Pflanzen-DNA als Template in Gradienten-PCR mit Temperaturgradienten von 40-70 °C
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Abb. 4.27: Optimierung der Annealing-Temperatur fiir die PCR zum Nachweis von Mistel-DNA tiber
das Target itsl. Gezeigt sind zwei 1,5%ige Agarosegele die einen Temperaturbereich von
40-70 °C abdecken, als Grofenstandards wurden ein 100 bp und ein 1 kb Ladder aufgetragen.

verwendet sowie Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse eingesetzt. Abb. 4.27 zeigt als Beispiel
den Test bei Mistel its! und in Tab. 4.9 sind die ermittelten Temperaturwerte aller Primerpaare

zusammengestellt.

Im Beispiel ist eine Produktbildung mit erwarteter Lénge tiber ein groflies Temperaturspektrum
zu erkennen, allerdings wird nur im Bereich von 60-67 °C kein unspezifisches Koprodukt gebildet.
Optimale Amplifikationsbedingungen sind bei 63 °C gegeben. Allgemein wird bei Mistel und
Weildorn mit den meisten Primern kein PCR-Produkt generiert (Tab. 4.9). Mit Mistel its! und
trnH-trnK bzw. Weilldorn rpoB und trnL-trnF stehen jeweils nur zwei moégliche Targets fiir
den Aufbau des Assays zur Verfiigung. Fiir Barlauch funktionieren sechs Primerpaare. Mit nicht
funktionierenden Primerpaaren wurden noch zwei Strategien untersucht, die Amplifikationsbe-

dingungen zu verbessern:

o Zweistufige PCR (siehe A.1.3): In den ersten 20 Zyklen wurde die Annealing-Temperatur
auf 50 °C gesetzt, um initial viel Produkt zu generieren, danach wurde 1 pL dieses Ansatzes
als Template in einen zweiten Ansatz gegeben und die Temperatur wurde zur Erhohung

der Sperzifitat fiir weitere 40 Zyklen auf 58 °C erhoht

o Zusatz von Additiven als PCR-enhancer (vgl. 4.2.1.4): Folgende Additive wurden mit in
[371-376] beschriebenen Konzentrationen untersucht: Betain, DMSO und Tween 20

Auch die verwendeten Optimierungen generieren keine signifikanten Mengen an PCR-Produkten
(Ergebnisse nicht gezeigt). Daher wurde der Triplex-Assay aus den vorhandenen Target-Sequenzen
entwickelt. Bei Barlauch wurde die Anzahl an Targets reduziert. Mit Barlauch its1, dem zweiten
Primerpaar fiir msl und pi-2 sind die intensivsten Banden zu beobachten (Daten nicht gezeigt), da-
her wurden sie ausgewéhlt. AnschlieBend wurden die Endpunkte der PCR. bestimmt. Nach jeweils
finf Zyklen wurde je Reaktionsansatz eine Probe entnommen, die gesammelten Proben wurden
dann auf einem Gel analysiert. Stets ist ab etwa 35 Zyklen keine Zunahme der Bandenintensitét

mehr zu beobachten, d.h. der stationére Zustand ist erreicht (Ergebnisse nicht gezeigt).

Abb. 4.28 stellt die Amplifikationen der gewéhlten sieben Targets aus reiner Pflanzen- bzw.
Lefteria-DNA gegentiber. Nach 35 Zyklen kénnen in alle Spuren (1-14) intensive Banden der Am-
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Tab. 4.9: Experimentell ermittelte Annealing-Temperaturen aller getesteten Primerpaare. Die Tabelle
zeigt parallel die grundsétzliche Funktionalitdt der Primer.

Spezies  Primerpaar Arbeitsbereich [°C]  Annealing-Temperatur [°C|

Barlauch  dts1 40-70 57
sl 47-59 57
40-70 59
pi-2 47-59 53
i 47-70 57
59-70 63
Mistel 185* 50-63 51
asps - -
emidp® 50-70 67
50-57 50
its1 60-67 63
leA - -
leB - -
vea - -
trnH-trnK 50-57 51
Weildorn  cmon - -
d4r® 50-53 50
leafy - -
matK - -
DgIp - -
pgs 63-70 63
rpoB 40-63 59
trnL-trnF 50-57 53

# Im angegebenen Temperaturbereich ist nur minimal Produktbildung zu
beobachten.

plifikate nachgewiesen werden. Ebenso ist hier gezeigt, dass die Amplifikation auch bei Lefteria gut
funktioniert. Die Produkte haben die erwarteten Léngen, Koamplifikate sind nicht zu beobachtet.

Damit bestéatigen sich erfolgreiches Primerdesign und optimale Amplifikationsbedingungen.

4.2.1.3 Entwicklung des Multiplex-Assays

Basierend auf den erzielten Ergebnissen wurde der Multiplex-Assay im Triplex-Format aufgebaut.
Ziel war es, parallel je ein spezifisches Target pro Pflanze qualitativ nachzuweisen. Zunéchst
wurde untersucht, welche Kombinationen aus je zwei Primerpaaren (duplezing) kompatibel
sind. Als Annealing-Temperatur wurde jeweils der Mittelwert der sich {iberschneidenden Am-
plifikationsbereiche gewéhlt. Wie aus Abb. 4.29 ersichtlich wird, werden bei Béarlauch its! mit
Weifidorn mpoB (Spur 3), Bérlauch msl mit Mistel trnH-trnK (Spur 6), mit Weiidorn rpoB und
mit trnL-trnF (Spuren 7, 8), Bérlauch pi-2, Mistel its! (Spur 9) sowie bei Mistel trnH-trnK mit
Weildorn rpoB und trnL-trnF (Spuren 15, 16) jeweils beide Banden erwarteter Grole mit hoher

Intensitdt generiert. Mit diesen aussichtsreichsten Kombinationen erfolgte dann die Adaption
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Abb. 4.28:

Abb. 4.29:

Abb. 4.30:

Amplikons der sieben ausgewédhlten Primerpaare zum Aufbau des Triplex-Assays. Auf
1,5%igen Agarosegelen wurden die PCR mit Bérlauch- (a), Mistel- (b) und Weifidorn-Primern
analysiert. Die Reihenfolge der Auftragung ist: Barlauch its! (Spur 1: Bérlauch-DNA; Spur 2:
Lefteria-DNA), msl (Spuren 3, 4) und pi-2 (Spuren 5, 6), Mistel its! (Spur 7: Mistel-DNA;
Spur 8: Lefteria-DNA), trnH-trnK (Spuren 9, 10), Weifidorn rpoB (Spuren 11, 12) und in
den Spuren 13, 14 trnL-trnF mit Weildorn- bzw. Lefteria-DNA.

bp L1 L2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2.000

Agarosegel-Analysen verschiedener Primerpaarkonstellationen im Duplex-Ansatz. Gezeigt
ist ein 1,5%iges Agarosegel. Aufgetragen sind die PCR-Reaktionen mit Lefteria-DNA und
jeweils zwei Primerpaaren. Die Auftragung ist wie folgt: Barlauch its1 in Kombination mit
Mistel its! (Spur 1), trnH-trnK (Spur 2), Weiidorn rpoB (Spur 3) und ¢rnL-trnF (Spur 4);
Bérlauch msl mit Mistel its, trnH-trnK, Weildorn rpoB und trnL-trnF (Spuren 5-8);
Bérlauch pi-2 mit Mistel its!, trnH-trnK, Weildorn rpoB und trnL-trnF (Spuren 9-12);
Mistel its! mit Weiidorn rpoB und trnL-trnF (Spuren 13, 14); Mistel trnH-trnK mit
Weifidorn rpoB und trnL-trnF (Spuren 15, 16).
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Mogliche Triplex-Assays im Detail. Auf einem 1,5%igen Gel sind folgende Multiplex-Anséatze
mit jeweils drei Primerpaare aufgetragen worden: Bérlauch its!, Mistel its! und Weif3-
dorn rpoB (Spur 1); its, trnH-trnK und rpoB (Spur 2); msl, trnH-trnK und rpoB (Spur 3);
msl, trnH-trnK und trnL-trnF (Spur 4); pi-2, trnH-trnK und rpoB (Spur 5); pi-2, trnH-trnK
und trnL-trnF (Spur 6).
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Abb. 4.31: Temperaturoptimierung fiir den Multiplex-Nachweis fiir Barlauch, Mistel und Weifdorn.
Gezeigt ist ein 1,5%iges Agarosegel, auf welchem Gradienten-PCR mit, wie auch auf den
folgenden Gelbildern, Bérlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weifidorn trnL-trnF mit Lefteria-
DNA als Template aufgetragen worden sind.
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Abb. 4.32: Test verschiedener PCR-enhancer. Jeweils wurde Lefteria-DNA in Multiplex-PCR bei
optimaler Annealing-Temperatur verwendet. Die eingesetzten Additive sind der Beschriftung
iiber dem Agarosegel zu entnehmen (CES = combinatorial enhancer solution) [376].

an den Triplex-Assay. Abb. 4.30 zeigt, dass nur in den beiden Konstellationen Bérlauch msl,
Mistel trnH-trnK mit Weildorn rpoB oder mit Weilldorn ¢trnL-trnF (Spuren 3, 4) die Bildung
aller drei spezifischen Amplikons gelingt. Die im Vergleich schwachen Bandenintensitiaten ver-
deutlichen die reduzierte Amplifikationseffizienz, bedingt durch die erhéhte Wahrscheinlichkeit
fiir Interaktionen zwischen den Primern. Bei den vier anderen Spuren konnte nur noch in Spur 6

iiberhaupt ein zweites PCR-Produkt nachgewiesen werden.

Die angewandten Strategien zur Optimierung der beiden Triplex-Assays werden am Beispiel der
Kombination mit Weifidorn ¢trnL-trnF im néchsten Abschnitt genauer erlautert. Die Optimierung

der anderen moglichen Primerkombination verlief dazu analog.

4.2.1.4 Optimierung der Multiplex-PCR

In Spur 4 (Abb. 4.30) ist die Bande des Béarlauchmarkers msl schwéacher als die der anderen

Pflanzen. Zunéachst wurde also versucht die unterschiedliche Intensitdt der drei Banden zu kom-
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pensieren. Dafiir wurden verschiedene PCR mit Konzentrationsgradienten der drei Primerpaare
durchgefithrt. Die als optimalen bestimmten Konzentrationen sind in Tab. 4.10 angegeben. Im
Anschluss daran wurde die Annealing-Temperatur der Primerkombination optimiert. Anhand
von Abb. 4.31 ist zu erkennen, dass eine Temperatur von 63 °C ideal ist. Ab Temperaturen unter

58 °C (nicht auf dem Gel) bzw. tiber 64 °C werden nicht mehr alle Produkte gebildet.

Héaufig ldsst sich die Amplifikationseffizienz und Spezifitdt einer PCR durch Zugabe von verschie-
denen Additiven, sog. PCR-enhancern, steigern. Von Betain und DMSO z.B. ist bekannt, dass sie
die Agglomeration von Polymerasen unterbinden. Dazu verfiigbar sind einige Ubersichten iiber
auch in dieser Arbeit verwendete Additive, ihre Eigenschaften und die entsprechende Referenz
[371-376]. Alle Additive wurden innerhalb schon postulierter Konzentrationsgrenzen getestet. Wie
Abb. 4.32 verdeutlicht, kann eine wesentliche Verbesserung der Produktbildung mit einem Zusatz
von 0,1% Triton X-100 erreicht werden. Auffallig ist auch, dass entgegen der Literaturmeinung
nahezu alle getesteten enhancer zu einer Verschlechterung der PCR-Effizienz gefithrt haben.
Die optimale Konzentration von Triton X-100 wurde mittels eines Gradienten im Bereich von

0,05-2,5% bestimmt. Ideal ist ein Anteil von 0,05% am Reaktionsansatz (Abb. 4.33).

Nach erfolgter Optimierung standen zwei mogliche Triplex-Assays zur Verfiigung (mit Weif3-
dorn rpoB bzw. trnL-trnF). Tab. 4.10 fasst die PCR-Bedingungen kurz zusammen. Der zweite

Assay mit Weildorn rpoB wurde entsprechend dem hier beschriebenen etabliert und getestet.

4.2.1.5 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitit sagt aus, ob eine Bande tatséchliche auf den untersuchten Analyten
zuriickgefithrt werden kann oder ob das Signal unspezifisch ist. Mittels BLAST-Analyse konnten
bioinformatisch zwar keine Kreuzreaktivitdten der Primerpaare mit einer der anderen Pflanzen
nachgewiesen werden, allerdings lagen fiir eine sichere Aussage nicht genug Vergleichssequenzen
vor. Die Bestimmung der Spezifitdt erfolgte daher zusétzlich in wvitro. In einer Serie von Expe-
rimenten wurde die Spezifitdt der Primerpaare anhand verschiedener DNA-Proben ermittelt.
Abb. 4.34 verdeutlicht die Spezifitdt von Béarlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weildorn trnL-
trnF. Nur in Anwesenheit von Lefteria- oder der entsprechenden Pflanzen-DNA sind intensive
Banden erkennbar. Bei Anwesenheit ,fremder DNA kann kein Amplifikat nachgewiesen werden.
In den jeweils in Spur 5 applizierten Negativkontrollen? (no template control, NTC) kénnen
erwartungsgeméfl keine Amplifikate detektiert werden. Eine vollkommene Spezifitédt ist somit

auch im Triplex-Ansatz gegeben (Abb. 4.35b).

Bei weiteren Untersuchungen zur Spezifitat zeigte sich, dass der Triplex-Assay mit Weildorn rpoB
nicht die Voraussetzung als qualitatives Identifikations-Tool der Lefteria-Inhaltsstoffe erfiillt.

Neben Weifidorn- konnte auch mit Bérlauch-DNA als Template ein PCR-Produkt generiert

9 Anstatt einer DNA-Probe durchlauft DNA-freies Wasser sémtliche Analyseschritte, wodurch der Einfluss von
DNA-Verunreinigungen detektiert wird.
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Abb. 4.33: Agarosegel-Analyse der Multiplex-PCR mit einem Gradienten von Triton X-100. Mit einem
Anteil von Triton X-100 zwischen 0,05 und 2,5% am Reaktionsansatz wurde nach der
optimalen Konzentration des enhancers gescreent.

Tab. 4.10: Experimentell ermittelte Reaktionsbedingungen fiir die zwei moglichen Multiplex-Ansétze.

. Amplikon- Annealing- Primerkonz.
Triplex-Target . PCR-enhancer
lange [bp] Temperatur [°C] [nmol /L]

Barlauch msl 409 400

Mistel trnH-trnK 344 58 400 5 ng BSA
Weildorn rpoB 190 400

Barlauch msl 409 200

Mistel trnH-trnK 344 63 400 0,05% Triton X-100
Weilldorn trnL-trnF 618 400
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Abb. 4.34: Untersuchung der Spezifitat der Target-Sequenzen fiir Birlauch (a), Mistel (b) und Weidorn
(c). Auf 1,5%igen Agarosegelen sind jeweils PCR mit Bérlauch- (Spur 1), Mistel- (Spur 2)
und Weiidorn-DNA (Spur 3) aufgetragen. Spur 4 stellt jeweils die Positivkontrolle mit
Lefteria-DNA und Spur 5 die Negativkontrolle mit Wasser anstatt DNA (NTC) dar.

bp L 1 2 3 bp L 1 2 3
1.000 1.000 s

700 700« «

-— - ~—-
500 — 500 s

- -w =
300 300 -—
100 100

(a) mit rpoB (b) mit tmL-tmF

Abb. 4.35: Sperzifitit im Triplex-Ansatz mit Weifidorn rpoB (a) und Weiidorn trnL-trnF (b). In den
Spuren 1-3 dieser 1,5%iges Gele sind nacheinander PCR mit reiner Barlauch-, Mistel- und
Weildorn-DNA aufgetragen. Es wurde ein 100 bp Grolenstandard fiir die Zuordnung der
Banden verwendet.
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Abb. 4.36: Die resultierenden Amplifikate fiir verschiedene Verdiinnungen reiner Pflanzen-DNA. Die
PCR wurden im Triplex-Ansatz mit Weildorn trnL-trnF durchgefiihrt. Die jeweils erste
Bande stellt die Nachweisgrenze fiir das entsprechende Target dar. Bei der Positivkontrolle
(+) handelt es sich um 100 ng Lefteria-DNA.

werden (Abb. 4.35a). Die Sequenz des Gens der RNA-Polymerase B ist aller Voraussicht nach
derart konserviert, dass sie nicht als pflanzenspezifisches Target dienen kann. Es wurde daher

nur noch der Ansatz mit Weilldorn trnL-trnF verwendet.

Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitit [377, 378] wurden PCR-Produkte aller Primerpaare,
sowohl mit Pflanzen- als auch mit Lefteria-DNA als Template durchgefithrt, aus Agarosege-
len aufgereinigt und sequenziert. BLAST-Analysen zeigten, dass alle Sequenzen zu 100% mit

erwarteten Datenbankeintrdgen korrespondieren, d.h. es handelt sich um spezifische Amplifikate.

4.2.1.6 Nachweisgrenzen

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) fir ein mit Ethidiumbromid geférbtes Gel liegt
bei ca. 50 ng PCR-Produkt pro Bande [379]. Ist weniger DNA vorhanden, kann sie mittels
UV-Exposition nicht sichtbar gemacht werden. Zur weiteren Validierung der Assays erfolgte
die genaue Bestimmung der Nachweisgrenzen mit dem Ziel, die quantitativ minimale Menge
zu ermitteln, welche zu visuell auswertbaren Ergebnissen fithrt. Abb. 4.36 zeigt die Ergebnisse.
Bérlauch-DNA lésst sich ab 25 ng im Ansatz (0,5 ng/pL. PCR-Mischung (50 pL)) nachweisen,
Mistel und Weifldorn ab 50 ng bzw. 10 ng.

Nachweisgrenzen eines Assays sind vor allem unter realen Bedingungen interessant. Daher wurden
zwolfstufige Verdiinnungsreihen mit einem Hintergrund von DNA der jeweils anderen beiden
Pflanzen (je 33 ng pro Ansatz) beurteilt. Anhand von Abb. 4.37 wird deutlich, dass die Nachweis-

grenzen auf dhnlichem Niveau wie in reinen Proben liegen. Die Nachweisgrenzen der drei Targets
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Abb. 4.37: Relative Nachweisgrenzen der Triplex-PCR mit Weifldorn ¢trnL-trnF bei reiner Pflanzen-
DNA mit Hintergrund von ,Fremd“-DNA. Um die mogliche Beeinflussung zu untersuchen,
wurde bei Béarlauch-DNA (a) die iiber dem Gel angegebene Menge als Template vorgelegt
und dazu jeweils 33 ng DNA der anderen beiden Pflanzen zugesetzt. Analog wurde mit
Mistel- (b) und Weifidorn-DNA (c) verfahren. Bei der Positivkontrolle (+) handelt es sich
um 100 ng Lefteria-DNA.

liegen hier bei 15 ng (Bérlauch), 25 ng (Mistel) und 5 ng (Weifidorn). Diese sog. relativen Nach-
weisgrenzen stellen die analytische Sensitivitiat des Assays dar [380, 381]. Fiir den Multiplex-Assay
hat das Ergebnis die positive Konsequenz, dass , Fremd“-DNA keinen Einfluss auf die PCR hat.

4.2.1.7 Dynamischer PCR-Bereich

Jede PCR hat einen dynamischen Messbereich und damit das Potential hier mehr als eine ja/nein-
Antwort zur Anwesenheit pflanzlicher Inhaltsstoffe zu geben. Der dynamische Bereich jedes
Targets, d.h. das Konzentrationsfenster, in dem Konzentrationsunterschiede anhand der Ban-
denintensitédt detektiert werden kénnen, wurde mit gegenldufigen Verdiinnungsreihen bestimmt.
Waéhrend die Menge an DNA im Ansatz einer Pflanzenart schrittweise von 0 auf 100 ng ansteigt,
sinkt der Anteil der anderen beiden DNA-Typen jeweils von 50 auf 0 ng ab. Diese Art der Proben-
zusammensetzung soll realistisch anzunehmende Schwankungen der Lefteria-Zusammensetzung
simulieren. Abb. 4.38 zeigt, dass der Bérlauchanteil (a) der Probe im Bereich von 14-64 ng
semiquantitativ bestimmt werden kann. Bei Mistel ist das bei 24-64 ng und bei Weildorn
zwischen 4 und 44 ng moglich. Die Bandenstérke wurde densitometrisch (semiquantitativ) mit

der Software Alpha DigiDoc RT (Alpha Innotech, Santa Clara, USA) ausgewertet.

Gerade die Ergebnisse von Abb. 4.38 verdeutlichen sehr anschaulich, wie gut der entwickelte Assay
funktioniert. Der dynamische Bereich ist zwar kleiner als zwei Dekaden, was aufgrund der reinen

Endpunktbestimmung bei der konventionellen PCR nicht verwunderlich ist [259], dennoch ist es
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Abb. 4.38: Untersuchung der Triplex-PCR hinsichtlich des dynamischen Messbereichs. Mit Bérlauch-
DNA (a) wurde die DNA-Menge zwischen 0 und 100 ng variiert und parallel die Menge
der DNA der anderen beiden Pflanzen kontinuierlich von 50 auf 0 ng verringt, so das stets
100 ng DNA in einem Triplex-PCR-Ansatz vorlagen. Bei der Positivkontrolle (4) handelt
es sich um 100 ng Lefteria-DNA.

moglich, iiber eine rein qualitative Aussage hinaus, Abweichungen einer Lefteria-Tablette von der
Originalzusammensetzung (Tab. 3.1) aufzudecken. Im Vergleich mit einer Lefteria-Kontrolle (+)
oder besser noch mit einer Standardreihe, bietet der Assay die Moglichkeit, diese Abweichungen
zu einem gewissen Grad zu quantifizieren. Ohne weitere Verbesserungen kénnte der entwickelte
Multiplex-Assay so z.B. in der Tablettenproduktion als ein Kurztest zur Qualitdtssicherung

verwendet werden.

4.2.1.8 Reproduzierbarkeit und diagnostische Sensitivitat

Die Intra-Assay-Variabilitdt wurde fir Lefteria-DNA und 1:1 Mischungen von jeweils zwei
Pflanzenarten bestimmt, indem jeweils eine Probe zwolffach mittels Triplex-PCR analysiert
wurde. Bei der Auswertung der Elektrophorese mittels Alpha DigiDoc waren jeweils die Banden
von 10-12 PCR-Ansétzen identisch. Die sich daraus ergebene Reproduzierbarkeit liegt somit

insgesamt bei 94%.

Die wichtigste biologisch-analytische Eigenschaft eines Nachweis-Assays ist die diagnostische
Sensitivitiat [381]. Sie beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass eine korrekte Zusammensetzung
von Lefteria (kein pflanzlicher Inhaltsstoff fehlt), auch als solche erkannt wird und gibt den Anteil
der Proben an, die korrekt positiv analysiert werden (richtig-positiv). Demgegeniiber steht die
sog. diagnostische Spezifitat [381]. Sie gibt in einem Test den Anteil der Proben an, bei denen

die Abwesenheit eines Targets korrekt erkannt wird (richtig-negativ).
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Tab. 4.11: Sensitivitidtsanalyse von Lefteria und Proben, bei denen jeweils ein Pflanzeninhaltsstoff fehlt.

Béarlauch / Bérlauch /  Mistel /

Lefteria ) . )
Mistel Weifidorn ~ Weifidorn
Reproduzierbarkeit  11/12 10/12 12/12 12/12
Sensitivitéit 13/15% 14/15° 13/15° 11/15¢

# In zwei Fallen fehlte die Bande fiir Barlauch msl.

" Einmal waren alle drei Banden vorhanden (wohl Pipettierfehler).

¢ Nur die Bande von Weifldorn trnL-trnF war vorhanden; alle drei
Banden waren sichtbar.

4 Einmal war nur die Bande von Weiidorn trnL-trnF zu erkennen;

dreimal waren alle drei Banden vorhanden (Pipettierfehler).

Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitdt wurden 15 verschiedene Lefteria- bzw. 1:1
Mischproben mittels Triplex-PCR analysiert. Von 15 korrekt zusammengesetzten Lefteria-Proben
wurden auch 13 als solche erkannt. Bei den Mischproben wurde das Fehlen einer der drei Pflanzen
zwischen elf und 14 Mal richtig nachgewiesen. Es ergibt sich eine diagnostische Sensitivitét
von 87% fiir den entwickelten Triplex-Assay, d.h. die Inhaltsstoffe einer nach Herstellerangaben
zusammengesetzten Lefteria-Tablette werden mit 87% Wahrscheinlichkeit identifiziert. Dement-
sprechend betrigt die Unempfindlichkeit, also die Wahrscheinlichkeit, trotz Anwesenheit aller drei
Pflanzen ein negatives Testergebnis zur erhalten 13%. Die diagnostischen Spezifitdten berechnen
sich zu 73% (Fehlen von Béarlauch), 87% (Mistel) und 93% (Weifidorn). Aus den Ergebnissen der
PCR ergibt sich somit eine diagnostische Effizienz von 85% (51 von 60). Es besteht also eine
hohe Wahrscheinlichkeit, dass erzielte Laborergebnisse richtig sind. Tab. 4.11 fasst die Ergebnisse
der Tests auf Reproduzierbarkeit und Sensitivitidt zusammen. Im Vergleich mit &hnlichen Studien
oder chemisch-physikalischen Nachweismethoden, liegen die erhaltenen Werte etwa auf gleichem

Niveau [381-383].

4.2.1.9 Zwischenfazit: Multiplex-PCR

Insgesamt 20 Sequenzen wurden hinsichtlich Einsetzbarkeit als pflanzenspezifische Marker unter-
sucht. Mit nur ca. 50% der Primerpaare konnten Amplifikate generiert werden. Auf Basis dieser Er-
fahrungen ist das Vorhandensein ausreichender Sequenzinformation das entscheidende Kriterium
fiir die erfolgreiche Entwicklung einer DN A-basierten Identifikationsdiagnostik fiir Pflanzen. Sind,
wie im vorliegenden Fall, nur sehr wenige Informationen verfiighar, besteht die Wahrscheinlichkeit,
keine geeigneten Target-Sequenzen zu finden. Eine zumindest teilweise Genomsequenzierung ist

dann nach Kosten-/Nutzenabwigung einem aufwendigen Primer-Screening vorzuziehen.

Der entwickelte Assay ermoglicht die parallele Detektion aller drei Pflanzen mit Hilfe von Primer-
paaren gegen die drei Target-Sequenzen Béarlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weildorn ¢rnL-trnF.
Voraussetzung dafiir waren umfangreiche Optimierungen beziiglich Annealing-Temperatur, Pri-

merkonzentration sowie PCR-enhancer. Es konnte bestatigt werden, dass mehr Primer in einem
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Tab. 4.12: Zusammenfassung der analytischen Leistungsfihigkeit der entwickelten Multiplex-PCR.

Spezi analytische Nachweis- Reproduzier-  diagnostische diagnostische
ezies

P Spezifitdt  grenze [ng]  barkeit [%]  Sensitivitét [%] Spezifitdt [%)]
Bérlauch 15-25 73
Mistel 25-50 94 87 87
Weildorn 5-10 93

Ansatz PCR-inhibierend wirken [154]. Fiir zukiinftige Etablierungen dhnlicher Anwendungen ist
eine entsprechende Prozedur, trotz des nicht unerheblichen Zeitaufwands im Riickblick auf die

erreichte Verbesserung zu empfehlen. Auf den Einsatz von enhancern kann verzichtet werden.

Mit den Arbeiten zur qualitativen PCR, konnte gezeigt werden, dass ein Nachweis der Lefteria-
Inhaltsstoffe durch PCR mdglich ist. In begrenztem Maf ist sogar die Detektion von DNA-
Konzentrationsunterschieden machbar. Tab. 4.12 stellt die wichtigsten Leistungsmerkmale des
entwickelten Assays zusammen. Im Gegensatz zu klassisch verwendeten chromatographischen
Identifikationsmethoden, ist es durch PCR mdglich, schnell und einfach zwischen den drei
Pflanzen zu diskriminieren. Dabei bewéhren sich vor allem Spacer-Sequenzen von RNA-Genen
als spezifische Targets (vgl. 4.3.10). Die Ergebnisse zeigen insgesamt, dass der Aufbau einer
DNA-basierten und parallelen Identifikation pflanzlicher Inhaltsstoffe realisierbar, aber eine
sorgfiltige Auswahl von Sequenzen und Amplifikationsbedingungen voraussetzt. Protokolle fiir

die einfache PCR lassen sich nicht direkt auf eine Multiplex-PCR iibertragen.

Trotz der erreichten guten Sensitivitdt wurde versucht, durch Einsatz einer state-of-the-art-
Varianten der PCR die Leistung des Nachweises zu erhthen. Denn mit einer Wahrscheinlichkeit
von rund 80% fir eine korrekte Analyse ist eine Aussage des Multiplex-Assays nicht vollkommen
sicher oder verlangt eine Vielzahl an Mehrfachmessungen. Im néchsten Abschnitt wird daher
geschildert, wie auf Basis des Triplex-Assays eine Weiterentwickelung zu einer Nested-PCR
realisiert werden kann. Dariiber hinaus wird gezeigt, dass sich die Gelelektrophorese durch ein

lab-on-a-chip-System ersetzen lésst.

4.2.2 Nested-PCR

Die Nested-PCR ist eine Modifikation der konventionellen PCR und wurde zur Steigerung von
Spezifitdt und Sensitivitdt entwickelt. Erreicht wird dies, indem zwei PCR ineinander geschachtelt
werden. Reaktionsmischung der ersten Amplifikation dient als Template fiir eine zweite PCR.
Dazu wird ein zweites Primerpaar (Nested-Primer) verwendet, das innerhalb der Sequenz des
ersten Amplifikats ein verkiirztes DNA-Fragment amplifiziert (Abb. 4.39). Das Primerdesign ist
vergleichbar mit dem in Anhang A.1.3 beschriebenen. Tab. 4.13 gibt eine Ubersicht iiber die
fiir die Nested-PCR verwendeten Primerpaare. Annealing-Temperaturen und Konzentrationen

wurden erneut nach dem gleichen Schema wie in 4.2.1 experimentell evaluiert.
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Abb. 4.39: Schematische Darstellung einer Nested-PCR. (A) Zunéchst erfolgt eine konventionelle PCR,
(B) anschlieend wird 1 pL des ersten PCR-~Ansatzes in eine zweite Reaktion appliziert. (C)
Hier erfolgt die Amplifikation mit den Nested-Primern innerhalb des Amplifikats der ersten
Reaktion.

Tab. 4.13: Zusammenfassung der Experimente zur Optimierung der Nested-PCR-Bedingungen.

. Amplikon- Annealing- Primerkonz.
Triplex-Target . PCR-enhancer
lange [bp]  Temperatur [°C] [nmol/L)]
Bérlauch msl 346 62 200
Mistel trnH-trnK 272 62 200 keine
Weifldorn trnL-trnF 576 62 400

Fiir eine Umsetzung des Multiplex-Assays als Nested-PCR sind verschiedene Formate denk-
bar (Abb. 4.40). Im einfachsten one-tube-Fall werden dem PCR~Ansatz alle sechs Primerpaare
zugesetzt. Das zweistufige PCR-Protokoll wird fir die ersten 20 Zyklen mit 62 °C (optimale
Annealing-Temperatur des Triplex-Assays) im Annealing-Schritt durchgefiihrt, dann wird die
Annealing-Temperatur fiir weitere 20 Zyklen auf 59 °C (ideale Annealing-Temperatur der Nested-
Primer) erniedrigt. Fiir die one-tube/one-tube-Nested-PCR diente das Protokoll von McGoldrick
et al. (1999) [384] als Grundlage. Im ersten Schritt wird zunéchst der urspriingliche Triplex-Assay
fiir 20 bzw. 40 Zyklen durchgefiihrt. Eine separate zweite PCR wird anschlieBend mit 1 nlL der
ersten PCR-Mischung sowie den Nested-Primern durchgefiihrt. Beim dritten one-tube/three-tubes-
Format wird nach dem Triplex-Assay je 1 nl. Reaktionsmischung auf drei neue PCR-Geféfle

aufgeteilt. Parallel erfolgen dann drei einzelne PCR mit den Nested-Primern.

Wie aus Abb. 4.41 hervorgeht, funktioniert ein reiner one-tube-Ansatz nicht, nur das Target
Béarlauch msl wird amplifiziert. Die Probleme werden hier aller Voraussicht nach durch die
insgesamt zwolf Primer in einem Reaktionsgefdfi hervorgerufen. Die Wahrscheinlichkeit fiir
Primerinteraktionen nimmt proportional mit ihrer Anzahl zu [385]. Die anderen beiden Nested-
Formate eignen sich beide sehr gut. Ein Vergleich der Bandenintensititen (Alpha DigiDoc)
beweist auch die deutlich gesteigerte Amplifikationseffizienz zwischen konventioneller Multiplex-
und Nested-PCR (Daten nicht gezeigt). Mit der Kombination aus 20 Zyklen im ersten und 40
Zyklen im zweiten Amplifikationsdurchgang wird ein Maximum an PCR-Produkt generiert. Eine

weitere Steigerung der Zyklenanzahl bringt keine weitere Verbesserung der PCR-Produktausbeute.
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Abb. 4.40: Ubersicht iiber die verwendeten Varianten der Nested-PCR.

Insgesamt ist der one-tube/one-tube- dem one-tube/three-tubes-Ansatz aufgrund des weiterhin
erhaltenen multiplexings vorzuziehen, da so der Arbeits- und Zeitaufwand geringer gehalten

werden kann. Diese Art des Ansatzes wurde fiir alle weiteren Versuche verwendet.

4.2.2.1 Analytische Leistungsmerkmale

Die analytische Spezifitdt wurde analog zu 4.2.1.5 analysiert. Abb. 4.42 zeigt alle vier one-
tube/one-tube- Ansitze mit verschiedenen DNA-Proben. Die Nested-PCR ist ebenfalls vollstandig
spezifisch fir die drei Heilpflanzen, da fir Béarlauch-, Mistel- und Weifldorn-DNA jeweils nur
die erwartete Bande zu sehen ist. Alle drei Targets werden erwartungsgeméf nur aus Lefteria
(Abb. 4.42d) nachgewiesen. Die gesteigerte Amplifikationseffizienz verhindert allerdings eine
semiquantitative Auswertung. Es wurden dafiir erneut Proben mit unterschiedlichen Mengen
jeweils einer Pflanzen-DNA (0-100 ng) allein sowie vor einem DNA-Hintergrund (je 33 ng der
anderen beiden Pflanzen) untersucht. Dabei waren keine Intensitétsunterschiede der Banden
detektierbar, d.h. es gibt keinen dynamischen Messbereich (Abb. 4.43). Dies liegt an der hohen
Effizienz dieser Nested-PCR, da zum einen insgesamt 60 Zyklen durchlaufen werden und zum
anderen nach den 20 initialen Zyklen fast nur noch das urspriingliche Amplifikat und kaum mehr

genomische DNA als Template dient.

Abb. 4.43 verdeutlicht dariiber hinaus die hohe Qualitdt des Nachweises. Ist DNA einer Pflanze in
der Probe vorhanden, wird dies als positiv angezeigt, fehlt die DNA, so ist auch der Test negativ.
Im Gegensatz zum Triplex-Assay ist dabei auch bei der geringsten getesteten Menge von 1 ng DNA
im Ansatz jeweils noch eine Bande zu erkennen. Als ein Ersatz fiir die Agarose-Gelelektrophorese

wurde in diesem Zusammenhang der 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, USA) mit Agilent
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Abb. 4.41:

Abb. 4.42:

(a) one-tube (b) three-tubes

Test verschiedener Formate der Nested-PCR. Die one-tube-Ansétze gliedern sich in ein reines
one-tube- (Spur 1) und vier one-tube/one-tube-Formate (a): Erste PCR mit 20 Zyklen, dann
zweite PCR mit erneut 20 Zyklen (Spur 2); 40 Zyklen, dann 20 Zyklen (Spur 3); 20 Zyklen
und 40 Zyklen (Spur 4); zweimal 40 Zyklen (Spur 5). Bei den one-tube/three-tubes-Formaten
(b) wurden jeweils nacheinander die PCR der Targets Bérlauch msl, Mistel trnH-trnK und
Weildorn trnL-trnF aufgetragen. Es wurden die gleichen Kombinationen von Zyklen wie
zuvor getestet: 20 Zyklen / 20 Zyklen (Spuren 6-8); 40 Zyklen / 20 Zyklen (Spuren 9-11);
20 Zyklen / 40 Zyklen (Spuren 12-14); 40 Zyklen / 40 Zyklen (Spuren 15-17). Die Zuordnung
der Targets msl (346 bp), trnH-trnK (272 bp) und trnL-trnF (576 bp) ermoglicht ein 100 bp
Groflenstandard.
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(a) Bérlauch-DNA (b) Mistel-DNA
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(c) Weilldorn-DNA (d) Lefteria-DNA

Analytische Spezifitét aller Nested-Primerpaare. Auf 1,5%igen Agarosegelen sind jeweils PCR
mit folgende Zyklen aufgetragen: 100 bp Ladder (Spur L), 20 Zyklen / 20 Zyklen (Spur 1),
40 Zyklen / 20 Zyklen (Spur 2), 20 Zyklen / 40 Zyklen (Spur 3) und 40 Zyklen / 40 Zyklen
(Spur 4). Die Test wurden mit allen vier DNA-Spezies durchgefiihrt.

DNA 7500 Kit getestet. Bei diesem Gerét wird die Trennung und Analyse der PCR-Produkte ka-

pillarelektrophoretisch auf der Basis von Mikrofluidtechnik als lab-on-a-chip-Technologie realisiert.

Diese Technik verkiirzt die Analysedauer. Die Proben mit , Fremd“-DNA-Hintergrund wurden

daraufhin erneut analysiert. Wie aufgrund der Agarosegele zu erwarten, sind keine Unterschiede

messbar, d.h. die detektierten relativen Fluoreszenzintensitaten (RFU) sind stets sehr dhnlich, was

einen quantitativen Ansatz ausschliefit. Abb. 4.44 zeigt beispielhaft die Elektropherogramme der

jeweils nur 1 ng DNA enthaltenen Proben und veranschaulicht die ansprechende Art der Detektion.



84 4 Experimentelle Arbeiten

bp L + 0 1 5 10 50 100 bp L + O 1 5 10 50 100ng

700 W= ; 700
[ - : > am
500 - 500
300 _- - - -— e e e e e
300
(a) Barlauch-DNA (b) mit 33 ng Mistel- und Weildorn-DNA
700 700
g- | o e iida
500 500 s
R
- ; - e -
300 300 - —
(c) Mistel-DNA (d) mit 33 ng Barlauch- und Wei3dorn-DNA
700 700 W
L —-— — —
s @ OOGOW mm-
: -
300 300 - - - .-
B B B T T
(e) WeilRdorn-DNA (f) mit 33 ng Barlauch- und Mistel-DNA

Abb. 4.43: Test verschiedener Konzentrationsstufen der unterschiedlichen DNA-Typen. Die DNA wurde
in Verdiinnungsstufen jeweils einzeln (a, ¢ und e) und in Anwesenheit von , Fremd“-DNA
(b, d und f) mittels one-tube/one-tube-Nested-PCR (20 Zyklen / 40 Zyklen) analysiert. Als
Positivkontrolle (4) diente 100 ng Lefteria-DNA.
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Abb. 4.44: Elektropherogramme von 1 ng DNA-Proben. (A) Die Bérlauch-Proben enhalten zudem
jeweils 33 ng Mistel- und Weildorn-DNA. (B) Bei Mistel und (C) bei Weifidorn sind die
Zusammensetzungen entsprechende vertauscht. Der Peaks bei 50 bzw. 10.000 bp werden
von den lower und upper markers des Bioanalyzers verursacht. Die drei mittleren Peaks
lassen sich aufgrund der bekannten Amplifikatlingen zuordnen: Mistel trnH-trnK (272 bp),
Bérlauch msl (346 bp), WeiBdorn ¢rnL-trnF (576 bp).

Da sich Nachweisgrenzen bzw. analytische Sensitivitdten unter 1 ng DNA pro PCR-Ansatz
abzeichneten, wurden zu ihrer Bestimmung dekadische Verdiinnungsreihen von 1073-10% ng DNA
erstellt und untersucht. Abb. 4.45 zeigt die Analyse der Verdiinnungen reiner Pflanzen-DNA. Bei
Weifidorn beweist sich der Vorteil des Bioanalyzers, die 0,1 ng Probe ist nur mittels Kapillarelek-
trophorese detektierbar. Die Versuche mit Lefteria-DNA sind vollkommen konsistent (Ergebnisse
nicht gezeigt). Mittels des entwickelten Nested-PCR-Formats konnten bei gleicher analytischer
Spezifitdt im Vergleich zum konventionellen Multiplex-Assay die analytischen Sensitivitdten auf
0,1 ng (0,002 ng/pL. PCR-Ansatz) Bérlauch-, Mistel- und Weidorn-DNA verbessert werden.

Dies ist eine Steigerung um etwa das 200-fache.
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Abb. 4.45: Bestimmung der Nachweisgrenzen der Nested-PCR. (A) Bei Béarlauch liegt die Nachweisgren-
ze bei 0,01-0,1 ng DNA, dies ist sowohl gelelektrophoretisch als auch mittels Bioanalyzer so
zu detektieren. (B) Ahnlich verhilt es sich fiir Mistel und (C) fiir Weidorn. Wobei sich bei
Weildorn die erhdhte Sensitivitdt der Kapillarelektrophorese gegeniiber der konventionellen
Gelanalyse zeigte.
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Abb. 4.46: Diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt des Nested-PCR-Assays. (A) Gezeigt ist Lefteria-
DNA als Referenz und (B-D) jeweils eine Probe bei der ein Pflanzeninhaltsstoff fehlte.
Dieses Fehlen wurde mit hoher Sicherheit auch detektiert.

Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitdt wurden 24 Proben Lefteria-DNA
isoliert, daneben wurden je 24 im Verhéltnis 1:1 zusammengesetzte DNA-Proben aus jeweils

zwei Pflanzen hergestellt. An allen Proben wurde das one-tube/one-tube-Protokoll durchgefiihrt
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Tab. 4.14: Diagnostische Leistungsfahigkeit der Nested-PCR.

Barlauch /  Bérlauch /  Mistel /

Lefteria
Mistel Weiflidorn Weifidorn
Reproduzierbarkeit — 12/12 12/12 12/12 12/12
Sensitivitat 24/24 24/24 24/24 24/24

Tab. 4.15: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Charakterisierung des Nested-PCR-Assays hinsichtlich
einer qualitativen Analyse von Lefteria-Tabletten.

Spezi analytische Nachweis- Reproduzier-  diagnostische diagnostische
ezies

P Spezifitdt  grenze [ng]  barkeit [%]  Sensitivitét [%] Spezifitdt [%)]

Bérlauch 0,1 100

Mistel 1 100 100 100

Weiidorn 0,1 100

und die PCR-Ergebnisse mittels Bioanalyzer visualisiert (Abb. 4.46). In diesem Zusammenhang
wurde analog zu 4.2.1.8 auf Reproduzierbarkeit getestet. Die Reproduzierbarkeit ist optimal.
Wie aus Tab. 4.14 ersichtlich wird, konnten auch Sensitivitdt und Spezifitdt im Vergleich zum
konventionellen Assay auf 100% erhoht werden. Bei keiner der insgesamt 96 Proben wurde eine

Abweichung vom erwarteten Ergebnis beobachtet.

4.2.2.2 Zwischenfazit: Nested-PCR

Nach Optimierung von PCR-Bedingungen und Evaluation des am besten geeigneten Nested-
PCR-Formats, steht ein qualitativer Nachweis der Lefteria-Inhaltsstoffe zur Verfiigung, der die
in Tab. 4.15 zusammengefassten Leistungsmerkmale aufweist. Insgesamt zeigt die Nested-PCR
bei gleicher Spezifitiat gegeniiber dem konventionellen multiplexing den Vorteil einer um etwa
zwei Zehnerpotenzen geringeren Nachweisgrenze. Dartiber hinaus liegt die diagnostische Effizi-
enz bei 100%, d.h. es gibt keine fehlerhafte Detektion, sowohl bei originalem Lefteria als auch
bei Fehlen eines Inhaltsstoffs. Die Nested-PCR ist ein rein qualitativer Test. Aufgrund ihrer
gegeniiber konventioneller PCR deutlich gesteigerten Effizienz, wird stets maximale Amplifikat-
menge (Inhibierung durch Reagenzienbegrenzung) generiert, sobald die Template-Menge iiber

der Nachweisgrenze liegt.

Obwohl das Multiplex-Format im Vergleich mit Einzelansétzen eine gewisse Zeitersparnis bedeutet,
dauert die entwickelte Multiplex- bzw. Nested-PCR-Analyse inklusive analytischer Elektrophorese
mindestens vier Stunden. Die vor kurzem neu entwickelte loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) verspricht eine drastisch verkiirzte Analysezeit bei hoher Spezifitdt und Sensitivitét
[386]. Daher wurde im Folgenden versucht, fiir die etablierten Targets ein LAMP-Protokoll als
eine Art Schnelltest zum Nachweis der Lefteria-Inhaltsstoffe zu entwickeln und nach denselben

Kriterien wie zuvor bei den PCR zu bewerten.
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Abb. 4.47: Primerdesign fiir die LAMP-Reaktion. Zum besseren Versténdnis sind die sechs Regionen
individuell gefarbt dargestellt, c sind die komplementéiren Regionen. Die zwei inneren Primer
FIP und BIP und die dueren Primer F3 und B3 sind essentiell fir LAMP. FIP und BIP
sind Hybride, zusammengesetzt aus Flc und F2 bzw. Blc und B2.

4.2.3 Loop-mediated isothermal amplification

LAMP ist eine erst etwa zehn Jahre alte Technik und geht auf die Arbeiten von Notomi
et al. (2000) [386] zuriick. Der neuartige Ansatz zur Nukleinsdureamplifikation nutzt eine
Einschrittreaktion unter isothermen Bedingungen bei Verwendung nur eines einzigen Enzyms.
Dies macht den Gerdteaufwand minimal. Die Amplifikation dauert 30-60 min und wird bei
58-65 °C durchgefithrt. Im Vergleich mit der konventionellen PCR ist die Durchfiihrung von
LAMP sehr einfach und schnell [386-388]. Moglich wird dies durch die Bst-DNA-Polymerase
aus Geobacillus stearothermophilus. Sie besitzt keine 5-3’-Exonukleaseaktivitéit, wodurch ein

enzymatischer anstatt des thermischen Strangaustauschs moglich ist [389).

4.2.3.1 Primerdesign

Charakteristisch fiir LAMP ist die Nutzung von vier verschiedenen Primern, welche speziell
so entworfen sind, sechs individuelle Regionen innerhalb der Target-Sequenz zu binden. Fir
die Identifizierung von Bérlauch, Mistel und Weildorn mit LAMP wurden, basierend auf den
gemachten Erfahrungen mit den qualitativen PCR-Analysen, nur Target-Sequenzen verwendet,
deren Spezifitidt schon nachgewiesen worden ist: Barlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weif-

dorn trnL-trnF.

Das Primerdesign erfolgte mit der Software PrimerExplorer V40, Abb. 4.47 zeigt schematisch
die sechs Bindestellen (B1-B3 und F1-F3) sowie die vier Primer, die fiir jede Pflanze entworfen
wurden. Der forward inner primer (FIP) besteht am 3’-Ende aus der F2-Region, welche komple-
mentdr zur F2c-Region (¢ = komplementér) ist und am 5-Ende aus der Flc-Region. Innerhalb
des Primers sind F2 und F2c durch einen TTTT-Spacer (loop-Region) getrennt. Der F3-Primer

besteht aus der F3-Region und ist komplementér zur F3c-Region. Dementsprechend besteht

Ohttp://primerexplorer.jp/e/
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Abb. 4.48: Die loop-Primer bestehen aus Sequenzen, die komplementér zur einzelstringigen loop-Region
(zwischen F1 (B1) und F2 (B2)) am 5-Ende der Hantelstruktur sind. Dies erhoht die
Anzahl an Startpunkten fiir die DNA-Synthese mit der LAMP-Methode. Bei der im Beispiel
dargestellten Struktur mit sechs loops wiirden ohne die loop-Primer vier der loop-Regionen
nicht verwendet werden.

der backward inner primer (BIP) aus den Regionen B2 und Blc und der B3-Primer aus der
B3-Region. Neben den iiblichen Vorgaben zum Primerdesign hinsichtlich Schmelztemperatur
(Ty,), GC-Gehalt und Stabilitédt der Primerenden, wurde (unter Beriicksichtigung von , A Gui-

"1 eine Distanz von 120-180 bp zwischen dem 5-Ende von F2

de to LAMP primer designing
und B2 und 0-20 bp zwischen F2 und F3 bzw. B2 und B3 eingehalten. Eine mogliche Bildung
von Sekundérstrukturen wurde ebenfalls mit PrimerExplorer ausgeschlossen. Die Sequenzen der
entworfenen Primer und Regionen sind A.4.3 zu entnehmen. Ebenso ist jeweils die Lage der

Primer auf den Target-Sequenzen aufgelistet.

Zusétzlich zu den zwolf essentiell benotigten Primern wurden sechs loop-Primer (je ein loop-Primer
F und B pro Pflanze) entworfen. Abb. 4.48 demonstriert den Zweck dieser Primer. Die loop-Primer
bestehen aus Sequenzen, welche komplementér zur einzelstrangigen loop-Region zwischen B1
und B2 bzw. F1 und F2 sind. Sie hybridisieren mit dem 5’-Ende der Hantelstruktur, die sich am
Ende der ersten Amplifikationsphase bildet und erzeugen so eine hohere Anzahl an Startpunkten
fiir die DNA-Synthese. Beim abgebildeten Beispiel ist ein Amplifikationsprodukt mit sechs loops
gezeigt. Vier loops davon wiirden nicht genutzt werden, die Anwesenheit der loop-Primer macht
alle loops zu Startpunkten fir die LAMP. Dies fithrt zu einer Beschleunigung der Amplifikation.
Bei der Evaluation der Primereigenschaften wurden die in Tab. 4.16 aufgefiihrten Temperaturen
und Primerkonzentrationen bestimmt. Die Visualisierung der LAMP-Reaktionen erfolgte dafiir

mit Agarose-Gelelektrophorese (Daten nicht gezeigt).

"http://primerexplorer. jp/e/v4_manual/pdf/PrimerExplorerV4_Manual_1i.pdf
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Tab. 4.16: Experimentell bestimmte Primer-Eigenschaften fiir die LAMP-Reaktion. Aufgefithrt sind
jeweils zuerst die Temperaturen und daneben die Konzentrationen.

Annealing-Temperatur [°C] / Primerkonzentration [nmol/L]

Primer Bérlauch Mistel Weifldorn
F3 60 50 62 100 60 25
B3 61 50 59 100 60 25
FIP 65 200 64 200 63 200
BIP 64 200 64 200 65 200
Loop F 61 100 62 100 62 100
Loop B 61 100 63 100 60 100

4.2.3.2 Ablauf der Amplifikation

Zwischen 59 und 65 °C ist der DNA-Doppelstrang nicht mehr stabil, der FIP kann an den
Template-Strang binden und initiiert analog zur PCR die DNA-Synthese. Anschlieflend bindet
der F3-Primer an die F3c-Region und initiiert die Synthese des Komplementérstrangs. Am
mit dem FIP gebildeten Strang kommt es wegen der internen Anlagerung von F1 und Flc zur
Ausbildung einer Haarnadelstruktur (stem-loop). Das 3’-Ende dieses Strangs dient als Template
fiir die analoge DNA-Synthese, initiiert durch den BIP und den B3-Primer. Der freigesetzte
Finzelstrang formt seine charakteristische Hantelstruktur und ist das Starttemplate fiir die
anschlieflende exponentielle Amplifikationsphase (siche Abb. 4.49). Der stem-loop initiiert an
seinem 3’-Ende die Selbstverldngerung der Sequenz und das Annealing eines weiteren internen
Primers fithrt wiederum zur DNA-Synthese, wobei der erste Strang verdrédngt wird. Durch
Wiederholung des Prozesses schreitet die Amplifikation der DNA voran. Dabei entstehen neben
der urspriinglichen Target-Sequenz (F3c bis B3) unterschiedlich lange Amplifikationsprodukte,
bestehend aus Multimeren der Target-Sequenz. Unter folgendem Weblink ist eine sehr anschauliche
Animation der Reaktion verfligbar, welche das Prinzip versténdlicher macht als jede Abbildung:

www.loopamp.eiken.co. jp/e/lamp/anim.html.

Die Detektion erfolgte stets visuell. Die bei LAMP entstehende DNA kann entweder durch
Agarose-Gelelektrophorese oder direkt im PCR-Gefafl sichtbar gemacht werden. Schwer 16sliches
Magnesiumpyrophosphat, was mit Magnesiumionen aus dem Reaktionspuffer als Nebenprodukt
bei der Amplifikation entsteht, verursacht eine Triibung der Reaktionslésung. Diese weifle
Triibung kann aufgrund der enormen Menge an Amplifikationsprodukt, welches bei der LAMP
entsteht, visuelle beobachtet werden. Erfolgt eine Triibung der Reaktionslésung, indiziert dies die
Anwesenheit des Targets in der Probe. Enthélt das Reaktionsgefafl das amplifizierte Produkt, kann
die Reaktion auch durch Zugabe von Ethidiumbromid mit einer UV-Lampe zum Leuchten gebracht
werden. Alle drei Detektionsmethoden erlauben die qualitative Aussage, welche Pflanze in einer
Probe anwesend ist. In der Folge wird beschrieben, wie eine qualitative LAMP fiir die Lefteria-

Inhaltsstoffe etabliert worden ist. Es wurden alle drei Detektionsmethoden getestet und bewertet.
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Abb. 4.49: Der Ablauf einer LAMP-Reaktion. Uber 58 °C ist der DNA-Doppelstrang nicht mehr vollstéin-
dig stabil, der FIP kann binden und die Bst-Polymerase synthetisiert einen neuen Strang. Der
F3-Primer bindet an die F3c-Region, es folgt die Freisetzung des FIP-Komplementérstrangs,
welcher als Template fiir die BIP- bzw. in der Folge B3-initiierte DNA-Synthese unter
Verdrangung des BIP-Targetstrangs dient. Dieser freigesetzte Einzelstrang ist Startpunkt
fiir die nachfolgende exponentielle Amplifikation.

4.2.3.3 LAMP-Nachweis fiir Barlauch, Mistel und WeiBdorn

Der LAMP-Assay wurde mit dem Loopamp DNA Amplification Kit (Eiken Chemical, Tokio,
Japan) durchgefithrt. Fiir den LAMP-Assay wurde genomische DNA mit dem 2x Reaktionsmix
(enthélt den Reaktionspuffer, ANTPs und PCR-enhancer) und der Bst-Polymerase versetzt. Die
DNA-Isolate wurden alle mit dem DNeasy Kit aufgereinigt. Alle Reaktionen konnten bei 5965 °C
in einem PCR-Thermocycler durchgefiithrt werden. Die Inaktivierung der Polymerase erfolgte
danach bei 80 °C. Zunéchst wurde gepriift, ob eine LAMP-Reaktion grundsétzlich méglich ist

und welches Detektionsverfahren sich eignet.

Abb. 4.50 zeigt die Agarose-Gelelektrophorese von LAMP-Reaktionen mit allen drei Primersets,
zunédchst ohne loop-Primer. Die Amplifikationszeit betrug 80 min, um eine vollstdndige Reaktion
zu garantieren. Aus den Spuren 1-3, 46 und 7-9 ist ersichtlich, dass LAMP zum Nachweis
von Béarlauch, Mistel und Weifidorn sowohl aus reiner Pflanzen- als auch aus Lefteria-DNA
funktioniert. Dabei sind die urspriingliche Target-Sequenz und im &dquidistanten Abstand ihre
Dimere und Trimere noch leicht auszumachen. Mit zunehmender Gréfie der Amplifikate sind keine

diskreten Banden mehr zu erkennen. Insbesondere veranschaulicht die Abbildung aber auch die
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Abb. 4.50: Agarose-Gelelektrophorese zur Visualisierung von LAMP-Ergebnissen. Jeweils wurde die
Reaktion in reiner Pflanzen- und Lefteria-DNA durchgefiihrt, daneben wurden eine NTC
verwendet: Bérlauch-LAMP mit Bérlauch- (Spur 1), Lefteria-DNA (Spur 2) und NTC
(Spur 3); analog dazu Mistel- (Spuren 4-6) und Weiidorn-LAMP (Spuren 7-9). Das Vor-
handensein von grofen Mengen an DNA (schwarzer Schmier) ist ein positiver Nachweis, die
Abwesenheit, wie bei den NTC-Proben, zeigt einen negativen Test an.

sehr grofie Menge an DNA, die gebildet worden ist. Die Negativkontrollen sind erwartungsgemaf
alle negativ. Die Abbildung verdeutlicht auch sehr eindringlich, dass LAMP nicht fiir multiplezing
geeignet ist. Fine Unterscheidung der Amplifikate ist nahezu ausgeschlossen, erst recht in den im

Folgenden beschriebenen Detektionsmethoden direkt im Reaktionsgefaf.

Zum Vergleich ist in Abb. 4.51 die visuelle Detektion im Reaktionsgefafl gezeigt. Die reine Trii-
bung ist mit blofem Auge zwar gut zu erkennen, lasst sich allerdings nur schwer photographisch
aufnehmen und eignet sich daher nicht gut zum dokumentieren von Ergebnissen. Deutlich an-
schaulicher sind die Ergebnisse nach Zugabe von 0,5 pg/mL Ethidiumbromid und anschliefender
UV-Exposition. Mit einer UV-Lampe und noch eindeutiger mittels Geldokumentationssystem
ldsst sich eine erfolgte Amplifikation belegen. Gegeniiber der Elektrophorese gibt es einen ent-

scheidenden Vorteil, der Nachweis erfolgt ohne Verzogerung direkt nach Ende der Amplifikation.

Anschliefend wurde untersucht, wie viel Reaktionszeit fiir einen Nachweis notig ist und inwie-
weit sich die Amplifikationsdauer durch Verwendung der loop-Primer verringert (Abb. 4.52).
Uberraschend sind die sehr unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen der drei Primersets ohne
loop-Primer. Bei Béarlauch muss die Reaktion fiir 70 min (linger als die Herstellerangabe von
60 min), bei Mistel fiir 30 min und bei Weiidorn fiir 40 min erfolgen, um einen sicheren positiven
Nachweis zu garantieren. Durch den Einsatz der der loop-Primer l&sst sich die Reaktionszeit auf
30 min (Bérlauch) und 20 min (Mistel bzw. Weiidorn) verringern. Das entspricht einer Zeiterspar-

niss von rund 50%. Die Analyse ist damit um Faktor acht schneller als mit der PCR-Methode.

4.2.3.4 Analytische Leistungsmerkmale

In Anlehnung an die PCR-basierten Assays wurde die analytische Spezifitdt der LAMP iiberpriift.

Mit jedem Primerset wurden LAMP-Reaktionen von Lefteria- und der entsprechenden Pflanzen-
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Abb. 4.51: Visualisierungstechniken direkt im Reaktionsgefifl. (A) Magnesiumpyrophosphat, das

Nebenprodukt der Amplifikationsreaktion wird proportional zur Menge der amplifizierten
DNA gebildet. Da die LAMP-Amplifikation sehr grofle Mengen an Amplifikaten produziert,
kann eine weifle Triibung visuell beobachtet werden. Aufgrund dieser Eigenschaft indiziert
die Triibung das Vorhandensein der Target-Sequenz in der Probe, was die Detektion sehr
einfach gestaltet. (B) Enthilt das Reaktionsgefa neben den amplifizierten Produkten einen
interkalierenden Farbstoff wie Ethidiumbromid, kann es mit einer UV-Lampe illuminiert
werde. In Anwesenheit der Target-Sequenz ist die Fluoreszenzintensitit sichtbar erhéht. (C)
Auch mit einem speziellen UV-Tisch zur Auswertung von Agarosegelen ist eine Visualisierung
moglich.

DNA als Positivkontrolle sowie von DNA der anderen beiden Pflanzen einzeln und in Kombination
durchgefithrt. Trotz der hoheren Empfindlichkeit von LAMP gegeniiber der PCR [390] zeigt
Abb. 4.53, dass die Target-Sequenzen auch hier absolut spezifisch sind. Nur z.B. wenn eine Probe
Bérlauch-DNA enthalt, ist mit dem Bérlauch-Primerset eine Farbung zu beobachten (Abb. 4.53a),
dies gilt in gleicher Weise fiir die beiden anderen Pflanzen. Die hohe Spezifitat der LAMP wird
durch die Verwendung von vier Primern mit sechs Zielsequenzen anstatt von nur zwei Primern
erreicht [389], was unspezifische Amplifikation nahezu ausschlieft und ein weiteres Mal bestétigt,

dass die gewéhlten Targets pflanzenspezifisch sind.

Der dynamische Bereich und die Nachweisgrenzen jedes Primersets wurden mit drei achtfachen
dekadischen Verdiinnungsreihen von genomischer DNA von Bérlauch, Mistel und Weildorn
ermittelt (Abb. 4.54). Dies wurde hier nur noch vor einem Hintergrund von DNA der jeweils
anderen beiden Pflanzen (je 33 ng pro Ansatz) durchgefiihrt, da sowohl bei der Triplex- als auch
bei der Nested-PCR kein Einfluss von ,,Fremd“-DNA auf die Nachweisgrenzen nachgewiesen
werden konnte. Mit Nachweisgrenzen von 0,1 ng DNA (0,002 ng/uL im Reaktionsansatz) fiir
Bérlauch und 1 ng fiir Mistel und Weifidorn liegt die analytische Sensitivtdt von LAMP auf dem
Niveau der Nested-PCR. Sie ist damit der konventionellen PCR deutlich iiberlegen. Da es sich
um reine Endpunktbestimmungen handelt und die LAMP eine besonders hohe Amplifikationsef-
fizienz aufweist [386], konnen keine dynamischen Messbereiche festgestellt werden, aus denen
semiquantitative Riickschliisse auf die Ausgangsmenge an Template gezogen werden kénnten

(Ergebnisse nicht gezeigt).

Erneut wurde zur abschliefenden Bewertung die diagnostische Effizienz auch dieser qualitativen
Identifikationsmethode tiberpriift. Analog zur Multiplex- und Nested-PCR wurden in diesem Fall

jeweils zwolf verschiedene Lefteria- und 1:1 Mischproben von reiner Pflanzen-DNA mittels LAMP
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Abb. 4.52: Reaktionszeit der konventionellen LAMP-Amplifikationen. Dargestellt sind jeweils Fotos
aufgenommen auf einem UV-Tisch von sieben LAMP-Proben (10-70 min) mit Bérlauch-,
Mistel- und Weiidorn-DNA mit entsprechenden FIP, BIP, F3- und B3-Primern (a, ¢ und e).
In b, d und f ist die Zeitersparnis durch die Zugabe der loop-Primer offensichtlich. Die Zeit,
welche zur zum Erreichen des Intensitdtsmaximums nétig ist, betrdgt nur etwa ein Drittel
bis die Halfte. Mit den loop-Primern wird das Ende der Amplifikation innerhalb von 30 min
erreicht. Die Negativkontrolle (NTC) enthalt Wasser anstatt DNA.

(a) Barlauch-DNA

r

(b) Mistel-DNA

(c) WeiRdorn-DNA

Abb. 4.53: Analytische Spezifitit der LAMP. Sie wurde jeweils fiir die Primersets von Bérlauch msl
(a), Mistel trnH-trnK (c) und Weildorn ¢rnL-trnF (c) untersucht. Die Reaktionsgeféfie
wurden den beinhaltenen Proben entsprechend wie folgt angeordnet: Lefteria-DNA (1),
Bérlauch-, Mistel und Weidorn-DNA (2-4) sowie eine 1:1 Mischung der jeweils nicht dem
Primerset entsprechenden beiden Pflanzen-DNA (5). Als Negativkontrolle diente erneut
Wasser anstatt DNA.
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Abb. 4.54: Evaluierung der Nachweisgrenzen der LAMP-Reaktion fiir Bérlauch, Mistel und Weiidorn.
Die jeweils verwendete Menge an Bérlauch- (a), Mistel- (b) und Weiidorn-DNA (c) ist
iiber den abgebildeten Reaktionsgefiafien angegeben. Bei Ausbleiben von Fluoreszenz ist
die Nachweisgrenze unterschritten.

untersucht. Da fir LAMP keine parallele Analyse, d.h. kein multiplexing machbar ist, wurden
die insgesamt 48 Proben jeweils in drei unabhéngigen Reaktionen mit allen drei Primersets
getestet. Die Reproduzierbarkeit wurde in Vierfachmessungen jedes Primersets an einer einzigen
Lefteria-DNA-Probe untersucht. Tab. 4.17 fasst die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zusammen.
Es konnte eine diagnostische Sensitivitat von 100% und eine diagnostische Spezifitat von 92%
festgestellt werden. Auch fiir diesen Parameter sind Nested-PCR und LAMP vergleichbar genau.

Ebenso ist die Reproduzierbarkeit optimal.

4.2.3.5 Zwischenfazit: Loop-mediated isothermal amplification

Samtliche getestete Methoden zur Visualisierung der Amplifikation sind Endpunktbestimmungen
und erlauben nur eine Diskriminierung zwischen positivem oder negativem Nachweis. Die DNA-
Menge am Ende der Reaktion erlaubt zwar keine Korrelation mit der Ausgangskonzentration mehr,
dafiir eignet sich LAMP sehr gut als schneller Identifizierungsnachweis der drei Arzneipflanzen
in Lefteria-Proben. Die experimentell bestimmten Leistungsmerkmale (Tab. 4.18) sind fast
deckungsgleich mit denen der Nested-PCR. LAMP ist hochspezifisch, bietet Nachweisgrenzen

jenseits der konventionellen PCR. gepaart mit hoher diagnostischer Effizienz.

Der grofie Vorteil von LAMP gegeniiber der PCR ist die einfache Handhabung und schnelle
Durchfithrung. Es werden keinerlei aufwendige Laborgerite bendtigt. Die Proben sind schnell
vorbereitet und nach 30 min Reaktionsdauer, z.B. in einem warmen Wasserbad, kann das Ergebnis
direkt im Reaktionsgefdfl beobachtet werden. Zudem bietet die Zugabe von Ethidiumbromid die
Moglichkeit, die Ergebnisse optisch (Rotfarbung bei UV-Exposition) ansprechend zu préisentieren.

Die ja/nein-Antwort ist am besten auf dem UV-Tisch auszumachen. Soweit vorhanden, empfiehlt
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Tab. 4.17: Reproduzierbarkeit und Sensitivitit in Bezug auf die Detektion des Fehlens eines der Lefteria-

Inhaltsstoffe.
. Bérlauch / Barlauch /  Mistel /
Lefteria
Mistel Weildorn ~ Weildorn
4/4
Reproduzierbarkeit®  4/4 - - -
4/4
Sensitivitét 12/12 11/12° 10/12° 12/12

* Jeweils vier LAMP-Reaktionen mit je einem Primerset und einer
Lefteria-Probe. Die ,Fehl”-Proben wurden nicht untersucht.

> In einem Fall war die Mistelprobe negativ.

¢ Einmal war die Béarlauchprobe negativ, in einem anderen Fall alle

drei Proben positiv.

Tab. 4.18: Zusammenfassung der Charakterisierung der LAMP-Reaktion.

. analytische Nachweis- Reproduzier- diagnostisch diagnostische
Spezies - . S o
Spezifitit grenze [ng]  barkeit [%]  Sensitivitat [%]  Spezifitdt [%]
Béarlauch 0,1 92
Mistel 1 100 100 83
Weifidorn 1 100

sich daher diese Art der Auswertung fiir weitere Experimente. LAMP hat allerdings auch den
einen Nachteil, kein multiplexing zu erlauben. Eine Differenzierung zwischen LAMP-Amplifikaten
verschiedener Targets, d.h. in diesem Fall pflanzenspezifische Sequenzabschnitte, ist aufgrund der

vielen verschieden langen Fragmente unmoglich.

Mit Hilfe eines speziellen Turbidimeter (Eiken Chemical) ist sogar eine Quantifizierung der
LAMP-Reaktion moglich, welche schneller als real-time PCR funktionieren soll [391-393]. Ganz
aktuell wurde ein entsprechendes Handlesegerdt entwickelt [394]. Daneben ist ein Fluoreszenz-
reagenz (Eiken Chemical) kommerziell erhéltlich, es enthélt Calcein als Fluorphor welches durch
Manganionen gequencht ist. Wahrend der Reaktion entstehende Pyrophosphationen binden Man-
gan, wodurch mehr und mehr Calcein fluoresziert. Neben einer visuellen Detektion (Griinfarbung)
wurde dieses Mittel schon erfolgreich zur Quantifizierung verwendet. Dies ist umso interessanter,
da kein Turbidimeter angeschafft werden muss. Die Reaktion wird in einem herkémmlichen
real-time PCR-Thermocycler analysiert und wie eine normale real-time PCR ausgewertet [395]. Es
konnten Nachweisgrenzen von wenigen 100 Kopien erreicht werden [396], was nahe der Sensitivitét

der real-time PCR liegt und im Vergleich auch besser als das Turbidimeter funktioniert [397].

Fiir zukiinftige Experimente ist gerade dies eine interessante Option. In weiteren Ansétzen kénnten
die Bedingungen fiir eine quantitative LAMP evaluiert werden. Ein Vergleich mit dem real-time
PCR-Assay (vgl. 4.3) konnte die Vor- und Nachteile beider Methoden weiter herausarbeiten, um

so die quantitative Analyse von Lefteria vielleicht durch LAMP zu vereinfachen.
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4.2.4 Zusammenfassung: Qualitative Nachweise der Lefteria-Inhaltsstoffe

Mit Hilfe der Primerpaare Béarlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weildorn trnL-trnF gegen die ent-
sprechenden Target-Sequenzen in den drei Pflanzengenomen konnte die generelle Anwendbarkeit
von DNA-basierten Methoden zur qualitativen Identitatspriifung der pflanzlichen Inhaltsstoffe

von Lefteria gezeigt werden.

Im Multiplex-Format konnten hiufig beschriebene Probleme und Schwierigkeiten bestétigt und
durch eine umfangreiche Optimierung der Reaktionsbedingungen gelést werden. Somit kénnen alle
drei Pflanzen Bérlauch, Mistel und Weifidorn spezifisch detektiert werden, wobei Nachweisgrenzen
von rund 25 ng genomische DNA erreicht wurden. Der gesamte Triplex-Assay lasst sich innerhalb

von ca. 4 h durchfithren und fiihrt mit Wahrscheinlichkeiten um 80% zum richtigen Ergebnis.

Durch die Anwendung einer Nested-Multiplex-PCR auf die entwickelte Triplex-PCR konnte ohne
erheblichen Mehraufwand die analytische Sensitivitdt um den Faktor von zwei Zehnerpotenzen
(0,1 ng) verbessert werden. Dies fiithrte ohne Verlust von Spezifitdt zu einer Steigerung der
diagnostischen Effizienz auf 100%. Es kann also davon ausgegangen werden, dass Proben,

analysiert mit dieser Methode, stets richtig beurteilt werden.

Unlangst wurde die loop-mediated isothermal amplification als hoch spezifische und sensitive
Methode zur Amplifizierung von Nukleinsduren entwickelt [386]. Diese Dissertation demonstriert,
dass qualitative LAMP in der Lage ist, die pflanzlichen Inhaltsstoffe von Lefteria zu identifizieren.
Im Vergleich mit den PCR-basierten Methoden zeichnet sich LAMP durch einen besonders
einfachen und schnellen Nachweis aus. Dartiber hinaus ist die Spezifitdt optimal und die Nach-
weisgrenzen niedrig, da hier ein Primerset seine Féhigkeit zur Bindung an sechs verschiedene
Sequenzabschnitte beweisen muss, um zu einem Signal zu fithren. Die diagnostische Effizienz ist

dabei dhnlich der einer Nested-PCR.

Die Arzneibiicher DAB und Ph.Eur. nennen als fortschrittlichste Nachweismethode fiir den Bereich
der Arzneipflanzen den ELISA. Die Charakterisierung der hier entwickelten qualitativen Methoden
zeigt dabei, dass die in diesem Kapitel vorgestellten Methoden zur Identifizierung von Bérlauch,
Mistel und Weifidorn iiber ein bezogen auf das Ausgangsmaterial niedrigeres Detektionslimit
als vergleichbare ELISA verfiigen [398]. Sie sind zudem in der Lage zwischen den einzelnen drei
Pflanzen spezifisch unterscheiden zu kénnen, womit die Analyse des Mischprodukts Lefteria
gewéhrleistet ist und die Limitierung (Nachweis nur einer Pflanze, keine Analyse komplexer
Proben) der morphologischen und chemisch-physikalischen Nachweismethoden tiberwunden wird.
Insgesamt zeichnen sich besonders Nested-PCR und LAMP aus, welche je nach Einsatzart (viele

Proben parallel oder schnell und einfach) zur Verwendung kommen sollten.

Im Rahmen der bisher dargestellten Ergebnisse wurde noch keine DNA-basierte Quantifizierung
erbracht, die entwickelten Endpunktmethoden haben dynamische Messbereiche von maximal zwei

Dekaden, demgegeniiber steht die real-time PCR, welche einen vier bis 13 Dekaden breiten dynami-
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schen Amplifikationsbereich haben kann [399]. Fluoreszenzmessung anstatt Bandendensitometrie
ermoglicht 100-fach hohere Sensitivitét als die Endpunktbestimmungen [400] und ist in Hinblick
auf Detektionslimit und Genauigkeit jeder anderen molekularbiologische Methode tiberlegen [401].
Daher wurde nachfolgend eine quantitative PCR-Methode etabliert. Die dazu notwendigen Arbei-
ten werden im folgenden Kapitel préasentiert. Es wird erldutert, warum eine Quantifizierung absolut
erfolgen muss und welche experimentellen Konsequenzen dies hat. Die moglichen Target-Sequenzen
werden genauer charakterisiert und ihre Einsetzbarkeit in verschiedenen Detektionsformaten

wird demonstriert. Dabei steht stets Lefteria als Anwendungsbeispiel im Vordergrund.

4.3 Entwicklung eines Systems zur absoluten Quantifizierung der

Lefteria-Inhaltsstoffe

Dass DNA-basierte Konzepte zum qualitativen Nachweis erfolgreich eingesetzt werden kénnen,
wurde umfangreich im vorangegangenen Kapitel diskutiert. Fiir die Zulassung pflanzlicher Prapa-
rate als Arzneimittel wird neben einer qualitativen Spezifizierung aber zusétzlich eine quantitative
Analyse der pflanzlichen Inhaltsstoffe erwartet. Nach EU-Richtlinie CPMP /ICH/381/95 muss die
quantitative Analyse die Untersuchung der Hauptkomponenten des Arzneimittels umfassen. Die-
ser Vorgabe folgend war das Ziel, eine real-time PCR-basierte Analyse zu entwickelt, die zwischen
den drei pflanzlichen Lefteria-Bestandteilen Barlauch, Mistel und Weifidorn diskriminieren kann.
Anhand des Gehalts an DNA der einzelnen Pflanzen soll die Probenzusammensetzung bestimmbar

sein. Fiir die Umsetzung der Aufgabenstellung wurden die folgenden Themen bearbeitet:

e Bioinformatische und experimentelle Validierung von fiir real-time PCR geeigneten spezifi-

schen Targets

¢ Klonierung und Herstellung von entsprechenden DNA-Standards zur Normalisierung und

Quantifizierung

o Aufkldrung der DNA-Zusammensetzung von Lefteria-Mischproben und Korrelation mit der
Pflanzenpulverzusammensetzung

e Methodenvalidierung zum Nachweis der Eignung und zur Sicherung der Analysenqualitét

des entwickelten analytischen real-time PCR-Assays; gemif ICH-Richtlinie'? (International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceu-
ticals for Human Use) wurden folgende Parameter untersucht und bewertet: Linearitét,

Nachweisgrenze, Spezifitdt und Sensitivitat

Ahnlich dem Aufbau der qualitativen Analysen wurden zunichst mit einem Screening mogliche
Target-Sequenzen hinsichtlich ihrer Spezifitat fiir Barlauch, Mistel und Weildorn untersucht. Die
Empfindlichkeit der real-time PCR, ist zwischen 100- bis 10.000-fach hoher als die konventioneller

1244w, emea. europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500002874 . pdf
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PCR. Durch das spezielle optische Detektionssystem liegt die Nachweisgrenze bei der real-time
PCR nur bei 2-20 pg PCR-Produkt [249, 402]. Das bedeutet, Primer, welche mit konventioneller
PCR als speziesspezifisch erscheinen, kénnen in der real-time PCR unspezifische Signal hervorrufen.
Fir die Spezifitat der Primer ergibt sich somit eine besondere Herausforderung. Die Ergebnisse
aus 4.2.1 konnten nicht vorbehaltlos tibernommen werden. Es wurde verstarkt auf its-Sequenzen

und trn-Spacer als Targets gesetzt, da sie als besonders speziesspezifisch gelten [174].

Im Folgenden wird zunéchst die Etablierung geeigneter Target-Sequenzen erklart. Bioinforma-
tisch wurden aussichtsreiche Sequenzen gesucht und verglichen. AnschlieBend wurden Plasmid-
standards generiert und der eigentlichen qPCR-Assay entwickelt. Es wurde die genaue DNA-
Zusammensetzung von Lefteria aufgeklart und der Assay hinsichtlich seiner Analyseleistung unter-
sucht und beurteilt. AbschlieBend wurde das zunédchst verwendete Detektionssystem SYBR Green I
auf spezifische TagMan-Sonden umgestellt. Dies ermdéglicht eine real-time Multiplex-PCR.

4.3.1 Target-Sequenzen und Primerdesign

Potentielle Target-Sequenzen: Im Gegensatz zu Genexpressionsanalysen ist bei Arbeiten mit
genomischer DNA oft keine relative Quantifizierung der Zielsequenzen im Vergleich zu einer nicht
regulierten Referenz moglich (siehe Erlauterungen zu den verschiedenen Normalisierungsstrategien
am Beispiel VEGF in Anhang A.2.4). Xue et al. (2008) [229] nutzten z.B. fiir eine relative
Quantifizierung des Chinesischen Enzians (G. macrophylla) 5.8S rRNA als Referenzgen. Dies
war moglich, da diese rRNA-Sequenz aufgrund der Verwandtschaft zwischen den untersuchten
Pflanzen hochgradig konserviert ist. Im Fall von Bérlauch, Mistel und Weildorn ist in der
GenBank keine derart konservierte Sequenz fiir alle drei Pflanzen zu finden. Fiir die rRNA-
Gene als mogliche Referenz wurde z.B. ein multiples Sequenzalignment durchgefiihrt, welches
maximal 27% Homologie zeigt. Das ist nicht ausreichend zum Design speziesiibergreifender
Primer. Daher wurde fiir den quantitativen Assay die absolute Quantifizierung gewéahlt. Um
stets identische Standards bereitstellen und auch iiber ldngere Zeit lagern zu kénnen, wurde
auf stabile Plasmid-DNA als Standards gesetzt (vgl. 3.6.4). Diese hatte sich auch am Beispiel
VEGF (A.2.4) bewidhrt. Eine Literaturrecherche stérkte die Erkenntnis, dass Spacer-Regionen
als speziesspezifische molekulare Marker besonders geeignet sind. Abb. 4.55 zeigt die schon
in 4.2.1.1 beschriebene Struktur der Spacer-Sequenzen. Sie sind aufgrund ihrer Haufigkeit im
Genom besonders gut nachweisbar. In einem ersten Schritt wurden entsprechende Sequenzdaten
der GenBank entnommen und bioinformatisch untersucht. Samtliche bekannte Spacer-Sequenzen
fiir Allium-, Viscum- und Crataegus-Spezies wurden mit den Programmen MegAlign!® und
MEGA 3.1 Sequenzalignments unterzogen (siche A.1.3). Analysen auf mazimum parsimony

(MP) der alignten Sequenzen wurden mit PUAP 4.0'5 durchgefiihrt, das Einfiigen von gaps

13
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Abb. 4.55: Potentielle Target-Sequenzen sind vor allem die Spacer zwischen RNA-Genen. (A) Aufbau der
Transkriptionseinheit von rRNA-Genen (nts = nicht-transkribierte Sequenz; ets = external
transcribed spacer). (B) Schematische Karte pflanzlicher Chloroplasten-DNA, welche u.a.
viele tRNA-Gene enthélt. (C) Zusammenfassung der Sequenzalignments, die Homologie
wurde innerhalb einer Pflanzengattung und zwischen den drei Arzneipflanzen bestimmt.

wurde zugelassen, die branch-and-bound-Option wurde verwendet und fiir bootstrapping-Analysen
wurde die Anzahl an Replikaten auf 1.000 eingestellt. Kurz zusammengefasst zeigte sich, dass
innerhalb einer Gattung sehr hohe intraspezifische Sequenziibereinstimmungen bestehen. D.h.
eine Unterscheidung tiber 4ts1 von z.B. Béirlauch und Zwiebel (2,8% Divergenz) ist wahrscheinlich
nicht moglich. Zwischen den Gattungen der drei Lefteria-Pflanzenarten bestehen interspezifisch
hohe paarweise Distanzen. Es wurden Varianzen um 90% zwischen den Sequenzdaten der drei
Arzneipflanzen festgestellt (Abb. 4.55C). Demzufolge kénnen Spacer-Sequenzen als robuste

molekulare Marker fiir die Unterscheidung von Bérlauch, Mistel und Weildorn angesehen werden.

Primerdesign: Entscheidend fiir eine erfolgreiche real-time PCR ist das Primerdesign. Mit
den Primern generierte Amplifikate sollen im Idealfall zwischen 75-200 bp lang sein. Wegen
der sehr kurzen Elongationszeit in der real-time PCR wird nur mit kurzen Amplikons eine
hohe Amplifikationseffizienz, einhergehend mit hoher Detektionsempfindlichkeit erzielt [403].
Bei ldngeren Amplifikaten kommt es signifikant hdufiger zu Kettenabbruchreaktionen wahrend
der Primer-Elongation durch die DNA-Polymerase. Kurze PCR-Produkte erhéhen somit die
Prézision und Sensitivitdt der Analyse. Die Kiirze der Amplifikate ist im Fall von Lefteria von
besonderem Vorteil. Wurden beim Primerdesign in 4.2.1.1 noch viele Sequenzen ausgeschlossen,
weil ihre GenBank-Eintrdge nur wenige hundert Basen umfassen und fiir die konventionelle PCR

langere Amplifikate notig waren, konnten diese kurzen, vor allem Spacer umfassenden, Sequenzen



100 4 Experimentelle Arbeiten

A EED 4050 B
1 e
I‘I 1 I00 ZIOO 3100 4I00 5|00 GIOO I‘I 1 Il)(:l 2‘00 3:)0 4|00 SICIO GIOO
alignment score Bérlauchits[bp)l____alignmentscore
Lorbeerfeige —VYFre——— ) . StdaipensFanch=
(Ficus microcarpa) ————— _ Birkenfeige AT TTCTTa)
————(Ficus benjamina)
Sanddorn _— . . GO ————
(Hippophae tibetana) ———— Antiaropsis decipiens o ——
Castilla elastica =————"= . Wunder-Latch—
— Korallen-Olweide '&m
(Elaeagnus umbellata) ~
Lachemilla uniflora ———— ! Herhsfzwiehetr—
=——— Zerapfel Aftium stellatum)
(Malus toringoides) =
Felsen-Kreuzdorn =—F———- ) Aftermanmsharorsch
(Rhamnus saxatilis) Rote Mistel A ICtoriats)
(Peraxilla tetrapetala)
. ~ PR ~ RN ~ )
Primerdesign 5.8S rRNA Primerdesign kein Primerdesign

Abb. 4.56: Sequenzaligments nach MegaBLAST. (A) Bérlauch its1-5.8S rRNA-its2 alignt mit den
50 dhnlichsten Sequenzen. Die Suche wurde begrenzt auf die Pflanzenordnungen zu denen
Mistel und Wei8dorn zéhlen. Beispielhaft sind einige Vertreter namentlich erwéahnt. (B) Die
selbe Sequenz alignt mit 50 Verwandten aus der Gattung Allieae.

fiir die real-time PCR herangezogen werden. Abb. 4.56 verdeutlicht das genaue Vorgehen beim
Primerdesign am Beispiel von Bérlauch its (Acc.-Nr.: AJ412744). Die ribosomalen RNA-Gene
bestehen bei allen Eukaryoten aus den 18S und 26S rRNA-Genen stromaufwérts bzw. -abwérts
der Spacer-Regionen its! und its2. Diese werden durch das Gen der 5.8S rRNA getrennt [404].
Jede potentielle Sequenz wurde mittels BLAST in silico auf ihre Spezifitdt untersucht. Da
hohe Intraspezies-Homologie der Sequenzen bestehen, wurden Discontiguous MegaBLAST!6
durchgefiihrt, um nach Homologien mit Sequenzen zu suchen, die von verschiedenen Gattungen
stammen. Dabei wurde im Fall von Bérlauch die Gattung Allieae (Taxid: 703248) wegen zu
grofler Sequenzéhnlichkeiten ausgeschlossen. Dagegen wurde der MegaBLAST bevorzugt in den
Taxa der Santalales (Sandholzartige, Ordnung der Misteln, Taxid: 41947) und Rosales (Rosenar-
tige, Ordnung von Weildorn, Taxid: 3744) durchgefithrt. Abb. 4.56A zeigt die Spezifitdt von
Bérlauch its gegeniiber Mistel und Weidorn. Keine einzige Sequenz mit annihernder Ahnlichkeit
ist in der Datenbank vorhanden. Die Sequenz der 5.85 rRNA dagegen ist hochkonserviert. Unter
den ersten 50 signifikant dhnlichsten Sequenzen sind nur Pflanzen der Ordnung Rosales, d.h.
sie sind ndher mit Allieae verwandt als die Sandholzartigen, ein Grund warum die Suche nach
einer Referenzsequenz fiir eine relative Quantifizierung scheiterte. Die nahe Verwandtschaft
der Allium-Arten untereinander zeigt sich an den Sequenzen ihre its-Regionen (Abb. 4.56B).

Primerpaare (griin) wurde im Bereich von 0-200 bp (éts1) und 450-640 bp (its2) entworfen.

Ausgewaidhlte Sequenzen: Tab. 4.19 listet alle Sequenzen auf, die fiir das Primerdesign ver-
wendet wurden. Insgesamt zeigen 16 Sequenzen hohes Potential, ein spezifisches Target fiir die

jeweilige Pflanze zu sein. Neben den Spacer-Sequenzen, wurden mit Barlauch msl und pi-2 sowie

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast . cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC
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Tab. 4.19: Ausgewihlte Sequenzabschnitte fiir die real-time PCR-Analysen.

; Amplikon-
Spezies Target-Sequenz accesszo;z Abk. “mp Heon
number lange [bp]
Béarlauch  Internal Transcribed Spacer 1 AJ412744 its1 169
Internal Transcribed Spacer 2 AJ412744  its2 170
Mannose Specific Lectin U68531 msl 198
183
PISTILLATA Protein DQO05594  pi-2° 101
Chloroplast tRNA-Leu-tRNA-Phe Intergenic Spacer FN550401  trnL-trnF 148
Mistel Internal Transcribed Spacer 1 EU796892  itsl 161
Internal Transcribed Spacer 2 EU796892  its2 115
154
Chloroplast tRNA-His-tRNA-Lys Intergenic Spacer AF419259  trnH-trnK" 114
Chloroplast tRNA-Ser-tRNA-Met® Intergenic Spacer AF419260  trnS-trnfM 103
Weildorn  Internal Transcribed Spacer 1 EF127014  its1 225
RNA Polymerase B FJ395650 rpoB 190
192
Chloroplast tRNA-Leu-tRNA-Phe Intergenic Spacer AF348541  trnL-trnF® 199
Chloroplast tRNA-Met-ATP Synthase Intergenic Spacer ~ AJ430533 trnM-atpE 100

# Wird eine neue Sequenz in die GenBank aufgenommen, erhélt sie einen Zugriffschliissel. Diese
accession number wird nur einmal vergeben und begleitet die Sequenz unverandert.
> Fiir einige Targets wurden im Laufe der Arbeiten mehrere Primerpaare entworfen und getestet.

¢ N-Formylmethionin

Weifldorn rpoB auch drei Gensequenzen verwendet, die schon fiir die Multiplex-PCR. eingesetzt
wurden. Fiir die ausgewéhlten Sequenzen wurden Primerpaare mit Amplikonldngen zwischen
100—225 bp nach géngigen Kriterien [368] mit Primer3 entworfen. Wie die nichsten Abschnitte
zeigen werden, wurden die Primerpaare und das PCR-Protokoll optimiert. Anschliefend wurden
die Target-Sequenzen in Plasmidvektoren kloniert, um DNA-Standards zu erhalten. Dafiir wurde

die fiir diesen Zweck am besten geeignete Klonierungsmethode bestimmt.

4.3.2 Annealing-Temperaturen und Primerkonzentrationen

Die Methode und sémtliche Protokolle zur Durchfithrung eines Assay auf Basis von real-time PCR
wurden am Beispiel der rekombinanten VEGF-Produktion etabliert und optimiert (siehe A.2.4).
Zur Uberpriifung der pflanzlichen Zusammensetzung von Lefteria-Tabletten wurden die dort
gewonnen Kenntnisse weiterentwickelt. Wichtigste Verdnderung war die Anpassung der Methode
fiir Arbeiten mit genomischer DNA. Diese wurde stets mit dem als besonders geeignet evalu-
ierten DNeasy Kit extrahiert. Um reproduzierbare Ergebnisse zu generieren, wurden samtliche

Amplifikationen mit real-time PCR mindestens als Triplikate durchgefiihrt.

Fiir eine besonders hohe Genauigkeit und Spezifitit ist die Optimierung der Annealing-Temperatur
und Primerkonzentration fiir jedes Primerpaar essentiell [259, 405]. Die Detektion wurde wieder

mit SYBR Green I realisiert. Dies macht die Assayetablierung giinstiger als ein Einsatz von
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Tab. 4.20: Experimentell ermittelte Annealing-Temperaturen und Primerkonzentrationen.

Annealing- Primerkonz. [nmol/L]

Spezies Primerpaar lemperatur [°Cl forward  reverse

Béarlauch  its? 54 100 200
its2 63,1 200 200
msl 51,1 400 200
. 49 400 400
pi-2

58,9 200 400
trnL-trnF 68,3 400 400
Mistel its1 56,1 400 400
its2 58,9 200 200
56,1 400 200

trnH-trnK
58,9 200 400
trnS-trnfM 55,3 200 100
Weildorn  its1 63,1 400 400
rpoB 60,4 400 400
60,4 400 400

trnL-trnF'
58,9 400 200
trnM-atpE 55,3 400 400

spezifischen Sonden (vgl. 3.6.5). Maximale Spezifitit hervorgerufen durch die Hybridisierung von
TagMan-Sonden an die Target-Sequenz kann so nicht ganz erreicht werden. Die Sensitivitdt eines
Assays verschlechtert sich allgemein durch die Bildung von Primerdimeren und die Ausbildung
von Sekundérstrukturen, verursacht durch eine zu tief gewdhlte Annealing-Temperatur [259].
Dies fordert auch die Bildung von unspezifischen PCR-~-Produkten, welche durch Interkalieren
von SYBR ebenfalls ein Fluoreszenzsignal emittieren. Beim TagMan-Assay wird dies zwar nicht
detektiert, dennoch sinkt die Amplifikationseffizienz. Eine zu hohe Temperatur reduziert die
Ausbeute an erwartetem PCR-Produkt und verringert die Empfindlichkeit der Analyse. Auch die
Primerkonzentration kann limitierend wirken. Die stets maximale Effizienz alle Primerpaare ist

zudem die notwendige Voraussetzung fiir einen Vergleich verschiedener Targets [259].

Die optimalen Annealing-Temperaturen wurden daher mittels mehrfacher real-time Gradienten-
PCR bestimmt, so wie dies fiir VEGF schon beschrieben worden ist (vgl. A.1.4). Nachfolgende
Schmelzkurvenanalysen dienten der Identifizierung von Primerdimeren und Koamplifikaten.
Die Primerkonzentration ist dann optimal, wenn die spezifische Amplifikation im Verhéltnis
zu Primerdimeren maximal ist. Dies wurde mit Positiv- gegen Negativkontrollexperimenten
gescreent [259]. Es erfolgte zusétzlich eine genaue Evaluierung von Primerkonzentrationen (in einer
Matrix mit 100-400 nM der jeweiligen forward- und reverse-Primer). Die Reaktionsbedingungen,
welche die niedrigsten Ct-Werte generierten und bei denen keine Bildung von unspezifischen

Koamplifikaten vorkommt, werden als optimale Reaktionsbedingungen definiert.

Insgesamt variierten die Reaktionsbedingungen verschiedener Primerpaare stark, es konnte daher

kein universelles Protokoll verwendet werden. Jedes Primerpaar arbeitet bei unterschiedlichen
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Abb. 4.57: Schmelzkurvenanalysen ausgewihlter Target-Sequenzen. Bei keiner der sechs gezeigten
Schmelzkurven sind Primerdimere oder Koamplifikate zu erkennen, dies spricht fiir optimale
Amplifikationsbedingungen.

Temperatur- und Konzentrationsbedingungen am besten. Die optimalen Annealing-Temperaturen
und Primerkonzentrationen fiir alle méglichen Primerpaare sind in Tab. 4.20 zusammengefasst.
Nach erfolgter Optimierung wurden bei keinem der 16 Primerpaare, weder in realen Proben noch
in Negativkontrollen, Primerdimere und Koamplifikate erhalten. Die Schmelzkurvenanalysen
zeigen stets nur einzelne Peaks, was bedeutet, dass nur spezifisches Produkt gebildet wird
(Abb. 4.57). Neben dem standardméfig genutzten Mastermix von Bio-Rad (Hercules, USA)
wurden als weitere Optimierungsansitze diverse PCR-Mastermixe anderer Hersteller sowie
verschiedene Zwei-Schritt- und Drei-Schritt-PCR-Protokolle getestet. Erkennbare Unterschiede
wurden nicht festgestellt (Ergebnisse nicht gezeigt), daher wurde das Protokoll nach A.5.2 fir

alle real-time PCR-~-Experimente verwendet.

Zusammengefasst stehen nach umfassenden Optimierungen alle entworfenen Primerpaare fiir den
Nachweis von Béarlauch, Mistel und Weildorn bereit. Der néchste Schritt ist die Bereitstellung

von Plasmidstandards fir die absolute Quantifizierung. Dies wird im Folgenden vorgestellt.

4.3.3 Herstellung von Plasmidstandards

Unter den verschiedenen moglichen DNA-Standards zur absoluten Quantifizierung vereinen
Plasmidvektoren die meisten Vorteile auf sich [406]. Der einzige wirkliche Nachteil ist ihre
vergleichsweise aufwendige Herstellung durch eine Klonierung. Das Ziel einen Routinetest zu
entwickeln, rechtfertigt aber den Aufwand, da mit Plasmiden die besten Ergebnisse erzielt werden
[406]. Samtliche fiir die Quantifizierung ausgewéahlten DNA-Abschnitte (Tab. 4.19) wurden daher
in Plasmidvektoren kloniert, in E. coli vermehrt und aufgereinigt. Zunéchst mussten geeignete
Primer entworfen und die DNA-Abschnitte mittels PCR dargestellt werden. Anschlieflend erfolgte
die Ligation der PCR-Produkte mit den Plasmiden. Dies wurde hinsichtlich Effizienz und
Handhabung am Beispiel Bérlauch its im Vergleich verschiedener Methoden evaluiert. Daneben
wurden auch mehrere sowohl kommerzielle als auch selbst hergestellte kompetente Zellen getestet.
Mit dem geeignetsten Protokoll wurden dann alle weiteren DNA-Abschnitte kloniert, die Vektoren

in E. coli produziert und aufgereinigt.
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Tab. 4.21: Lingenangaben zu den Inserts und den klonierten Standards.

Sequenzlange [bp]

Spezies Target Insert Plamid
Barlauch 651 3.651*
its 627 3.627°
627 4.556°
msl 606 4.535
pi-2 950 4.879
trnL-trnF 213 4.142
Mistel its 621 4.550
trnH-trnK 482 4.411
trnS-trnfM 354 4.283
Weildorn  its 634 4.563
rpoB 394 4.323
trnL-trnF 1.028 4.957
trnM-atpE 184 4.113

* sticky ends: Klonierung in pGEM-5Zf(4) (3 kb)
P blunt ends: Klonierung in pGEM-5Zf(+) (3 kb)
¢ TA-Klonierung in pCR2.1 (4 kb)

DNA-Inserts und Primerdesign: Fiir die Darstellung der Klonierungsinserts wurden spezielle

Primerpaare nach géngigen Kriterien mit dem Programm Primer3 entworfen und getestet. Die

Léange der Amplifikate (Tab. 4.21) wurde hier aber so gewéhlt, dass sie moglichst die gesamte in der

GenBank hinterlegte Sequenz abdecken, um die Option zu erhalten, damit unterschiedliche real-

tim

ein

e PCR-Primer nutzen zu kénnen. Fiir einige Abschnitte z.B. Bérlauch its! und its2 wurde nur

Standard erstellt, der beide Targets und den dazwischen liegenden Bereich umfasst. Fiir dieses

Beispiel wurde zudem ein Primerpaar fiir eine direktionale Klonierung (sticky ends) entworfen.

pGEM-5Zf(+)

N a4 \f

) 7 ~ \/(7 ~ Pfl

LNV DN ) anzengenom
N ), '}l,,""

Ncol / Pstl EcoRV Pfu Taq
d ) b

Sticky ends Blunt ends TA-Klonierung

Abb. 4.58: Schematische Darstellung der drei moglichen Klonierungsstrategien zur Generierung von

Plasmidstandards. Die cut ligation verlduft nach dem selben Muster wie die blunt-end-
Klonierung.
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Hinter das 5’-Ende des sequenzspezifischen Teils der Primer wurden jeweils die Sequenzen fiir die
Restriktionsschnittstellen Ncol und Pstl eingefithrt. Die 5’-Enden der Restriktionsschnittstellen
wurden um weitere sechs Basen erweitert, da Restriktionsenzyme Endonukleasen sind und eine
stark verminderte Effizienz an Fragmentenden zeigen. Die hinzugefiigten Restriktionsschnittstellen
wurden so gewahlt, dass sie kein weiteres Mal in der Zielsequenz vorhanden sind, um bei der
Prozessierung wihrend der Klonierung nicht die Zielsequenz zu zerschneiden. Die Schnittstellen
an forward- und reverse-Primer sind unterschiedlich, um ein nicht erwiinschtes Schlielen des
Vektors ohne Fragmentaufnahme auszuschlielen. Zudem erfolgt so die Klonierung gerichtet, was

in diesem Fall aber nicht notwendig ist.

Evaluierung der geeignetsten Klonierungsmethode: Fiir die Klonierung der Zielsequenzen

t17

wurden vier verschiedene Strategien mit Bérlauch its als Modellsequenz evaluiert™’, um die

effizienteste Methode zur parallelen Generierung vieler DNA-Standardvektoren zu bestimmen:

—_

. Sticky ends (Pfu-Polymerase und pGEM-5Zf(+))

[\)

. Blunt ends (Pfu-Polymerase und pGEM-5Zf(+))

w

. Cut ligation (Pfu-Polymerase und pGEM-5Zf(+))
4. TA-Klonierung (Tag-Polymerase und pCR2.1)

Abb. 4.58 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Methoden und die notwendigen Prozess-
schritte. Um eine sequenzexakte Amplifikation zu garantieren, wurde Pfu-Polymerase verwendet.
Sie bricht bei Erreichen von fehlerhaften Basenpaarungen die Kettenverlangerung ab und sorgt
durch diese Funktion des proofreadings dafiir, dass keine fehlerhafte DNA synthetisiert wird.
Fir Methoden 2 und 3 ist die Pfu-Polymerase ohnehin essentiell, da sie im Gegensatz zur
Tag-Polymerase keine Adenosin-Uberhinge an den 3’-Enden eines Amplifikats generiert, was eine
ystumpfe“ Ligation unmoglich machen wiirde. Die Tag-Polymerase wiederum hat die Kapazitét
fiir das Hinzufiigen eines zusétzlichen Adenin-Nukleotids an die 3’-Enden von DNA-Fragmenten.
Diese unerwiinschte Eigenschaft macht sich die TA-Klonierung zu Nutze. Die Komplementaritét
zwischen 3’-A-Uberhiingen der Zielsequenz und einem speziellen linearisierten T-Vektor, welcher
zwei 3’-T-Uberhiinge an den Enden trigt, ermdglicht in Anwesenheit von T4-DNA-Ligase eine
direkte Klonierung von Tag-amplifizierten PCR-Produkten in den Vektor [407, 408]. Der Plasmid-
vektor pGEM-5Zf(+) enthdlt multiple cloninig sites mit Ncol- und PstI-Restriktionsschnittstellen,
welche einen 5-Uberhang generieren und von Restriktionsendonukleasen vollstindig prozessiert
werden konnen. Auflerdem ist die Schnittstelle EcoRV vorhanden, welche geschnitten keinen
Uberhang eines Stranges erzeugt. Dieser Vektor wurde fiir die Methoden 1 bis 3 verwendet.
Der spezielle T-Vektor pCR2.1 kam fiir Methode 4 zum Einsatz. Zunéchst konnten samtliche
its-Inserts erfolgreich PCR-amplifiziert werden (Abb. 4.59).

"Masterarbeit von Mariam Suleiman, Etablierung eines quantitativen PCR-Nachweises pflanzlicher Gene (2011),
Naturwissenschaftliche Fakultit, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 47-60
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Abb. 4.59: Inserts fiir den Vergleich der Klonierungsmethoden. Der Reihe nach sind folgende PCR-
generierte Inserts aufgetragen: Béarlauch dts mit Restriktionsschnittstellen (Spur 1), its
hergestellt mit Pfu- (Spur 2) bzw. Tag-Polymerase (Spur 3). Alle in diesem Abschnitt
gezeigten Gele sind 1,5%ige, die Visualisierung erfolgte stets mit Ethidiumbromid und
UV-Exposition und als Groenstandard (Spur L) wurde ein 1 kp Ladder aufgetragen.

Sticky ends: Identisch mit der VEGF-Klonierung wurde zur Realisierung von Methode 1 die
zu insertierende Pfu-generierte Sequenz Ncol-its-Pstl und der Vektor mit den passenden Re-
striktionsenzymen prozessiert und anschliefend durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert. Eine Evaluierung verschiedener Bedingungen ergab, dass sich der Tango-Puffer
(Thermo Scientific) fiir den parallelen Verdau mit beiden Restriktionsenzymen eignet. Es folgte
die Aufreinigung der geschnittenen Fragmente aus einem Agarosegel. Im molaren Verhéltnis
von 5:1 wurden Zielsequenz und Vektor (pGEM) mit Hilfe von T4-DNA-Ligase iiber Nacht bei
16 °C ligiert. Die Transformation erfolgte in chemisch kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen durch
Hitzeschock bei 42 °C.

Blunt ends: Fiir die Klonierung iiber ,stumpfe* Enden wurde der Klonierungsvektor mit dem
Restriktionsenzym EcoRV geschnitten und aus dem Gel aufgereinigt. Nachfolgend wurde der
Vektor (pGEM) mit Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Dies ist notwendig, da die Tendenz
eines einfach geschnittenen Vektors zur Religation grof ist. Die Effizienz der blunt-end-Klonierung
ist ansonsten zu gering [235]. Zur Eliminierung der verwendeten Enzyme wurde der Vektor vor
der Ligation erneut aufgereinigt. Die Ligation und Transformation mit der Pfu-generierten

Zielsequenz its erfolgte direkt nach dessen Aufreinigung analog zu sticky ends.

Cut ligation: Diese Methode fasst die Prozessschritte des Restriktionsverdaus und der Ligation
in einem Schritt zusammen. Zudem ist eine Dephosphorylierung des Vektors tiberfliissig [409].
Der Vektor (pGEM) und die Pfu-generierte Zielsequenz wurden durch Zugabe von Ligase und
der ,stumpf“ schneidenden Restriktionsendonuklease EcoRV direkt in einem Schritt miteinander
ligiert. Bei Religationen des Vektors wird die EcoRV-Schnittstelle rekonstruiert, nach Insertion der
Zielsequenz ist sie dagegen zerstort und eine erneute Prozessierung des Vektors wird verhindert.
Dadurch wird die inhérent niedrige Effektivitdt der Ligation ,stumpfer* Enden umgangen

[235]. Zusétzlich zum Ligationsansatz appliziertes PEG 6000 dient durch seine hygroskopische
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Eigenschaft dazu, die lokale Konzentration an Reaktanten zu erhéhen. Zudem wird bedingt durch
die Erhohung der Viskositit die Brownsche Molekularbewegung erniedrigt, damit der Anteil an
reaktiven Stoflen steigt [235]. Auch bei der Realisierung der cut ligation wurde das Insert its in
einem Massenverhéltnis von 5:1 zum Vektor gegeben. Nach Evaluierung wurde 1x Tango-Puffer
verwendet, da er Bedingungen generiert, unter denen auch die Ligase aktiv ist. Die Reaktion

erfolgte iiber Nacht bei 4 °C mit anschliefender Transformation in XL1-Blue-Zellen.

TA-Klonierung: Die TA-Methode ist die einzige Methode bei der das Insert mittels Tag-
Polymerase amplifiziert wurde. Wegen der Generierung von 3’-A-Uberhéingen wird die weniger
akkurate Tag-Polymerisation in Kauf genommen. Der Vektor pCR2.1 wurde linearisiert ge-
kauft. Im Verhéltnis von 5:1 wurden Insert its und Vektor mit T4-DNA-Ligase {iber Nacht bei
16 °C ligiert und durch Hitzeschock bei 42 °C in spezielle fiir TA-Klonierungen vorgesehene
E. coli One Shot TOP10-Zellen transformiert.

Bewertung der Methoden: Transformierte Zellen aller vier Methoden wurden auf Ampicillin-
haltigen Agarplatten iber Nacht inkubiert. Anschliefend wurde die Transformationseffizienz durch
Auszéhlen der positiv transformierten Kolonien ermittelt. Mittels Blau-Weifl-Selektion konnten
positive (weil) von negativen (blau) Kolonien unterschieden werden. Jeweils mehrere weifle
Kolonien wurden gepickt, iiber Kolonie-PCR analysiert, bzw. im Schiittelkolben vermehrt und
nach Plasmidpraparation mittels analytischem Restriktionsverdau untersucht. Sequenzierungen
der Plasmidpraparationen dienten zur Bestatigung der gelelektrophoretischen Analysen. Jede
Methode war zielfiihrend zur Generierung von Plasmidstandards. Die einzelnen Strategien zeigen
aber grofle Unterschiede. Tab. 4.22 zeigt die Zusammenfassung der Evaluierungsversuche. Bei
der TA-Klonierung sind insgesamt sehr viel mehr Kolonien gewachsen als bei den anderen
Methoden, also auch sehr viel mehr positive Klone. Am effektivsten ist Klonierung {iber kohésive
Enden mit einer Ausbeute an positiven Kolonien von 66%. Die anderen drei Methoden erreichen
fiir diesen Parameter nur etwa halb so hohe Werte. Die Methoden unterscheiden sich zudem
signifikant hinsichtlich ihres Zeit- und Arbeitsaufwands. Die TA-Klonierung erfordert keinen
Restriktionsverdau und ist somit die einfachste aller Methoden. Bei der Klonierung tiber sticky
ends mussen sowohl Vektor als auch Amplifikat mittels Restriktionsenzymen verdaut und erneut
aufgereinigt werden. Dieser Aufwand ist nur gerechtfertigt, wenn eine bestimmte Orientierung
des Inserts im Vektor bendtigt wird, z.B. bei der Proteinexpression wie bei VEGF. Die beiden
Methoden, welche ,stumpfe“ Enden nutzen, unterscheiden sich nur wenig. Bei der cut ligation
ist der grofle Nachteil der Religation ausgeschlossen. Zudem muss keine aufwendige Isolierung
von Insert- und Vektor-DNA aus dem Agarosegel vorgenommen werden und die Behandlung des
Vektors mit Alkalischer Phosphatase entfillt. Der Effizienz- und Zeitgewinn liegt bei rund 20%,
die Ausbeute an Kolonien ist dafiir zehnfach geringer. Insgesamt kann der Vorteil vieler positiver

Klone bei den sticky ends die Vorteile von einfacher Durchfiihrung und hoher Gesamtausbeute



108 4 Experimentelle Arbeiten

Tab. 4.22: Evaluierung der vier Klonierungstrategien hinsichtlich Anteil positiver Klone und Arbeits-
aufwand als Mittelwerte mehrerer Agarplatten.

positive negative  Anteil positive  Arbeits-

Methode
Kolonien  Kolonien Klone [%)] aufwand
sticky ends 25 13 66 hoch
blunt ends 5 17 23 mittel
cut ligation 1 2 33 mittel
TA-Klonierung 472 784 38 gering

der TA-Klonierung nicht ausgleichen. Die beiden Methoden mit ,stumpfen* Enden haben keine
Vorteile gegeniiber der TA-Methode. Unter Beriicksichtigung der grofien Anzahl an benotigten
Plasmidklonierungen ist damit eindeutig die TA-Klonierung zu favorisieren. Sémtliche Plasmide
wurden mittels dieser Strategie hergestellt. Beim Test verschiedener kompetenter Zellen'® zeigen
die One Shot TOP10-Zellen die beste Performance und wurden im Weiteren ausschliellich

verwendet (Ergebnisse nicht gezeigt).

Herstellung der Plasmidstandards: Aus Bérlauch-, Mistel- und Weildorn wurde genomische
DNA isoliert und als Template fiir die PCR sidmtlicher Abschnitte (Tab. 4.19) eingesetzt!'®.
Die verwendeten Amplifikationsbedingungen sind A.5.2 zu entnehmen. Fiir Barlauch pi-2 und
Weildorn trnL-trnF wurden kein oder nur sehr wenig PCR-Produkt erhalten. Daher musste die
Annealing-Temperatur optimiert werden. Bei einer zu niedrig gewdhlten Annealing-Temperatur
kommt es zu unspezifischen Primerbindungen und in der Folge zu keiner oder unerwiinschter Pro-
duktbildung. Durch zu hohe Temperaturen wird die Produktbildung verhindert. Aus Abb. 4.60A
und 4.60B ist ersichtlich, dass bei 51 bzw. 62 °C die jeweilige Bande mit der groiten Intensitét
und ohne Koamplifikate erhalten wird. Die gezeigten Gele auf Abb. 4.60C bis 4.60E legen nah,
dass nach erfolgter Optimierung die Herstellung aller PCR-~Produkte fiir die Béarlauch- Mistel-
und Weifldorn-Targets erfolgreich war. Die unterschiedlichen Produktlingen der Amplifikate sind
deutlich zu erkennen. Es handelt sich jeweils um einzelne diskrete Banden. Die Grofien der PCR-
Produkte stimmen mit den erwarteten theoretischen Produktldngen iiberein (Tab. 4.21). Nach
Aufreinigung der PCR-Produkte aus Agarosegelen wurden die Inserts mittels TA-Klonierung
mit dem Vektor pCR2.1 ligiert. Die Ligationsansidtze wurden in One Shot TOP10 transformiert.
Jeweils drei durch Kolonie-PCR verifizierte positive Kolonien wurden gepickt, in LB-Medium
vermehrt und eine Plasmidpréaparation wurde durchgefiihrt. Die gelelektrophoretische Visuali-
sierung der erhaltenen Plasmidstandards ist auf Abb. 4.61 gezeigt. Die Plasmide wurden iiber
die Restriktionsschnittstelle HindIII linearisiert. Der Klonierungsvektor selbst (Spuren 1, 6 und

10) dient als Referenz. Die isolierten Plasmide unterscheiden sich deutlich in ihrer Gréfie vom

8Masterarbeit von Mariam Suleiman, Etablierung eines quantitativen PCR-Nachweises pflanzlicher Gene (2011),
Naturwissenschaftliche Fakultat, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 45—-47

9Masterarbeit von Mariam Suleiman, Etablierung eines quantitativen PCR-Nachweises pflanzlicher Gene (2011),
Naturwissenschaftliche Fakultit, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 34-44 und 60-75
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Abb. 4.60: Inserts fiir die Plasmidstandards auf einem 1,5%igem Agarosegel. (A) Optimierung der
Annealing-Temperatur zur Generierung von Bérlauch pi-2. Die jeweiligen Temperaturen
sind am Gel angegeben. Gleiches gilt fiir den 1 kb DNA-Ladder als Groflenstandard (Spur L).
(B) Analog dazu die Optimierung der Annealing-Temperatur fir Weildorn trnL-trnF. (C)
Samtliche Barlauch-Inserts wurden der Reihe nach (Spuren 1-4) aufgetragen: its, msl, pi-2
und trnL-trnF. Fur die Zuordnung der Produktldngen wurde ein 100 bp (Spur L1) und
ein 1 kb DNA-Ladder (Spur L2) auf das Gel appliziert. Die Spezifizierung der relevanten
Markerbanden kann dem Gelbild entnommen werden. (D) Die Mistel-Inserts its, trnH-trnK
und trnS-trnfM (Spuren 1-3) sowie (E) die Weildorn-Inserts its, rpoB, trnL-trnF und
trnM-atpE (Spuren 1-4).

Ausgangsvektor, eine Verschiebung der Banden in den héher molekularen Bereich ist leicht auszu-
machen. Die erhalten Banden unterscheiden sich in ihrer Lénge entsprechend den Plasmidgréien
signifikant voneinander. Die erwartete Gréflenordnung der einzelnen Plasmidstandards spiegelt
sich in der Gelanalyse wider (Abb. 4.61A). Der Vektor pCR2.1 enthélt EcoRI-Schnittstellen
sowohl stromabwirts als auch -aufwirts seiner cloning site, was einen einfachen analytischen
Restriktionsverdau erlaubt, der dazu dient, den Klonierungserfolg zu bestétigen. Die isolierten
Vektoren wurden mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, um das Insert wieder aus dem
ringférmigen Vektor zu schneiden. Abb. 4.61B stellt die Ergebnisse dieser Restriktionskontrollen
dar. Die Bérlauch-Proben (Spuren 2-5) zeigen alle eine Bande auf identischer Héhe des Original-
vektors (Spur 1) bei rund 4 kb. Dazu ist jeweils das Insert mit der erwarteten Grofie erkennbar
(Tab. 4.21 und Abb. 4.60). Die Gelanalysen bestétigten auch den Klonierungserfolg der Mistel-
(Spuren 7-9) und Weifidorn-Standards (Spuren 11-14). In Koinzidenz mit den Ergebnissen aus
der Kolonie-PCR und der gelelektrophoretischen Analyse, verifizierte eine Sequenzierung der
durch Plasmidpréaparationen aufgereinigten Standards abschliefend die korrekte Sequenz aller

Konstrukte. Somit konnten alle gewiinschten Plasmidstandards erfolgreich hergestellt werden.



110

4 Experimentelle Arbeiten

bp L 1 2 3 4 5 bp L 6 7 8 9 bp L 10 11 12 13 14
-a
6.000 &
s.ooo!__‘—_ 6000 = o @ 3_000'-On -
3.000 3.000 — 2.000
2.000 =~ 2.000 ’ :
1.000 == 1.000 ~ 1.000 e
- -—
- -
A -
bp L1 L2 1 2 3 4 5 bp L1 L2 6 7 8 9 bp L1 L2 10 11 12 13 14
4.000 T
:'000 . B - 00 .' 4.000 - - - e
000 1 500 i
1500 o 1.000 = 2.000 -
1.000 [ 4o P . B . 1.500 -
700 > its 500 tmH 1.000: - ) m
500 msl g
- -
300 W= tmS :gg - rpoB
300 W 200 W= 200 -
200 W o tmm
B

Abb. 4.61: Gelelektrophoretische Analyse der generierten Plasmidstandards. (A) Die linearisierten
Plasmide entsprechen in ihrer Grofile den Erwartungen (Tab. 4.21). In den Spuren 1, 6 und
10 ist zum Vergleich jeweils pCR2.1 ohne Insert aufgetragen. Die Reihenfolge der weiteren
Auftragung entspricht: Bérlauch its, msl, pi-2 und trnL-trnF (Spuren 2-5); Mistel its,
trnH-trnK und trnS-trnfM (Spuren 7-9); Weildorn its, rpoB, trnL-trnF und trnM-atpE
(Spuren 11-14). (B) Beim analytischen Restriktionsverdau wurden die Inserts wieder aus den
Plasmiden herausgeschnitten. Dadurch weisen alle Vektoren wieder die Lange von pCR2.1
(Spuren 1, 6 und 10, ca. 3,9 kb) auf. Des Weiteren sind alle Inserts mit korrekter Linge
in den Gelen zu erkennen, womit der Klonierungserfolg bewiesen ist. Die Reihenfolge der
Proben entspricht den oberen Gelen.

Etablierung der Plasmidstandards: Die Verwendung von Standards erfolgte analog zur absolu-
ten Quantifizierung beim Beispiel VEGF und erlaubt eine direkte Berechnung von Kopienzahlen
aus Ct-Werten (siche A.2.4). Um einen PCR-Geréteeinfluss (bedingt z.B. durch die Raumtempe-
ratur) und einen Einfluss von Inhomogenitéten zwischen einzelnen PCR-Platten und Abdeckfolien
auszuschlieen, wurden einmalig fiir jedes Primerpaar drei Verdiinnungsreihen der entsprechenden
Pflanzen-DNA gemeinsam mit drei Verdiinnungsreihen der erstellten DNA-Standards auf einer
96-Lochplatte vermessen. Uber Gleichsetzen der Ct-Werte wurde eine Korrelationen von Kopien-
zahl zu DNA-Menge erhalten. Diese Kalibration gilt anschliefend als universell fiir jedes weitere
Experiment (z.B. auch fiir den Vergleich von Extraktionsmethoden in 4.1.1.3, 4.1.1.4 und
4.1.6). Die ermittelten Geradengleichungen und Korrelationskoeffizienten sind in A.6 einzusehen.
In jeder real-time PCR diente von da an nur noch eine parallel gemessene Plasmidstandardreihe
(vier Verdiinnungsstufen) zur Normalisierung. Die damit berechneten Kopienzahlen sind dadurch
unabhéngig vom aktuellen PCR-Lauf, d.h. vom Geréteeinfluss und kénnen direkt iiber die
yuniverselle” Kalibration in die korrespondierende DNA-Menge umgerechnet werden. In den fol-
genden Abschnitten wird beschrieben, wie die 16 Target-Sequenzen, u.a. mit Hilfe der klonierten
Standards, mit dem Ziel evaluiert wurden, letztendlich je Pflanze nur noch ein spezifisches Target

fir die Analyse von Lefteria zu verwenden.
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Abb. 4.62: Effizienzbestimmung von Bérlauch its1. Dargestellt sind die resultierenden Amplifikations-
kurven fiir 1:10 Verdiinnungsreihen von Plasmid- (a), Barlauch- (b) und Lefteria-DNA (c).
Es wurden 2 - 102-2 - 10° Plasmidkopien bzw. 1 - 10-°-1 - 10? ng pflanzliche DNA (schwarz
bis gelb) eingesetzt. Die Negativkontrollen (NTC) sind grau dargestellt. Deutlich zu erken-
nen ist der gleiche Abstand der Amplifikationskurven (Triplikate) zwischen den einzelnen
Verdiinnungsstufen.

4.3.4 PCR-Effizienzen

Fir eine exakte Quantifizierung ist es erforderlich, dass die PCR-Effizienzen unabhéngig von der
initialen Menge an Template-DNA ist. Zudem ist eine Korrelation von Kopienzahl und Ct-Wert nur
dann exakt, wenn die PCR mit Standards sowie mit realen Proben dhnliche Effizienzen aufweisen.
Eine mathematische Beriicksichtigung von Effizienzunterschieden ist moglich, wird aber allgemein
nicht empfohlen [234, 246, 410]. Aus diesen Griinden wurden die Effizienzen aller verwendeten

Primerpaare ermittelt, mit derselben Methode wie schon beim VEGF-Beispiel (siehe A.2.4).

Unabhéngige dekadische Verdiinnungsreihen von Plasmid-, Pflanzen- und Lefteria-DNA wurden
erstellt und dienten als Template fiir die real-time PCR. Jeweils neun?® Messwerte pro Verdiin-
nungsstufe garantieren eine moglichst hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit. Exemplarisch
sind in Abb. 4.62 die Amplifikationskurven fiir Béarlauch dts! dargestellt. Die Variabilitdten
zwischen drei Replikaten einer Verdinnungsstufe sind geringfiigig. Die Amplifikationskurven
liegen fast perfekt iibereinander, was fiir ein gutes experimentelles Setup spricht. Die hohe
lineare Korrelation zwischen DNA-Menge und Ct-Werten ist an den dquidistanten Abstédnden
zwischen den Kurven leicht auszumachen. Durch Auftragung der Ct-Werte gegen den Logarithmus
der initialen DNA-Menge kann aus der Steigung die Amplifikationseffizienz berechnet werden
(Abb. 4.63). Die hohe Linearitét beweist gleiche Effizienzen jeder individuellen PCR-Reaktion
iiber einen sehr breiten Bereich initialer Template-Menge. Die leicht unterschiedlichen Steigungen
der Geraden weisen im Fall von Bérlauch its1 auf leicht abweichende Effizienzen fiir die drei DNA-
Quellen hin. Zu Plasmid-DNA besteht eine Abweichung (< 0,2), die eine direkte Umrechnung
von Ct-Wert unbekannter Proben in Kopienzahl ungenau machen wiirde. Bei der Berechnung

von Kopienzahlen sollten in diesem Fall die Effizienzunterschiede beriicksichtigt werden.

2°Drei Verdiinnungsreihen von denen jeder Verdiinnungsstufe dreifach gemessen wurde.
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Abb. 4.63: Regressionsanalyse der Ct-Werte der drei Verdiinnungsreihen. Auftragung der gemittelten
Ct-Werte gegen den Logarithmus der Template-Menge fiir Messungen mit dem Primerpaar
Bérlauch its1 (n = 3).

Entsprechende Experimente wurden fiir alle Primerpaare jeweils unter Nutzung von Plasmid-DNA
und genomischer DNA (stets auch aus Lefteria) durchgefithrt (Daten nicht gezeigt). Die sich
aus den Geradensteigungen ergebenen Amplifikationseffizienzen und Korrelationskoeffizienten
fiir jedes Primerpaar sind in Tab. 4.23 angefiihrt. Es wird ersichtlich, dass bei den meisten
Primerpaaren die PCR unabhéngig von der DNA-Quelle gleiche Effizienzen aufweisen. Die
Geraden haben hohe lineare Korrelationen (R?) zwischen Ausgangsmenge und Ct-Werten mit
R2-Koeffizienten zwischen 0,96 und 1, was als Ma8 fiir die Giite der generierten Ergebnisse gilt.
Ungeachtet unterschiedlicher PCR-Bedingungen, Amplikonléngen und Basenzusammensetzungen
liegen alle Effizienzen im engen Bereich um 1,93-2,4. D.h. nahezu maximale Effizienz, also
Produktverdoppelung je Zyklus. Dies sind Hinweise auf ein gutes Primerdesign und optimale

Amplifikationsbedingungen.

4.3.5 Molekulare Zusammensetzung von Lefteria-DNA

Routineméfig wurden zur Quantifizierung der Lefteria-Inhaltsstoffe 50 ng DNA-Proben verwendet.
Eine solche Menge ist in der qPCR fiir genomische DNA {iblich [411, 412]. Fiir die Quantitétskon-
trolle der Tabletten ist es essentiell, die DNA-Zusammensetzung von originalem Lefteria-Pulver
zu kennen. Unter Einsatz aller 16 Targets wurde diverse reine Pflanzen- und Lefteria-Proben ana-
lysiert, die gemessenen Ct-Werte mit Hilfe von Plasmidstandards in Kopienzahlen umgerechnet
und iiber die ,universelle” Kalibration (4.3.3) die zugrundeliegenden DNA-Mengen bestimmt. In
Tab. 4.24 sind die ermittelten Zusammensetzungen der Pflanzenproben zusammengestellt. Zur
Uberpriifung der gesamten Methode wurden hier letztmalig Verdiinnungen reiner Pflanzen-DNA
mit analysiert. Es bestétigte sich dabei, dass die Effizienz unabhingig vom einzelnen PCR-
Experiment ist. Die in Tab. 4.24 gelisteten Steigungen m zeigen nur minimale Abweichungen von
den ,universellen” Messungen (vgl. A.6). Die Varianzen zwischen den Ordinatenabschnitten b

spiegeln den erwahnten Gerdteeinfluss zwischen einzelnen PCR-Léufen wider. Durch die Norma-
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Tab. 4.23: Aus den Geradensteigungen ermittelte Effizienzen mit Korrelationskoeffizienten. Aufgelistet
sind Mittelwerte von Regressionsanalysen mehrerer Verdiinnungsreihen.

Plasmid-DNA Pflanzen-DNA Lefteria-DNA
Spezies Primerpaar® Effizienz® R? Effizienz R? Effizienz R?
Bérlauch  its1” 2,2 0,9951 1,94 0,9997 2,06 0,999
its2 2,07 0,9983 2,02 0,9852 2,04 0,9953
msl 2,04 0,9936 2,08 0,9943 2,04 0,994
. 2,1 0,9984 2,02 0,994 2,01 0,9909
Pz 213 0,9974 214 0,9916 21 0,9913

trnL-trnF 2,02 0,9924 2,05 0,976 2,05 1
Mistel its1” 2,28 0,9972 1,93 0,9983 1,93 0,9895
its2” 2,27 0,9978 1,99 0,9972 2,05 0,9961
ernH-trnk” 2,4 0,9899 1,93 0,9986 1,97 0,9986
2,37 0,9962 1,98 0,9986 1,97 0,988
trnS-trnfM 2,04 0,9981 2,04 0,9982 2,04 0,9945
Weidorn  its! 1,98 0,961 1,97 0,9933 1,97 0,9999
rpoB” 2,18 0,9986 1,98 0,9992 2 0,9986
. 2,06 0,9990 2,05  0,9844 2,07 0,9997

trnL-trnF

2,1 0,9954 2,19 0,9974 2,07 0,9945
trnM-atpE 2,18  0,9891 2,21 0,9942 2,19 0,9849

* Bei mit * gekennzeichneten Primerpaaren wurden zu grofie Effizienzunterschiede (< 0,2)
zwischen PCR mit Plasmid-DNA und pflanzlichen Proben im Weiteren mathematisch
berticksichtigt.

" Die Effizienz wurde mit £ = 10"Y/™ berechnet. Ein Umrechnung in Prozent ergibt sich
mit 100 - (£ - 1). Eine Steigung m von -3,32 wiirde somit eine Effizienz von 2 (100%)
bedeuten, d.h. eine Verdopplung der Amplifikate pro Zyklus, -3,58 eine Effizienz von
1,9 (90%) und -3.11 ist 2,1 (110%).

lisierung mit Plasmid-DNA wird der Einfluss von Achsenabschnitt b vollstdndig egalisiert. Sie
erfiilllt damit ihren Zweck. Diese Daten verdeutlichen noch einmal die unbedingte Wichtigkeit

eine Normalisierung von real-time PCR-Ergebnissen.

In Tab. 4.24 haben die aus den gemessenen Ct-Werten, iber Kopienzahlen normalisierten und
mittels externer Kalibration berechneten DNA-Mengen die grofite Aussagekraft {iber die hohe
Qualitdt des entwickelten qPCR-Assays. In 50 ng aus Pflanzen bzw. Lefteria extrahierter DNA
werden iiber jedes Target auch rund 50 ng DNA detektiert (Abb. 4.64). Aus Lefteria-DNA
lassen sich gemittelt iiber alle Targets 20,67 ng (o = 0,16) Bérlauch-, 19,04 ng (o = 0,76)
Mistel- und 9,48 ng (o = 0,17) Weilidorn-DNA also insgesamt 49,19 ng (o = 1,1) Misch-DNA
extrahieren (gestapelte Saule). Die Varianzen zwischen den einzelnen Targets sind dabei derart
gering, dass weder bei Pflanzen- noch bei Lefteria-DNA signifikante Unterschiede (¢ < 0,3,
p > 0,05) zwischen DNA-Mengen, berechnet iiber verschiedene Target-Sequenzen, bestehen. Das
fir Lefteria-Tabletten bestimmte DNA-Verhéltnis von 1 : 0,92 : 0,46 (Bérlauch : Mistel : Weidorn)
ist zueinander signifikant (¢ > 15,6, p < 0,0001) und in jeder denkbaren Target-Kombination
nahezu identisch (¢ < 0,5, p > 0,05). In Prozent ausgedriickt besteht Lefteria-DNA aus 41%
Barlauch-, 38% Mistel- und 19% Weilldorn-DNA. Dies sind die gleichen Werte, welche auch
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Tab. 4.24: Messungen von je vier 50 ng Pflanzenpulver- bzw. Lefteria-Proben. Aufgefiihrt sind zunéchst die mittels Plasmidstandards und ,,universeller” Kalibration
bestimmten Kopien und DNA-Mengen. Danach sind die Daten zur Normalisierung mit parallel vermessener Plasmid-DNA aufgefiihrt. In den beiden
letzten Spalten sind die Ergebnisse der Messung von Verdiinnungen reiner Pflanzen-DNA gezeigt.

50 ng Pflanzenprobe 50 ng Lefteria-Probe Plasmid-DNA4 Pflanzen-DNA®
; ; a b c . . 9 . Achsenab
Spezies  Primerpaar Ct-Wert® Kopien® DNAS [ng] Ct-Wert  Kopien  DNA [ng] Effizienz R Steigung (m) schnitt, (b)
Barlauch  its1 12,58 9,9 - 107 50,23 13,77 4,1-107 20,62 2,15 0,989 -3,0103 35
its2 12,7 31-107 50,43 13,97  1,3-107 20,99 1,99  0,9982 -3,3555 37,808
msl 23,92 1,2-10% 50,48 25,13 4,6 - 103 20,64 2,09 0,9954 -3,1232 36,521
) 2452  1,7-10° 50,49 26,01  7,3-10% 20,54 2,11 0,997 -3,0745 40,621
pi-2 25,62 2,5-10% 50,34 27,06 8,2 107 20,64 2,14 0,9917 -3,0283 35,844
trnL-trnF 20,92 3,4 -10° 50,65 21,99 2,7 10° 20,56 2,02 0,9994 -3,264 42,975
Mistel its1 18,04 3,1-10° 50,04 19,43 1,2 - 10° 19,02 2,24 0,9881 -2,8527 33,841
its2 17,69 1,4-10° 54,09 18,97 4,4 - 10* 19,95 2,28 0,9959 -2,7987 31,953
P 18,48 2,5 - SM 52,83 19,89 9,2 HOM 19,23 2,38 0,9963 -2,6443 31,687
17,59 3,3-10 49,74 19,06 9,4-10 17,85 2,36 0,989 -2,6753 32,359
trnS-trnfM 18,76 6,4 - 10° 50,22 20,11 2,5 10° 19,17 2,03 0,9972 -3,2467 37,585
Weildorn  itsl 20,02 3,9 - 108 50,12 22,53 7,4-10° 9,69 1,98 0,9998 -3,3813 42,229
rpoB 18,29  1,1-10° 49,77 20,63  2,1-10° 9,47 2,18 0,9985 -2,9493 34,287
srnltrnF 18,24 9,4 -10° 49,67 20,62 1,7-10° 9,22 2,06 0,9973 -3,1927 37,311
18,81  3,3-10° 49,96 20,94 6,4 -10* 9,57 2,1 0,9989 -3,0968 36,47
trnM-atpE 24,73 3,4 -10% 50,41 26,74 6,5 103 9,47 2,19 0,9868 -2,9343 37,837

# Mittelwert aus Triplikaten (die Standardabweichung liegt fiir alle Ct-Werte zwischen 0,09-0,94).

P Berechnet aus Kalibrationsgeraden erstellt mit 0,01-10 ng Plasmid-DNA.

¢ Bestimmt aus den Kopienzahlen der 0,01-10 ng ,,universellen” Verdiinnungsreihen von Pflanzen-DNA. Ab einem Effizienzunterschied < 0,20
wurde dies mathematisch beriicksichtig. Wiirde es nicht beachtet werden, wéire die maximale Abweichung von den angefiihrten Werten 5,47 ng
(Daten nicht gezeigt).

4 Effizienzen und Korrelationskoeffizienten der zur Normalisierung gemessenen Verdiinnungsreihen von 0,01-10 ng Plamsid-DNA.

¢ Die DNA wurde stets aus der in der ersten Spalte angegebenen Pflanzenart extrahiert. Steigungen und y-Achsenabschnitte der zum Uberpriifen
des Geriteeinflusses parallel gemessenen Verdiinnungsreihen von 0,01-10 ng reiner Pflanzen-DNA. Hinsichtlich der Effizienzen (Steigungen)
sind die Varianzen zur ,universellen” Kalibration (4.3.3) vernachléssigbar klein. Samtliche Effizienzen und Geradengleichungen sind in

Anhang A.6 zusammengestellt.
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Abb. 4.64: Menge an DNA berechnet aus den detektierten Kopienzahlen fiir alle 16 Target-Sequenzen.
Die gestapelte Sdule vorne veranschaulicht die DNA-Zusammensetzung von Lefteria-

Tabletten. Die Lefteria-Zusammensetzung spiegelt den Mittelwert aller 16 Targets wider
(n =4).

schon bei Vergleich der DNA-Extraktionsmethode mit jeder einzelnen Methode nachgewiesen
wurden (4.1.1.4 und 4.1.6). Mit der Ermittlung der DNA-Zusammensetzung von Lefteria
ist die wichtigste Grundvoraussetzung fiir einen quantitativen DNA-basierten Kontrolltest fiir
Lefteria-Tabletten erbracht. Die Bestimmung mit insgesamt 16 verschiedenen Primerpaaren
fiihrt zu einem sehr exakten Ergebnis. Das berechnete Verhéltnis wurde daher als korrekte
DNA-Zusammensetzung von Lefteria festgelegt. Dass prinzipiell alle Targets zur Lefteria-Analyse
hervorragend geeignet sind, zeigt zudem, dass bioinformatische Vorarbeiten fiir den Aufbau einer

real-time PCR eine wichtige Voraussetzung des experimentellen Designs darstellen.

4.3.6 Target-Kopien in den Pflanzengenomen

Beim Blick auf die ermittelten Kopienzahlen fiir Pflanzen-DNA in Tab. 4.24 (vierte Spalte)
fallen grofle Unterschiede auf. Zur besseren Einordnung dieser Daten wurden die Verhéltnisse
von Target-Kopien zu Pflanzengenomen berechnet (Tab. 4.25). Die Genomgrofien entstammen
den eigenen zytometrischen Messungen dargestellt in Anhang A.1.2 (Bérlauch: 59,2 pg; Mistel:
153,3 pg; Weildorn: 2,7 pg). Bei allen drei Spezies sind its-Spacer sehr hiufig im Genom vorhanden.
Das ubiquitdre Vorkommen von rRNA-Genen und den zwischen ihnen liegenden Spacern wurde
schon vielfach in der Literatur diskutiert [413-415]. Bei Pflanzen sind Kopienzahlen zwischen 150
und 26.000 normal und korrelieren mit der Genomgréfie [416, 417], was sich mit den erhaltenen
Daten deckt. Von Dubouzet et al. (1999) [418] wurde gezeigt, dass Genome von Mitgliedern der
Gattung Allium mit mindestens 30.000 its-Kopien pro Zelle tiberdurchschnittlich viele rRNA-Gene
enthalten. Da Béarlauch eines der grofiten Genome unter den Lauchpflanzen hat, erscheint eine
Kopienzahl zwischen 37.000-118.000 realistisch. Ohne genaue Zahlen zu nennen, geht eine dhnliche
Studie von mehreren tausend its-Kopien fiir Viscum aus [419]. Von tRNA-Genen sind ebenfalls

vergleichsweise hohe Kopienzahlen beschrieben [420, 421], was zusétzlich die Glaubwiirdig der
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Tab. 4.25: Bestimmung der Target-Sequenzkopien in 1 ng Pflanzen-DNA sowie genomweit gemessen
(GenomgroBe ist als 2C-Wert in Pikogramm angegeben).

Barlauch Mistel Weifidorn
Target 1 ng 59,2 pg Target 1 ng 153,2 pg Target 1 ng 2,7 pg
its1 1,9-10° 1,2-10° itst 6,2-10* 9,610 itsI 7,8-10% 2,1-10?
its2 6,2-10° 3,7-10" its2 3,0-10° 4,6-10*> rpoB 2,2-10* 5,9-10
msl 2,3-102 1,4-10* trnH-trnK  5,1-10* 7.8-10° t¢rnl-trnF  1,9-10* 5,110
pi-2 3,5-10° 2,1-10° 6,7-10% 1,0-10? 6,7-10° 1,8- 10"

5,1-10' 3,0-10° trnS-trnfM  1,3-10* 2,0-10>  trnM-atpE 6,910 2,0-10°
trnL-trnF  6,9-10* 4,1-10°

erzielten Ergebnisse stiitzt. Aufgrund der Vielzahl verschiedener tRNA-Gene und unterschiedlicher
codon usage [422] sind konkrete Werte fiir Pflanzen aber nicht bekannt. Da eine eukaryotische
Zelle allgemein grofie Mengen von rRNA und tRNA bendétigt, sind die entsprechenden Gene
aber hdufiger im Genom vertreten als alle anderen Gentypen [423]. Dies zeigen sehr deutlich die
Kopienzahlen der RNA-Gene im Vergleich mit msl und pi-2 bei Bérlauch. Ebenfalls in hoher
Kopienzahl vorhanden ist das Gen fiir die RNA-Polymerase B, von dem ein hohes Vorkommen
schon anderweitig belegt worden ist [424]. Zudem spiegeln die Zahlen anschaulich den grofien

Genomgroflenunterschied von Weildorn zu den anderen beiden Pflanzen wider.

Auffillig in Tab. 4.25 sind gewisse Abweichungen. Fir Béarlauch its und pi-2, Mistel its und trnH-
trnK sowie Weildorn trnL-trnF wurden jeweils zwei Primerpaare getestet. Theoretisch sollten
mit beiden Primerpaaren dhnliche Kopienzahlen detektiert werden, dies ist bei Barlauch its!
und ts2, Mistel trnH-trnK und Weildorn trnL-trnF auch der Fall. Kleine Abweichungen
sind durch leicht schwankende Ct-Werte zu begriinden, da bei einer PCR-Effizienz um 2 eine
Verringerung des Ct-Werts um z.B. 1 schon zu einer Verdoppelung der Kopienzahl fiihrt. Bei
Barlauch pi-2 und Mistel its reicht dies nicht als Erklarung. In diesen Féllen binden Primerpaare
unterschiedlich gut die Target-Sequenzen. Da bei der Lefteria-Quantifizierung sowohl artifizielle
Plasmid-DNA als auch DNA-Proben mit denselben Primern analysiert werden, haben die

festgestellten Abweichungen keinen Einfluss auf die Aussage des entwickelten Assays.

4.3.7 Korrelation von DNA-Menge, GenomgroBe und Pulvermenge

Ziel des Vergleichs der DNA-Extraktionsmethoden mit dem Schwerpunkt Wiederholprézision
(4.1.7) war es, eine Korrelation von Pulvermengen mit der detektierten DNA zu ermoglichen.
Die Genomgroflenbestimmung (siehe A.1.2) diente u.a. auch einer Korrelation von Zellzahlen
und DNA-Mengen. Inwieweit das mit Hilfe der entwickelten real-time PCR und damit ermittelter

DNA-Mengen realisiert werden kann, wird in diesem Abschnitt beschrieben.

Im Fall der Pflanzenzellen ist die Korrelation unproblematisch, fithrt aber dazu, dass die we-

nig greifbaren Groflen Kopienzahl und DNA-Menge durch Umrechnung in viel anschaulichere



4.3 Entwicklung eines Systems zur absoluten Quantifizierung der Lefteria-Inhaltsstoffe 117

Tab. 4.26: Berechnete theoretische Anzahl an Pflanzenzellen in Lefteria-Pulver.

1 ng DNA 1 mg Pulver Tablette

Spezies ~ DNA [ng]  Zellen Zellen Zellen
Birlauch 0,41 7 2,5-10% 8,3 - 10°
Mistel 0,38 2,5 9,0 10° 2,9-10°
WeiBdorn 0,19 70 2,6 - 10° 8,3 107

Tab. 4.27: Die Berechnungsgrundlage fiir die Korrelation von Pflanzenpulver mit DNA-Mengen sind die
Pulver- und DNA-Zusammensetzung von Lefteria und die DNA-Ausbeuten, welche mit den
entsprechenden Extraktionsmethoden erzielt werden. Die hier gelisteten Daten entstammen
den Versuchen zu den DNA Extraktionsmethoden in Kapitel 4.1. In den ersten Spalten
ist die Pulverzusammensetzung von Lefteria sowohl fiir eine einzelne Tablette als auch fir
1 mg Lefteria-Pulver aufgefiihrt. Daneben steht die DNA-Zusammensetzung einer 50 ng
Lefteria-DNA-Probe (4.3.5). In den weiteren Spalten sind die DNA-Ausbeute, die mit den
beiden besten Extraktionsmethoden (DNeasy und BioMag (pH 13)) erzielt werden konnen,
zusammengestellt. Je Pflanzenmatrix sind Ausbeute und Standardabweichung aufgelistet.
Weildornfriichtepulver wird als DNA-frei angesehen und nicht beriicksichtigt.

Lefteria-Zusammensetzung DNA-Ausbeute®
Tablette® 1 mg Pulver 50 ng DNeasy BioMag (pH 13)
Matrix [mg] [mg] DNA” [ng] 1 [ng/mg] o [ng] n [ng/mg] o [ng]
Lefteria 326 1 49,19 269,03 17,14 297,96 12,76
Bérlauch 70 0,21 20,67 628,43 16,43 589,15 9,31
Mistel 50 0,15 19,04 716,53 29,1 810,44 18,61
Weiidorn 40 0,12 9,48 73,69 5,3 472,98 44
DNA-frei 166 0,52

# Zusammensetzung laut Hersteller, der DNA-freie Anteil liegt bei 166 mg (vgl. Tab. 3.1), d.h.
0,52 mg auf 1 mg Pulver.

> Experimentell bestimmt mittels real-time PCR (4.3.5) und ist unabhingig von der Extraktions-
methode. 50 ng Lefteria-DNA diente als Template.

¢ Die angegebenen DNA-Ausbeuten (7 in ng DNA pro mg Pulver) entstammen 4.1.7 (vgl.
Abb. 4.20). Zudem ist die jeweilige Standardabweichung (o) angegeben.

Pflanzenzellen konvertiert werden. Unter Beriicksichtigung der selber ermittelten Genomgréfien
(Béarlauch: 59,2 pg; Mistel: 153,3 pg; Weildorn: 2,7 pg) wird 1 ng Lefteria-DNA aus sieben
Barlauch-, drei Mistel- und 70 Weildornzellen extrahiert. Unter der theoretischen Voraussetzung,
dass die DNA vollstandig aus Lefteria extrahiert wird (Wizard-Methode: 3638 ng intakte DNA
aus 1 mg Lefteria-Pulver, vgl. 4.1.1.5), kann so die Anzahl an Zellen in einer Lefteria-Tablette

(326 mg) berechnet werden (Tab. 4.26).

Deutlich komplizierter stellt sich die Situation bei der Korrelation von DNA- und Pulvermenge dar,
denn dabei kommt der DNA-Extraktionsmethode eine entscheidende Bedeutung zu. Bei den Me-
thodenvergleichen in 4.1.1 und 4.1.6 hat sich gezeigt, dass klassische und bead-basierte Methoden
unterschiedlich effizient fiir DNA aus den verschiedenen Pflanzenmatrizen sind. D.h. die DNA-
Ausbeute ist methodenabhéngig. Auf der anderen Seite wurde auch festgestellt, dass davon die Zu-

sammensetzung von extrahierter Lefteria-DNA nicht beeinflusst wird, die drei DNA-Sorten in einer
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Mischprobe anscheinend im Verbund extrahiert werden. Eine Tablette enthélt 40 mg Weildornpul-
ver (25% Pflanzenanteil), der Weildornanteil bei Lefteria-DNA ist 19%. Diese Werte spiegeln sich
bei den klassischen Methoden mit geringer Weildorn-DNA-Ausbeute aber nicht wider (etwa 1/10
in Vergleich zu Béarlauch und Mistel). Die bead-basierten Methoden zeigen zudem eine davon abwei-
chende Weifldornausbeute. Tab. 4.27 stellt die Diskrepanzen dar. Unter Beriicksichtigung der Aus-
beute der verwendeten Extraktionsmethode ist es mit Gl. 4.2 méglich aus mittels real-time PCR

(50 ng Template) bestimmten DNA-Mengen die zugrundeliegende Pulvermenge zu berechnen:

DNA [ng] . TlLefteria
TIPflanze 50 ng

(4.2)

Pﬂanzenanteﬂ [mgpﬂanze/mgLefteria] —

mit n = DNA-Ausbeute

Um die Berechnung zu erkléren folgt ein Beispiel, bei dem der Rechenweg am Weifldornanteil fiir
die beiden geeignetsten DNA-Extraktionsmethoden DNeasy und BioMag (pH 13) demonstriert
wird. Tab. 4.27 gibt an, dass 50 ng Lefteria-DNA 9,48 ng Weilldorn-DNA enthalten. Die DNA-
Ausbeute aus Lefteria-Pulver ist 269,03 ng mit DNeasy bzw. 297,96 ng mit BioMag (pH 13) pro
1 mg Pulver. Die Ausbeute aus Weildornpulver ist 73,69 ng/mg (DNeasy) und 472,98 ng/mg
(BioMag (pH 13)). Eingesetzt in Gl. 4.2 ergibt sich fiir DNeasy:

9, 48 ng 2697 03 ng/mgLefteria

eibdornantel 73, 69 ng/mgWeifsdorn 50 ng

- O, 69 mgweiﬁdorn/mgLefteria

Und ebenso fir die beads (BioMag (pH 13)):

97 48 ng 2977 96 ng/mgLefteria

elbdornantel 472’ 98 ng/mgwaﬁdorn 50 ng

- 0, ].2 mgweiﬁdorn/mgLefteria

Auf gleiche Weise lassen sich auch die anderen Pflanzenanteile bestimmen:

DNeasy BioMag (pH 13)
Spezies [mg/mg]* X VarK [%]  Abw.” [%] [mg/mg] X VarK [%]  Abw. [%]
Barlauch | 0,17-0,19 0,18 9,01 17,6 0,2 -0,22 0,21 6,06 2,65
Mistel 0,13-0,15 0,14 9,01 6,76 0,13-0,15 0,14 6,06 6,7
Weiidorn | 0,65-0,74 0,69 9,01 464,38 0,11-0,12 0,12 6,06 2,62

? Pflanzenanteil [m&paanze/mg ..], berechnet unter Einbeziehung von o.
ELefterials

P Differenz zwischen dem Mittelwert ¥ und der Originalrezeptur (siehe Tab. 4.27).

Trotz identischer Zusammensetzung der Lefteria-DNA nach der DNA-Extraktion, wird nur unter
Berticksichtigung der DNA-Ausbeute mit BioMag (pH 13) die korrekte Pulverzusammensetzung
der Lefteria-Mischung erhalten. Bei DNeasy wird die Menge an Weifidornpulver um das 4,6-fache
iiberschétzt. Die bead-Extraktion erlaubt es, detektierte DNA-Mengen als Menge an Pflanze

auszudriicken, womit der Gesamtassay die durch EU-Richtlinien geforderte Eigenschaft aufweist.
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Der wahrscheinliche Grund ist das Adsorptionsmaterial. Die Silica-Membranen sind fiir pflanzliche
DNA so optimiert worden, dass je langer ein DNA-Strang ist, desto mehr Wechselwirkungen,
also stdrkere Bindungen zum Adsorber erreicht werden. Im Vergleich mit Bérlauch und Mistel,
ist die aufgrund der vergleichsweise geringen Genomgrofie kiirzere Weilidorn-DNA dadurch im
Nachteil, d.h. sie wird stirker abgewaschen. Bei den beads mit ihrer sehr groffen Oberfliche und
DNA-Bindungskapazitiat wirkt sich dieser Nachteil nicht aus, so dass jeder DNA-Sorte gleich gut
extrahiert werden kann. Auch bei Extraktionen aus Lefteria wirken sich die Effekte nicht aus,
die DNA aller drei Pflanzen ist agglomeriert und wird gemeinsam isoliert. Darum ist die Zusam-
mensetzung von Lefteria-DNA stets gleich. Fiir einen routineméfigen Einsatz des Gesamtassay
sollten daher die BioMag beads verwendet werden. Die DNA-Extraktion ist so GxP-konform stan-

dardisierbar (Automatisierung) und die angezielte Quantifizierung auf Pulverebene ist moglich.

4.3.8 Zwischenfazit: Aufbau des real-time PCR-Assays

Real-time PCR ist die optimale Methode zur Quantifizierung der pflanzlichen Lefteria-Inhaltsstoffe.
Mittels mehrerer Targets konnte zweifelsfrei die DNA-Zusammensetzung von Lefteria aufgeklart
werden. Durch eine Korrelation von DNA-Menge und Pflanzenpulver kann sehr prézise die Origi-
nalrezeptur bestimmt werden. Unbekannte Lefteria-Proben kénnen demnach mit der entwickelten

gPCR-Methode hinsichtlich des Gehalts ihrer Inhaltsstoffe kontrolliert werden.

Entsprechend den schon erwdhnten ICH-Richtlinien werden in den folgenden Abschnitten alle
wichtigen Leistungscharakteristika des Assays analysiert. Ein breiter dynamischer Messbereich
und sehr niedrige Nachweisgrenzen sind typisch fiir die real-time PCR. Thre Ermittlung soll zeigen,
wie viel DNA fiir eine Analyse bendtigt wird oder inwieweit sie eingeschréankt ist. Besonderes
Augenmerk liegt auf der Bestimmung von Spezifitdt und Sensitivitdt. Eine hohe Spezifitat
garantiert die Genauigkeit der Ergebnisse und die Sensitivitdt gibt Aufschluss dariiber, inwieweit

Abweichungen von der Lefteria-Zusammensetzung detektiert werden konnen.

4.3.9 Dynamische Messbereiche und Nachweisgrenzen

Dynamische Messbereiche: Die dynamischen Messbereiche konnten als Maf fiir die minimal
bzw. maximal quantifizierbaren Mengen an Template, durch Erweiterung der Verdiinnungsreihen
aus den Effizienzversuchen (auf bis zu 13 Verdiinnungsstufen) genau eingegrenzt werden. Dies
wurde erneut mit Plasmid-DNA und DNA aus Pflanzenpulvern bzw. Lefteria durchgefiihrt. In
Konzentrationen ausgedriickt bewegten sich die untersuchten Verdiinnungen zwischen 1 pg bis
hinunter auf 1 - 10 ng. Da das Standardbeispiel Bérlauch its schon zur Effizienzberechnung
dargestellt wurde, zeigt Abb. 4.65 exemplarisch die dynamischen Bereiche fiir Bérlauch its2 mit
Plasmid-, Béarlauch- sowie Lefteria-DNA als Template. Der Messbereich reicht bei Plasmid-DNA

{iber neun Dekaden (2 - 10!1-2 - 10° Kopien). Er ist damit etwas breiter als bei den realen Proben
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(a) PCR2.1 Alliurn its

(b) Barlauch } | " (©) Lefteria

Ct-Wert

0 1 1 L I ! L ! I 1 ! ! 1 1 1 1 I

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
log Kopien

Abb. 4.65: Dynamische Bereiche von Bérlauch its2. Dargestellt sind die linearen Messbereiche in
Plasmidstandard- (a), Barlauch- (b) und Lefteria-DNA (c) in schwarz, nicht mehr lineare
Bereiche sind rot verdeutlicht. Aufgetragen sind die Ct-Werte gegen den dekadischen
Logarithmus der Kopien (Plasmid-DNA) bzw. der initialen Menge an Template-DNA.
(n =3).

(Bérlauch: 1 -10'-1 - 10® Kopien; Lefteria: 1 - 10*-1 - 107 Kopien). Insgesamt ist stets eine Quanti-
fizierung in einem Bereich méglich, dessen Breite wohl von keiner anderen Methode erreicht wird.
In Tab. 4.28 sind die dynamischen Bereiche aller Primerpaare zusammengefasst. In allen Féallen
wurde in den Negativkontrollen (NTC) erwartungsgeméf keine DNA detektiert. Mit Plasmid-DNA
kénnen die Kopienzahlen tiber neun, teilweise sogar zehn Dekaden korrekt quantifiziert werden.
Minimal kénnen jeweils noch ca. 2-200 individuelle Kopien detektiert werden. Bei Verwendung
von genomischer DNA ist das Verhéltnis von Target zu Gesamt-DNA allgemein ungiinstig. Bei
mehr als 100 ng DNA im Ansatz (25 pL), wirkt die DNA inhibierend auf die Reaktion, wodurch
die obere Nachweisgrenze eingeschrinkt wird. Generell sind aber die dynamischen Bereiche eines
Targets bei Pflanzen- und Lefteria-DNA fast identisch. Mit Pflanzen- und Lefteria-DNA sind etwa
1-50 Kopien messbar, d.h. die Methode ist bei pflanzlichen Proben ebenso sensitiv wie bei Plasmid-

DNA. In Lefteria lasst sich eine Pflanze genauso gut nachweisen wie in reiner Pflanzen-DNA.

Nachweisgrenzen: Die Nachweisgrenzen der jeweiligen Targets konnen mathematisch als ana-
lytisches Detektionslimit bestimmt werden [380]. Die LODgg-Werte, berechnet mit einer Probit-
Regressionsanalyse, sind dabei als Nachweisgrenzen definiert. Es wird dafiir die Menge an
Template-DNA berechnet, welche mit 90%iger Wahrscheinlichkeit noch detektiert wird. Die
Probit-Regression wurde gewéhlt, da sie eine besonders gute Vergleichbarkeit zwischen den der
einzelnen Targets ermoglicht. Es werden dazu die LOD5o-Werte herangezogen, da bei 50% Detekti-
onswahrscheinlichkeit das Konfidenzintervall einer Probit-Analyse am engsten ist. Uberlappen die
Konfidenzintervalle der LOD35o-Werte zweier Targets, besteht kein statistisch signifikanter Unter-
schied ihrer Nachweisgrenzen [381]. Zur Berechnung wurden diejenigen DNA-Mengen, bei welchen
der real-time PCR-~Nachweis positiv ausfillt und die Ct-Werte noch dem linearen Zusammenhang
folgen als 1 definiert und negative Ergebnisse als 0. Um genaue Ergebnisse zu erzielen, wurden
Verdiinnungsstufen von Plasmid-DNA im Bereich der erwarteten Nachweisgrenzen am unteren

und oberen Ende der dynamischen Bereiche 16-fach (Pflanzen-DNA: nur untere Nachweisgrenze,
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Tab. 4.28: Die dynamischen Messbereiche aller Primerpaare wurden fiir alle DNA-Typen bestimmt.

Kopienzahl®
Spezies Primerpaar Plasmid-DNA Pflanzen-DNAP Lefteria-DNA®
Biérlauch  its1 204-2,04-10° 20 -2,44-10° 19 -7,38-107
its2 20-2,04 - 10° 12 -1,22-10% 12 -1,26-107
msl 205-2,05 - 10° 0,29-1,94 - 10* 0,22-1,38 - 10*
b2 190-1,9 - 10% 5 -3,89-10° 2 -3,50-10°
190-1,9 - 10° 0,04-5,45 - 103 0,02-2,02 - 10®
trnL-trnF 224-224-10° 36 1,1 -10° 7 -5,19-10°
Mistel itsl 204-2,04 - 10° 5 -6,89-10° 1 -1,21-10°
its2 2.039-2,04 - 10° 0,02-2,1 -10° 0,17-1,49 - 10°
210-2,1 -10° 47 -6,14-10° 15 -1,86-10°
trnH-trnK

210-2,1 - 10° 0,4 —7,51-10° 0,04-8,77 - 10*
trnS-trnfM 217-2,17 - 10° 1 -9,21-10° 0,31-3,43 - 10°

Weifidorn ~ its! 2-2.03 - 10° 12 -1,13-10°7 10 -1,15-107
rpoB 215-2,15-10° 23 -—2,48-10° 3 -3,43-10°

187-1,87 - 10° 2 -1,77-10° 3 -2,71-10°

trnL-trnF 9 5 4

187-1,87 - 10 1 -7,44-10 1 -7,81-10

trnM-atpE 2-2.26 - 10° 0,07-3,19 - 10* 0,01-4,69 - 10°

# Die Kopien der Targets in pflanzlicher DNA wurden mit Plasmid-DNA
(Kalibration) bestimmt. Es wurden NTC (Wasser anstatt DNA) mit ver-
messen, umgerechnet in Kopien enthielten sie stets < 1 Kopie.

" Die Kopienzahlen entsprechen 1-10°-1- 102 ng DNA am unteren Ende und
10-100 ng am oberen.

¢ Die Kopien entsprechen zwischen 1 - 10°~1 - 10 und 100 ng DNA.

zwolffach) gemessen. Mit dem Programmpaket SPSS Statistics 20 (IBM Corporation, Armonk,
USA) wurden aus dem Verhéltnis der Summe positiver Proben zur Gesamtheit an Proben die
LODsg- und LODgg-Werte berechnet. Die Prézision der berechneten LOD-Werte liegt bei dieser
Methode in einem Konfidenzintervall von 95% (p < 0,05), d.h. die berechneten Werte sind mit
mindestens 95% Wahrscheinlichkeit richtig. Neben dem analytischen wurde auch das relative
Detektionslimit bestimmt [381]. Der relative Wert beschreibt die Leistungsfahigkeit des Assay in
Lefteria-Mischproben. Er gibt an, wie viel DNA in Anwesenheit von ,,Fremd“-DNA vorliegen muss,
damit eine Detektion noch moglich ist [381]. Das relative Detektionslimit z.B. bei Béarlauch its!
wurde aus Verdiinnungen von Bérlauch-DNA in Anwesenheit von Mistel- und Weildorn-DNA
in ihren fiir Lefteria typischen Konzentrationen und Verhéltnissen bestimmt. Dabei wurde die
Menge an ,Fremd“-DNA konstant gehalten. Die Ergebnisse wurden analog zu den analytischen
Detektionslimits mit SPSS 20 berechnet. Abb. 4.66 und 4.67 demonstrieren das Vorgehen am
Beispiel Bérlauch its1. Aus den gemessenen Wahrscheinlichkeiten (Probenanzahl/messbare Pro-
ben, schwarze Quadrate) wurden die theoretischen Wahrscheinlichkeiten (rote Linie) bestimmt,
aus denen die LOD-Werte ablesbar sind. Die Nachweisgrenzen 248 Kopien und 1,55 - 10° Kopien
mit Plasmid-DNA sind rein theoretische Werte. Die reale analytische Nachweisgrenze liegt bei elf

Kopien. In Anwesenheit von Mistel und Weifidorn erhéht sie sich nur unwesentlich auf 24 Kopien.
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Abb. 4.66: Probit-Regressionsanalysen zur Bestimmung der Nachweisgrenzen fiir die Plasmidstandards
von Bérlauch its!. Gezeigt sind die experimentell bestimmten Wahrscheinlichkeiten, das
der qPCR-Nachweis bei einer gewissen DNA-Menge noch positiv ausfillt sowie der daraus
berechnete Wahrscheinlichkeitsverlauf. Die Nachweisgrenzen sind definiert als diejenigen
DNA-Menge, deren Detektionswahrscheinlichkeit 90% ist. Die unteren Limits liegen bei
LODs5g von 57,34 Kopien und LODgg von 247,78 Kopien (a). Die oberen Limits sind LODsq
von 7,56 - 10° Kopien und LODgg von 1,55 - 10° Kopien. Gezeigt werden jeweils auch die
95%-Konfidenzintervalle in denen die LOD-Werte liegen (b).
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Abb. 4.67:

Probit-Regressionsanalysen zur Bestimmung der analytischen und relativen Nachweisgrenzen
von Baérlauch 4ts1. In Kopien umgerechnet liegen die Nachweisgrenzen fiir its1 in Barlauch
bei LOD3( von 2,64 Kopien und LODgy von 10,65 Kopien (a). Mit einem Hintergund der
anderen beiden Lefteria-Inhaltsstoffe verschieden sich die Nachweisgrenzen auf LODs5y von
7,9 Kopien und LODg, von 23,87 Kopien (b).

Bewertung der Detektionslimits: Tab. 4.29 gibt die erzielten Ergebnisse fiir alle Targets wieder.
Die aus der Fiille der Experimente mathematisch bestimmten Detektionslimits spiegeln recht
genau die Grenzen der dynamischen Bereiche (vgl. Tab. 4.28) wider, was erneut fiir die hohe
Genauigkeit des entwickelten Assays spricht. Im Allgemeinen liegen die Detektionsgrenzen ein
wenig vor dem Ende des jeweiligen dynamischen Bereichs. Die unteren Nachweisgrenzen in Plasmid-
DNA sind stets etwa eine Dekade iiber denen in Pflanzen-DNA. Dies iiberrascht zunéchst, 1dsst
sich aber damit erkléren, dass die Verdiinnungsstufen bei gleicher Kopienzahl fiir die Vektoren
hoher sind und damit vermehrt Pipettierungenauigkeit die Nachweisgrenzen mitbestimmen.
Zwischen reiner Pflanzen-DNA und Lefteria besteht kein nennenswerter Unterschied (¢ < 1,7,
p > 0,05), d.h. DNA der jeweils anderen beiden Pflanzen beeinflussen oder stoéren die Analyse
nicht. Die 95%-Konfidenzintervalle der LODso-Werte der einzelnen Targets fir Béarlauch, Mistel

bzw. Weifldorn iiberlappen ausnahmslos, sowohl unter den theoretischen, analytischen und
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Abb. 4.68: 95%-Konfidenzintervalle der LODgo-Werte fiir die analytischen Detektionslimits. Gezeigt
sind Daten welche mit Bérlauch- (a), Mistel- (b) und Weiidorn-DNA (c) gewonnen wurden.
Die blaue Linie verdeutlicht die Uberlappung der Nachweisgrenzenbereiche.

relativen Detektionslimits. Damit hat kein Target eine signifikant messbar (p = 0,05) niedrigere
oder hohere Nachweisgrenze (Abb. 4.68). Auch die Nachweisgrenzen zwischen den drei Spezies
sind nicht signifikant unterschiedlich. Zusammenfassend konnten fir alle Targets ein breiter
linearer Messbereich iiber viele Dekaden und eine Nachweisgrenze von nur wenigen Kopien
bewiesen werden. Es ist damit moglich, Barlauch-, Mistel- oder Weildorn-DNA im Bereich
um 1-100 fg nachzuweisen, wobei sich Anwesenheit von ,,Fremd“-DNA nicht storend auf die
Analyse auswirkt (einzige Einschrdnkung: Gesamtmenge < 100 ng DNA). Nachweisgrenzen von
nur einigen Femtogramm DNA sind fiir real-time PCR nicht uniiblich [425, 426]. Géangige ELISA
fir DNA-Anwendungen z.B. zeigen zum Vergleich Nachweisgrenzen von nur ca. 1 pg DNA [427].
Die Wahl der qPCR ist hier klar im Vorteil.

4.3.10 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitdt ist das Maf3 dafiir, ob ein gemessener Ct-Wert tatséchlich auf die
untersuchte Pflanze zuriickzufiihren ist oder ob die Entstehung des Signals unspezifisch erfolgt
[381]. In Lefteria-Mischproben konnte ein Signal z.B. erzeugt mit Béarlauch-Primern zum Teil
auch durch Amplifikation eines Sequenzabschnitts von Mistel, Weildorn oder sogar von beiden
Pflanzen hervorgerufen werden. Eine korrekte Quantifizierung wiirde dadurch verhindert. Um
echte Signale von unspezifischen abzugrenzen, wurden qPCR mit allen 16 pflanzenspezifischen

Primerpaaren und den jeweils anderen Pflanzen als Template durchgefiihrt.

Béarlauch msl, pi-2, trnL-trnF, Mistel its1, trnS-trnfM, Weildorn its1, trnL-trnF und trnM-
atpE sind vollkommen spezifisch (Tab. 4.30), d.h. mit diesen Primerpaaren in ,Fremd“-DNA
detektierten Kopienzahlen liegen unterhalb der Nachweisgrenzen (vgl. Tab. 4.29). Aber auch die
Amplifikation mit allen weiteren Primerpaaren bewegt sich im Bereich der Nachweisgrenzen. Die
dadurch hervorgerufenen Abweichungen bei der Analyse von Mischproben sind minimal. Die
Untersuchungen zur Zusammensetzung von Lefteria waren mit allen 16 Primerpaaren frei von

unspezifischer Beeinflussung.
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Tab. 4.29: Berechnete Detektionslimits fiir simtliche Targets. Es sind stets nur die LODgy-Werte
angegeben, da sie reale Nachweisgrenzen darstellen. Neben den Kopienzahlen sind ebenfalls
Werte fiir die DNA-Menge aufgefiihrt. Die ebenfalls berechneten LOD5o-Werte dienen nur
dem Vergleich in Abb. 4.68, sind hier deswegen zur besseren Ubersicht nicht mit gelistet.

theoretisches analytisches relatives

Detektionslimit Detektionslimit Detektionslimit
Spezies  Primerpaar Kopien DNA [ng] Kopien DNA [ng] Kopien
Bérlauch  its! 247,78-2,55 - 10° 9,4 -10° 10,65 2,03-10° 23,87
its2 127,26-1,33 - 10° 1,35 107 4,67 2,34-107° 8,26
msl 270,23-1,06 - 10° 3,26 - 10 0,1 4,8 -10™ 0,15
» 153,28-1,69 - 10'° 1,8 -10* 0,48 3,2 -10 0,88
b 085,97-1,79 - 10° 6,63 - 107° 0,01 7,19 - 107 0,01

trnL-trnF  151,75-3,32 - 10° 4,87 -107° 8,07 8,68-10° 14,2
Mistel its1 140,6 9,52 - 10° 4,59 - 10°° 1,54 6,52 - 107° 2,24
its2 944,14-3,43 - 10° 1,15 - 107 0,02 4,01-10* 0,11
P 336,62-3,14 - 10° 2,25-10™ 5,92 4,8 -10 13,34
275,23-2,08 - 10° 4,38 10 0,14 2,03 - 10 0,08
trnS-trnfM  126,37-4,38 - 10° 5,63 - 107 0,68 1,45 - 10 1,76
Weiidorn  4ts1 7,35-7,87 - 10° 2,21-10°° 1,62 7,19 -10°° 5,34
rpoB 565,03-2,72 - 10° 3,68 - 10 6,11 3,65 - 10™ 6,06
Lt 247,22-1,33 - 10° 1,11 - 10 1,64 7,08 -10% 10,66
201,59-4,6 - 10° 9,88 -10°° 0,74 4,8 -10* 3,51
trnM-atpE 7,76-4,15 - 10° 5,63 - 107 0,03 1,13 -10™ 0,07

4.3.11 Zwischenfazit: Auswahl der geeignetsten Targets

Fiir eine einfache und schnell durchzufiihrende Quantifizierung der Lefteria-Pflanzen kénnen
nicht immer alle 16 Targets gleichzeitig untersucht werden. Die stidndige Testung so vieler
Primerpaare wére zu aufwendig und ist auch gar nicht notwendig, da alle Targets fir eine

korrekte DNA-Quantifizierung taugen. Daher wurde die Anzahl an Primerpaaren reduziert.

Zum Vergleich der Targets wurden Effizienzen, Nachweisgrenzen und Spezifitit evaluiert. Dabei
konnte gezeigt werden, dass Nachweisgrenzen im mittleren Femtogrammbereich verbunden mit
dynamischen Bereichen, welche breit genug sind, um mégliche Schwankungen in der Lefteria-
Zusammensetzung detektieren zu koénnen, fiir kein Target eine Einschrankung der Detektion
darstellen. Mittels Probit-Regressionsanalysen wurde zudem festgestellt, dass zwischen den
Nachweisgrenzen der einzelnen Primerpaare keine signifikanten Unterschiede bestehen. Fiir eine
engere Auswahl wurden daher vornehmlich die Kriterien Effizienz und Spezifitdt herangezogen.
Auch wenn alle Targets prinzipiell spezifisch sind, erfiillen nur acht die Spezifitdtsbedingungen
vollstdndig. Als weiteres Auswahlkriterium wurde beriicksichtigt, ob die Effizienzen bei der PCR
mit Plasmidstandard und pflanzlicher DNA &hnlich sind. Es verbleiben noch fiinf moégliche
Kandidaten: Béarlauch pi-2, trnL-trnF, Mistel trnS-trnfM, Weildorn its! und trnM-atpE. Da
zwischen diesen fiinf Targets keine messbaren Unterschiede bestehen, wurde entschieden, den

Assay mit je zwei Targets pro Pflanze aufzusetzen. Dies macht den Assay weniger abhingig
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Tab. 4.30: Spezifitit der Target-Sequenzen. Angegeben sind jeweils die Mengen falsch detektierter
genomischer DNA bei Vorlage von 50 ng Template. Zusétzlich ist die falsch detektierte DNA
in Negativkontrollen der Tabelle zu entnehmen.

Barlauch- Weifidorn-

Mistel-DNA NTC!
DNA DNA
Spezies Primerpaar DNA [ng]* DNA [ng]® DNA [ng]® DNA [ng] Spezifitdt®
Bérlauch its1 1,18 - 10°° 1,05 - 1077 1,11 -10°° -/ +
its2 1,34-107 9,16 - 10°° 8,32-107 -/ +
msl 4,49 - 1073 3,11-107 3,74-10°  +/+
] 56 -107! 6,84 - 1077 6,2 -10% -/ 4+
pi-2 42510 117-10°  1,65-10°  + / +
trnL-trnF 1,63-10°° 1,23 107 4,46-107 + / +
Mistel its1 4,79 - 107 1,67 - 10 22 10"+ /+
its2 1,97 - 1073 44 -107 2,95- 103 -/-
T 4,71 -102 7,06 - 108 1,82-10°% -/ +
4,58 - 107 1,99 - 1073 9,56 - 107 -/-
trnS-trnfM 1,06 - 107 4,86 - 10°7° 4,16 -10" 4+ / +
WeiBdorn  its1 2,53 - 107 6,69 - 10 9,96 10"  +/+
rpoB 2,07 - 107 3,93 1073 2,85 107 - /-
oLt 1,3 -10" 6,74 - 107 9,40 - 107 - /-
5,02 - 1073 5,27 - 1073 514-10% + / +
trnM-atpE 9,34 - 1072 7,27 - 107 1,32-10%  + /+

* Entspricht 0,02-45,66 Kopien auf 50 ng DNA (3,4 - 10*-9,9 - 10"Kopien).

> Hier zwischen 0,02 und 383,77 Kopien in den Proben enthalten.

¢ Umgerechnet sind dies 5,26 - 107® bis 1,87 Kopien.

4 NTC = no template control; ebenfalls umgerechnet in Kopienzahlen.

¢ Primerpaare gelten als spezifisch, wenn die detektierte , Fremd”-DNA bzw. die Kopien
unterhalb der Nachweisgrenze des jeweiligen Targets liegen (vgl. Tab. 4.29): - = nicht
vollkommen spezifisch; + = spezifisch; in der Reihenfolge: Bérlauch / Mistel / Weifidorn.

von einer einzigen Sequenz und soll iberdies einer erhéhten Genauigkeit dienen. Als zweites

Mistel-Primerpaar wurde Mistel its! gewahlt, da es das einzige weitere mistelspezifische ist.

An diesem Punkt ist das Setup des quantitativen Analysesystems abgeschlossen. Die entwickelte
Methodik arbeitet bei optimalen PCR-Bedingungen, hat sehr niedrige Nachweisgrenzen und ist
hochspezifisch. In der Folge wurde der Assay durch Bestimmung des wichtigsten Kriteriums einer

bioanalytischen Untersuchung, der diagnostischen Sensitivitdt, validiert.

4.3.12 Analyse von DNA-Gemischen

Zunéchst sollte sich der entwickelte Assay unter méglichst realen Bedingungen zur Aufklarung
von Probenzusammensetzungen bewédhren. Es wurde iiberprift, ob verschieden zusammengesetzte
DNA-Proben mit den sechs Primerpaaren erwartungsgeméfl analysiert werden kénnen. PCR
und Auswertung erfolgten wie zuvor mittels parallel analysierten DNA-Standards. 50 ng DNA-
Mischung diente jeweils als Probenmaterial, die Zusammensetzung der einzelnen Proben ist der

Beschriftung der Abszissenachse in Abb. 4.69 zu entnehmen.
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Abb. 4.69: Erwartungswerte und detektierte DNA-Mengen in verschieden zusammengesetzten 50 ng
DNA-Proben. Die abnehmenden DNA-Konzentrationen von, hier im dargestellten Fall,
Bérlauch-DNA sind in der vordersten Reihe aufgetragen. Erwartungswerte sind dunkelgrau,
das erste spezifische Primerpaar (pi-2) grau und das zweite Primerpaar (trnL-trnF’) hellgrau
geférbt. Die Ergebnisse fiir die Variation der anderen beiden DNA-Spezies sind nahezu
identisch und werden daher hier nicht gezeigt. Die entsprechenden Abbildungen sind aber
A..6 zu entnehmen. Die prozentuale Probenzusammensetzung schliisselt sich wie folgt auf:
Bérlauch- / Mistel- / Weidornanteil.

Die Ergebnisse sind dargestellt als DNA-Mengen, normalisiert mit Plasmidstandards und ,,uni-
verseller” Kalibrationsgeraden. Sowohl bei abnehmendem Bérlauch-, Mistel- oder Weifldornan-
teil kann die Zusammensetzung richtig detektiert werden. In keiner einzigen Probe weichen
Erwartungs- (dunkelgrau) und Messwerte (1. Primerpaar: grau; 2. Primerpaar: hellgrau) signi-
fikant voneinander ab (¢ < 1,5, p > 0,05). Vor dem Hintergrund der jeweils anderen beiden
DNA-Arten, sind die Unterschiede bei der Abnahme des Anteils der dritten DNA-Sorte von 33%
tiber 20%, 10%, 5% auf 1% jeweils signifikant messbar (¢ > 3,7, p < 0,01), ebenso die Zunahme
von 33% auf 47,5% (¢t > 3,1, p < 0,01). Bei Anteilen kleiner 1% sind Unterschiede zwar in Zahlen
messbar, aber nicht mehr signifikant (¢ < 0,8, p > 0,05).

Diese Testserie zeigt sehr klar, dass realistisch zu erwartende Abweichungen der Lefteria-
Zusammensetzung, wie sie hier simuliert wurden, sehr zuverldssig entdeckt werden koénnen.
Im fiir Lefteria wichtigen Konzentrationsbereich von 1-100 ng Template-DNA erkennt das

Analysesystem souverian Schwankungen ab 4% und quantifiziert diese sehr genau.

4.3.13 Diagnostische Sensitivitat der real-time PCR

Die Begriffe Detektionslimit und analytische Spezifitit dienen zur Beschreibung technischer
Eigenschaften des PCR-Assays. Der Begriff der diagnostischen Sensitivitéit bezieht sich dagegen
auf die Analyse von realen Proben, d.h. in diesem Fall Mischproben und ist abhéngig von der

Summe aus molekularer Zusammensetzung und technischer Leistungsfidhigkeit [381].

Die diagnostische Sensitivitéit beschreibt die Wahrscheinlichkeit, eine abweichende Zusammenset-

zung einer Lefteria-Tablette auch als solche zu erkennen (richtig-positiv). So gibt sie in diesem Fall
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Tab. 4.31: Probenzusammensetzungen zum Test auf diagnostische Sensitivitéit. Die zwolf resultierenden
Proben wurden alle mit dem ausgewéhlten Satz von sechs Primerpaaren untersucht. Es ist
jeweils nur die DNA-Menge der durch Zugabe abweichenden DNA-Spezies aufgefiihrt. Die
anderen beiden Sorten entsprechen weiterhin dem Original (zweite Spalte). Die dargestellten
Zahlen sind die Erwartungswerte fiir die PCR-~Untersuchung.

DNA-Menge [ng]

Spezies  Original® 0,1% 1% 5% 10%
Bérlauch 20,67 20,69 20,87 21,7 22,73
Mistel 19,04 19,06 19,23 20 20,95
Weifidorn 9,48 9,49 9,58 9,96 10,43

# Wurde ermittelt in 4.3.5. Daneben ist der Grad der Abweich-

ung angeben.

den Anteil der Proben an, welche korrekt quantifiziert werden konnten. Daneben existiert noch
der Begriff der diagnostischen Spezifitdt. Dieser gibt den Anteil der korrekt als nicht abweichend
erkannten Proben an (richtig-negativ) [381]. Wird z.B. eine Probe unter zehn untersuchten
félschlicherweise als nicht korrekt zusammengesetzt detektiert, obwohl sie der Originalrezeptur

entspricht, weist der Test eine diagnostische Spezifitdt von 90% auf [381].

Zur Bestimmung der diagnostischen Sensitivitidten gegeniiber verschiedenen Abweichungen
der DNA-Zusammensetzung wurden zu 50 ng Lefteria-DNA-Proben verschiedene Mengen an
Bérlauch-, Mistel- oder Weifidorn-DNA zugesetzt. Die herbeigefiihrten Abweichungen der Origi-

nalzusammensetzung und die daraus resultierenden DNA-Mengen sind Tab. 4.31 zu entnehmen.

Aufgrund der Ergebnisse aus 4.3.12 wurde erwartet, dass Verdnderungen in der Lefteria-
Zusammensetzung genau detektierbar sind. Wie aus Abb. 4.70 ersichtlich wird, kann diese
Annahme bestéatigt werden. Abweichungen ab 5% sind deutlich auszumachen. Der optische
Eindruck deckt sich mit der statistischen Beurteilung. Abweichungen von 0,1-1% von der Ori-
ginalzusammensetzung sind nicht signifikant messbar (¢ < 1,7, p > 0,05), ab 5% sind die
Unterschiede signifikant (¢ > 4,1, p < 0,01). Gut ist auch zu erkennen, dass die Menge an DNA

der jeweils anderen Pflanzen, von welchen der DNA-Anteil nicht erhoht wurde, stabil bleibt.

Nachdem sichergestellt war, dass Abweichungen wie es erwartet wurde zu detektieren sind,
wurden zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitit zwolf Proben jeder Abweichungsstufe
dreifach gemessen. Weicht der Mittelwert daraus nicht vom Erwartungswert, aber von der
Originalzusammensetzung signifikant (p < 0,05) ab, gilt der Messwert als korrekt quantifiziert.
Der Anteil an richtig detektierten Proben an der Gesamtheit alle Proben ist, als Prozentwert

ausgedriickt, die diagnostische Sensitivitét.

Der Unterschied der DNA-Menge zwischen Original und 1% Abweichung ist fiir keinen Inhaltsstoff
grof} genug fiir eine sichere Detektion. Noch geringere Unterschiede sind gar nicht messbar. Die

real-time PCR kann mit hoher Sicherheit Abweichungen von der Originalrezeptur von Lefteria-

Tabletten ab 5% messen (Tab. 4.32 und Abb. 4.71). Die Sensitivitédt dafiir liegt bei 75-88%. Bei
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Abb. 4.70: Messung der zwolf spiking-Proben im Vergleich zu originalen Lefteria-Proben. Die abgebil-
deten Punkte symbolisieren Mittelwerte von Dreifachmessungen der in Tab. 4.31 definierten
Proben. In grau bzw. schraffiert sind die Varianzkorridore gezeigt. Diese wurden aus den
Standardabweichungen der Messungen beider Primerpaare einer Pflanze berechnet und
spiegeln den Bereich wieder, in dem sédmtliche Messwerte liegen.

10% Abweichung steigt die Sensitivitat auf 92%. Eine vergleichbar hohe Sensitivitat ist fir gPCR

nicht uniiblich und wurde auch schon in vielen anderen Arbeiten erreicht [381, 425, 428, 429].

Zur Bestimmung von Reproduzierbarkeit und diagnostischer Spezifitdt wurde eine Lefteria-DNA-
Probe zwolffach und zwo6lf individuelle Lefteria-Probe auf signifikante Abweichungen zwischen
einzelnen Messungen bzw. Proben untersucht. Es wurde eine Reproduzierbarkeit von 92% (11/12)
sowie eine diagnostische Spezifitat von 83% (10/12) festgestellt. Das bedeutet, Messabweichungen

bei Wiederholungsmessungen sind vernachléssigbar klein.

4.3.14 Diagnostische Sensitivitdit des Gesamtassays

Die real-time PCR steht in dieser Dissertation nicht alleine. Sie bildet als Gesamtassay viel
mehr eine Einheit mit der DNA-Extraktionsmethode. Die diagnostische Sensitivitdt der PCR
ist in hohem Mafle von der Qualitidt der DNA abhéngig, weshalb eine PCR auch einschliefilich
Probenvorbereitung etabliert werden sollte [428]. Haufig ist zwar die real-time PCR hochgradig
sensitiv, allerdings kann dies durch ein wenig préazises Extraktionsverfahren fiir die DNA verwischt

werden. Zur Uberpriifung des Gesamtassays wurden daher in Anlehnung an die Originalrezeptur
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Tab. 4.32: Diagnostische Sensitivitdten der real-time PCR zur Analyse von Lefteria. Der Tabelle sind
die zugesetzte DNA-Spezies und die verwendeten Primerpaare zu entnehmen. Es ist die
Anzahl an korrekt detektierter Proben im Bezug auf Gesamtprobenzahl und die iiber jeweils
beide Primerpaare gemittelte Sensitivitdt angegeben. In der Tabelle sind die Sensitivitéten
mit ,,Sen.” abgekiirzt.

Bérlauch Mistel Weildorn
Abweichung  pi-2 trnL-trnF  Sen. its1 trnS-trnfM  Sen. itsl trnM-atpE  Sen.
0,1% 0/12 2/12 8% 0/12 0/12 0% 2/12 0/12 8%
1% 4/12 5/12 38% 4/12 1/12 21% 0/12 1/12 4%
5% 7/12 11/12 75% 10/12 11/12 88% 9/12 9/12 75%
10% 11/12 11/12 92% 11/12 11/12 92% 11/12 11/12 92%

24 |

22
20

T T T T T
Lefteria +0,1% +1% +5% +10%

DNA-Varianz

ng detektierte DNA /
50 ng Probe

Abb. 4.71: Box-Whisker-Plot der ermittelten Mengen an Bérlauch-DNA fiir Lefteria und die vier
mit Barlauch-DNA angereicherten Proben. Bei den jeweils zwolf Proben handelt es sich
um Mittelwerte der Triplikatmessungen beider barlauchspezifischer Primerpaare. Der Plot
vermittelt einen Eindruck iiber die Verteilung der Messwerte und verdeutlicht, dass 5% bzw.
10% mehr Barlauch-DNA mit hoher Wahrscheinlichkeit detektiert werden konnen.

Tab. 4.33: Pulvermischungen unter Angabe der jeweiligen Abweichungen von der Originalrezeptur.

abweich. Bérlauch Mistel Weifidorn  DNA-frei®

APWAIhUE  pfanze  mgl  (mg]  [mg] jme]
Original 700 500 400 1660
Barlauch 707 500 400 1653

+1% Mistel 700 505 400 1655
Weifidorn 700 500 404 1656

Barlauch 665 500 400 1695

-5% Mistel 700 475 400 1685
Weifidorn 700 500 380 1680

Barlauch 770 500 400 1590

+10% Mistel 700 550 400 1610
Weifidorn 700 500 440 1620

Barlauch 560 500 400 1800

-20% Mistel 700 400 400 1760
Weifidorn 700 500 320 1740

& Zum Erreichen der korrekten Verhéltnisse einer Lefteria-Tablette wurde
entsprechend Tabelle 3.1 aufgefiillt. Weifidornfriichtepulver gilt hier
als DNA-frei.
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Abb. 4.72: Messungen der zwolf DNA-Proben extrahiert aus den in Tab. 4.33 zusammengefassten
Pulverproben im Vergleich zu original Lefteria-DNA-Proben.

von Lefteria die in Tab. 4.33 aufgelisteten Pulvermischungen mit Abweichungen zwischen 1 und
20% erstellt. Es wurde alternierend ein Fehlen bzw. ein Mehr an Pflanzenmaterial simuliert.
Anschliefend wurden aus diesen Mischungen jeweils drei DNA-Extraktionen mit den BioMag beads

(pH 13) durchgefithrt. DNA-Proben wurden dreifach mit real-time PCR vermessen.

Wie aus Abb. 4.72 hervorgeht, sind wieder Abweichungen ab 5% signifikant messbar (¢ > 3,9,
p < 0,01). Die Ermittlung der diagnostischen Sensitivitéit erfolgte analog zu 4.3.13. Es wurde
festgestellt, dass sich mittels der in dieser Dissertation entwickelten und optimierten DNA-
Extraktion mit anschlieBender real-time PCR 5%ige Abweichungen in der Pulverzusammensetzung
einer Lefteria-Tablette mit einer Wahrscheinlichkeit von rund 77% detektieren lassen (Tab. 4.34
und Abb. 4.73). Variationen von 10% bzw. 20% konnen mit Sensitivitdten von mehr als 90%
sehr sicher festgestellt werden. Reproduzierbarkeit und diagnostische Spezifitdt mit jeweils 83%

(10/12) auf dem gleichen Niveau wie bei der individuellen Betrachtung des real-time Assays.

4.3.15 Zwischenfazit: Analytische Leistungsmerkmale

Mittels real-time PCR lasst sich die DNA-Zusammensetzung von Mischproben aus Bérlauch-,
Mistel- und Weifldorn-DNA aufkldren. Die real-time PCR ist in der Lage, Abweichungen der

DNA-Zusammensetzung ab 5% sicher zu detektieren. Dabei handelt es sich umgerechnet um
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Tab. 4.34: Diagnostische Sensitivitit des Gesamtassays. Die aufgelisteten Daten sind aufgeschliisselt
nach prozentualen Abweichungen und untersuchten Targets.

Barlauch Mistel Weifidorn
Abweichung  pi-2 trnL-trnF Sen. its1 trnS-trnfM  Sen. its1 trnM-atpE  Sen.
+1% 3/12 2/12 21% 0/12 4/12 17% 4/12 3/12 29%
-5% 9/12 11/12 83% 10/12 8/12 5% 9/12 9/12 75%
+10% 11/12 1112 92% 11/12 11/12 92% 11/12 10/12 88%
-20% 11/12 10/12 88% 12/12 11/12 96% 11/12 11/12 92%

ng detektierte DNA /
50 ng Probe

T T
Lefteria +1% -5% +10%
Pulvervarianz

Abb. 4.73: Box-Whisker-Plot der Birlauch-DNA-Werte fiir den Test des Gesamtassays. Der Box-
Plot verdeutlicht, das im Vergleich mit 4.3.13 sogar geringere Varianzen innerhalb einer
Prozentstufe bestehen.

Variationen von lediglich 0,5-1 ng DNA. Die Ergebnisse sind statistisch signifikant. Besonders
interessant sind die unter Punkt 4.5.14 préasentierten Ergebnisse, mit denen gezeigt werden
konnte, dass 5%ige Abweichungen der Pulverzusammensetzungen sich als 5%ige Abweichungen
auf die ermittelten DNA-Zusammensetzungen auswirken und somit zuverlassig festgestellt werden
konnen. Dies bestétigt den Erfolg der umfangreichen Optimierungsarbeiten. Die aufwendige
Suche und die Entwicklung einer geeigneten DNA-Extraktionsmethode haben sich bewihrt. Die
fiir den Gesamtassay ausgewéhlte Extraktionmethode ist derart genau und reproduzierbar, dass
sich die Pulverzusammensetzung direkt auf das DNA-Verhéltnis iibertragen ldsst und sich die

DNA-Extraktion nicht durch Ungenauigkeit auf die Qualitit des Gesamtassays auswirkt.

4.3.16 Vorstellung des fertig entwickelten Gesamtassay

Das Hauptziel dieser Dissertation war es, eine DN A-basierte Nachweismethode fir die pflanzlichen
Inhaltsstoffe des Phytopharmakons Lefteria zu entwickeln, zu optimieren und hinsichtlich der
analytischen Leistungsfdhigkeit zu testen. Durch européische Richtlinien zur Zulassungen pflanz-
licher Arzneimittel ist vorgegeben, dass sowohl eine qualitative Identifizierung der wirksamen

Inhaltsstoffe, als auch ihre quantitative Charakterisierung erwartet wird.

Unter Beriicksichtigung der allgemein anerkannten Empfehlungen zur korrekten Durchfithrung
und Auswertung von publizierbaren real-time PCR-Experimenten [430], kristallisierte sich aus der

Gesamtheit der erhaltenen Ergebnisse das folgende experimentelle Setup fiir eine routineméfige
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Qualitatskontrolle von Lefteria-Tabletten heraus. Die Einhaltung des vorgestellten Protokolls
garantiert eine hohe Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der generierten Daten. Dies sind die

genauen Anforderungen fiir eine statistisch sichere Analyse:

o Aus einer Packung bzw. Produktionscharge werden drei Tabletten als Probe entnommen

(drei biologische Replikate)

o Von jeder der drei Tabletten-Proben wird dreifach DNA extrahiert (drei technische Repli-
kate); als DNA-Extraktionsmethode werden Amino-beads (BioMag) in einem magnetischen
liquid-handling-System verwendet; die Elution der DNA erfolgt mit dem optimierten
Elutionsprotokoll bei pH 13

o Es folgt der Test zur Identifizierung der drei Arzneipflanzen mit Nested-Multiplex-PCR, und
Barlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weifldorn trnL-trnF als Primerpaare; als Probe dient
jeweils eine DNA-Extraktion pro Tablette; die Auswertung wird kapillarelektrophoretisch
durchgefiihrt; fehlt ein Inhaltsstoff, endet die Untersuchung hier und der Produktionsprozess

der vorliegenden Tablettencharge muss iiberprift werden

e Sind alle drei Pflanzen vorhanden, folgt der quantitative Test; alle neun DNA-Proben
werden dreifach mit den Primerpaaren Béarlauch pi-2, trnL-trnF, Mistel its1, trnS-trnfM,
Weifldorn its1 und trnM-atpE untersucht; zur Normalisierung dienen Plasmidstandards
(vier Verdiinnungsstufen pro Primerpaar, Dublikate) und fiir jedes Target werden NTC (Du-
blikate) zur Kontrolle auf Kontaminationen vermessen; werden Abweichungen festgestellt,
sollte die Produktion hinsichtlich Herstellungsprozess und Rohstoffqualitét gepriift werden;
Abb. 4.74 zeigt die vorgeschlagenen Prozedur samt Probenanordnung fiir die real-time PCR

Im Verlauf der praktischen Arbeiten kristallisierte sich neben dem Gesamtassay zudem eine Art
Schnelltest heraus, der z.B. als einfache Kontrolle direkt wihrend des Produktionsablaufs dienen

koénnte:
o Zweifache DNA-Extraktion aus einer reprasentativen Anzahl an Proben mittels DNeasy Kit

e LAMP mit dem Primersets fiir Barlauch msl, Mistel trnH-trnK und Weilidorn trnL-trnkF;

Auswertung durch Zugabe von Ethidiumbromid direkt im Reaktionsgefafl

4.3.17 Real-time Multiplex-PCR

Trotz des vorgestellten und fertig entwickelten Assays gibt es immer Verbesserungsmoglichkeiten.
Um Anzahl an Proben und damit Pipettierfehler zu minimieren, hat sich bereits bei der qualitati-
ven PCR ein Multiplex-Ansatz bewéihrt. Dieser Abschnitt schildert eine proof-of-principle-Studie

mit dem Ziel, das multiplezing auch auf die real-time PCR anzuwenden.

Neben SYBR Green I sind TagMan-Sonden die am héufigsten verwendete Detektionsmethode
in der quantitativen real-time PCR [431]. Das Verfahren geht auf die von Holland et al. (1991)
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Abb. 4.74: Fliefidiagramm des entwickelten Gesamtassays zur Kontrolle von Lefteria-Tabletten auf der

linken Seite und Probenschema fiir die real-time PCR fiir je eins der sechs Primerpaare.

[432] entdeckte 5’-Exonukleaseaktivitat bestimmter DNA-Polymerasen zuriick. Mit den von
Lee et al. (1993) [433] entwickelten fluorogenen Sonden war es dann moglich, den Abbau
dieser Sonden in Echtzeit wahrend der PCR, zu detektieren. Dabei wird neben forward- und
reverse-Primer ein drittes Oligonukleotid (TagMan-Sonde) eingesetzt, das ein Fluorophor und
einen Quencher tragt. Die Anregung der Sonde bewirkt, durch einen resonanten Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) auf den Quencher, eine Unterdriickung der Fluoreszenzemission
des Reporterfarbstoffes (siehe 3.6.5). Durch die Exonukleaseaktivitat der Polymerase werden
wahrend jedes Amplifikationszyklus Sonden hydrolysiert und der FRET durch rdumliche Trennung
von Reporter und Quencher aufgehoben. Je mehr PCR-Produkt gebildet wird, desto starker die
Fluoreszenz. Ausgehend von der Ausgangsmenge an Ziel-Target entsteht eine kontinuierliche
Zunahme von Reportermolekiilen die vom real-time PCR-Gerét gemessen werden [434]. Vorteile
der TagMan-Sonden sind, dass auch bei suboptimalem Primerdesign das Signal spezifisch ist, da
unspezifische Nebenprodukte kein Signal verursachen. PCR-Sonden erhéhen die Effizienz und
die Sensitivitdt der real-time PCR und steigern die Spezifitdt. Die Verfiigbarkeit verschiedener
Reporterfarbstoffe zur Markierung fluorogener Sonden erlaubt dariiber hinaus eine gleichzeitige

Detektion verschiedener Sequenzen in einer einzigen Reaktion (Multiplex-PCR).

Der quantitative Nachweis von Bérlauch, Mistel und Weildorn wurde SYBR-basiert entwickelt.
Nach erfolgreicher Validierung des Assays, war es sinnvoll fiir die sechs ausgewéhlten Targets
Béarlauch pi-2, trnL-trnF, Mistel its1, trnS-trnfM, Weifldorn its! und trnM-atpFE spezifische
TagMan-Sonden zu entwerfen. Die Software des Thermocyclers ist iiber einen mathematischen
Algorithmus in der Lage, die Anteile der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe aus dem komplexen
Analysespektrum zu berechnen [434]. Dies erlaubt einen quantitativen Multiplex-Nachweis der
drei pflanzlichen Inhaltsstoffe von Lefteria. Die Multiplex-PCR erspart Zeit- und Arbeitsaufwand,
durch weniger Pipettierschritte werden Ungenauigkeiten vermindert und ein komfortables Scree-
ning von Lefteria-Tabletten ist moglich. Im Folgenden wird das proof of principle inklusive einer

ersten Charakterisierung der analytischen Leistungsfihigkeit der TagMan-Sonden beschrieben.
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Tab. 4.35: Optimale Annealing-Temperaturen der TagMan-Sonden.

Singleplex-Assay Multiplex-Assay
. . Temperatur- Annealing- Temperatur- Annealing-
Spezies Primerpaar  Fluorophor . )
bereich [°C]  Temperatur [°C] bereich [°C]  Temperatur [°C]

Bérlauch  pi-2 JOE 52-61 59 54-60 59

trnL-trnF 6-FAM 52-65 57 52-60 58

Mistel its1 TAMRA 51-62 56 52-61 59

trnS-trnfM  HEX 51-61 60 53-61 59

Weildorn  its1 Texas Red 58-65 61 57-60 59

trnM-atpE  Cyb 50-54 53 53-53 53

Sondendesign: Uberlappen die Emissionsspektren der verwendeten Farbstoffe, bringt dies
einen gewissen Fehler in die Bestimmung der Anteile der einzelnen Fluorophore. Je gréfler
die spektrale Uberlappung, desto gréfier der Fehler. Werden also mehrere Sonden im selben
Reaktionsgefafl eingesetzt, so ist eine umso genauere Quantifizierung moglich, je weiter die
verwendeten Reporterfarbstoffe in ihrem Emissionsmaximum voneinander entfernt liegen [434].
Dementsprechend wurden Fluoreszenzfarbstoffe und Quencher so ausgewéhlt, dass sich die
Emissionsspektren moglichst wenig {iberschneiden. Der vorhandene real-time PCR-Cycler hat
finf Messkanéle und erlaubt somit eine parallele Detektion von fiinf Targets. Daher wurde
entschieden, zwei unabhéngige Multiplex-Ansétze zu testen. Das Design der Sonden erfolgter
nach Herstellervorgaben mit dem Programm Primer3. Als Primer wurden dieselben Primer
verwendet, welche sich fiir die SYBR-basierte PCR bewéhrt hatten. Die Sequenzen der TagMan
Sonden samt Angabe iiber Fluorophor und Quencher finden sich in A.4.6.

Evaluierung der PCR-Parameter: Fir die real-time Multiplex-PCR, wurde mit dem iQ Multi-
plex Powermix (Bio-Rad) eine spezielle Kombination aus DNA-Polymerase und Puffersystem
verwendet, welche sich besonders fiir die parallele Detektion mehrerer Targets eignen soll. Da die
enthaltene DNA-Polymerase bereits bei Temperaturen ab etwa 50 °C eine signifikante Aktivitat
besitzt [435], wurden Annealing- und Verldngerungsreaktion zu einem Schritt zusammengefasst.
Fiir Amplikons kleiner als 1 kb geniigt in der Regel bereits dieser einminiitige kombinierte
Schritt [436]. In verschiedenen dreifachen Kombinationen wurden die Multiplex-Eigenschaften
der sechs Sonden bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen untersucht. Dazu wurden jeweils
Gradienten-PCR zwischen 51 und 65 °C durchgefiihrt. Die Temperaturbereiche, in denen mit den
jeweiligen Sonden eine Amplifikation méglich ist, sind in Tab. 4.35 aufgelistet. Daraus ergeben
sich nur fir die Kombinationen 6-FAM, HEX und Cy5 sowie JOE, TAMRA und Texas Red
iibereinstimmende Annealing-Temperaturen. Fiir beide Kombinationen wurden mit erneuten
Gradienten-PCR und engeren Temperaturintervallen die optimalen Annealing-Temperaturen
bestimmt. Anschliefend wurde die optimale Konzentration fiir jede Sonde in den géngigen

Grenzen zwischen 50 und 300 nM bestimmt [437]. Ein niedrigerer Ct-Wert deutet auf maximale
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Tab. 4.36: Optimale Konzentrationen der TagMan-Sonden. Die angefiihrten Ct-Werte sind Mittelwerte
aus Dreifachmessungen.

Sondenkonzentration nM] / Ct-Wert®

Spezies Primerpaar  Fluorophor 50 100 200 300
Birlauch 2 JOE 26,54 26,75 29,41
arlauc %-
P 0,54)  (1,08)  (2.88)
41 39,47 39,47
trnL-trnF 6-FAM
(1,41) (1,32) (1,32)
. , 18,2 18,31 19,56
Mistel itsl TAMRA
(0,03) (0,04) (1,17)
24,21 22,42 23,47
trnS-trnfM  HEX
(0,04) (0,62) (1,93)
25,71 25,98 25,11
Weiidorn  its? Texas Red
(4,07) (2,74) (1,94)
37,3 35,01 34,62

trnM-atpE Cy5
rni-ate Y (1,75) (0,52) (0,52)

PCR-Effizienz hin und wurde in Tab. 4.36 jeweils griin dargestellt. Die zugehérigen Sonden-
konzentrationen wurden fiir alle weiteren Experimente eingesetzt. Mit den in Tab. 4.35 und
4.36 aufgefiihrten PCR-Parametern ist das Protokoll erfolgreich etabliert (A.5.2). Eine parallele
Amplifikation von drei Targets ist moglich. Abb. 4.75 zeigt die zugehorigen Amplifikationskurven
im Multiplex-Ansatz. Ein Vergleich zwischen dem SYBR- und dem TaqMan-Assay zeigte, dass
kaum Unterschiede zwischen beiden Detektionsmethoden bestehen (Daten nicht gezeigt). Aus
einem Lefteria-Isolat wurden DNA-Proben mit jedem Primerpaar, einmal mit SYBR Green I
und einmal mit der TagMan-Sonde analysiert. Die resultierenden Ct-Werte sind sehr dhnlich.

Beide PCR-Varianten arbeiten also mit vergleichbarer Effizienz.

Leistungsmerkmale: Mit den vorhandenen Verdiinnungsreihen, wurde dhnlich wie mit SYBR
auch die TagMan-PCR charakterisiert. Fiir beide Multiplex-Ansétze wurden Verdiinnungen von
Plasmid-, Pflanzen- und Lefteria-DNA und parallel 50 ng Lefteria-Proben vermessen. Aus den
gewonnenen Daten konnten PCR-Effizienz, die dynamischen Messbereiche, Spezifitdt und Repro-
duzierbarkeit bestimmt werden. Sie liegen allesamt auf dem gleichen Level wie beim Singleplex-
Ansatz. Daneben dienten die Verdiinnungsreihen von Plasmid-DNA und reiner Pflanzen-DNA
als Kalibration fiir die Auswertung der Lefteria-Proben. Effizienz und Messbereich liegen auf
dem Niveau des SYBR-Assays, d.h. eine in der Literatur haufig beschriebene héhere analytische
Sensitivitdt der TagMan-Sonden [438] konnte nicht bestétigt werden. Dies spricht aber weniger
gegen die TagMan-Sonden, sondern bestétigt die gute Optimierung des SYBR-Assays. Beide
Assays bewegen sich mit ein- bis zweistelligen Kopienzahlen am unteren Ende ihrer dynamischen
Messbereiche am von der Literatur beschriebenen absoluten Detektionslimit einer real-time PCR.
Sie sind damit weitaus sensitiver als vom Arzneibuch vorgeschlagene Methoden zur Untersuchung

von Bérlauch, Mistel und Weifidorn [439]. Beide Assays sind pflanzenspezifisch und liefern repro-
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Abb. 4.75: Amplifikationskurven der sechs Hybridiserungssonden. Die PCR wurde mit den entspre-
chenden Primern und Lefteria-DNA durchgefiihrt.

duzierbare Ergebnisse. Mittels TagMan-Sonden wurde ein DNA-Verhéltnis von 1 : 0,93 : 0,5 in
Lefteria-Proben festgestellt, auch hier besteht kein signifikanter Unterschied zum SYBR-System
(t < 0,7, p > 0,05).

4.3.18 Zwischenfazit: Real-time Multiplex-PCR

Nach der umfangreichen Untersuchung verschiedener Targets mit SYBR-Detektion, konnten
die geeignetsten Targets erfolgreich an TagMan-basierte real-time Multiplex-PCR adaptiert
werden. Sowohl SYBR- als auch TagMan-Assay zeigen vergleichbare Leistungsmerkmale, wobei
die TagMan-Sonden den groflen Vorteil aufweisen, die drei Lefteria-Inhaltsstoffe parallel in
einem Ansatz analysieren zu konnen. Trotzdem waren beide Assays uneingeschrinkt in der
Lage die DNA-Zusammensetzung von Lefteria korrekt zu bestimmen. Fiir eine routineméfige
Qualitéatskontrolle von Lefteria-Tabletten ist eine Multiplex-PCR sowohl mit den Fluorophoren
6-FAM, HEX und Cyb5 als auch JOE, TAMRA und Texas Red zu empfehlen. Ausblickend sollten
unbedingt weitere Proben mittels Multiplex-Ansatz gemessen werden, um die vorgestellten Daten
auf eine viel breitere Basis zu stellen. Ahnlich wie fiir den SYBR-Assay sollten Versuchsreihen
durchgefiihrt werden, um die Detektionslimits im Multiplex-Ansatz sowie die diagnostische
Effizienz, d.h. Sensitivitdt und Spezifitdt zu bestimmen. Erst dann ist ein vollstdndiger Vergleich
mit dem SYBR-Assay legitim. Das hier durchgefiihrte proof of principle deutet aber stark in die
Richtung, dass ein real-time Multiplex-PCR. zur sicheren Detektion von Bérlauch-, Mistel- und

Weildorn-DNA in Lefteria realisierbar ist.
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4.3.19 Zusammenfassung: Real-time PCR

Mit Hilfe der real-time PCR und spezifischen Primerpaaren fiir Barlauch, Mistel und Weifldorn
konnte die generelle Anwendbarkeit quantitativer PCR zur Analyse von pflanzlichen Arzneimitteln,

sowohl im Einzelansatz als auch im Multiplex-Format gezeigt werden.

Im Einzelansatz wird jedes Target in einer einzelnen Reaktion analysiert. Als Detektionsformat
wurde SYBR Green I verwendet. Insgesamt konnte die analytische Spezifitdt von 16 Target-
Sequenzen bestétigt werden. Dem voraus ging eine bioinformatische Untersuchung méoglicher
Sequenzabschnitte. Es konnten alle drei pflanzlichen Inhaltsstoffe unabhéngig voneinander in
Lefteria detektiert werden, wobei die Targets Bérlauch pi-2, trnL-trnF, Mistel its1, trnS-trnfM,
Weildorn its! und trnM-atpE am besten geeignet sind. Nach Evaluierung der optimalen PCR-
Bedingungen und Bestimmung der PCR-Effizienzen erfolgte die Bewertung der einzelnen Targets
hinsichtlich ihrer dynamischen Messbereiche, Detektionslimits und Spezifitdt. Mittels der ent-
wickelten Methode kann die DNA der drei Arzneipflanzen iiber einen sehr breiten Bereich von

einigen Femtogramm bis etwa 100 ng hochspezifisch nachgewiesen werden.

Die Quantifizierung erfolgte absolut, d.h. fiir jedes Target wurde durch Klonierung ein DNA-
Plasmid hergestellt, welches die Target-Sequenz enthélt. Verdiinnungsreihen mit definierter
Kopienzahl dienten zur Erstellung der Kalibration. Aus dem Vergleich verschiedener Klonierungs-

methoden ging TA-Klonierung als geeignetste Methode zur Generierung von Standards hervor.

Aus Ct-Daten kénnen mit Hilfe der Plasmidstandards Kopienzahlen und DNA-Mengen berechnet
werden. Als DNA-Zusammensetzung von Lefteria wurde ein Verhéltnis von 1 : 0,92 : 0,46
(Béarlauch : Mistel : Weifidorn) ermittelt. Mittels zwolffachen Messungen einer DNA-Proben
sowie Messungen von zwolf individuellen Lefteria-Proben wurde die hohe Messgenauigkeit der
entwickelten Methode bewiesen. Mit einer anschliefenden Untersuchung der diagnostischen
Leistungsfdhigkeit konnte gezeigt werden, dass die real-time PCR fiir Abweichungen von der
originalen Zusammensetzung ab 5% eine hohe Sensitivitat aufweist. Diese Sensitivitat wurde fir
den Gesamtassay inklusive DNA-Extraktion bestétigt. D.h. fiir eine 326 mg Tablette Lefteria
sind Abweichung von 2-3 mg Pflanzenpulver detektierbar. Insgesamt sind die analytischen
Leistungsmerkmale typische fiir gPCR-~-Anwendungen [381, 425, 428, 429] und anderen Methoden
héufig tiberlegen [398, 440]. Abschliefend wurde aus der Gesamtheit der experimentellen Daten
ein Ablaufprotokoll erstellt (4.3.16), mit dem der in dieser Dissertation entwickelte Assay

routineméfig zur Qualitdtskontrolle von Lefteria verwendet werden kann.

Dariiber hinaus war es auch im Multiplex-Format moglich, parallele Analysen der drei Pflanzen
gemeinsam in einem Reaktionsgefi3 durchzufiithren. Erste Tests von zwei moglichen TagMan-
Sondenkombinationen deuten auf vergleichbar gute Leistungsmerkmale wie beim Singleplex-Assay
mit SYBR hin. Weitere Experimente in diese Richtung sollten folgen, um den vorgeschlagenen

Assay (4.3.16) noch zu verbessern.



5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden DNA-basierten Nachweismethoden fiir die
Qualitatskontrolle von pflanzlichen Arzneimitteln entwickelt. Die experimentellen Arbeiten
wurden am Beispiel des Phytopharmakons Lefteria (Naturprodukte Dr. Pandalis) durchgefiihrt,
welches sich aus den Arzneipflanzen Béarlauch, Mistel und Weilidorn zusammensetzt. Aus der

Aufgabenstellung ergaben sich drei definierte Ziele:

o Etablierung einer Methode zur Extraktion von genomischer DNA aus Lefteria-Tabletten,

die hohe DNA-Qualitdt und gute Reproduzierbarkeit bietet
e Aufbau von PCR-Methoden zum qualitativen Nachweis der drei pflanzlichen Inhaltsstoffe
o Entwicklung eines quantitativen Inhaltsstoffnachweises auf Basis von real-time PCR

Die in dieser Arbeit entwickelte Analytik ermdglicht eine Kontrolle und Untersuchung von Lefteria
gemafl européischer Richtlinien. Insgesamt wurden dazu 15 verschiedene Méglichkeiten zur Isolie-
rung von DNA aus pflanzlichen Matrizen getestet und verglichen. Die Verwendung von Amino-
bzw. pflanzenspezifisch modifizierten Magnetpartikeln stellen dabei in diesem Zusammenhang
neue Ansétze dar. Entsprechende Protokolle mussten daher erst entwickelt und gepriift werden.
Auf Grundlage der extrahierten DNA aus Lefteria bzw. den pflanzlichen Inhaltsstoffen Bérlauch,
Mistel und Weilidorn konnte eine generelle Anwendbarkeit der PCR zur Identifizierung der drei
Pflanzen in fertig verarbeiteten Tabletten nachgewiesen werden. Mit Multiplex- und Nested-PCR
sowie LAMP wurde der Identifizierungsassay anhand drei hochmoderner PCR-Varianten erfolg-
reich umgesetzt. Dariiber hinaus wurde erreicht, mittels real-time PCR die Zusammensetzung von
aus Lefteria extrahierter Misch-DNA aufzukldren. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte eine
Strategie entwickelt werden, die es ermdglicht, aus Resultaten der real-time PCR die urspriingliche
Pulverzusammensetzung der Lefteria-Tablette, aus der die analysierte Probe entnommen wurde,

korrekt zu quantifizieren.

DNA-Extraktion: Durch die Arbeiten zur DNA-Extraktion wurde festgestellt, dass DNA-
Prézipitation, Silica-Adsorption sowie ionische Wechselwirkungen mit Amino-modifizierten Ma-
gnetpartikeln grundsétzlich dazu geeignet sind, genomische DNA von Bérlauch, Mistel und
Weifidorn aus Lefteria-Tabletten zu isolieren. Durch Fallung der DNA koénnen die héchsten Aus-

beuten an DNA erzielt werden. Die Ausbeuten der weiteren Strategien sind deutlich geringer, aber
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Tab. 5.1: Reprisentative Auswahl wichtiger untersuchter Extraktionsmethoden jeder verwendeten

Extraktionsart.
Qiagen DNeasy  Silica-beads mit ~ Amino-beads mit
CTAB-Methode

Plant Mini Kit  eigenen Puffern®  eigenem Protokoll
Art der Extraktion Prézipitation Silica-Membran Silica-Partikel Amino-Gruppen
DNA-Ausbeute 174 ng 269 ng 123 ng 298 ng
PCR-Kompatibilitét® 25% ~ 100% ~ 100% ~100%
Reproduzierbartkeit® 32% 6% 32% 4%

# Werte gelten fiir die Magnetpartikel MagneSil und MagAttract. NucleoMag C sind ungeeignet.
> Die Prozente verdeutlichen den Anteil der durch PCR detektierbaren eingesetzten DNA-Menge.
¢ Aufgefiihrt sind die entsprechenden Variationskoeffizienten als prozentuale Fehler. Ein niedriger

Wert bedeutet eine hohe Reproduzierbarkeit bzw. Wiederholprézision.

zumeist fiir PCR-Anwendungen ausreichend. Dariiber hinaus wurde die Qualitdt der DNA als
kritischer Faktor ermittelt. Hochste DNA-Qualitdat und das Fehlen von PCR-Inhibitoren konnte
fir die meisten Methoden die Silica-Membranen (4.1.1) nutzen sowie fiir alle auf Basis von Silica-
(4.1.3) und Amino-modifizierten Magnetpartikeln (4.1.5) nachgewiesen werden. Eine Auswahl
und Zusammenfassung der wichtigsten Extraktionsmethoden und Ergebnisse bietet Tab. 5.1. Im
Hinblick auf die Zielsetzung der real-time PCR war die Wiederholpréazision einer DNA-Extraktion
ein zusétzlicher wichtiger Auswahlfaktor fiir den Gesamtassay. Insgesamt lieferte das DNeasy Kit
der Firma Qiagen fiir die Probengewinnung im Labormafistab die besten Ergebnisse. Das selbst-
entwickelte Protokoll fiir die Amino-modifizierten Magnetpartikel BioMag von Polysciences bietet
eine vergleichbar gute Leistung in Verbindung mit hochgradiger Automatisier- und Parallelisier-
barkeit und ist daher optimal fiir den Einsatz in einer routineméafligen Qualitdtskontrolle vieler

Lefteria-Proben geeignet (4.1.7).

Qualitative Analyse: Mittels der aufgebauten Multiplex-PCR (4.2.1) konnen die drei pflanzli-
chen Inhaltsstoffe Béarlauch, Mistel und Weifidorn in einer Lefteria-Probe parallel und spezifisch
identifiziert werden. Es wurde gezeigt, welche Schritte zur Entwicklung eines entsprechenden
Protokolls notwendig sind und wie die analytische Leistungsfihigkeit bewertet werden kann.
Mit einer Wahrscheinlichkeit fiir die Korrektheit der Analyse von iiber 80% liegt diese Art der
Analyse zwar schon etwa auf dem Niveau vergleichbarer Anwendungen, durch die Erweiterung um
eine entsprechende Nested-PCR (4.2.2) konnte die Analysekorrektheit aber auf 100% gesteigert
werden. Zudem bietet die Nested-PCR den Vorteil eines niedrigeren Detektionslimits, was sie
insgesamt zu einer optimal geeigneten Realisierung der Zielsetzung macht. Dariiber hinaus konnte
durch Verwendung von LAMP (4.2.3) ein Schnelltest verwirklicht werden. Trotz des Fehlens
von Multiplex-Eigenschaften konnte bei gleich bleibender Analysequalitdt die Analysedauer um
den Faktor acht verringert werden. In Tab. 5.2 sind die fiir die qualitative Analyse gemessenen

Spezifitdten und Sensitivitdten dargestellt.
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Tab. 5.2: Parameter zur Bewertung der analytischen Leistungsfihigkeit der drei qualitativen Methoden.

Multiplex-PCR Nested-PCR LAMP
analytische Spezifitdt
Nachweisgrenze® 25 ng 1 ng 1 ng
diagnostische Sensitivitéit® 87% 100% 100%
diagnostische Spezifitit® 84% 100% 92%

# Minimal zur Identifizierung im PCR-Ansatz notige DNA-Menge eines Inhaltsstoffs.
b Anteil an korrekt analysierten Lefteria-Probe ohne Fehlen eines Inhaltsstoffs.

¢ Anteil an korrekt analysierten Lefteria-Probe bei Fehlen eines der Inhaltsstoffe.

Quantitative Analyse: Die Anwendbarkeit der real-time PCR zur quantitativen Analyse von
pflanzlichen Arzneimitteln wurde durch Etablierung eines Assays am Beispiel von Lefteria besté-
tigt. Schon bei der Suche nach geeigneten pflanzenspezifischen Target-Sequenzen fiir die qualitative
PCR wurde die eingeschrénkte Verfiigbarkeit von Sequenzdaten in der GenBank als entscheidende
Limitierung fiir die Realisierung eines PCR-basierten Assays ausgemacht. Aufgrund ihrer deutlich
héheren Sensitivitét, ist diese Problematik beim Aufbau des real-time PCR-Assays besonders
grof}. Nur durch bioinformatische Vorarbeiten und umfangreiche experimentelle Arbeiten konnte
die notwendige Spezifitat einiger weniger Sequenzen nachgewiesen werden (4.3.10). Auf Basis
von Plasmid-DNA wurde fiir diese spezifischen Target-Sequenzen ein System zur absoluten
Quantifizierung von real-time PCR-~Daten entwickelt und erfolgreich getestet. Die so umgesetzte
real-time PCR ermoglicht es, die DNA-Zusammensetzung von Lefteria-Proben zu bestimmen
(4.3.5) und dadurch Abweichungen von der Originalrezeptur aufzukliren. In Kombination mit
der hohen Reproduzierbarkeit der optimierten DNA-Extraktion, erlaubt die Genauigkeit der
entwickelten real-time PCR Riickschlisse aus der DNA-Menge auf die korrespondierende Menge
an Pflanzenmaterial zu ziehen (4.3.7). Dies stellt in der PCR-basierten Arzneimittelkontrolle
eine Neuheit dar. Des Weiteren wurde der real-time PCR-Assay (4.3.13) sowie der Gesamtassay
inklusive DNA-Extraktion (4.3.14) mit statistischen Methoden charakterisiert. Es wurden breite
dynamische Messbereiche und Detektionslimits fiir DNA im Femtogrammbereich festgestellt.
Zudem konnte eine Analysekorrektheit von deutlich tiber 90% nachgewiesen werden. Die wich-
tigsten ermittelten Analyseparameter sind in Tab. 5.3 zusammengestellt. Letztendlich konnte fiir
den real-time PCR-Ansatz eine parallele Detektion der drei pflanzlichen Inhaltsstoffe gemeinsam
in einer Probe mittels TagMan-Sonden verwirklicht werden (4.3.17). Erste Ergebnisse zeigen

hier, dass der Nachweis im Mulitplex-Format ebenso gut funktioniert wie bei einzelnen Ansétzen.

Ausblick: In Zukunft wir eine weitere Optimierung und Testung der Amino-modifizierten
Magnetpartikel an weiteren Pflanzen sowie Zellen anderer Spezies sinnvoll, um sie als allgemein
zur DNA-Extraktion anwendbare Methode zu etablieren. Des Weiteren sollte im Bereich DNA-
Extraktion der pflanzenspezifische Ansatz (4.1.8) weiter verfolgt werden. Bei bisher noch nicht

erreichter vollstandiger Spezifitdt der modifizierten beads wiirde diese Methode eine anschlielende
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Tab. 5.3: Zusammenfassung der analytischen Leistungsfiahigkeit des entwickelten real-time PCR-Assays
aufgeschliisselt nach Pflanzenart. Die Angaben beziehen sich auf Lefteria-DNA.

Barlauch Mistel Weifldorn

analytische Spezifitdt
dynamischer PCR-Bereich®  7-2 - 10% Kopien 1-3-10° Kopien 4-1- 107 Kopien

Nzauchvveisgrenzeb 14 Kopien 2 Kopien 5 Kopien
diagnostische Sensitivitit® 92% 92% 92%
diagnostische Spezifitéit? 83% 83% 83%

# Linearer Messbereich angegeben als Mittelwerte beider spezifischer Targets je
Pflanzenart in Kopien por PCR-Ansatz.

P Mittels Probit-Regression bestimmte Nachweisgrenzen.

¢ Anteil an korrekt detektierter 10%iger Abweichung einer Pflanze von der Original-
rezeptur. Bei 5% Abweichung werden Werte von 75-88% erreicht.

4 Anteil an richtig analysierten korrekt zusammengesetzten Lefteria-Proben.

PCR-Analytik iiberfliissig machen, da ein Messen der DNA-Ausbeute so direkt Riickschliisse auf
die DNA-Zusammensetzung einer Probe erlauben wiirde. Auf der anderen Seite bieten die PCR-
Assays an zwei wichtigen Punkten weiteres Entwicklungspotenzial. Zum einen wire es denkbar,
fiir die LAMP eine in einigen Publikationen schon beschriebene Quantifizierung aufzubauen.
Mit Design und Test von Primern sind dafiir die aufwindigsten Vorarbeiten schon bearbeitet.
Zum anderen ist es fiir einen zukiinftigen routineméfigen Einsatz der real-time PCR angebracht,
den Multiplex-Ansatz ebenso umfangreich wie den Einzelansatz zu etablieren. Im Allgemeinen
bieten TagMan-Sonden gegeniiber SYBR., Green I eine hohere Spezifitdt und Sensitivitdt. Fir
alle drei Schwerpunkte dieser Arbeit wiinschenswert wére eine weitergehende Sequenzierung der
drei Arzneipflanzen Bérlauch, Mistel und Weildorn. Mit entsprechenden Sequenzdaten konnten
pflanzenspezifische Fangeroligonukleotide zur DNA-Extraktion designt werden und die Spezifitit

simtlicher PCR-Targets bewiesen werden.



A Anhang

A.1 Polyploidie und GenomgroBenbestimmung

Nachdem im ersten experimentellen Kapitel die wichtigsten Methoden eingefiihrt worden sind,
beschaftigt sich das folgende Kapitel mit der Bestimmung der Genomgrofle der drei Lefteria-
Inhaltsstoffe Barlauch, Mistel und Weildorn. Die Kenntnis der Genomgréfien dient zwei Zwecken,
zum einen ist ihre Bestimmung die wichtigste Vorarbeit fiir eine mogliche Sequenzierung der
Arzneipflanzen, um die Spezifitdt der entwickelten PCR-Methoden (4.2 und 4.3) beweisen zu
koénnen. Die bioinformatische Assemblierung der sequenzierten Genomabschnitte erfordert genaue
Angaben beziiglich der Ploidien [441]. Die Genomgrofie dient zur Konzeption der Sequenzierpro-
jekte [442] und zur Abschitzung der entstehenden Kosten. Zum anderen kénnen bei bekannter
GenomgroBe real-time PCR-Daten sehr anschaulich in Zellzahlen umgerechnet werden (4.3.7).

Diese stellt eine deutlich greifbarere Grofle dar, als die etwas abstrakte Kopienzahl.

Inzwischen sind etwa 1.800 bakterielle sowie ungefahr 900 eukaryotische Genome vollstandig
sequenziert. Bei Spezies mit verhéltnisméBig kleinen Genomen (Mikroorganismen: 1-100 Mb;
Sdugetiere: ~1 Gb) ist eine vorherige Genomgroflenbestimmung aufgrund moderner Sequen-
zierungstechnologie unnotig geworden. Vielmehr dient die Sequenzierung selbst als Methode
zur Bestimmung der Genomgrofie, denn neben der Planung von Sequenzierprojekten [442] ist
die Verfiigbarkeit von Daten iiber Ploidie und Genomgréfle entscheidend fiir Forschungsgebiete
wie evolutionédre Biologie und Taxonomie [443]. Bei Pflanzen allerdings stellt sich die Situation
vollkommen anders dar. Gut zehn Jahre nach der Sequenzierung des Modellorganismus A. tha-
liana sind nur funf weitere Genome aufgeklart worden: Guillardia theta (Alge), Oryza sativa
(Reis), Physcomitrella patens (Blasenmiitzenmoos), Vitis vinifera (Wein) und Zea mays (Mais).
Zum einen fehlt bei Pflanzen eine zentrale Motivation, wie die erhofften Wissensspriinge durch
die Sequenzierung des menschlichen Genoms, zum anderen sind pflanzliche Genome mit einer
durchschnittlichen Gréfle von 6 Gb vergleichsweise riesig und komplex, was die Sequenzierung
aufwendig und teuer macht [441, 444]. Bei Pflanzen werden daher weiterhin klassische Methoden

zur Genomgrofienbestimmung verwendet.

Bei einem haploiden Satz enthélt die Zelle jedes Chromosom einmal, bei einem diploiden Satz
zweimal. Als Polyploidie wird das Vorhandensein von mehr als zwei Chromosomensétzen in einer

Zelle bezeichnet. Polyploidie tritt vor allem bei héheren Pflanzen auf und ist daher auch bei
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Tab. A.1: Ubersicht bisher experimentell bestimmter und verdffentlichter Genomgréfen fiir die drei

Arzneipflanzen.
Chromo-  Ploidie- Genom
Spezies Herkunft Methode® Standard Referenz
somen grad (2C) [pg]
Allium Waidhofen, Feulgen .
_ 14 2 60,55 . . Zwiebel [445]
ursinum Osterreich PI
Gewéchshaus, )
14 2 62,08 DAPI Zwiebel [446)
Halle (Saale)
. , BtBr . .
14 2 63 Allium-Sammlung ) . Winterzwiebel [447]
Mitramycin
14 63 Britische Inseln Feulgen Zwiebel [448]
14 63,57 Allium-Sammlung Feulgen Winterzwiebel [449]
14 63,7 Niederlande PI Ackerlauch [450]
Derbyshire,
14 2 71,39 Feulgen Ackerlauch [451]
England, UK
Viscum Botanischer
20 2 107,7 . Feulgen Ackerlauch [452]
album Garten, Wien, AT
Université Curie, basenunspez. .
20 2 153,5 . Weizen [453]
Paris, FR Farbstoff
Hohenheim, Feulgen
20 2 182,97 Zwiebel [454]
Stuttgart DAPI
Botanische Tuinen,
20 2 205,8 . PI Blutblume [455]
Wageningen, NL
Crataegus Ogréd Botaniczny, .
) 68 4 3,17 PI Mais [456]
laevigata Bydgoszcz, PL
32-68 2-4 1,99 Alabama, USA PI Erbse [457)
Ontario, CA
34-68 2-4 2,32 PI Erbse [457]
Alabama, USA
Jardi Botanic,
32 2 2.7 PI Erbse [458]
Barcelona, ES
34 24 2,26 Washington, USA PI Erbse [457)
Crataegus
34-51 2-3 1,82 Oregon, USA PI Erbse [457)
monogyna

# Entweder Feulgen-Densitometrie oder Zytometrie unter Angabe der Farbemethode fiir Zellkerne.

P Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK), Gatersleben

Barlauch-, Mistel- und Weildorn méglich. Die Kenntnis der Polyploidie ist Voraussetzung fiir eine

korrekte Angabe von GenomgroBe als 1C- oder 2C-Wert. Die Genomgréfie selbst ist die Masse des

reduzierten nichtreplizierten haploiden Chromosomensatzes und wurde traditionell als 1C-Wert

(C = constant) in absoluten Einheiten (Pikogramm oder Basenpaare) angegeben. Dabei entspricht

1 pg durchschnittlich 0,978 - 10° bp (mittlere Masse der vier Nukleinbasen unter Beriicksichtigung

ihrer statistischen Verteilung) [459]. In der Literatur hat es sich durchgesetzt, die Genomgrofle als

2C-Wert anzugeben. Zur Bestimmung von Genomgréfien von Pflanzen stehen heute zwei etablierte

Methoden zur Verfiigung: Feulgen-Densitometrie [460-464] und Zytometrie. Eine weitere, aber

bisher nicht fiir Pflanzengenome genutzte Methode stellt die real-time PCR dar. Wilhelm et al.

(2003) [465] evaluierten die neue Methode als schnelle, priazise und zuverlissige Alternative.



144 A Anhang

Die Genomgrofien von Barlauch, Mistel und Weifidorn wurden bereits mehrfach bestimmt. Aus der
Literatur bekannte Werte sind erstaunlich divergent. Dies liegt zum einen an den verschiedenen
nicht standardisierten Messmethoden und -parametern, auch unterschiedliche Fluorochrome und
Vergleichsstandards beeinflussen die Ergebnisse. Zum anderen wurde in verschiedenen Arbeiten
nachgewiesen, dass verschiedene Phéanotypen [447, 466, 467] oder unterschiedliche geographische
Verbreitung einer Spezies zu Variationen ihrer Genomgrofie fithren [468, 469]. Unter z.B. nicht
idealen Umweltbedingungen haben Arten mit grofien Genomen aufgrund léngerer Zellzyklen einen
Nachteil und passen sich daher an [470]. Tab. A.1 gibt einen Uberblick aller vorliegender Daten
und erkldrt anhand der grofien Varianzen, dass es notwendig war, eigene Messungen durchzufiihren.
Hierfiir wurden explizit einheimische Proben gesammelt. Die Béarlauchproben (Allium ursinum)
stammen aus der Eilenriede in Hannover. Weiibeerige Misteln ( Viscum album) wurden im Welfen-
und Prinzengarten rund um das Hauptgebdude der Leibniz Universitdt Hannover gefunden. Die
Proben des Zweigriffeligen Weifidorns ( Crataegus laevigata) wurden im Weildornweg in Hannover-
Déhren gesammelt. Neben der Genomgréfienbestimmung durch Zytometrie, dient diese Versuchs-
reihe dazu, eine bisher nicht durchgefiihrte Genomgréflenbestimmung einer Pflanze durch real-time

PCR zu realisieren. Beide Methoden werden hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile bewertet.

A.1.1 Durchflusszytometrische Bestimmung

Zytometrie ist fiir die Genomgroflenbestimmung derzeit Methode der Wahl, weil sie giinstig,
schnell und zuverléssig ist [471]. Die Methode wurde urspriinglich zur Charakterisierung des
menschlichen Genoms entwickelt [472] und durch die Arbeiten von Dolezal und Grailhuber
[471, 473, 474] fir den Einsatz an Pflanzen adaptiert. Bei der Zytometrie werden nicht die ein-
zelnen Zellen als Ganzes, sondern extrahierte und angefarbte Zellkerne untersucht. Im Zytometer
passieren die Zellkerne perlenschnurartig einen Laser und werden einzeln, als sog. events detektiert.
Die Auswertung von Daten erfolgt mit der Software WinMDI 2.9'. Sie korrigiert detektions-
bedingte Fehler [475, 476], verursacht durch die Fluorophore, die in mehrere Detektionskanéle
emittieren. Diese falsch-positiven Signale werden kompensiert. Da ein linearer Zusammenhang
zwischen DNA-Menge und Fluoreszenz besteht, kann die Genomgréflen unter Verwendung von
Standards mit bekanntem DNA-Gehalt berechnet werden. Vor jeder Messung und Berechnung der
Genomgrofie steht die Probenvorbereitung. Sie dauert nur wenige Minuten und erfordert lediglich
wenige Milligramm Pflanzengewebe. Die dafiir erforderlichen Protokolle sind von Dolezel et al.
(2007) [471] tibersichtlich zusammengefasst worden. Pflanzliches Blattgewebe wird mit einer schar-
fen Rasierklinge in einem Extraktionspuffer zerkleinert. Die Schnitte fiihren zu Verletzungen von
Zellwénden und -membranen, wodurch die Zellkerne freigesetzt werden. Das restliche Pflanzenma-
terial wurde {iber ein Zellsieb mit 40 pm Porengréfle abgetrennt, anschliefend wird der Farbstoff

zugegeben. Entsprechend diesen Vorgaben wurden die folgenden Experimente durchgefiihrt.

"http://en.bio-soft.net/other/WinMDI.html
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Tab. A.2: Puffer zur Extraktion von Zellkernen mit den jeweiligen Eigenschaften (Zusammensetzung:

siche A.3.4)

Puffer Eigenschaft Referenz
Galbraith  Inhibierung von Nukleasen, erleichterte Kernfreisetzung [477]
LBO01 Schutz der Chromatinproteine, erleichterte Kernfreisetzung [478]
Otto erleichterte Kernfreisetzung [479, 480]
Tris.MgCle  Stabilisierung der Chromatinstruktur, erleichterte Kernfreisetzung [481]

Abb. A.1: Zellkernisolierung aus Barlauchblittern. Verwendet wurden (A) Galbraith-, (B) LB01-, (C)
Otto- und (D) Tris.MgCle-Puffer. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPIL

Vergleich verschiedener Puffer zur Isolierung von Zellkernen: Fiir die Isolierung pflanzlicher
Zellkerne sind vier Extraktionspuffer entwickelt worden. Die Effektivitat der verschiedenen Puffer
héngt stark mit der zu untersuchenden Pflanzenart zusammen. Keiner der Puffer funktioniert mit
jeder Pflanze am besten, sowohl die Gewebeart als auch die Anwesenheit bestimmter zytosolischer
Bestandteile beeinflussen die Extraktion [482]. Allen Puffern ist gemeinsam, dass ihr pH-Wert im
Bereich des pH-Werts des Zytosol gehalten wird und dass sie Detergentien wie Triton X-100 oder
Tween 20 enthalten, welche die Freisetzung der Zellkerne unterstiitzen. Reduzierende Substanzen
wie Mercaptoethanol dienen dazu, das Chromatin zu schiitzen [483]. Die Eigenschaften der
verschiedenen Puffer sind in Tab. A.2 zusammengefasst. Aufgrund der Erfahrungen von Loureiro
et al. (2006) [482] mit einem umfangreichen Puffervergleich, wurden alle Extraktionspuffer an
Bérlauch, Mistel und Weifldorn getestet, um so den am besten geeigneten Puffer zu evaluieren.
Die Beurteilung der Extraktionsqualitét erfolgte morphologisch unter dem Mikroskop, da sich
auf diese Weise Ausbeute und physiologischer Zustand der Zellkerne gut bewerten lassen. Als
Proben dienten etwa 2 cm? groBe Blattstiicke von Bérlauch, Mistel und WeiBdorn, welche in
1 mL Extraktionspuffer mittels Rasierklinge zerkleinert wurden. Die Extraktionen wurden mit fiir
jeden Puffer eigenen Protokollen durchgefiihrt (A.5.5). Die Zellkerne wurden anschliefflend durch
Zugabe von 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefirbt. DAPI ist neben Propidiumiodid (PI)
der géngigste Farbstoff und hat gegeniiber PI den Vorteil in der Zytometrie Histogramme mit sehr
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Tab. A.3: Extraktionsleistung der vier Extraktionspuffer in Bezug auf die drei Arzneipflanzen.

Zellkernausbeute [Kerne/mL]

Puffer Qualitat® Barlauch Mistel Weifidorn
Galbraith  teilweise Verunreinigungen 300 £ 25 250 £ 20 275 £+ 25
LB0O1 gut 250 £+ 30 250 4+ 10 0
Otto auch zerstorte Zellen 250 + 20 0 0
Tris.MgCl,  gut 300 £20 1.000 £ 75 150 £+ 15

# Morphologische Beurteilung einer Probe hinsichtlich deformierter oder

zerstorter Zellkerne sowie Verunreinigungen

hoher Auflésung zu generieren [471] und nicht in doppelstrangige RNA zu interkalieren, was einen
Einsatz von RNase unnétig macht und damit die Zellkerne schont. Abb. A.1 zeigt beispielhaft die
Zellkernextraktionen aus Bérlauchblattern. Anhand der Form der Zellkerne wurde ihre Intaktheit
beurteilt, ihre Quantifizierung erfolgte mit Hilfe einer Neubauerkammer. Fiir Barlauch sind
zwischen den Puffern fast keine Unterschiede festzustellen (Tab. A.3). Mit dem Galbraith- und
dem Tris.MgCly-Puffer kénnen etwa 300 intakte Zellkerne pro 1 mL isoliert werden. Bei LBO1-
und Otto-Puffer liegt die Konzentration mit ungefdhr 250 Kernen/mL etwas tiefer. Bei Mistel-
und Weifidornblattern hat die Wahl des Extraktionspuffers grofieren Einfluss. Mit LBO1- (nur bei
Weifidorn) und Otto-Puffer kénnen keine Zellkerne extrahiert werden. Die Ergebnisse mit dem
Galbraith- und dem LBO1-Puffer (bei Mistel) sind mit dem Bérlauchextraktionen vergleichbar.
Der Tris.MgCly-Puffer liefert die hochste Ausbeute an Zellkernen, mit ca. 1.000 Kernen/mL bei
Mistel und 150 Kernen/mL bei Weiidorn. Die Qualitét der Zellkerne ist bei allen Puffern dhnlich.
Sie zeigen keine Groflenunterschiede und sind rund und nicht deformiert. Der Tris.MgCly-Puffer
bietet insgesamt die beste Ausbeute. Mit mindestens 150 Kernen/mL ist die Menge ausreichend
fiir eine zytometrische Messung [471]. Er ist zudem giinstig und einfach herzustellen und z.B.
im Vergleich mit dem Otto-Puffer leicht zu handhaben. Daher wurde fiir alle weiteren Arbeiten
das Protokoll fiir den Tris.MgCly-Puffer iibernommen. Weitere Versuche zur Optimierung der
Zellkernausbeute durch Variation der Menge an Ausgangsmaterial oder die Etablierung von
Sedimentations- bzw. Zentrifugationsschritten zur Aufkonzentrierung der Zellkerne? ergaben

keine signifikante Verbesserung (Ergebnisse nicht gezeigt).

Auswahl des geeignetsten Farbstoffs: Hauptséchlich vier Farbstoffe werden fiir die Genom-
groBenbestimmung bei Pflanzen verwendet. Sie lassen sich in zwei Klassen einteilen: Die in
doppelstriangige DNA interkalierende Fluorochrome Ethidiumbromid (EtBr) und PI und Farb-
stoffe mit Spezifitat fiir ein Basenpaar, wie DAPI und Mithramycin (MI). Tab. A.4 listet zur
besseren Ubersicht die Spezifititen der verschiedenen Farbstoffe auf. Genomgrofien, ermittelt

mit verschiedenen Farbstoffen, zeigen signifikante Unterschiede (90-140% im Vergleich mit der

2Masterarbeit von Claudia Réke, Real-time PCR-basierte GenomgréBen- und Polyploidie-Bestimmung von
Heilpflanzen (2011), Naturwissenschaftliche Fakultit, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 58-66
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Tab. A.4: Farbstoffe zum Firben von Zellkernen fiir die Durchflusszytometrie und ihre Spezifitit
beziiglich dert DNA-Interkalation.

Farbstoff Spezifitét Anregung [nm] Emission [nm] Referenz
Ethidiumbromid (EtBr) keine 523 603 [483]
Propidiumiodid (PI) keine 523 617 [484]
SYBR Green I keine 494 521 [485]
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)  AT-reiche Regionen 359 461 [484]
Mithramycin (MI) GC-reiche Regionen 440 575 [484]

Abb. A.2: Mikroskopische Untersuchungen zur Zellkernfarbung. Mittels Tris.MgCly-Puffer isolierte
Zellkerne aus Bérlauchblattern, (A) gefarbt mit DAPI und (B) zum Vergleich mit PI.

PI-Farbung). Die Ursachen dafiir sind sowohl unterschiedliche AT /GC-Verhaltnisse als auch
speziesspezifisch variierende Bindungseigenschaften der Fluorochrome mit der DNA. Selbst
wenn Probe und Standard vergleichbare AT /GC-Verhéltnisse aufweisen, treten GenomgroBenun-
terschiede, ermittelt mit DAPI oder MI, auf. Die Verwendung von PI ist daher grundsétzlich
empfehlenswert, aber nicht immer erfolgreich [484]. Aus diesem Grund wurden verschiede Farbstof-
fe an den drei Pflanzen getestet. Die isolierten Zellkerne wurden mit den Farbstoffen entsprechend
A.5.5 angefiarbt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Wie Abb. A.2 verdeutlicht, sind DAPI und PI
beide vergleichbar gut geeignet, um Barlauchzellkerne anzufarben. Die anderen Farbstoffe sind
weniger gut geeignet. PI eignet sich ebenfalls um die DNA in Mistel- und Weifldornzellkernen

erfolgreich zu markieren (Ergebnisse nicht gezeigt).

Etablierung des Zytometrieprotokolls: Prinzipiell kann mit allen Extraktionspuffern sowie
mit DAPI und PI die Isolierung und Farbung von Bérlauch-, Mistel- und Weildornzellkernen
erfolgreich durchgefithrt werden. Die besten Ergebnisse liefert das Extraktionsprotokoll unter
Verwendung des Tris.MgCly-Puffers. Aufgrund der basenunabhéngigen Bindungseigenschaften
wurde im Folgenden nur noch PI als Farbstoff verwendet. Der Einfluss von Extraktionspuffer
und Farbstoff wurde anschlieBend am Zytometer untersucht®, dabei zeigte sich eine komplette
Ubereinstimmung mit den mikroskopischen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt). Mikroskopie zur
Anpassung der Genomgréfenbestimmung an eine Pflanze als schnelle und effektive Voruntersu-

chung ist daher allgemein zu empfehlen.

3Masterarbeit von Claudia Réike, Real-time PCR-basierte Genomgréfen- und Polyploidie-Bestimmung von
Heilpflanzen (2011), Naturwissenschaftliche Fakultit, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 72-77
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A.1.2 Bestimmung der GenomgroBen von Barlauch, Mistel und WeiBdorn

Mit dem Ziel die Genomgréflien von einheimischen Béarlauch-, Mistel- und Weildornpflanzen
zu bestimmen, wurden Zellkerne mit Tris.MgCly isoliert und mittels PI gefarbt. Von den Zell-
kernsuspensionen wurden 2.000-5.000 Zellkernen zytometrisch analysiert. Um trotz geringer
Konzentration an Kernen ausreichend Daten zu erhalten, wurde die Durchflussrate auf slow
eingestellt. Die Ergebnisse wurden mit dem Programm WinMDI als Anzahl von Kernen (events)
gegen die relative Fluoreszenzintensitdt dargestellt. Dadurch sind spezifische Peaks erkennbar.
Die Zellen befinden sich zumeist in der G1-Phase des Zellzyklus, die Chromosomen liegen doppelt
vor, der DNA-Gehalt ist 2C. Dieser grofite Teil der Zellen erzeugt den ersten G1-Peak. In der
G2-Phase hat jedes Chromosom zwei Chromatiden, der DNA-Gehalt ist 4C. Nur sehr wenige
Zellen stehen kurz vor der Teilung, daher ist dieser zweite Peak deutlich kleiner. Die Interpretation
der Daten benotigte fiir jede Pflanze einen Referenzstandard (Pflanze mit bekannter Genomgrofie,
siche Tab. A.5). Damit der Zusammenhang zwischen Probe und Referenz linear ist, diirfen ihre
Genomgrofien nicht mehr als Faktor vier voneinander abweichen [471]. Aufgrund vorhandener
Werte (vgl. Tab. A.1) bietet sich daher fiir Barlauch und Mistel der Lauch mit 45,3 pg DNA
als Referenz an. Apfel ist ein Verwandter des Weifidorns und wurde daher als Standard ausge-
wéahlt. Die Referenzpflanzen wurden auf gleiche Weise vorbereitet wie die Arzneipflanzen. Bei
der Messung der Referenz wurde der G1-Peak (2C-Wert) auf 1/10 der linearen Abszisse durch
Verdnderung der Photomultipliersensitivitat (PMT-gain) eingestellt. Mit diesen Einstellungen
wurden dann die Proben untersucht. Sechsfach durchgefithrte Messungen wurden gemittelt. Die
gemessene relative Intensitdt der Fluoreszenz eines Peaks hédngt direkt mit dem DNA-Gehalt der

dazugehorigen Zellkerne zusammen. Die Genomgrofie berechnet sich darum wie folgt:

Gl-Intensitatprobe

(A1)

GenomgroBieprope = GenomgroBereferens - Ty
Gl-IntensitatReferens

VarK als Ma#f fiir die Giite der Analyse berechnet sich aus der Standardabweichung des Peaks

und dem Mittelwert der Intensitét:

VaI'K [%] — ?—Intensitéit (A2)

MIntensitét

mit ¢ = Standardabweichung und m = Mittelwert

Abb. A.3a zeigt die Histogramme von Porree- und Barlauchzellkernen. Mit Gl. A.1 ergibt sich aus
den relativen Intensitdten die Genomgréfle. Analog dazu wurden die Genomgréfien von Mistel
(Abb. A.3b) und Weifidorn (Abb. A.3c) berechnet. Alle Ergebnisse sind in Tab. A.6 zusammenge-
fasst. Alle drei Pflanzen sind diploid, darin stimmen alle Quellen iiberein (vgl. Tab A.1). Auch die
Genomgroflen konnten erfolgreich experimentell bestimmt werden. Barlauch fiigt sich mit 59,2 pg

in die Liste publizierter Werte ein. Sdmtliche bekannte Barlauchdaten stammen aber auch von
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Tab. A.5: Gingige DNA-Referenzstandards fiir die Bestimmung der Genomgrofie in absoluten Einheiten.
In dieser Arbeit wurden Lauch (Bérlauch und Mistel) und Apfel (Weiidorn) eingesetzt.

Spezies dtsch. Name Genom (SC) [pg] Referenz
Malus domestica  Apfel 2,7 [450, 482, 486]
Zea mays Mais 5,43 [487]
Pisum sativum Erbse 9,09 [488]
Allium cepa Zwiebel 34,89 [488]
Allium porrum Lauch 453 [487]

Barlauchpflanzen aus Mitteleuropa. Bei Weifidorn stimmt die ermittelte Genomgréfle ebenfalls
mit den Literaturwerten {iberein, hier gibt es grundsétzlich nur ganz geringe Schwankungen. Bei
der Mistel schwanken die Werte aus unterschiedlichen Quellen enorm. Mit 153,3 pg liegt der
selbstgemessene Wert fiir die einheimische Mistel etwa in der Mitte. Dies erscheint realistisch.
Allgemein zeigen die Ergebnisse, dass das etablierte Extraktions- und Messverfahren glaubwiirdige
und zuverldssige Daten liefert, womit auch die Genomgréfle der Mistel als abgesichert angesehen

werden kann.

A.1.3 Real-time PCR-basierte Bestimmung der GenomgroBBen

Neben der Etablierung eines Protokolls mit dem eine zytometrische Bestimmung der Genom-
grofen von Barlauch, Mistel und Weifldorn erfolgreich durchgefiithrt werden kann, war es Ziel
dieser Arbeit, den neuartigen Ansatz real-time PCR zu diesem Zweck einzusetzen, erstmals
auf pflanzliche Genome zu {ibertragen. Hierbei war interessant herauszufinden, inwieweit diese
moderne Messtechnik Vorteile gegeniiber der konventionellen Methode hat. Wilhelm et al. (2003)
[465] beschrieben diese neue Vorgehensweise zuerst. Sie konnten nachweisen, dass sich so die
Genomgrofien von Saccharomyces cerevisiae, Xiphophorus maculatus und Homo sapiens exakt
quantifizieren lassen. Einige weitere Studien wurden in der Folgezeit veroffentlicht, in denen die
neue Methode auf andere Spezies iibertragen worden ist. Gao et al. (2006) [489] z.B. bestimmten
die Genomgroflen der Fliegenarten Musca domestica und Drosophila melanogaster zur Vorarbeit
fiir Sequenzierungen. Ebenfalls zur Vorbereitung eines Sequenzierprojekts und weil zytometrische
Messungen kein eindeutiges Ergebnis lieferten, bestimmten Jeyaprakash et al. (2009) [490] die
Genomgréle der Milbe (Metaseiulus occidentalis). Tab. A.7 gibt eine Ubersicht bisher publizierter
Genomgroflen gemessen mit real-time PCR. Im Vergleich zur groflen Vielfalt an zytometrischen

Studien ist die Anzahl hier momentan gering.

GeméB Wilhelm et al. (2003) [465] ist fiir die Bestimmung des 1C-Werts die absolute Quantifizie-
rung eines single-copy-Gens* notwendig. Dafiir werden DNA-Oligonukleotiden (Standards) mit
bekannter Konzentration, welche die Sequenz des single-copy-Gens enthalten, benotigt. Dieser

Standard wird mittels konventioneller PCR, unter Verwendung eines ,,dufleren* Primerpaares

4 Als single-copy-Gen bezeichnet man Gene, die nur in einer einzigen Kopie im gesamten Genom vorkommen.
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Abb. A.3: DNA-Histogramme von Messungen der Bérlauch-, Mistel- und Weildornzellkerne. Bei der
Durchflusszytometrie wurden Referenzpflanzen mit vermessen: Lauch fiir Barlauch und
Mistel sowie Apfel fiir Weildorn. Entscheidend fiir die Genomgréfienberechnung sind die

Intensitdten der G1-Peaks (Peakpositionen) in relativen Fluoreszenzeinheiten.

Tab. A.6: Durchflusszytometrisch bestimmte Genomgrofien einheimischer Proben der drei in Lefteria

enthaltenen Arzneipflanzen. Als Literaturwert ist der Mittelwert alle bekannten 2C-Werte

angegeben (vgl. Tab. A.1).

Ploidie- gemessene Genomgrofie Literatur

Spezies dtsch. Name grad 1C [Gb] 1C [pg 2C [pg] VarK [%] (2C) [pg]
Allium ursinum Bérlauch 2 28,95 29,60 59,20 8,36 61,85
Viscum album Mistel 2 74,96 76,65 153,30 2,77 138,28
Crataegus laevigata  Weildorn 2 1,32 1,35 2,70 14,14 2,36

Tab. A.7: Ubersicht iiber alle bisher publizierten real-time PCR-basierten Daten mit Angabe des Ziels
der jeweiligen Studie.

gemessene Genomgrofle

Spezies dtsch. Name Ziel 1C [Mb] 1C [pg] 2C [pg] Referenz
Saccharomyces cerevisiae — Backhefe Etablierung 12,1 0,01 0,02 [465]
Opisthorchis viverrini Saugwurm Sequenzierung 75,95 0,08 0,16 [491]
Psoroptes ovis Milbe Sequenzierung 86 0,09 0,18 [492]
Metaseiulus occidentalis ~ Milbe Sequenzierung 89 0,09 0,18 [490]
Sarcoptes scabiei Grabmilbe Sequenzierung 96 0,1 0,2 [492]
Drosophila melanogaster — Taufliege Sequenzierung 184 0,19 0,38 [489]
Dermatophagoides Staubmilbe Sequenzierung 184,5 0,19 0,38 [492]
Musca domestica Stubenfliege  Sequenzierung 295 0,3 0,6 [489]
Xiphophorus maculatus  Kéarpfling Etablierung 550 0,56 1,12 [465]
Homo sapiens Mensch Etablierung 2.900 2,97 5,93 [465]
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Abb. A.4: Positionen der Primer zur Generierung von Standards und fiir die real-time PCR. Mit den
duBeren Primer und konventioneller PCR wird ein Amplifikat erzeugt welches, als Standard

zur Bestimmung von Kopienzahlen bei einer real-time PCR mit den inneren Primern dienen
kann (vgl. mit pPGEM-3Z VEGF in A.2.4).

generiert und aufgereinigt (Abb. A.4). Template dafiir ist die genomische DNA der zu unter-
suchenden Spezies. PCR-Produkt (Standard) und single-copy-Gen im Genom besitzen somit
die gleiche Sequenz, innerhalb welcher die Bindestellen fiir ein ,inneres*“ Primerpaar liegen. Mit
diesen Primern wird die real-time PCR durchgefiihrt. Ahnlich wie auch unter A.2.4 werden
Standards in einer Verdiinnungsreihe sowie die Proben in einem PCR-Lauf gemeinsam vermessen.
Da die Lénge des Standards bekannt ist, kann mit Hilfe seiner spektroskopisch bestimmten
Konzentration die Kopien pro 1 uL. berechnet werden. Die Kopien berechnen sich wie in A.2.4
beschrieben mit Gl. A.4. Mit bekannten Kopien/pL und den gemessenen Ct-Werten der Verdiin-
nungsreihe wird eine Kalibrationsgerade erstellt. Daraus kann direkt vom gemessenen Ct-Wert
einer Probe die sich in der Probe befindliche Anzahl (vor der PCR) an single-copy-Genkopien
abgelesen werden. Da ein single-copy-Gen nur einmal im Genom vorkommt, ergibt sich folgende

Umrechnung von Kopien in Genomgrofie:

eingesetzte DNA-Menge [pg]

Genomgrofie (1C) [pg] = (A.3)

detektierte Kopienzahlgngie-copy-Gen

Entscheidend fiir den Erfolg dieser Methode ist das Vorhandensein von single-copy-Gensequenzen.
Umfassende Sequenzinformationen sind in der Regel nur von Organismen verfiighar, von denen
bereits grofie Teile ihre Genome sequenziert und damit auch die Genomgréfien bekannt sind.
Gerade bei hoheren Pflanzen sind kaum Sequenzdaten vorhanden, daher ist es wenig verwunderlich,

dass bisher keine Studien fiir hohere Pflanzen durchgefithrt worden sind.

Single-copy-Gene, Primerdesign und Primertests: In der Literatur sind einige pflanzliche
single-copy-Gene bestétigt. Tab. A.8 listet die fiir diese Arbeit verwendeten Gene mit den
entsprechenden Referenzen auf. Fiir keines der Gene sind Nukleotidsequenzen fiir Barlauch, Mistel
und Weildorn in der GenBank verfiigbar. Dies erschwert das Design von geeigneten Primerpaaren

erheblich und machte verschiedene Herangehensweisen notwendig. Die Chalconsynthase (chs) ist
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Tab. A.8: Fir die Genomgréfenbestimmung von Bérlauch, Mistel und Weiidorn ausgewéhlte single-

copy-Gene.
single-copy-Gen Abk. Funktion Referenz
Chalconsynthase chs Biosynthese von Flavonoiden [493
Ferredoxin I fdzx Elektronentibertriger [494]
Lichtsammel-Chlorophyll-a/b-Bindeprotein  a/b-bp Membranbindung von Chlorophyll [495]
High-Mobility-Group-Protein I-Y hmg-1/Y  korpereigener Alarmstoff [496]
Plastocyanin pe Elektronentransport [497]
Protein des Photosystem II psbS Protonenbindung [498]

das Schliisselenzym des Flavonoid-Glycosidase-Wegs. Ferredoxin I (fdz) ist an der Eisenreduktion
wahrend der Photosynthese beteiligt [499]. Die Gene beider Proteine sind als Vertreter pflanzlicher
single-copy-Gene beschrieben [494, 500, 501]. Zunichst wurde mittels Taxonomy Browser® eine
taxonomische Einordnung der drei Arzneipflanzen vorgenommen, dadurch wurden Sequenzdaten
beider Gene von moglichst nahen Verwandten von Bérlauch (Allium cepa und Zea mays), Mistel
(Saintpaulia pendula und Spinacia oleracea) und Weilidorn (Malus domestica und Pyrus pyrifolia)
gefunden und dufere Primerpaare designt. Bioinformatische Vorarbeiten sind keine Garantie,
dass die Primer auch mit DNA-Proben der drei Arzneipflanzen funktionieren. Mit steigender
Entfernung der Verwandtschaft und damit hoherer Mutationsrate zwischen den Sequenzen,
sinkt die Wahrscheinlichkeit, noch komplementére Primer zu erhalten. Daher wurde zuséatzlich
eine weitere Strategie verfolgt. Fiir die single-copy-Gene a/b-bp, hmg-1/Y und psbS wurden
Gensequenzen von je 20 Verwandten der Arzneipflanzen ausgewéhlt. Dieser Pool aus 60 Sequenzen
wurde mit dem Programmen MegAlign und MEGA 3.1 verglichen und alignt (vgl. 4.3.1). Aus
der alignten Matrix wurde mit ClustalX® die Konsensussequenz (Parameter: relative Hiufigkeit
einer Nukleobase) generiert, die jeweils beiden am stirksten konservierten Bereiche sollten
als Primerbindestellen sein (Abb. A.5). Fiir den dritten Satz an Primern wurden mit den
beschriebenen Primern fiir die Gene chs und fdz generierte Amplifikate sequenziert. Die gewonnen
Sequenzdaten wurden alignt und waren Vorlage fiir weitere Primer. Die Primerparameter wurden
analog zu den Erlduterungen unter A.2.4 gewihlt, alle Primer sind in A.4.7 angegeben. Tab. A.9
fasst die Experimente zur Evaluierung der Primerpaare zusammen. Mit jedem Paar (sowohl
sinnere“ als auch ,duflere* Primerpaare) wurde als Test Gradienten-PCR durchgefiihrt, dabei
diente mittels CTAB-Methode isolierte DNA frischer Pflanzenproben als Template. Es wurde eine
zweistufige PCR verwendet, da die Pflanzengenome sehr grof3 sind und dadurch das Verhéltnis
von Target (ein einziges pro Genom) zur Gesamtmenge an eingesetzter DNA sehr ungiinstig
liegt. Zunachst wurde eine PCR fiir 20 Zyklen durchgefiihrt, aus dieser wurde eine 10 nL. Probe

entnommen, welche in einer zweiten PCR mit denselben Primern als Template fiir weiter 40 Zyklen

diente. Uber diesen Zwischenschritt wird das Verhéltnis zugunsten der single-copy-Genamplifikate

Swww.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax. cgi
Swww.clustal.org/clustal2/
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GTTATTAAGG ATATGTTCAT ATGTTTTTCA AAAAGAACCT
TACCCACCGG ATTTTTACCC ATGCTCACCG TTAAGCAGAT
AATCAAAATG GAATAAAATC ATGCTACCAT CTATTTCAAT  single-copy-
ATCACAGGGG AAGGTGAGAT ATGCACTCTC AAATCTGGGT  Gensequenzen
ACATCCAGTG AGAGAGACCG ATGCATCCGA TGCTGAACAT

AATTTAAAGG AGAATTACCT ATGAACGCAA TAATAAACAT

LT L T | e
m—— —fe— beste Primerbindungsstellen

Abb. A.5: Beispielhafte Darstellung eines multiplen Sequenzalignments zum Auffinden besonders konser-
vierter Bereiche innerhalb einer single-copy-Gensequenz. Sequenzen ist zur besseren Ubersicht
stark verkiirzt dargestellt.

Tab. A.9: Funktionalitit der single-copy-Primerpaare fir DNA der drei Arzneipflanzen. Aufgelistet sind
neben Spezifitdt auch die erwarteten Amplifikatlangen.

Barlauch Mistel Weiidorn
Target Spez.” Linge® [bp]  auBen innen auflen innen auflen innen

chs B 444 /118 - + + - - +
M 488 / 107 - - - - - +

W 367 / 120 + + - - + +

B, M, W 488 / 161 - - + + - -

fdz B 411 / 140 - - - - - -
M 390 / 115 - + + - - -

W 300 / 103 - + - + - +

B, M, W¢ 390 / 232 - - + - - -

a/b-bp B,M,W  221/127 - + - - - -
B, M, W° 374 /114 - + - - - -

hmg-1/Y B, M, W 586 / 178 - - - - - -
pe B, M, W 254 / 148 - - - - - -
psbS B, M, W 526 / 150 + + + - - -

® Die Spezifitat (Spez.) gibt in diesem Fall an, fir welche Pflanze die Primer spezifisch sein sollen:
B = Baérlauch; M = Mistel; W = Weildorn. Die letztendlich zur Genomgréfienbestimmung
verwendeten Primer sind griin hervorgehoben.

P Angegeben ist jeweils die Linge des PCR-Produkts (Standard, auien) und die Linge des Amplifi-
kats der real-time PCR (innen), dessen Sequenz auch innerhalb des Standards liegt.

¢ Primer auf Basis von Sequenzierung designt (dritter Primersatz).

erhoht (vgl. 4.2.1.2). Die Auswertung erfolgte mit Agarosegelelektrophorese (Ergebnisse nicht
gezeigt). Nur wenige Primerpaare erfiillen ihre Funktion (griines Plus), d.h. sowohl mit dem
yinneren“ als auch mit dem ,dufleren“ Primerpaar wird ein Amplifikat mit erwarteter Grofle
generiert. Fiir Barlauch standen mit chs (mit den eigentlich fiir Weiidorn-DNA designten Primern)
und psbS zwei mogliche Targets zur Verfiigung, bei Mistel (chs) und Weifidorn (chs) jeweils nur
eins. Scheinbar eignet sich besonders das Gen fiir die Chalconsynthase fiir das hier angewendete
Primerdesign. Die Genomgréflen wurden daher fiir jede der drei Pflanzen mit chs als Target
bestimmt. Der genaue Grund dafiir, dass viele Primer nicht funktionierten ist nicht bekannt,
wahrscheinlich ist ein Zusammenspiel von nicht ausreichend guten Amplifikationsbedingungen

und fiir eine Hybridisierung zu stark abweichende Basenabfolgen.
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Abb. A.6: Kalibration iiber das chs-Gen. (A) Gemessen werden die Ct-Werte von Verdiinnungsstufen
der mit den ,dueren” Primern generierten chs-Standards. (B) Diese Ct-Werte werden dann
gegen den Logarithmus ihrer spektroskopisch bestimmten Kopienzahlen aufgetragen. Durch
lineare Regression werden die Kalibrationsgerade erhalten: Barlauch: y = -3,436z + 41,71;
Mistel: y = -3,619z + 39,5; Weildorn: y = -3,56z + 45,66.

GenomgroBenbestimmung: Zur Bestimmung der Genomgrofien wurden jeweils mehrere Pflan-
zenproben parallel mit einer Verdiinnungsreihe aufgereinigten DNA-Standards mittels real-time
PCR vermessen. Es wurde das in A.2.4 am Beispiel von VEGF etablierte Protokoll verwendet
und analog zu dort beschriebenen Versuchen (vgl. Abb. A.5) Kalibrationsgeraden erstellt und
die chs-Kopienzahlen in 1 ng Pflanzen-DNA berechnet. Um nicht weitere Verdiinnungsreihen
von pflanzlicher DNA messen zu miissen, wurden die PCR-Effizienzen mit der Methode zur
Berechnung aus einem einzigen Reaktionsansatz heraus (vgl. Abb. 3.7) bestimmt. Samtliche
Effizienzen lagen bei 2,01-2,13, d.h. eine korrekte Korrelation von Standardkopien und Proben
ist gegeben (Ergebnisse nicht gezeigt). Abb. A.6 zeigt die Kalibration und in Tab. A.10 sind die
real-time PCR-basiert ermittelten Genomgréflen der drei Arzneipflanzen zusammengestellt. Fiir
Barlauch und Mistel wurden mit 68,34 bzw. 201,2 ng auch mittels real-time PCR glaubwiirdige
2C-Werte erhalten. Bei Weildorn ist die berechnete Genomgréfie allerdings um Faktor 650 kleiner
als der zytometrisch ermittelte Wert. Da sich chs fiir Barlauch und Mistel als single-copy-Gen
bestétigt hat, muss davon ausgegangen werden, dass die Primer im Fall von Weifldorn nicht

vollstandig spezifisch sind und dadurch deutlich zu viele Kopien falsch detektiert werden.

Bewertung der real-time PCR: Fiir Barlauch und Mistel konnten mittels real-time PCR jeweils
Genomgroflen bestimmt werden, welche durch die zytometrischen Daten gestiitzt werden. Trotz
dieses Erfolgs eignet sich die Methode nur eingeschrankt fiir Arbeiten mit Pflanzengenomen. Das
Hauptproblem ist das Primerdesign, es sind nicht genug Daten vorhanden, um mit Sicherheit
Primer entwickeln zu kénnen. Haufigster Grund fiir die Verwendung der real-time PCR zur
Genomgrofenbestimmung war bisher die Vorbereitung von Sequenzierungen (Tab. A.7). Hier
offenbart sich der Knackpunkt bei der Anwendung mit Pflanzen. Von Pflanzen welche weitgehend
sequenziert sind, also ausreichend Sequenzdaten fiir ein erfolgreiches Primerdesign zur Verfiigung
stehen, sind die Genomgréfien schon bekannt. Im Vergleich zur etablierten Zytometriemethode ist
das in dieser Arbeit durchgefithrte Screening nach geeigneten Primern sehr aufwendig, daneben

ist die Methode hier nicht weiter aufgefithrten Schwankungen bei der real-time Amplifikation
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Tab. A.10: Mittels real-time PCR selbst bestimmte Genomgrofen.

eingesetzte gem. Genomgrofie
Spezies dtsch. Name  Target DNA [ng] Kopien PCR Zytometrie
Allium ursinum Bérlauch chs 10 146 68,34 59,2
Viscum album Mistel chs 10 50 201,2 153,3
Crataegus laevigata  Weildorn chs 10 240.094 0,004 2,7

ausgesetzt, welche durch die grofien Pflanzengenome verursacht werden. D.h. in der Konsequenz,
dass die ermittelten Werte ohne Referenzdaten nicht ausreichend vertrauensvoll sind. Daher ist
es nicht zu empfehlen, die real-time PCR-Methode auf Pflanzen mit unbekannten Genomgréfien

anzuwenden.

A.1.4 Zusammenfassung: GenomgroBenbestimmung

Fir die Durchflusszytometrie wurde ein Protokoll etabliert, mit welchem sich zuverlédssig pflanzli-
che Genomgrofien bestimmen lassen. So konnten fiir die einheimischen Vertreter von Bérlauch,
Mistel und Weifidorn 2C-Genomgréflen von 59,2, 153,3 und 2,7 pg DNA ermittelt. Dies ent-
spricht publizierten Daten anderer Forschergruppen (Tab. A.1). Im Vergleich dazu stellte sich die
real-time PCR sehr arbeits- und zeitintensiv dar. Ein weiterer Nachteil ist die Notwendigkeit von
Informationen beziiglich der DNA-Sequenz. Dennoch war es mit beiden Methoden méglich, die
Genomgroflen zu bestimmen. Eine genauere Bewertung soll in diesem Rahmen nicht erfolgen, die
gewiinschten Daten wurden erhalten, die bessere Methode wurde benannt und im Fokus dieser
Dissertation liegen die in den nachfolgenden Kapiteln beschriebene Entwicklung von qualitativen

und quantitativen Inhaltsstoffnachweisen der drei Arzneipflanzen in Lefteria.
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A.2 Etablierung molekularbiologischer Methodenprotokolle

In diesem Teil des Anhangs werden molekularbiologische Methoden vorgestellt, die zur Umsetzung
DNA-basierter Nachweise von Bérlauch, Mistel und Weifldorn in Lefteria-Tabletten essentiell
sind. Anhand eines Beispiels aus dem biotechnologischen Labor wird die Durchfithrung der
wichtigsten Techniken demonstriert. Als Demonstrationsbeispiel dient die Klonierung eines
humanen Wachstumsfaktors in einen Expressionsvektor zur rekombinanten Proteinproduktion
in E. coli. Dafiir werden sowohl Klonierungs- als auch PCR-Techniken angewendet. Dariiber
hinaus nimmt quantitative real-time PCR eine zentrale Rolle in diesem Abschnitt ein. Mit ihr
erfolgt die Bestimmung der Transkriptionsaktivitit einzelner Klone zur Selektion eines moglichst
gut produzierenden Stamms. Es werden daran verschiedene Strategien zur Quantifizierung von

Nukleinsduren erklart, die auch beim Lefteria-Assay Anwendung finden.

A.2.1 Vascular endothelial growth factor

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein humaner Wachstumsfaktor, der die Teilung
und Migration von Endothelzellen stimuliert. Der Begriff VEGF beschreibt eine Proteinfamilie,
die sieben verschiedene Varianten des Proteins umfasst: VEGF-A bis VEGF-F sowie PGF
(placental growth factor) [502]. Die Varianten unterscheiden sich sowohl in ihrer Struktur als auch
in ihrer Funktion. VEGF-A ist ein Regulator der Angiogenese, d.h. der Bildung neuer Blutgeféfle.
Da VEGF-A ebenfalls die Geféfineubildung von Tumoren férdert, gilt sein Gehalt als messbarer
Indikator bei der Tumorfritherkennung [503]. VEGF 45 ist die hiufigste Splicingvariante des Gens,
das fiir VEGF-A kodiert. Das aus 165 Aminosduren bestehende Proteinmonomer ist 22,3 kDa grof3
[504], fithrt an seinem N-terminalen Ende ein 26 Aminosduren grofies Signalpeptid und besteht

aus zwei Doménen: Rezeptor-Bindungsdoméne (RBD) und Heparin-Bindungsdoméne (HBD).

Die praktischen Arbeiten VEGF betreffend wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Miriam Liibbecke
durchgefithrt. Im Rahmen ihrer Dissertation wurde VEGF als Modellprotein zum Aufbau und zur
Optimierung verschiedener Proteinassays benotigt, welche z.B. als Screening-Methoden zur Tumor-
fritherkennung interessant sind [505]. Die dabei gewonnen Erfahrungen konnten in der vorliegenden

Arbeit vor allem zur Umsetzung einer pflanzenspezifischen Quantifizierung eingesetzt werden.

A.2.2 pET-Vektorsystem

Ausgangspunkt fiir die Herstellung von VEGF 15 war der Vektor pRRL.PPT.SF.VEGF165.pre”
zur Expression des humanen Wachstumsfaktors in einer CHO-Suspensionszelllinie [506]. Die
Gensequenz wurde in ein bakterielles Plasmid kloniert, um die Kultivierung durch FE. coli einfacher

zu gestalten und groflere Mengen an Protein produzieren zu kénnen.

"Klonierung durch die Arbeitsgruppe von Axel Schambach an der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH)
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Als Expressionssystem wurde das pET-System (plasmid expression by T7-RNA-polymerase)
von Merck (Darmstadt) gewéhlt. Durch die Verwendung des viralen T7-Promoters wird eine
hohe Transkriptionseffizienz erreicht, was eine starke Uberexpression des Zielproteins erméglicht
(Abb. A.7). Die pET-Vektoren missen dafiir in spezielle, kommerziell erhéltliche E. coli-Stédmme
transformiert werden, bei denen das sogenannte ADE3-Lysogen ins Genom integriert worden ist.
Dieses genetische Element besteht aus dem Gen fiir die virale T7-RNA-Polymerase unter Repres-
sion des lac-Operators. pET-Vektoren sind so konstruiert, dass ein kloniertes Zielgen ebenfalls
durch ein lac-Operon kontrolliert wird. Im E. coli-Genom ist das lac/-Gen vorhanden, welches
fiir die Produktion des lac-Repressors verantwortlich ist. Dieser bindet an die lac-Operonregionen
und verhindert die Expression des nachgeschalteten Gens der T7-Polymerase sowie des Zielgens.
Zudem ist ohne die Expression der T7-Polymerase keine mRNA-Transkription des Zielgens
moglich, da E. coli-eigene Polymerase nicht an den T7-Promoter binden kénnen. Durch die
lac-Kontrolle beider Gene wird die Produktion des Zielproteins sowohl direkt als auch indirekt
héchst effektiv inhibiert. Da aber eine mRNA-Bildung durch den lac-Repressor nie vollstdndig
ausgeschlossen werden kann, enthalten die E. coli (DE3)-Stamme zusétzlich ein Plasmid, welches
das Gen fir das T7-Lysozym tragt. Dieses Protein inaktiviert T7-Polymerasen. Wird entspre-
chenden Suspensionskulturen der Induktor IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) zugesetzt,
bindet dieser an den lac-Repressor und legt damit die Operatorregionen frei und verhindert
zudem durch Bindung des T7-Lysozyms die Inaktivierung der T7-Polymerase. Die Produktion
des Zielproteins erfolgt dann ungehindert. Ein solcher Mechanismus zur Repression dient dazu,

die Proteinproduktion zeitlich zu steuern und erst ab gewisser Zelldichte zu starten.

Nach der Wahl von pET als geeignetes Vektorsystem wurden verschiedene Klonierungsstrategien
entwickelt und umgesetzt. Die beiden folgenden Abschnitte beschreiben die Vorgehensweise sowie

die anschlieffende Herstellung und Aufreinigung von VEGF.

A.2.3 Klonierungsstrategien

Ziel war es VEGF ohne und mit Affinitats-Tag (hier S-Tag) zu produzieren. Der S-Tag ist ein 15
Aminoséuren langes Peptid mit hoher Affinitdt zum S-Protein. Merck bietet dazu ein spezielles
Kit zur Aufreinigung S-getaggter Proteine an [507]. Samtliche Klonierungsschritte wurden iiber
kohésive Enden (sticky ends) durchgefiihrt und sind in Abb. A.8 detailliert geschildert. Zur
Stabilisierung der VEGF-Sequenz erfolgte zunéchst eine Subklonierung der aus dem vorhan-
denen Vektor mittels PCR gewonnen Sequenz in den Vektor pGEM-5Zf(+). Dieser wird von
Bakterienzelle in hoher Kopienzahl produziert (high copy) und eignet sich besonders fiir eine
Vervielfaltigung der so stabilisierten Sequenz. Durch die multiple cloning sites (MCS) des Vektors
stehen dann Moglichkeiten zur Umklonierung in den Expressionsvektor pET-29a(+) zur Verfii-
gung. Abb. A.8 zeigt zudem die Schritte zur Klonierung des Vektors pGEM-3Z VEGF, welcher als
Plasmidstandard zur absoluten Quantifizierung der mRNA von VEGF erzeugt wurde (A.1.4).
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Abb. A.7: Schematische Darstellung der genetischen Kontrollmechanismen des pET-Systems (Quelle:
Merck KGaA).

Zur Generierung des ersten Klonierungsinserts wurde ein Primerpaar designt, welches an die
Enden der VEGF-Sequenz hybridisiert. Durch Anfiigen der Restriktionsschnittstellen Ndel und
Pstl an die 5’-Enden der Primer wurde die Moglichkeit einer direktionalen Klonierung geschaffen.
Zuséatzlich wurden die Primer um sechs Basen stromaufwérts der Schnittstellen verldngert, da
viele Restriktionsendonukleasen terminal lokalisierte Zielsequenzen nicht prozessieren kénnen
[235]. Nach erfolgreicher PCR und Agarosegelelektrophorese wurde die Bande des Inserts aus dem
Gel ausgeschnitten und aufgereinigt. Um passende Ligationsstellen zu generieren, wurden Insert
und Vektor mittels Restriktionsdoppelverdau mit Ndel und Pstl verdaut, im Agarosegel von
Bruchstiicken getrennt und erneut aufgereinigt. Die Ligation von Klonierungsinsert und linearisier-
tem Plasmid erfolgte im molekularen Verhéltnis von 5:1 unter Verwendung von T4-DNA-Ligase
bei 16 °C. Die ligierten Plasmide wurden per Hitzeschock in chemisch kompetente E. coli JM109-
Zellen transformiert. pGEM-Vektoren vermitteln eine Resistenz gegeniiber Ampicillin, weshalb
die Zellen auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C inkubiert wurden. Mittels
Blau-Weif3-Selektion konnten positive Kolonien identifiziert, nachfolgend mittels Kolonie-PCR,

verifiziert, in Schiittelkolben vermehrt und durch Plasmidpréaparation aufgereinigt werden.

Der Vektor pET-29a(+) enthélt die gewiinschte S-Tag-Sequenz und im Bereich seiner MCS
zum pGEM-Vektor passende Restriktionsschnittstellen. Die VEGF-Sequenz konnte mit den
Restriktionsenzymen Notl und Ndel bzw. Notl und Sacl analog zur vorhergehenden Klonierung
in den pET-Vektor kloniert werden, was zwei unterschiedliche Expressionsvektoren zur Konsequenz

hat. Mit Notl und Ndel wurde ein Vektor generiert, welcher nur das Zielgen unter Kontrolle
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Abb. A.8: Klonierungsstrategien zur Erzeugung der Plasmide zur VEGF-Produktion. Auf der linken
Seite ist zudem gezeigt, wie pGEM-3Z mit einem VEGF-Insert zu einem Plasmidstandard
fiir die absolute Quantifizierung mittels real-time PCR modifiziert worden ist (A.1.4). Die
rechte Seite zeigt, dass fiir beide Strategien zur rekombinante Proteinproduktion jeweils zwei
Schritte tiber kohésive Enden unternommen wurden. Die dazu notwendigen Restriktions-
schnittstellen wurden tiber die 5’-Enden der PCR-Primer an das Insert angefiigt und dieses
mit pGEM-5Zf(+) ligiert. Aus diesem Vektor wurde VEGF auf zwei verschiedene Weisen
herausgeschnitten, so dass in pET-29a(+) zwei verschiedene VEGF-Konstrukte realisiert
werden konnten.

des T7-Promoters aufweist. Durch die Verwendung von Sacl anstatt Ndel wurde aus dem pET-
Vektor die Sequenz fiir den S-Tag nicht entfernt und VEGF derart in den Vektor ligiert, dass es
sich stromaufwérts des S-Tags befindet (Abb. A.9). Startcodon, S-Tag, cleavage site und das
VEGF-Gen mit seinem Stoppcodon bilden einen gemeinsamen offenen Leseraster (open reading
frame, ORF) und werden zu einer mRNA transkribiert, welche in das getaggte Fusionsprotein

translatiert wird (Tab. A.11).

Beide pET-Varianten wurden in E. coli JM109 unter Beachtung ihrer Kanamycinresistenz
vermehrt, der Klonierungserfolg wurde mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung iiberpriift.

Abb. A.10A zeigt den einfachen Restriktionsverdau der urspriinglichen pGEM- und pET-Vektoren



160 A Anhang

A B T7 terminator

T7 terminator Xhol (159)
Xhol (159 Notl (167)

Pst1 (178)
BamHI (283)

f1 origin VEGF

' VEGF Ndel (754)
, ’ , Sacl (766)
Ndel (754 B
/4 Kanamyecin resistance ’f iii “lF 4)
K/ Xbal (792) K/%‘ Neol (788)
\

Notl (167)
Pstl

1 origin

Kanamyoin resistance Thrombin cleavage site
S-Tag coding sequence

Ndel (871)

T7 translation RBS
N T7 transcription start
PET-29a(+) VEGF PET-29a(+) S-Tag-VEGF N

lac operator N Xbal (909)

T7 promoter 5946 bp ‘\ ]
| T7 translation RBS
PBR322 origin PBR322 origin 4 / T7 transcription start
lacl coding sequence / \ac operator
) T7 promoter
ROP ¢ ROP Ny h lacl coding sequence
5-NCR 3-NCR
pET»  T7 Stop ==
5'NCR $ 3-NCR

pET > 17 e NATC I Thori-| I 5o —

Abb. A.9: Vektorkarten der beiden VEGF-Produktionsvektoren. (A) pET-29a(+) VEGF. (B) pET-
29a(+) S-Tag-VEGF. Darunter sind vergrofiert dargestellt die Konstrukte, welche zur Ex-
pression von VEGF dienen (NCR = non coding region; SS = cleavage site).

sowie der VEGF-enthaltenen Varianten. Die Vektoren wurden jeweils mit Ndel linearisiert. Aus
den VEGF-Vektoren wurde die VEGF-Sequenz wieder herausgeschnitten (mit Ndel und PstI bei
pGEM-5Zf(+4) bzw. Xbal und Notl bei pET-29a(+)). Die ,leeren® pGEM- (3.000 bp, Spuren 1
und 3) und pET-Vektoren (5.371 bp, Spuren 4, 6, 7 und 9) weisen ihre Originalgréie auf, die
VEGF-Vektoren sind um die Léange des VEGF-Gens von 576 bp grofier (Spuren 2, 5 und 8). Zudem
sind die wieder herausgeschnitten VEGF-Inserts selbst zu erkennen. Der Restriktionsverdau
beweist die erfolgreiche Klonierung beider Proteinvarianten. Eine Sequenzierung der Vektoren
bestétigte die Ergebnisse und erlaubte es, Vektorkarten (Abb. A.9) mit Vector NTT Advance 11

(Invitrogen, Carlsbad, USA) zu erstellen. Sdmtliche Sequenzen sind A.4.8 zu entnehmen.

A.2.4 Stammselektion

Bei diesen Experimenten lag das Augenmerk zum einen auf der Auswahl eines gut produzie-
renden Stamms, zum anderen auf der Etablierung und dem Vergleich der im theoretischen Teil
vorgestellten relativen und absoluten Quantifizierungsstrategien. Aus JM109-Zellen mittels Plas-
midpréparation gewonnene pET-Vektoren wurden dazu in E. coli Rosetta 2(DE3)pLysS-Zellen
transformiert. Rosetta-Zellen sind zur Produktion humaner Proteine besonders geeignet, da sie
ein Chloramphenicolresistenz-vermittelndes Plasmid fiir die Produktion seltener tRNA enthalten.
Eine durchgefiihrte codon-usage-Analyse hatte ergeben, dass mehrere benétigte tRNA in E. coli
ohne Zusatzplasmid nicht ausreichend gebildet werden. Die Proteinproduktion wurde zunéchst
im Schiittelkolben in LB-Medium mit E. coli pET-29a(+) VEGF etabliert. Bei einer ODggp
zwischen 0,6 und 0,8 RE (relative Einheit) wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Zwei von
einer chloramphenicol- und kanamycinhaltigen Agarplatte gepickte und mittels Kolonie-PCR,

verifiziert positive Klone wurden parallel kultiviert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben
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Tab. A.11: Eigenschaften der VEGF-Proteine und der zugehorigen Produktionsstdmme.

Zielprotein  GroBe [kDa] Plasmid Stamm Resistenz Expression
Chlorampenicol / intrazellular
VEGF 22,51 pET-29a(+) Rosetta 2(DE3)pLysS . . ) .
Kanamycin (inclusion bodies)
Chlorampenicol / intrazellular
S-Tag-VEGF 26,78 pET-29a(+) Rosetta 2(DE3)pLysS . . . .
Kanamycin (inclusion bodies)
bp L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 bp L 10 11 12
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Abb. A.10: Gelelektrophoretische Analyse der generierten VEGF-Plasmide nach Linearisierung auf ei-
nem 1%igen Agarosegel. (A) In den Spuren 1-3 sind die pGEM-5Z{(+)-Vektoren aufgetragen:
Unverandert, mit VEGF, VEGF herausgeschnitten. Genauso wurde mit pET-29a(+) VEGF
(Spuren 4-6) und pET29a(+) S-Tag-VEGF (Spuren 7-9) verfahren. (B) Auch fiir den
real-time PCR-Standard pGEM-3Z VEGF konnte der Klonierungserfolg nachgewiesen
werden (Spuren 10-12).

entnommen und aus den abzentrifugierten Zellpellets die RNA isoliert. Durch Reverse Transkrip-
tion wurden identische Mengen jedes RNA-Isolats in cDNA umgeschrieben (jeweils dreifach) und

mittels real-time RT PCR analysiert.

Zum Vergleich der Transkriptionseffizienz zweier Klone wurde ein Protokoll fiir die quantitative
PCR entwickelt. Dazu wurde ein kontaminationsfreier DNA-Arbeitsplatz geméfl der Beschrei-
bung in A.5.2 aufgebaut. Dies dient der Absicherung aller real-time PCR-Experimenten, da die
Methode aufgrund ihrer enormen Sensitivitét einem hohen Kontaminationsrisiko unterliegt [235].
Auf das komplizierte Design von kontaminationsunanfélligen Primern an Exon/Exon-Grenzen
[242] konnte somit stets verzichtet werden. Fiir VEGF und vier weitere housekeeping-Gene (HKG)
wurden sequenzspezifische Primer entworfen. 20 bp kurze Primer erhéhen die Prézision und
Sensitivitat der real-time PCR [235]. Die Amplifikate sind zwischen 150 und 250 bp lang, um eine
hohe PCR-Effizienz sowie eine hohe Detektionssensitivitit zu erzielen. Zudem verhindern kurze
Amplifikate signifikant Abbruchsreaktionen wihrend der PCR. Das Primerdesign wurde mit den
Programm Primer3 unter Berticksichtigung dieser Vorgaben und géngiger Kriterien [368] in silico
durchgefiihrt. Die Primer wurden mittels Mfold und BLAST iiberpriift. Die Sequenzen sind A.4.8
zu entnehmen. Ebenfalls im Anhang sind alle Angaben iiber die verwendeten Protokolle zur Re-
versen Transkription und zur real-time RT-PCR sowie eine Beschreibung der verwendeten Gerate

und Reagenzien vorhanden (A.3.1 und A.5.2). Als Fluoreszenzfarbstoff wurde SYBR Green I
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eingesetzt, da eine sondenbasierte Detektion aufgrund hoher Anschaffungskosten nur fiir eine
routineméfig haufig durchzufiithrende Analyse sinnvoll ist. Simtliche PCR im Zusammenhang
mit VEGF wurden als Triplikat durchgefiihrt, um reproduzierbare Ergebnisse zu generieren.
Abb. A.11 verdeutlicht die Ermittlung von Ct-Werten durch die Software des Thermocyclers
anhand realer experimenteller Daten. Die Festlegung des Schwellenwertes fiir die Ct-Werte erfolgt
aus einer logarithmischen Auftragung der Amplifikationskurven, aus welcher der Beginn der

exponentiellen Phase bestimmt wird.

Zuerst erfolgte die Evaluierung der optimalen Annealing-Temperatur fiir alle Primerpaare durch
Gradienten-PCR. Die Temperatur, bei welcher, ohne Bildung unspezifischer Koamplifikate, der
niedrigste Ct-Wert erhalten wird, ist als optimal anzusehen. Tiefe Temperaturen und ein niedriger
Ct-Wert garantieren eine moglichst hohe Sensitivitdt. Dies fithrt gegenldufig oft zu einer ver-
starkten Bildung unspezifischer Koamplifikate, da nicht perfekt basengepaarte Hybridisierungen
wahrscheinlicher werden (Abb. A.12). Mogliche Koamplifikate, welche unter allen Umsténden
vermieden werden miissen, da sie die Quantitit einer mRNA verfilschen, wurden jeweils durch
der Amplifikationsphase nachfolgende Schmelzkurvenanalysen identifiziert. Tab. A.12 zeigt die

Ergebnisse dieser Tests.

Wie unter 3.6.2 beschrieben, kommt der PCR-Effizienz bei der Datenauswertung eine grofle
Bedeutung zu. Die Effizienz einer PCR-Reaktion kann mit unterschiedlichen Methoden erfasst
werden [508, 509], wobei das Erstellen einer Standardkurve die géngigste ist [237]. Um die
verschiedenen Effizienzen der verwendeten Primerpaare zu ermitteln, wurde von beiden Klonen
c¢DNA von Zellen 1 h nach Induktion (t;) herangezogen. Daraus wurden 1:10 Verdiinnungsreihen
erstellt. Die einzelnen Verdiinnungen dienten als Template fiir die PCR. Exemplarisch sind die
Amplifikationskurven fiir das VEGF-Primerpaar und cDNA von Klon 1 in Abb. A.13a gezeigt.
Der dquidistante Abstand zwischen den einzelnen Kurven ist gut auszumachen. Die Replikate
der jeweiligen Amplifikationen zeigen nur geringe Variabilitdt und ihre Amplifikationskurven
liegen fast komplett iibereinander. Aus der Auftragung der Ct-Werte gegen den Logarithmus der
Konzentration kann mit Hilfe von Gl. 3.3 aus der Geradensteigung die PCR-Effizienz ermittelt
werden. Der Korrelationskoeffizient ist das Maf fiir ihre Giite. In Abb. A.13b ist dies fiir die
VEGF-Primer und beide Klone gezeigt. Die Korrelation ist mit iiber 0,99 sehr hoch und bestétigt
die Qualitdt der Analyse. Die ermittelten Geradensteigungen und Korrelationseffizienten fiir
jedes Primerpaar sind in Tab. A.13 aufgefiihrt. Die Effizienzwerte liegen bei zwei, dies entspricht
einer Produktverdoppelung in jedem Zyklus und ist ein Indikator fiir ein gutes Primerdesign

sowie optimale Amplifikationsbedingungen.

GemiB den MIQE-Richtlinien® fiir eine korrekte Standardisierung von qPCR-Ergebnissen, soll

eine dreifache Reverse Transkription Variabilitdten dieses kritischen Schrittes ausgleichen [430].

8Sie enthalten die minimalen Anforderungen an das Design von real-time PCR-Experimenten und sind unter
www.miqe.gene-quantification.info/ einzusehen.
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Abb. A.11: Ermittelung des Ct-Werts. Der Schwellenwert der Fluoreszenz (griine Linie) stellt den
Beginn der exponentiellen Phase einer PCR dar. Er wird aus einem Wendepunkt der Am-
plifikationskurve in der logarithmischen Auftragung bestimmt. (A) Die relative Fluoreszenz
(RFU) ist aufgetragen gegen die Zyklenzahl und (B) mit logarithmischer Skalierung der
RFU. Der Ct-Wert einer Amplifikationsreaktion ist der Schnittpunkt von Amplifikati-
onskurve und Schwellenwert. Die Graphen wurden direkt der grafischen Oberfliche der
PCR-Software entnommen.
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Abb. A.12: Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur des VEGF-Primerpaars. Aus den Am-
plifikationskurven (a) wird ersichtlich, dass Temperaturen zwischen 55 und 63 °C geeignet
sind. Die Schultern in den Schmelzkurzen (b) identifizieren ein unerwiinschtes Koampli-
fikat (durch einen Pfeil gekennzeichnet), erst ab einer Temperatur von 63 °C (purpurne
Kurve) wird nur noch ein einzelner Peak erhalten, dies ist in diesem Fall die optimale
Temperatur. Ohne Koamplifikat wiirde der niedrigste Ct-Wert zwischen 55 und 63 °C die
Annealing-Temperatur definieren.

Tab. A.12: Ausgewéihlte Genabschnitte fiir VEGF und die vier HKG. Die aufgefiihrten optimalen
Annealing-Temperaturen wurden jeweils experimentell bestimmt.

Target  Amplifikatlinge [bp] Annealing-Temperatur [°C]

vegf 226 63
gapdh? 185 63
gst® 112 63
lacA° 124 62
rpoA? 473 60

# Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
b Glutathion-S-Transferase

¢ B-Galactosid-Transacetylase

4 RNA-Polymerase a-Untereinheit
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Abb. A.13: Bestimmung der Effizienzen mit Hilfe von Verdiinnungsreihen. Amplifikationskurven fiir
eine 1:10 Verdiinnungsreihe der t1-Probe von Klon 1 (a), gut zu erkennen sind die fast
gleichen Absténde der einzelnen Verdiinnungsstufen (als Triplikate). Die logarithmische
Auftragung der ermittelten Ct-Werte gegen die Menge an cDNA im PCR-Ansatz fiir beide
Klone (b), dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (n = 3). Aus der Steigung m lisst sich
direkt die PCR-Effizienz E berechnen.

Um den Einfluss der RN A-Isolierung zu untersuchen, wurden zunéchst von der Probe t; von Klon 1
drei unabhéngige RNA-Isolierungen, davon jeweils drei cDNA-Synthesen und eine dreifache
qPCR-Analyse der neun Proben durchgefithrt (Ergebnisse nicht gezeigt). Ein Vergleich der
gemittelten Ct-Werte (Variationskoeffizient (VarK) < 1,08%) zeigte, dass fiir kein Primerpaar
zwischen den drei RNA-Isolierungen signifikante Unterschiede bestehen (¢ < 1,7, p > 0,05). Diese
hohe Reproduzierbarkeit verdeutlicht die Qualitit sowohl der Nukleinsdureisolierung als auch
der PCR-Analytik. Fiir alle weiteren Proben wurde eine biologische Probe nur noch durch eine
RNA-Isolation reprasentiert. Da genomische DNA aufgrund ihrer molekularen Struktur weitaus
stabiler ist als RNA, folgt hieraus als Konsequenz fiir spéitere Arbeiten mit pflanzlicher DNA,
dass von gleichbleibender DNA-Qualitdt zwischen einzelnen Isolaten ausgegangen werden kann.
Die erwahnte statistische Datenauswertung erfolgte mittels Varianzanalyse (ANOVA, siehe auch

Kapitel 4.1).

Nach der erfolgreichen Bestimmung der optimalen Annealing-Temperaturen, der Effizienzen und
dem Ausschluss von RNA-bedingten Einfliissen, erfolgte die Analyse sdmtlicher cDNA-Proben
(Abb. A.14a zeigt exemplarisch die Amplifikationskurven fiir das VEGF-Primerpaar). Neben den
Proben aus den Schiittelkolbenkultivierungen beider Klone zum Zeitpunkt der Induktion (t¢)
und verschiedener Stunden spéter (t1, to, t3, t4, tg, ts und tog), stammte eine weitere Probe aus
einer Kultivierung eines unverédnderten Rosetta 2-Stamms. Pro Kultivierungszeitpunkt wurden
drei cDNA-Ansétze einer RNA-Isolierung jeweils als Triplikat mittels real-time PCR mit allen
Primerpaaren analysiert und Mittelwerte gebildet. Der Transkriptionsstatus von VEGF wurde
sowohl mit Hilfe mehrerer HKG relativ, als auch mittels Kalibrationsgerade des dafiir entsprechend
Abb. A.8 klonierten Plasmids pGEM-3Z VEGF absolut quantifiziert. Eine weitere Absicherung

der Analysequalitit wurde durch die Verwendung von no-RT controls® aller RNA-Proben und

9Eine RNA-Probe durchlauft simtliche Analyseschritte, bei der Reversen Transkription wird auf die Zugabe
von Reverser Transkriptase verzichtet, wodurch der Einfluss von chromosomaler und Resten nicht degradierter
DNA auf die qPCR messbar wird.
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Tab. A.13: Zusammengefasst sind die ermittelten PCR-Effizienzen fiir alle Targets. Die Daten stammen
allesamt aus Versuchen mit t;-Probe, zudem wurde auch die Effizienz der PCR mit dem
Plasmidstandard untersucht (Abb. A.8). Ebenfalls sind als Qualitatsangabe die Korrelati-
onskoeffizienten angegeben.

Effizienz Korrelationskoeffizient
Target Klon1 Klon2 pGEM-3Z VEGF?* Klon1 Klon 2 pGEM-3Z VEGF
vegf 2,1 2,14 2,16 0,9942  0,9984 0,971
gapdh 2,05 2,1 0,9941  0,9998
gst 2,1 2,03 0,9966  0,9996
lacA 2,02 2,08 0,9999  0,9997
rpoA 1,75 1,79 0,9856  0,9823

# Wurde mit dem Zweck Standard-DNA kloniert. Die Effizienz wurde mit drei Verdiinnungs-
reihen zwischen 0,01 und 100 ng Plasmid-DNA (2,8 - 10°-2,8 - 10'° Kopien) bestimmt.

no template controls!® (NTC) gewihrleistet. Sowohl no-RT controls als auch NTC hatten stets
Ct-Werte von 38-46, was Template-Kopien im maximal einstelligen Bereich entspricht. Dies
belegt zwar trotz DNAase I-Verdaus und RNA-Degradierung nach erfolgter cDNA-Synthese die
Anwesenheit von Kontaminationen. Im Vergleich mit echten Proben sind die Mengen aber derart
gering, dass sie unterhalb von Variabilitaten liegen, welche sich durch Pipettieren ergeben [235]

und damit die Ergebnisse in keinster Weise verfélschen.

Relative Quantifizierung: Fiir gPCR-basierte Genexpressionsstudien ist die relative Quantifi-
zierung iiber HKG als Normalisierungsstandards besonders geeignet und weit verbreitet. HKG
zeichnen sich durch ein allgemein hohes und stabiles Transkriptionsniveau aus, welches von
Umweltbedingungen kaum beeinflusst wird [510]. Als Vertreter der HKG wurden fiir diese
Demonstrationsstudie gapdh [511], gst [512], lacA [513] und rpoA [514] ausgewahlt. Die Variati-
onskoeffizienten der Ct-Werte, bestimmt aus allen gemessen Proben, sind bei allen HKG gering
(VarK < 3,71%), was sie zu guten Referenzgenen macht (AACt-Methode oder effizienzkorrigiertes
relatives Quantifizierungsmodell). Die Verwendung mehrerer HKG verbessert die Normalisie-
rung, indem der Einfluss der HKG unter Beriicksichtigung ihrer Stabilitdt unterschiedlich stark

! wurde verwendet, um die Stabilitét

gewichtet wird. Der frei verfiigbare Algorithmus geNorm!
der Referenzgene iiber die Kultivierungsdauer zu bewerten [247]. Dieses Programm geNorm
erfordert die Transformation der Ct-Werte (Mittelwerte von Triplikaten) in relative Quantitaten
durch die komparative Ct-Methode (AACt) mit Gl. 3.10. Die resultierende Datenmatrix aus
noch nicht normalisierten Referenzgenquantitatswerten aller Probenzeitpunkte wurde dann in
geNorm geladen. Das Programm geNorm berechnet durchschnittliche Variationen der relativen

Quantitéten paarweise [515] und gibt M-Werte als Ma$ fiir die Stabilitét der Genexpression jedes

Referenzgens aus. Ein M-Wert von unter 1,5 identifiziert ein stabiles Gene [516]. AnschlieBend

10 Anstatt einer cDNA-Probe durchlauft DNA-freies Wasser samtliche PCR-Schritte, wodurch der Einfluss von
,Fremd“-DNA-Verunreinigungen detektiert wird.
"http://medgen.ugent .be/~jvdesomp/genorm/
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Abb. A.14: Real-time PCR-Analysen der Proben aus den Kultivierungen. Die Darstellung der gemittel-

ten Amplifikationskurven (n = 3) der PCR mit den VEGF-Primern fiir alle Zeitpunkte,
Proben ohne VEGF-Gen und Negativkontrollen (a) zeigt, dass die entsprechende cDNA
erfolgreich amplifiziert werden konnte. Die Proben ohne VEGF, no-RT controls (Daten
nicht gezeigt) und NTC sind erwartungsgemaf negativ. Durch Messung von jeweils vier Ver-
diinnungstufen pGEM-3Z VEGF (einmal zusammen mit den Proben von Klon 1 (schwarz)
und einmal gemeinsam mit Klon 2 (rot) analysiert) konnten durch lineare Regression
Kalibrationsgeraden (b) erstellt werden. Die Ct-Werte der Amplifikationskurven der VEGF-
Primer sind auf der rechten Seite aufgetragen (Klon 1 in schwarz und Klon 2 in rot),
mit Hilfe der Kalibration ist ein direktes Ablesen der korrespondierenden Kopienzahlen
moglich. Der Vergleich der Expressionslevel von VEGF iiber eine Kultvierungsdauer von
20 h beider Klone ist als relative Expression (c) jeweils bezogen auf Probe t; dargestellt.
Die Expressionslevel sind ebenfalls als absolute Kopienzahlen (d) der mRNA von VE-
GF pro Nanogramm eingesetzter cDNA aufgetragen. Zudem ist die VEGF-Expression
der E. coli-Kultiverung ohne VEGF-Vektor angeben. In den no-RT controls und NTC
konnten maximal 9 Kopien/ng nachgewiesen werden. Dies liegt am absoluten Rand der
Nachweisgrenze einer qPCR und hat keinen Einfluss auf die Quantifizierung.

werden Gene mit den héchsten M-Werten schrittweise aus der Matrix ausgeschlossen und die

M-Werte der verbleibenden Gene neu berechnet. Dies wird wiederholt, bis keine kleineren M-

Werte mehr erhalten werden. In vorliegenden Fall liegen die M-Werte aller vier Referenzgene

unter dem cut-off von 1,5. Der iterative Ausschlussprozess von geNorm errechnete gapdh und gst

als die optimale Kombination an Referenzgenen und gab entsprechende Normalisierungsfaktoren

fir jeden Kultivierungszeitpunkt aus. Die Normalisierungsfaktoren sind das geometrische Mittel

der Normalisierungen mit einem der beiden Gene. Das Dividieren der Werte fiir die relativen

Quantitdten von cDNA von VEGF durch die korrespondierenden Normalisierungsfaktoren er-

gibt die normalisierten Expressionslevel. Diese wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf den

Induktionszeitpunkt tg bezogen (Teilung durch den to-Wert).
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Absolute Quantifizierung: Um auch eine generell anwendbare Normalisierungsmethode zu
demonstrieren, welche keine nicht regulierten Referenzsequenzen benétigt, wurden die erhalten
gqPCR-Daten zuséatzlich absolut quantifiziert. Die Verwendung von Verdinnungsreihen von
Plasmid-DNA als Standard stellt eine Moglichkeit dafiir dar. pGEM-3Z VEGF wurde nach der
Plasmidpraparation mittels Elektrophorese von restlichen Verunreinigungen befreit. Nach der
spektroskopischen Bestimmung der Massenkonzentration c¢,,, konnte mit folgender Gleichung

und bekannter Anzahl an Basenpaaren ny,, des Plasmids die Kopienzahl ciopie errechnet werden:

Cm [M/17]

Mkcopie [l (4-4)

CKopie [Kopien/LS] =

Die Masse einer Kopie migpie berechnet sich mit Hilfe des Quotienten der molaren Masse eines

Basenpaars My, (~660 g/mol) und der Avogadro-Zahl N4 (6,022 - 10% mol™!):

Mbp [M/mol]

T N (o] A

mKopie {M/ Kopien]

Dekadische Verdiinnungen mit bekannter Kopienzahl dienten, vergleichbar mit der Effizienz-
bestimmung (vgl. Abb. A.13), als Kalibration und wurden zusammen mit cDNA-Proben aus
der Kultivierung in einem PCR-Lauf zusammen gemessen. Aus dem Vergleich der Ct-Werte
der Proben mit der Kalibrationsgeraden konnte direkt ohne weitere Berechnung die jeweilige
Kopienzahl der mRNA von VEGF in einer Probe bestimmt werden (Abb. A.14b). Der Vergleich
ist legitim, da die Effizienzen von PCR mit Plasmid-DNA (E = 2,16) und ¢cDNA (Klon 1:
E = 2,10; Klon 2: F = 2,14) quasi identisch sind.

Bewertung der Quantifizierungen: Abb. A.14c und A.14d (to) verdeutlichen zunéchst, wie
effektiv die Genrepression im pET-System funktioniert. Zum Zeitpunkt der Induktion sind durch-
schnittlich nur 3.032 mRNA-Kopien vom VEGF-Gen in 1 ng cDNA enthalten. Grob geschétzt
sind dies etwa drei Kopien pro Zelle [517]. Rund 1 h nach der Induktion ist die Expression etwa
25-fach erhoht, der Zellmetabolismus stellt sich langsam auf Proteinproduktion um. Zwischen 2
und 4 h wird das VEGF-Gen maximal exprimiert, mit maximal 2.800 Kopien pro Zelle ist dies eine
Erhohung um knapp das 1.000-fache. Sowohl relative als auch absolute Quantifizierung decken sich
hier mit verschiedenen dhnlichen Studien [518-520]. Danach schwécht sich die Expression wieder
ab, nach 20 h befinden sich die Zellen wahrscheinlich aufgrund von Limitierung an Substrat bereits
in der Absterbephase. Die beiden Klone unterschieden sich vor allem nach ldngerer Kultivierung
in ihrem Expressionsverhalten, wiahrend Klon 1 sehr schnell ein hohes Level erreicht, welches sich
nach 4 h wieder deutlich senkt, zeigt Klon 2 bei insgesamt weniger starker Expression eine deutlich
langer anhaltende mRNA-Produktion. Die Ergebnisse der beiden Quantifizierungsstrategien sind
absolut konsistent, aufler, dass der Unterschied zwischen den beiden Klonen bei den absoluten

Werten deutlich ausgeprégter ist. Dies liegt an der vollig unterschiedlichen zugrundeliegenden
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Abb. A.15: Analyse der 16slichen und unléslichen Fraktionen von E. coli pET-29a(+) VEGF und
S-Tag-VEGF. Aufgetragen wurden stets Proben gleicher Proteinkonzentration. (A) Losliche
Fraktionen von unmodifiziertem VEGF 0 h (Spur 1), 4 h (Spur 2) und 6 h (Spur 3) nach
Induktion sowie die gleichen Proben von S-Tag-VEGF (Spuren 4-6). (B) Diese Gel enthélt
in gleicher Probenreihenfolge die unléslichen Fraktionen. Als Gréfenstandard (Spur L)
diente ein 200 kDa Ladder und als Positivkontrolle (4+) wurde kommerziell erhéltliches
in E. coli produziertes VEGF auf ein 16%iges SDS-Polyacrylamidgel (Silberfarbung) mit
analysiert.

Mathematik und ist der Schwachpunkt der absoluten Quantifizierung. Schon kleine Unterschiede
zwischen Ct-Werten bewirken drastisch verschiedene Kopienzahlen [406]. Gerade aus diesem
Grund ist besonders im Bereich der Genexpression die relative Quantifizierung einer absoluten
vorzuziehen. Zudem ist fiir die relative Quantifizierung keine aufwendige Klonierung von Standard-
DNA notwendig. Da fiir die Bereitstellung von VEGF eine schnelle und starke Produktion im
Vordergrund stand, wurden weitere Kultiverungen aus Kryokulturen von Klon 1 durchgefiihrt,
da dieser insgesamt eine frithere und stérkere Expression aufwies. Zusammenfassend gesehen,
generiert die quantitative real-time PCR sehr genaue und reproduzierbare Daten und eignet sich
hervorragend zur Stammselektion. Es konnte gezeigt werden, dass unter der Voraussetzung einer
genauen experimentellen Arbeitsweise die Nukleinsdureisolierung keine Quelle fiir Abweichungen
darstellt. Daher war zu erwarten, dass die qPCR auch zum Nachweis von pflanzlicher DNA, der

den Schwerpunkt dieser Arbeit darstellt, gut geeignet ist.

A.2.5 Proteinproduktion

Zusammen mit Miriam Liibbecke wurde die Produktion beider VEGF-Varianten in Rosetta 2-
Zellen im Schiittelkolben aufgebaut [505]. Die starke Uberexpression von VEGF fiihrte zur
Ausformung von unléslichen Proteinaggregaten, den inclusion bodies. Nach Ultraschallaufschluss
und SDS-PAGE mit Silberfiarbung konnte in der 16slichen Fraktion kein VEGF nachgewiesen
werden. In der unloslichen Fraktion dagegen sind 4 h nach Induktion deutliche Banden mit der
GroBe von VEGF (23 kDa) bzw. S-Tag-VEGF (27 kDa) zu erkennen (Abb. A.15). Die Menge
an rekombinatem Protein nimmt im weiteren Verlauf der Kultivierung kaum mehr zu. Nach
den Daten der real-time PCR entspricht dies den Erwartungen vollkommen. Genomics und

proteomics liefern hier gut vergleichbare Ergebnisse.
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Abb. A.16: Identifizierung von VEGF mittels Western Blotting. (A) SDS-PAGE zum Nachweis von
VEGF in den unléslichen Fraktionen des Zelllysats. (B) Western Blot mit folgender Pro-
benabfolge: GroBenstandard (Spur L), VEGF-Produktion nach 4 h (Spur 1), S-Tag-VEGF
nach 4 h (Spur 2) und kommerzielles VEGF (+) (16%iges SDS-Gel, Silberfarbung).

FEine eindeutige Identifikation erfolgte mittels Western Blot unter Verwendung eines VEGF-
spezifischen Antikérpers. Die Visualisierung wurde auf Polyvinylidenfluorid mit einem anti-rabbit
IgG-AP-Konjugat (Alkalische Phosphatase) durchgefithrt. In beiden unléslichen Fraktionen
(Abb. A.16) konnte VEGF bzw. S-Tag-VEGF spezifisch nachgewiesen werden. Nach dem Nach-
weis der VEGF-Produktion, wurde ein scale-up der Proteinproduktion in einem 2 L-Bioreaktor mit
unmodifiziertem VEGF realisiert. Medienzusammensetzung, Induktorkonzentration und weitere
Kultivierungsparameter der Schiittelkolbenkultivierungen wurden iibernommen, bzw. minimal
angepasst (A.3.4). Abb. A.17 zeigt die offline- und online-Analytik, welche die Ergebnisse der real-
time PCR bestétigt. Erst mit einer Verzogerung von ca. 1 h beginnt die VEGF-Produktion, was
sich durch die resultierende Verlangsamung des Zellwachstums anhand der ODggg-Werte eindeutig
erkennen lasst (Abb. A.17A). Die Proteinproduktion ist sowohl vom Ablauf als auch von der Starke
vergleichbar mit der in Schiittelkolben (Abb. A.17B). So konnte gezeigt werden, dass VEGF erfolg-

reich innerhalb von 4 h in einem fiir weitere Experimente ausreichenden Mafistab herzustellen ist.

A.2.6 Proteinaufreinigung

Inclusion bodies treten haufig bei der Expression humaner Gene in E. coli auf [521]. Der Nachteil
ist, dass die Proteine nicht mehr korrekt gefaltet vorliegen und erst mit einem aufwindigen
Protokoll wieder gelost und gefaltet werden miissen. Auf der anderen Seite birgt dies die Vorteile,
dass die Zielproteine weniger anfillig gegeniiber Proteasen sind und bei ihrer Aufreinigung nicht
mehr von der groflen Menge der cytoplasmatisch gelosten Proteine getrennt werden miissen. Nach
Abtrennung der 16slichen Proteinfraktion liegen die inclusion bodies schon in relativ reiner Form
vor [522, 523]. Zur Aufreinigung von VEGF wurden drei verschieden Strategien verfolgt, die im
Folgenden kurz beschrieben werden. Abb. A.18 zeigt die Chromatogramme und zwecks einer
erleichterten Ubersicht die SDS-PAGE ausschnittsweise. Die vollstindigen Gele und genauere
Erlauterungen beziiglich der angewendeten Proteinaufreinigungen und Abbildungen weiterer

Proben sind in der Dissertation von Miriam Liibbecke einzusehen [505].
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Reaktorkultivierung von E. coli pET-29a(+) VEGF in LB-Medium. (A) Typischer Wachs-
tumsverlauf von E. coli in einem Fermenter. In der Wachstumskurve ist innerhalb der
exponentiellen Wachstumsphase ein Knick zu erkennen, welcher auf die Anpassung der
Zellen an die Proteinproduktion zuriickzufiihren ist. Glucose wird kontinuierlich verbraucht
und die Basenzugabe (zum Ausgleich derAcetat- und Lactatproduktion) spiegelt das Zell-
wachstum und die Proteinproduktion wider. Die Verlaufe von Kohlendioxidproduktions-
(CPR), Sauerstofftransferrate (OTR) und respiratorischem Quotient (RQ) lassen insgesamt
auf gute Kultivierungsbedingungen schlieflen. (B) SDS-PAGE-Analyse zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierung. Nach 0 bzw. 2 h (Spuren 1, 2) wurde noch nicht induziert,
VEGF-Produktion ist, wenn {iberhaupt nur marginal zu beobachten. Zum Zeitpunkt 3 h
(etwa 45 min nach Induktion) ist VEGF produziert worden. Im weiteren Verlauf (4-8 h,
Spuren 4-7) nimmt die VEGF Produktion nur noch wenig zu, was sich mit Ergebnissen
der Schiittelkolbenversuche deckt (16%iges SDS-Gel, Coomassie-Brillant-Blaufarbung).
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Aufreinigung des VEGF tiber drei verschiedene Ansitze. (A) Chromatogramme einer
Probe aus einer Schiittelkolbenkultivierung, welche einmal mittels Sartobind-Membran
(IEX) und einmal durch Heparin-Affinitdtssdule (AC) aufgereinigt wurden. Dargestellt
ist die UV-Absorption gegen die Zeit. (B) Zusammenstellung der SDS-PAGE-Analysen
ausgewéhlter Fraktionen in folgender Reihenfolge: Gréfienstandard (Spur L), Zelllysat fiir
IEX und AC (Spur 1), Durchlauf des IEX-Versuchs (Spur 2) und Elutionfraktion der
IEX bei 280 mM NaCl (Spur 3), VEGF-Elution aus dem AC-Versuch bei 900 mM NaCl
(Spur 4), Waschfraktion der S-Tag-Aufreinigung (Spur 4) und das dazugehorige eluierte
VEGF (Spur 5) (16%iges SDS-Gel, Silberfirbung).
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Kationenaustauschchromatographie: Bei pH 5,5 hat VEGF eine positive Gesamtladung, da
sein isoelektrischer Punkt (pl) bei 6,9 liegt. Dies ermoglicht die Bindung an das Sdulenmaterial
einer Kationenaustauschchromatographie (IEX). Entsprechend dem Protokoll von Siemeister et al.
(1996) [522] wurden die inculsion bodies isoliert. Dithiothreitol (DTT) soll dabei die Solubilisierung,
Harnstoff die Riickfaltung begiinstigen [522]. Die Aufreinigung von VEGF erfolgte tiber einen
Membranadsorber Sartobind S75 (Sartorius Stedim Biotech, Gottingen) mittels FPLC (Bio-
Rad, Hercules, USA). Eluiert wurde mit einem ansteigenden Ionenstéarkegradienten bis 300 mM
Natriumchlorid (NaCl). Durch die Abtrennung der 16slichen Proteine ist VEGF schon in der
Auftragsfraktion relativ rein (Spur 1), es bindet anschliefend an das Austauschmaterial und
befindet sich nicht im Durchlauf (Spur 2). Reines VEGF eluiert ab einer Natriumkonzentration
von 280 nM, allerdings nur mit schwacher Ausbeute (Spur 3). Entweder wird der Grofiteil des
VEGEF langsam und stark verdiinnt abgewaschen oder ist nach der FPLC noch gebunden.

Heparin-Affinitatschromatographie: VEGF besitzt eine Heparin-Bindungsstelle [524, 525] und
konnte daher mit einer HiTrap Heparin HP-Chromatographiesédule (GE Healthcare, Chalfont,
UK) aufgereinigt werden. Nach Heiring et al. (2001) [523] wurden die inclusion bodies isolieret
und in Harnstoff aufgenommen, um das Faltungsgleichgewicht auf die Seite nativer Faltung
zu verschieben [526]. Die Aufreinigung erfolgte durch FPLC, eluiert wurde mit einem NaCl-
Gradienten bis 2 M. Im ersten Elutionspeak (400 mM NaCl, rote Kurve) befindet sich neben VEGF
noch Lysozym, welches zum Zellaufschluss verwendet wurde. In der zweiten Elutionsfraktion bei
900 mM NaCl (Spur 4) liegt VEGF in reiner Form vor. Die Bindung an die Heparin-Saule war

unvollsténdig (Ergebnisse nicht gezeigt), mogliche Ursache ist eine unzureichende Proteinfaltung.

Aufreinigung mit Hilfe des S-Tags: Merck vermarktet passend zu seinem Vektorsystem das
S-Tag Thrombin Purification Kit. In 2 M Harnstoff wurde das S-getaggte VEGF tiber den Tag
an S-Protein gebunden, welches kovalent auf Agarose-beads immobilisiert ist. Nach Abwaschen
sdmtlicher Verunreinigungen wurde VEGF durch Zugabe von Thrombin an der cleavage site
vom S-Tag und den beads gespalten. Nach Abtrennung der beads liegt reines Protein vor. In
der Waschfraktion (Spur 5) ist ungebundenes S-Tag-VEGF zu erkennen. Die Elutionsfraktion
(Spur 6) zeigt relativ reines ungetaggtes VEGF in schwacher Konzentration. Wahrscheinlich

erfolgte das Abspalten von den beads nur unvollstandig.

Bewertung des downstreamings: Mit allen drei Strategien ist es prinzipiell méglich reines
VEGF zu erhalten. Dennoch funktionierte keine Methode optimal, das beste Ergebnis liefert noch
Heparin-Affinitatschromatographie (AC). Problem ist in allen Féllen die Elution. Durch eine
umfangreiche Optimierung der Faltungs- und Pufferbedingungen kénnte bei den FPLC-Methoden
die Ausbeute deutlich gesteigert werden. Zudem ist eine IEX mit anschlieBender Heparin-AC

denkbar. Das S-Tag-spezifische Kit ist hingegen sehr teuer, was eine weitere Optimierung
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Abb. A.19: Ergebnisse der CellTiter-Blue-Tests. Diese wurden durchgefiihrt mit kommerziellen HUVEC
kultiviert ohne VEGF (schwarz), mit humanem VEGF (dunkelgrau) oder mit kommerziellem
rekombinanten VEGF in verschiedenen Konzentrationen (weif) als Vergleichsreferenzen
(a). Ebenso wurde mit Zelllysat (grau) und aufgereinigtem VEGF (hellgrau) aus den
Versuchen mit Kationenaustauschern (b), den Proben der Affinitdtschromatographie (c)
sowie den S-Tag-Aufreinigung (d) verfahren. Das Ausmessen der Fluoreszenz erfolgte nach
4 h. Angegeben sind Mittelwerte (n = 6) mit Standardabweichungen.

O0konomisch unsinnig macht. In einem anderen Ansatz kénnten die Kultivierungsbedingungen
derart verandert werden, dass keine inculsion bodies mehr gebildet werden, um die problematische

Riickfaltung zu umgehen.

A.2.7 Bioaktivitatstest

Da VEGF g5 proliferationsférdernd auf Endothelzellen wirkt [527, 528], kann durch eine Kul-
tivierung von adhirenten HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) die Aktivitdt des
aufgereinigten VEGF getestet werden. Die Aktivitédtstestung diente dazu, den Sinn von trans-
criptomics, proteomics und downstream processing zu iiberpriifen, denn nur aktives VEGF ist fiir
eine weitere Verwendung interessant. FEin entsprechendes Testverfahren wurde von Sophia Bonk
im Rahmen ihrer Masterarbeit!? etabliert. Ebenso konnte Dr. Claas Haake in seiner Dissertation

mit dieser Methode die Aktivitdt von in CHO-Zellen hergestelltem VEGF testen [506].

Zur Durchfithrung des Tests wurden kommerziell erhéltliche HUVEC mit kommerziellem humanen
VEGF, kommerziellem in E. coli rekombinant hergestelltem VEGF, mit verschiedenen Proben der
eigenen Aufreinigungsversuche sowie ohne VEGF kultiviert. Als Test auf Wachstum und Prolifera-
tion wurde der CellTiter-Blue-Assay eingesetzt. Ein Ansatz ohne Zellen diente als Nullwert (blank).
Von allen Proben wurde jeweils eine sechsfache Bestimmung durchgefiihrt. Die Kultivierung
erfolgte in 96-Lochplatten, diesen wurde VEGF bzw. Zelllysat zu einer Proteinendkonzentration
von 1, 100 und 1.000 ng/mL zugesetzt. Die Aussaatdichte der HUVEC lag bei ca. 1.500 Zellen /cm?.

Messungen des CellTiter-Blue-Assays erfolgten zehn Tage nach Ansetzen der Kulturen.

2Masterarbeit von Sophia Bonk, Darstellung und Testung rekombinanter humaner Zytokine (2011), Naturwissen-
schaftliche Fakultdt, Leibniz Universitdt Hannover, Seiten 29-36, 58—62
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Abb. A.19 verdeutlicht klar die Unterschiede in der Fluoreszenzintensitit der einzelnen Proben.
Humanes VEGF (0,5 ng/mL) wirkt sich schon in geringer Konzentration positiv auf das Zell-
wachstum aus. Sowohl das gekaufte VEGF (Abb. A.19a) als auch die drei selbst aufgereinigten
Varianten (Abb. A.19b-d) fiithren zu signifikant hoherer Fluoreszenz im Vergleich zur Probe ohne
VEGF (¢ > 4,6, p < 0,01). In den Ansétzen mit hohen VEGF-Konzentrationen (1 pg/mL) ist eine
messbar héhere metabolische Aktivitdat der Endothelzellen nachzuweisen, als in den Ansétzen mit
geringer VEGF-Konzentration (¢ > 3,2, p < 0,05). Die Zelllysate (grau) mit ihrem verhéltnismé-
Big geringen Anteil an VEGF zeigen nur ein leicht erhéhtes Zellwachstum, welches im Vergleich

zur 1 pg/mL Probe des reinen VEGF statistisch signifikant kleiner ist (¢ > 3,6, p < 0,05).

Insgesamt hat das selbst hergestellte VEGF eine dhnliche biologische Aktivitdt im Vergleich mit
kommerziellem VEGF. In hoher Konzentration liegt die Aktivitdt sogar iiber der des gekauften

VEGF. Humanes VEGF hat gleichwohl die grofite Aktivitdt. Das hergestellte VEGF eignete sich

aber sehr gut fiir die beabsichtigte Verwendung in weiteren Experimenten [505].

A.2.8 Zusammenfassung: Methodenetablierung

Es wurde eine Produktionsmdéglichkeit fiir VEGF etabliert, mit welcher letztendlich aktives Protein
erhalten wird. Dabei sollte aber die Aufreinigung weiter optimiert werden. Es konnten Protokolle
fiir PCR- und Klonierungsmethoden etabliert und getestet werden. Dariiber hinaus wurde die real-
time PCR samt der notwendigen Optimierungsschritte sowie umfangreicher Normalisierung und
Auswertung mit verschiedenen Strategien erfolgreich eingefithrt. Im Folgenden wird geschildert,
wie die hier etablierten Methoden zum Aufbau der DNA-basierten Analysen von Arzneipflanzen

verwendet und hierfiir weiter optimiert wurden.
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A.3 Verwendete Materialie

Der Grofiteil verwendeten der Chemikalien wurde bei AppliChem (Gatersleben), Carl Roth
(Karlsruhe), Fluka (Buchs, Schweiz) und Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) beschafft, Verbrauchs-
materialen wie Pipettenspitzen, Lochplatten, Reagier- und Zentrifugengefifie stammten i.d.R.
von Eppendorf (Hamburg) und Sarstedt (Niimbrecht).

A.3.1 Chemikalien

Aceton
Acrylamid/Bisacrylamid-Mix
Adenosintriphosphat (ATP)
Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Betain

BisTris

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-g- D-galactopyranosid (X-Gal)

Calciumchlorid (CaCls)
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Chloramphenicol

Chloroform

Cystin

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPT)
Diethyldicarbonat (DECP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DNA- und Proteinladder
dANTP-Mix

Essigsaure

Ethanol (EtOH)

Ethidiumbromid (EtBr)

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formamid

Glucose

Glycerin

Glycin

Guanidinhydrochlorid

Harnstoff

Hefeextrakt

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)

Isoamylalkohol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumhydroxid (KOH)

Kaliumphosphat

Kanamycin

Kupfer(II)-chlorid (CuCls)
Magnesiumchlorid (MgClz)
Magnesiumsulfat (MgSO4)
B-Mercaptoethanol

Mithramycin (MI)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsiaure (MES)
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsédure (MOPS)
Natriumacetat (NaAc)

Fluka
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
AppliChem
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fermentas
Fermentas
Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
AppliChem
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Natriumsarkosinat
Nonoxinol 40 (NP-40)
nukleinsidurefreies Wasser
Phenol

Polyethylenglycol (PEG-4000)
Propidiumiodid (PI)

PVP

random Hexamerprimer
Salzsdure (HCI)

Spermin
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trinatriumcitrat-Dihydrat
Tris

Triton X-100

Trypton

Tween 20

Zitronenséaure

A.3.2 Enzyme und Proteine

DNase I

EcoRI

EcoRV

Ex Taq DNA Polymerase
GoTaq DNA Polymerase
Lysozym

M-MLV Reverse Transcriptase
Ncol

Ndel

Notl

omnitaqg-OLS DNA Polymerase
Pfu DNA Polymerase
Proteinkinase K

Pstl

Rinderserumalbumin (BSA)
RNase A

Sacl

Sall

T4-DNA-Ligase

VEGF

Xbal

A.3.3 Kits

BioSprint 96 DNA Plant Kit
CellTiter-Blue Cell Viability Assay
DNA 1000 Kit

DNeasy Plant Mini Kit

GoTaq qPCR Master Mix
innuPREP RNA Mini Kit

iQ Multiplex Powermix

iQ SYBR Green Supermix

KAPA SYBR Fast Supermix
Loopamp DNA Amplification Kit

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
AppliChem
Fluka

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Fermentas
Fermentas

Takara Bio, Otsu, Japan
Promega
Sigma-Aldrich
Promega
Fermentas
Fermentas
Fermentas

OLS OMNI Life Science, Bremen
Fermentas
Macherey-Nagel
Fermentas
Sigma-Aldrich
Promega
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Dianova, Hamburg
Fermentas

Qiagen

Promega

Agilent

Qiagen

Promega

Analytik Jena, Jena
Bio-Rad

Bio-Rad

Peqlab, Erlangen
Eiken Chemical
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Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
NucleoMag 96 Plant

NucleoSpin Food

NucleoSpin Plant IT

NucleoSpin Soil

Plasmid Midi Kit

Plasmid Mini Kit

PowerPlant DNA Isolation Kit

PureYield Plasmid Midiprep System

QIAamp DNA Stool Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit

Ready-to-use Endothelial Cell Growth Medium
RNeasy Plus Mini Kit

SensiMix SYBR No-ROX Kit

S - Tag Thrombin Purification Kit

SYBR Premix Ex Taq II Master Mix

TA Cloning Kit

WesternBreeze Chromogenic Kit - Anti-Rabbit
Wizard Genomic DNA Purification Kit
Wizard Magnetic 96 DNA Plant System
Wizard SV Genomic DNA Purification System

A.3.4 Losungen, Medien, Vektoren und Zellen

Fermentas
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Qiagen

Qiagen

Mo Bio
Promega
Qiagen

Qiagen
Invitrogen
PromoCell
Qiagen

Bioline

Merck

Takara Bio
Invitrogen
Invitrogen
Promega
Promega
Promega

Samtliche Losungen bzw. Puffer und Medien wurden mit Reinstwasser (Arium 611, Sartorius
Stedim Biotech) angesetzt und steril filtriert (Sartolab, PES 0,2 pm, Sartorius Stedim Biotech).
Die Losungen fiir die Proteinaufreinigung wurden zusétzlich im Ultraschallbad entgast. Alle

Medien wurden stets autoklaviert.

Losungen

Amino-Bindungspuffer
Amino-Waschpuffer
Amino-Elutionspuffer

0,01 M TE-Puffer, 1 M NaCl, pH 6,5
0,01 M TE-Puffer, pH 8
0,01 M TE-Puffer, 1,5 M NaCl, pH 9 oder 13

CTAB-Puffer

EDAC-Losung
Extraktionspuffer

20 g/L CTAB, 4% 0,5 M EDTA, 28% 5 M NaCl, 10 g/L PVP40,
10% 1 M Tris, pH 5

10 g/L EDAC in eiskaltem MES-Puffer

25 mM EDTA, 250 mM NacCl, 0,5% SDS, 200 mM Tris/HCL, pH 8

45 nM MgClz, 20 mM MOPS, 30 mM Natriumcitrat,
0,1% Triton X-100
5x SSC, 50% Formamid, 0,1% Natriumsarkosinat, 0,02% SDS,

Galbraith-Puffer

Hybridisierungspuffer 2% blocking reagent (Roche)

LBOL-Puffer 2 mM EDTA, 80 mM KCl, 20 mM NaCl, 0,5 mM Spermin,
15 mM Tris, 0,1% Triton X-100

MES-Puffer 0,1 M MES

Otto-I-Puffer 0,5% Tween 20, 100 mM Zitronensdure

Otto-1I-Puffer 400 mM Natriumphosphat

1,4 mM Kaliumphosphat, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl,

4,3 mM Natriumphosphat, pH 7,5
20 M BisTris, 1 mM EDTA, 6 M Guanidinhydrochlorid, pH 6,7
0,04 nM EDTA, 80 mM NaAc, 10 mM Tris/HCL, pH 7,6

phosphatgepufferte Saline (PBS)

Silica-Bindungspuffer
Silica-Waschpuffer

SSC-Puffer (20x) 175,3 g/L NaCl, 88,3 g/L Trinatriumcitrat-Dihydrat, pH 7
TAE-Puffer (50x) 10% 0,5 M EDTA, 5,7% Essigsdure, 242 g/L Tris, pH 8,3
TBS-Puffer 150 mM NaCl, 7,7 mM Tris/HCl, pH 7,5

TE-Puffer 1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8

Tris.MgClz-Puffer 4 mM MgCl,, 200 nM Tris, 0,5% Triton X-100
TSS-Puffer 5% DMSO, 1x LB-Medium, 30 mM MgCls, 10% PEG-4000
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Medien

Endothelial Cell Growth Medium
LB-Medium

LB (fiir Reaktorkultivierungen)
LB-Agar

SOB-Medium
SOC-Medium

TB-Medium

Vektoren

pCR2.1
pET-29a(+)
pGEM-37
pGEM-5Zf(+)

Zellen

. coli JM109

. coli One Shot TOP10

. coli Rosetta 2(DE3)pLysS
. coli XLL1-Blue

T EEE

PromoCell

5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L NaCl, 10 g/L Trypton

5 g/L Glucose, 5 g/L Hefeextrakt, 7,5 g/L NaCl, 7,5 g/L Trypton

LB-Medium mit 15 g/L Agar (ggf. Antibiotika)

5 g/L Hefeextrakt, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCls, 10 mM MgSOu,
10 mM NaCl, 20 g/L Trypton, pH 7

20 mM Glucose, 5 g/L Hefeextrakt, 2,56 mM KCI, 10 mM MgCls,
10 mM MgSOy4, 10 mM NaCl, 20 g/L Trypton, pH 7

0,4% Glycerin, 24 g/L Hefeextrakt, 2,13 g/L Kaliumphosphat,
12,54 g/L Natriumphosphat, 12 g/L Trypton

human umbilical vein endothelial cells (HUVECQC)

A.4 Primer und Sonden

A.4.1 Multiplex-PCR

> Barlauch

Invitrogen
Merck
Promega
Promega

Promega
Invitrogen
Merck
Agilent
PromoCell

, TGCGTCGATGAAGAACGTAG

its1 TCGTGGCTAGGGGTCTTATG ms
CGCCAACTTCCATGGGAAGAAACA ,

msl TCCATGCCAGACCCTGCATCA pi-2
CATGGCGCGAAGTGTCAGG

2 GCCCCCATGCAAATCTCG M

> Mistel
AAACGGCTACCACATCCAAG

18S asps
GTACAAAGGGCAGGGACGTA
GGCCGCCATCGACGTTACCAATCT

cmi3p TGTCGCCCCCAACTCGTCTCCAG cmi3p

, GGATTGGTTGGATCATACGC

its1 TCCCTTCCCATTGAAAATCA leA
TGCGCTATTGGCCGCTGGTC

leB TGGCAGGGGAAGCCACATTT vea

trnH-trnK TATCCGCCCCCTCTTTATTT
GCGGATATTATTAACCGTGCT

> Weifildorn
TGCCCGATAAGGAAGTTTTG

cemon CGCCTTTGAGAGGATTTCAG dyr
ATCCAGGTCCAGAACATTGC

leafy CCAACTCGAGGACATCCCTA matk

, CGTACCTTGAAACCCTGGAA
pgtp GGGTAAACTCCCCTGGGATA pgs

TACAAACTCATAATGCAAGACGAC
CATCACATAAATAAAGCAAAACCA

CAGGCATTTAAGAGGCGAAG
GCCCGATTAGCAAACATAGG

TTCAAGCGGCGGCGAAGAAG
CCTGCTACCGACCCGCCAAA

AACAAGGAGTCCGCAAGAGA
TCCAGCGATTCCCTTATGTC
CATTATCCCGGCGGCAGCAC

CGCGAGGGGCGGTATCATTG
TACGAGAGGCTAAGACTCAG

TGGCACGGGAAGCCACATTT
TGTACGTGGTGGCTTACCAA
TTCCATCCCTTCTGATCGTC

AGGCGGACTTGGCGGATGAG
ATACTGGCCCTGCTTGATGATGC
AATGATGTCGGAGGGATTTG
TTCCGTAAAGAATTCGTCCAA
AGTGGCTAATCGTGGTTGCTCA
TTGATTCAATTAAGGCTCTCC
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TTTTCTTGGGGAGTGGCTAATCG CGCCAAGTGGCTTTAGATTC

pgs CCTCAAGGGTTGGCTCCCACA rpoB TACATTTACCTCGCCGAACC
TCCTGAGCCAAATCCTGTTT

trnL-trnk CGCTCAGATCCATTTGTGAA

A.4.2 Nested-PCR

l CTGAACGGAGAAGGGCTGTA J— TCCATTTGATATTTGGAATGAATC
ms TGACCGTAACAACAGTTCCA AL, AAGTTATGCATGAACGTAATGCTC
ATGAAAATAAACAAGGGTTTCATAA
trnL-trnF
GAAAAGAGTAGAATGAGAATGAATGA
A.4.3 LAMP
> Barlauch msl
FIP GGCCCAAACTTGAGTGCTGTA-TTTT-ACAAACTCATAATGCAAGACG
BIP ACTGGTGTATCGGGCCGTAA-TTTT-ACTATTTGAGTCATAAACCACAA
F3 CCAATCATTGGAAGAAGGATC B3 CTTTGGCTAGCCCAAACG
Loop-F CTCGAAGAGCACTAGGTTGCA Loop-B GGGCTGTGATGCAGGCTGATG

> Mistel trnH-trnK
FIP TGGGCGGATATTATTAACCGTGC-TTTT-GAGGAAAGTTATGAGCATTACG
CACGACCTTTACTATCAATCACAGA-TTTT-

BIP
CTTTAGGTATTAGTACCATGGCT
F3 GAAATTTCAACAGCAGCTAAG B3 GTTGTATGTATCTGGTTCACTG
Loop-F CCTAGGTATGGAAGTTATGCATGAA Loop-B GGTTGAAATTAAAACC
> Weildorn trnL-trnF
FIP TGGGACTCTATCTTTATTCTCGTCC-TTTT-TTCACTCCACCGTAGTCTG
BIP AGTAAGAGGAAAATCCGTCGACT-TTTT-ATCGTTTTGGGGATAGAGG
F3 TCGAATATTCATTGATCAAACCA B3 AATTAGGGAGTCAACCGG
Loop-F AATTATTAAAAAGATCTATC Loop-B TTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTC

A.4.4 Real-time PCR

> Barlauch

, TGACACGTGGCATTAACCAT , AATTGCAGAATCCCGTGAAC

its1 GTCGACTCCACCAACAACCT its2 CGAAAGCACAAAGGGTCAAT
TGCAAGACGACTGCAACCTA , CAGGCATTTAAGAGGCGAAG

msl CCTGGAGCGCCAAAATATAA pi-2 TGGTGCGCAATGTAAGAGAG

4 CTTTTCCAGGGCAATCAAAA CACAAATGGACCTGAAGTGG

pi-2 CCCGATTAGCAAACATAGGC trnl-trnk GAAACCGGTGACACAAGGAT

> Mistel

, GGGATGTGCCAAGGTAAAGA , AAGGGATTTGGGGTAGATGG

its1 CGTTCTTCATCGACACGAGA its2 ACATGGGAAAAACGCAGTCT
GGTTAATAATATCCGCCCAGGT TATCCGCCCCCTCTTTATTT

trnH-trnk CATTTCTTTCTTGCTGCTTGG trnH-trnk TTTTGATGATTATTTGCTCCTTT
GGAATAGAGGATGATCCAGCA

trnS-trnfM AGCGCCATGACTTCTTCTTC

> Weifidorn

, GACCCGAGAACCAGTTTCAA CGCCAAGTGGCTTTAGATTC

its1 GAGATATCCGTTGCCGAGAG rpoB TACATTTACCTCGCCGAACC
GGATTGAGCCTTGGTATGGA CAAAACGATCCGGTTGACTC

trnL-trnk ATGCAGCCAACTCCATTTGT trnL-trnk CGCTCAGATCCATTTGTGAA
CAATCGGCAGGAACAAAATTA

trnM-atpE

AGTTGGTCCGTCCGAATAAG
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A.4.5 Klonierung von Plasmidstandards

> Barlauch
Ncol-its
its-Pstl

its

pi-2

> Mistel

its
trnS-trnfM
> Weifldorn
its

trnL-trnF

GGTGGTCCATGGCCCTTTCAAGAGATTGATGACAC
GGTGGTCTGCAGGCAAAATGTGCAAACATCGTCAT

CCCTTTCAAGAGATTGATGACA I
ms

A.4.6 TagMan-Sonden

Béarlauch

Mistel

Weiflidorn

GCAAAATGTGCAAACATCGT TCATCACATAAATAAAGCAAAACCA
TTCCAGTTCTGGCAAGTTCA TTTCTTATTCATTTTACTCTTTCACAA
GCCCGATTAGCAAACATAGG brnl-trnk ACCAACTGAGCTATCCCAACA
GGAAGGATCATTGTCGGATG TATCCGCCCCCTCTTTATTT
ACATGGGAAAAACGCAGTCT trnH-trnk CATTTCTTTCTTGCTGCTTGG
ACCGGAGCTATCAACCACTC

AGCGCCATGACTTCTTCTTC

CGGAAGGATCATTGTCGAAC GTCAAGCAGTTCCGCTTTCT
GTAACCCCGCCTGACCTG rpoB TCTCCATATACCAAACGCTCA
GGATTGAGCCTTGGTATGGA GTTTTTGTTTCATTAGAATTTTATTCC
TGGTGACACGAGGATTTTCA trnM-atpk TAGAGGCTATTAATGTGATGTCGT

pi-2 JOE-TGACTTGCTTATAGACGGTCCAEclipse

trnL-trnF FAM-TCCATCTCATTTTCCTTGCA-BHQL

its1 TAM-CGACTCTCGGCAATGGATAT-BHQ2

trnS-trnfM HEX-TCCTCTTGAGTCCATGAATCAA-BHQ2

itsl RED-CCAAGGAACCTGAACGAAAG-BHQ2

trnM-atpE CY5-GGGACGAATAAGCAAAATAAGG-BBQ

A.4.7 GenomgroBenbestimmung

> Barlauch

chs, auflen
fdx, auflen

> Mistel

chs, auflen

fdx, aufien

> Weifildorn

chs, auflen

fdx, auflen

> alle drei Pflanzen

chs, auflen
fdx, aufien
a/b-bp, auBen
a/b-bp, auBen

hmg-1/Y, aulen

GCGGGGAAGCTCTTACTTCT ,
GAGGTGGGTTATGTGCGATT chs, innen
GGCCTTCTTCTTTTCGTCGT ‘
GTGAGCTCCTCCTCCTTGTG fde, innen
CACGTGGTATTCTGCACCAC _
TCAAACGCTTCCCTCAAACT chs, innen
AGCAACCACCACAACAATGA .
ACAGGGTAAGCAGCACAGGT fdz, innen
CTTGTGGGTCAAGCCTTGTT ,
ACACTTGCCTTGTCGCTTCT chs, innen
CAGGGTCTTGCTCATCGTG ,
CCGGCAGGTCAAAATCATTA fdz, innen
CACGTGGTATTCTGCACCAC _
TCAAACGCTTCCCTCAAACT chs, innen
AGCAACCACCACAACAATGA '
ACAGGGTAAGCAGCACAGGT fdz, innen
CGCTTATGAGCTGTGGCATA .
CGCTGGAACTTCTCCAAGTC a/b-bp, innen
CGTATCAGAATGGCTGCTCA ‘
CAATTCCTCGAGCTTCTTGG a/b-bp, innen
AGCCTCTGTCACTTCCTCCTT ,
CTTGGCCTACCACTTCCAGA hing-1/Y , innen

CAATATGGCCATTTCAGTCAA

AATCCAATCCGAACATGACG
CACTCTTTTATGGCGGCTTG
ACGACGTGTACATCCGGAC
GTCGTCGAGGTAGCTCTGGT

GACCTAGCGGAGAACAATGC
CCCACCAAGCTATCCAGATG

TGACAATGGCTGCCTACAAG
GGCAAGTCAATGCCTTCTTC

GCTGACAGTGATGGGGCTAT

GAAGGCCTCGTTAAGGCTCT
GGACCAGAGCTTTCTGGATG
CCTCTTCCTTGTGGGTCTCA

AGCCCTTGTTTGAATTGGTG
GAAGGCCTCGTTAAGGCTCT
ACTGTACCGACGTAAG
ACAGGGTAAGCAGCACAGGT
CGCTTATGAGCTGTGGCATA
TGAGCAGCCATTCTGATACG
CGTATCAGAATGGCTGCTCA
CGCTGGAACTTCTCCAAGTC
AGGCCATTCGGTTGTTCTTT
TGTGGACACAGCACCTGAAG
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CCACTGTTTCGTGATTCGTG , GGATCGAGTGAAAGCACGC
pe, auflen CGGATGAACTCGGTTCAAAT p¢, innen TCAAACGCTTCCCTCAAACT
TTCAAACCCAAAACCAAAGC , GCATCTTTGGAACGTCTGGT
psbS, auflen CCGATCCGGACACTACACTT psbS, innen TCCCTGTCTCCAGATTCAGC
A.4.8 VEGF-Experimente
Ndel-VEGF GGTGGTCATATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCA
Xbal-VEGF GGTGGTTCTAGAATGAACTTTCTGCTGTCTTGGGTGCA
VEGF-PstI GGTGGTCTGCAGTCACCGCCTCGGCTTGTCACAT
VEGF-Sall GGTGGTGTCGACTCACCGCCTCGGCTTGTCAC
AGGTCTGATGACCACCGTTC AGGCGTAGCGATTATGCAGT
gapdh GGAACGCCATACCAGTCAGT gst GGCGATGTAATTCAGCCATT
CACCATCGGGGATAATTCTG GTTATGTGCCGGCTTCTACCC
L GTGCTTATCCCGGTCGTTTA rpoA AGCCAGCACGTCTTTAATCTCAGT
AAGGAGGAGGGCAGAATCAT
vegf ATCTGCATGGTGATGTTGGA

A.5 Verwendete Methoden

Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle experimentellen Arbeiten mit DNA, RNA sowie
E. coli-Zellen auf Eis durchgefiihrt. Zentrifugationen wurden gekiihlt bei 4 °C vorgenommen. Alle
verwendeten Gerate und Losungen waren autoklaviert und die Losungen mit DEPC-behandeltem
oder nukleinséure- bzw. RNase-freiem Wasser angesetzt. Bei der real-time PCR wurden aus-
schlieSlich originalverpackte Pipettenspitzen und Reaktionsgeféfie verwendet.

A.5.1 Nukleinsdureisolierungen

In diesem Abschnitt werden Protokoll fiir die DNA- und RNA-Extraktion aufgefiihrt. In Kits
enthaltene Puffer sind fett dargstellt. Thre Zusammensetzung ist entweder unbekannt oder den Kit-
Anleitungen zu entnehmen. Die Durchfithrungen sind an die Herstellerangaben angelehnt, wurde
aber im Fall der DNA-Extraktion aus Pflanzenpulver entsprechend angepasst. Wichtige Punkte
vor Beginn einer Aufreinigung sind jeweils den online verfiigharen Anleitungen nachzulesen.
Inkubationsschritte werden in Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) bei 300 rpm durchgefiihrt.

CTAB-Methode

125 mg Pflanzenpulver in 500 pL. CTAB-Puffer und 4 pl. RNase A 16sen, fiir 15 min bei 55 °C
inkubieren und fiir 5 min bei 12.000 - g zentrifugieren. Uberstand in ein neues Regaiergefifl
tiberfithren, 250 nL. Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1) zugeben und zehnfach invertieren und fiir
1 min bei 16.100 - g zentrifugieren. Wéssrige Phase entnehmen und 50 pL. 7,5 M Ammoniumacetat
sowie 500 pL eiskalten Ethanol zugeben, zehnfach invertieren. Durch Zentrifugation fiir 1 min bei
13.000 - g DNA prézipitieren, Uberstand entfernen und Pellet mit 500 pL 70% Ethanol waschen
und fiir 1 min bei 13.000 - g zentrifugieren. Dann Pellet 15 min an der Luft trocknen. DNA in
100 mL Wasser resuspendieren und 20 min bei 65 °C inkubieren.

PVP-Methode

10 mg Pflanzenpulver mit 5 pL. 1% B-Mercaptoethanol und 300 nL. Extraktionspuffer mischen und
vortexen. Lysat fiir 1 h bei RT inkubieren. PVP10 frisch 16sen und zu 6% zur Mischung geben.
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Dann 100 pL. 7,5 M Ammoniumacetat zugeben. Inkubation erfolgt fiir 30 min auf Eis, dann
zentrifugieren fiir 10 min bei 10.000 - g. Uberstand abnehmen und 300 pL Isopropanol zusetzen,
bei -20 °C fiir 30 min inkubieren, danach zentrifugieren fiir 10 min bei 10.000 - g. Das Pellet fiir
15 min lufttrocknen lassen, dann resuspendieren in 100 pL. TE-Puffer und 2 nL. RNase A zugeben,
Inkubation fiir 15 min bei 37 °C. 500 pL. Chloroform : Isoamylalkohol (24 : 1) zugeben und
zehnfach invertieren, Zentrifugation fiir 5 min bei 10.000 - g. Uberstand abnehmen und mit 300 pL
Isopropanol versetzen, Inkubation bei -20 °C fiir 10 min, Zentrifugation fiir 10 min bei 10.000 - g.
Das Pellet mit 80% Ethanol waschen und lufttrocknen, dann in 100 pL. TE-Puffer resuspendieren.

Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit

15 mg Pflanzenpulver werden mit 600 p. Nuclei Lysis Solution fiir 1 min gevortext. Es
folgt eine Inkubation fiir 15 min bei 65 °C. Dann werden 3 pl. RNase Soln. zugegeben,
gevortext und 15 min bei 65 °C inkubiert. Das Lysat wird auf RT abgekiihlt und mit 200 pL
Protein Precipitation Solution fiir etwa 30 s gevortext, danach fiir 3 min bei 16.100 - g
zentrifugiert. Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefif pipettiert, es folgt Zugabe von 600 pL
Isopropanol, zehnfaches Invertieren und 1 min bei 16.100 - g zentrifugieren. Nach Dekantieren des
Uberstands werden 600 pL 75%iger Ethanol zugegeben, erneut zehnmal invertiert und 1 min bei
16.100 - g zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert und das Pellet fiir 15 min luftgetrocknet.
Es folgt die Zugabe von 100 pL. DN A Rehydration Solution und Inkubation bei 65 °C fiir
1 h. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit dem PicoGreen-Assay.

Macherey-Nagel NucleoSpin Food

75 mg Pflanzenpulver in 550 pL. Lysispuffer CF 16sen, Zugabe von 10 pl. Proteinkinase K,
zehnfach invertieren und 30 min bei 65 °C inkubieren, dann 10 min bei 11.000 - g zentrifugieren.
Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. Es folgt die Zugabe von 450 pL Bindungs-
puffer C4, 450 pL. Ethanol, vortexen und zehnfach Invertieren. 750 nL dieser Mischung werden
auf NucleoSpin Food Column gegeben, 1 min bei 11.000 - g zentrifugiert. Der Schritt wird
wiederholt, bis simtliche Mischung die Membran passiert hat. Zum Waschen werden nacheinander
400 pL Waschpuffer CQW, 700 uL. Waschpuffer C5 und 200 pL. C5 auf die Sdule gegeben
und stets 2 min bei 11.000 - g zentrifugiert. Zur Elution wird das spin column auf ein neues
Reaktionsgefaf gesetzt und zweifach mit 50 nl Elutionspuffer CE (70 °C) eluiert. Nach Zugabe
des Puffers wird erst 5 min bei RT inkubiert, dann fiir 1 min bei 11.000 - g zentrifugiert.

Macherey-Nagel NucleoSpin Plant Il

20 mg Pflanzenpulver in 400 pL Lysispuffer PL1 16sen und 1 min gevortexen. Es folgt die
Zugabe von 10 pL. RNase A, kurzes Vortexen und Inkubation fiir 10 min bei 65 °C. Lysat wird in
NucleoSpin Filter pipettiert und bei 11.000 - g fiir 5 min zentrifugiert. Dem Durchfluss werden
450 pL Bindungspuffer PC zugegeben und mittels Pipette gemischt. Von der Mischung werden
700 pL in NucleoSpin Plant IT Column pipettiert und bei 11.000 - g fiir 1 min zentrifugiert.
Die restliche Mischung wird ebenfalls auf die Sdule gegeben. Es folgen Waschschritte, zunéchst
mit 400 p. PW1, dann mit 700 pL PW2 und 200 pL PW?2 jeweils mit 2 min Zentrifugation
bei 11.000 - g. Die Elution erfolgt mit 50 nL. Elutionspuffer PE (70 °C). Der Ansatz wird 5 min
bei 70 °C inkubiert, dann bei 11.000 - g fiir 1 min zentrifugiert. Der Schritt wird wiederholt und
die Durchflussfraktionen werden zum Abschluss vereinigt.
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Macherey-Nagel NucleoSpin Soil

50 mg Pflanzenpulver werden in NucleoSpin Bead Tube gefiillt, 700 nL. Lysispuffer SL1
und 150 pL Verstiarker SX werden zugegeben. Es wird kurz gevortext und das Gefafl in die
Kugelmiihle FastPrep FP120 (Thermo Scientific) eingebaut. Die Homogenisierung erfolgt zweimal
bei Stufe 6 fir 45 s, dazwischen wird 5 min gewartet. Das Lysat wird bei 11.000 - g fiir 2 min
zentrifugiert, 150 pL. Fallungspuffer SL3 werden zugegeben, kurz gevortext und fiir 5 min auf
Eis inkubiert. Dann wird 1 min bei 11.000 - g zentrifugiert. Der Uberstand wird in Nucleo-
Spin Inhibitor Removal Column iiberfiihrt und bei 11.000 - g fiir 1 min zentrifugiert. Dem
Durchfluss werden 250 pL. Bindungspuffer SB zugegeben, kurz gevortext. 550 pL der Mischung
werden in ein NucleoSpin Soil Column gegeben und 1 min bei 11.000 - g zentrifugiert. Der
Schritt wird mit dem Rest wiederholt. Es werden 500 pL. Bindungspuffer ins spin column gegeben
und 30 s bei 11.000 - g zentrifugiert. Dann werden 550 nL. Waschpuffer SW1 zugegeben und 30 s
bei 11.000 - g zentrifugiert. Der Schritt wird mit 700 pL. Waschpuffer zweimal wiederholt. Danach
wird das spin column 2 min bei 11.000 - g trockenzentrifugiert. Die Elution erfolgt zweifach mit
50 pL Elutionspuffer SE in ein neues Reaktionsgefifl, dann Inkubation fiir 5 min bei RT und
1 min bei 11.000 - g zentrifugiert.

Mo Bio PowerPlant DNA lIsolation Kit

10 mg Pflanzenpulver in 550 nL. PowerPlant Bead Solution geben, vortexen, 60 pL Lysis-
puffer PB1 zugeben, zehnfach invertieren und 10 min bei 65 °C inkubieren. Homogenisierung
erfolgt zweifach im FastPrep FP120 auf Stufe 4,5 fiir 45 s mit 50 min Pause dazwischen. Es
folgt Zentrifugation fiir 1 min bei 10.000 - g. Zu 500 pL Uberstand 250 pL. PB2 geben, zehnfach
invertieren, 5 min auf Eis inkubieren und fiir 1 min bei 10.000 - g zentrifugieren. Zum Uberstand
1 mLL PB3 geben und fiinffach invertieren, dann 10 min bei RT inkubieren und 15 min bei
13.000 - g zentrifugieren. Das Pellet in 100 nL. PB6 resuspendieren, dann 500 pL. PB4 zusetzen
und vortexen. 600 pL. der Mischung in Spin Filter geben und fiir 1 min bei 10.000 - g zentrifu-
gieren. Zum Waschen werden 500 pl. PB5 verwendet und fiir 30 s bei 10.000 - g zentrifugiert,
dann trockenzentrifugieren fiir 1 min bei 10.000 - g. Elution erfolgt mit 50 nL. PB6, Inkubation
fiir 1 min bei RT und Zentrifugation fiir 30 s bei 10.000 - g.

Promega Wizard SV Genomic DNA Purification System

20 mg Pflanzenpulver mit 275 nL. Digestion Solution, 20 pL. Proteinkinase K und 5 nl. RNase A
zusammengeben und vortexen, Inkubation fir 16-18 h bei 55 °C, Zentrifugation fiir 2 min bei
2.000 - g. Es folgen die Zugabe von 250 mLL Wizard SV Lysis Buffer, vortexen und inkubieren
fiir 30 min bei RT. Das gesamte Lysat auf Wizard SV Minicolumn geben und fiir 3 min bei
13.000 - g zentrifugieren. Die Membran wird dreimal mit 650 pL. Wizard SV Wash Solution
gewaschen, Zentrifugation fiir 1 min bei 13.000 - g, dann noch fiir 2 min bei 13.000 - g trocken-
zentrifugieren. Zur Elution 200 pl. DNA-freies Wasser auf die Membran geben, Inkubation fiir
2 min bei 65 °C und Zentrifugation fiir 1 min bei 13.000 - g.

Qiagen DNeasy Plant Mini Kit

50 mg Pflanzenpulver werden in 400 nL Lysispuffer AP1 gelost, 4 nl. RNase A wird zugesetzt,
1 min vortexen, dann bei 65 °C fiir 12 min inkubiert. Dabei wird zehnmal invertiert. Dem Ansatz
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werden 130 pL. Fallungspuffer AP2 zugegeben, kurz gevortext und fiir 5 min auf Eis gestellt.
Das Lysat wird zweifach bei 16.100 - g zentrifugiert. Die Uberstande werden vereinigt. 300 pL
davon werden in ein QIAshredder Mini Spin Column tberfithrt und fiir 2 min bei 16.100 - g
zentrifugiert. 450 pL. Bindungspuffer AP3/E werden zum Durchfluss gegeben und mit der
Pipette durchmischt. 650 pl. der Mischung werden in DNeasy Mini Spin Column gegeben.
Nach der Zentrifugation bei 16.100 - g fiir 1 min wird der Durchfluss verworfen. Es folgen zwei
Waschschritte. 500 pL. Waschpuffer AW wird fiir 1 min bei 16.100 - g zentrifugiert, danach mit
500 pL. AW fiir 2 min. Die Elution erfolgt zweifach mit Elutionspuffer AE. 100 pL. werden ins
spin column gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert, dann Zentrifugation bei 6.000 - g.

Qiagen QlAamp DNA Stool Mini Kit

50 mg Pflanzenpulver mit 2 mL Lysispuffer ASL versetzen und 1 min vortexen. 1,6 mL Lysat in
ein Reaktionsgefaf {iberfithren und 5 min bei 70 °C inkubieren, kurz vortexen und fiir 1 min
bei 16.100 - g zentrifugiert. 1,2 pL Uberstand entnehmen und eine InhibitEX Tablet zugeben,
5 min vortexen und dann 1 min bei RT inkubieren. Dann Zentrifugieren fiir 1 min bei 16.100 - g.
Uberstand in einm neues Reaktionsgefil iiberfithren und 3 min bei 16.100 - g zentrifugieren,
Zugabe von 15 pL. Proteinkinase K und 200 pL Puffer AL und Vortexen. Es folgen die Inkubation
fiir 10 min bei 70 °C und die Zugabe von 200 pL. Ethanol. Das gesamt Lysat wird auf QlAamp
Spin Column gegeben und fiir 1 min bei 16.100 - g zentrifugiert. Waschen erfolgt mit 500 pL
AW1, Zentrifugation fiir 1 min bei 16.100 - g und 500 pL. AW 2, Zentrifugation fiir 3 min bei
16.100 - g, dann trockenzentrifugieren fiir 1 min bei 16.100 - g. Die Elution erfolgt zweifach mit
Elutionspuffer AE. 100 nL. werden ins spin column gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert,
dann Zentrifugation bei 6.000 - g.

Macherey-Nagel NucleoMag 96 Plant

30 mg Pflanzenpulver werden in 500 pl. Puffer MC1 fiir 1 min gevortext. Der Ansatz wird bei
56 °C fiir 30 min inkubiert, danach bei 6.000 - g fiir 20 min zentrifugiert. 50 pL Uberstand, 45 uL
MC2 und 4 pL beads werden in Position A einer 96-Lochplatte vorgelegt. Die anderen Positionen
aller Programme enthalten alle 100 plL entsprechend dem Punkt ,KingFisher-Programme”.

Promega Wizard Magnetic 96 DNA Plant System

20 mg Pflanzenpulver werden mit 300 ul. Puffer A 1 min gevortext. Der Ansatz wird bei RT
fiir 30 min inkubiert und bei 2.000 - g fiir 10 min zentrifugiert. 60 pL Uberstand und 30 pL
bead-Mischung (135 puL Puffer B und 20 nL beads) werden in Position A vorgelegt. Die anderen
Positionen enthalten jeweils 100 pul, zum Eluieren wird 50 pl. Wasser eingesetzt. Die verwendeten
Programme finden sich unter Punkt , KingFisher-Programme”.

Qiagen BioSpring DNA Plant

30 mg Pflanzenoulver werden mit 300 pl. Puffer RLT 1 min gevortext. Der Ansatz wird bei
RT fiir 30 min inkubiert und danach bei 6.000 fiir 5 min zentrifugiert. 50 pL Uberstand, 50 uL
Puffer RPW und 5 pL beads werden in Position A vorgelegt. Die anderen Positionen enthalten
immer 100 pL, zum Eluieren wird 50 pL. Wasser eingesetzt. Die verwendeten Programme finden
sich unter Punkt , KingFisher-Programme”.
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Silica-beads mit selbst hergestellten Puffern

100 mg Pflanzenpulver werden mit 500 pL. Silica-Bindungspuffer in sechs Lysing Matrix D Tube
(MP Biomedicals, USA) gegeben. Die Homogenisierung erfolgt zweimal bei Stufe 6 fiir 45 s, in
der FastPrep FP120, dazwischen wird 5 min gewartet. Danach werden die Ansétze fiir 2 min bei
16.100 - g zentrifugiert und die Uberstande zusammengefasst. Fiir die Aufreinigung werden die
40 pL Lysat mit 20 pL beads und 40 ulL Silica-Bindungspuffer in Position A einer 96-Lochplatte
vorgelegt. Die weiteren Positionen enthalten je 100 ul. und die Elution erfolgt mit 50 pL. Wasser.
Das Aufreinigungsprogramm ist dem Punkt ,KingFisher-Programme” zu entnehmen.

Amino-beads zur DNA-Extraktion

100 mg Pflanzenpulver werden mit 500 pL. Amino-Bindepuffer entsprechend den Silica-beads in der
FastPrep FP120 lysiert, fiir 2 min bei 16.100 - g zentrifugiert und die Uberstéinde werden vereinigt.
Fiir die Aufreinigung werden die gewiinschte Menge Lysat mit der optimalen Menge beads
(siehe 4.1.5) und 40 pL. Amino-Bindungspuffer in Position A einer 96-Lochplatte vorgelegt. Die
weiteren Positionen enthalten je 100 nlb und die Elution erfolgt mit 50 pl. Amino-Elutionspuffer.
Das Aufreinigungsprogramm ist dem Punkt , KingFisher-Programme” zu entnehmen.

Speziesspezifische magnetic beads

Zum Koppeln von Oligonukleotiden an die Carboxy-beads wird folgendes Protokoll benutzt:
100 pnL beads zweifach 10 min bei 20 rpm mit 100 pL. MES-Puffer mit Hilfe eines Rotators
waschen, Zugabe von 100 pL Oligonukleotide-Losung (25 pM in MES-Puffer), 30 min bei RT und
20 rpm rotieren, 30 pL frische EDAC-Loésung zugeben und im Kiihlraum bei 4 °C iiber Nacht
rotieren. Zum Abwaschen nicht gebundener Oligonukleotide wird wie folgt verfahren: fiinffach
mit 100 pL Tris/HCL (pH 7,4) fiir 15 min bei 20 rpm waschen, mit 100 pL. Hybridisierungspuffer
fiir 30 min bei 20 rpm waschen, beads bei 4 °C im Hybridisierungspuffer lagern. Zur Bestimmung
des gebundenen Anteils der DNA Konzentrationsmessungen in sédmtlichen Waschfraktionen
durchfiithren. 100 pnl. DNA-Lésung bzw. Lysat mit 20 nl. beads zusammenbringen und auf 95 °C
fiir 3 min denaturieren und in Position A einer 96-Lochplatte vorlegen. In allen weiteren Positionen
werden ebenfalls 100 pL. Puffer entsprechend dem Punkt , KingFisher-Programme” vorgelegt.
Vor dem Elutionsschritt wird erneut fiir 3 min auf 95 °C fiir erhitzt.

KingFisher-Programme

Fiir den KingFisher geeignete 96-Lochplatten (Thermo Scientific) werden entsprechend den
Programmvorgaben angesetzt und in den KingFisher gestellt, dann Programm durchfiihren.

Tab. A.14: Macherey-Nagel NucleoMag 96 Plant.

Position Belegung Programm
A Ansatz Release: - ; Wash: 5 min (bottom medium); Collections: 1
B MC3 Release: 30 s (fast); Wash: 1 min (medium); Collections: 3
C MC4 Release: 30 s (fast); Wash: 1 min (medium); Collections: 3
D 100% EtOH  Release: 30 s (fast); Wash: 2 min (medium); Collections: 3
E MC5 Release: - ; Wash: 1:30 min (very slow); Collections: -
F MC6 Release: 10 s (fast); Elution: 30 s (medium); Collections: 1
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Fiir NucleoMag 96 Plant wurden zur Optimierung folgende Programmvarianten untersucht
(vgl. Abb. 4.8): + Waschpuffer (zweifacher Schritt C), + EtOH (zweifacher Schritt D), — Waschzeit
(Halbierung der Waschzeiten), + Waschzeit (Verdoppelung der Waschzeiten), + Bindung / Elution
(Verlangerung von Wasch- und Elutionsdauer in Schritt A und F auf 10 min), + EtOH / Waschzeit
(zweifacher Schritt D und Verdreifachung der Waschzeiten) und — Aufsammlungen (alle Collections

auf 1 eingestellt).

Tab. A.15: Promega Wizard Magnetic 96 DNA Plant System.

Position Belegung Programm
A Ansatz Release: - ; Wash: 5 min (bottom medium); Collections: 3
B Wash Buffer Release: 30 s (medium); Wash: 1 min (medium); Collections: 3
C Wash Buffer Release: 30 s (medium); Wash: 2 min (medium); Collections: 6
D Wash Buffer Release: 30 s (slow); Wash: 2 min (medium); Collections: 6
E Wash Buffer Release: 30 s (slow); Wash: 2 min (medium); Collections: 6
F Wash Buffer Release: - ; Wash: 2 min (very slow); Collections: -
G Wasser Release: 30 s (medium); Elution: 2 min (very slow); Collections: 1

Die getesteten Programmvarianten waren: — Waschpuffer (Verzicht auf die Schritte D-F).

Tab. A.16: Qiagen BioSpring DNA Plant.

Position Belegung Programm
A Ansatz Release: - ; Wash: 4 min medium); Collections: 1
B RPW Release: 5 s (medium); Wash: 2 min (slow); Collections: 1
C 100% EtOH  Release: 5 s (fast); Wash: 1:30 min (medium); Collections: 1
D 100% EtOH  Release: 5 s (fast); Wash: 1:30 min (medium); Collections: 1
E Wasser Release: 10 s (fast); Elution: 2 min (medium); Collections: 3

Die Programmvarianten waren hier: + EtOH (zweifacher Schritt D), 70% EtOH (Wiederholung
von Schritt D mit 70% EtOH) und 2x 70% EtOH (zweifacher Schritt D mit 70% EtOH).

Tab. A.17: Silica-beads mit selbst hergestellten Puffern.

Position Belegung

Programm

A Ansatz Release: - ; Wash: 5 min (medium); Collections: 1

B Waschpuffer Release: 30 s (medium); Wash: 20 min (slow); Collections: 3
C 80% EtOH Release: 30 s (fast); Wash: 1 min (medium); Collections: 3

D 80% EtOH Release: 30 s (fast); Wash: 2 min (medium); Collections: 3

E Wasser Release: 10 s (fast); Elution: 2 min (medium); Collections: 3

Tab. A.18: Amino-beads zur DNA-Extraktion.
Position Belegung Programm

A Ansatz Release: - ; Wash: 5 min (medium); Collections: 1

B Waschpuffer Release: 30 s (medium); Wash: 20 min (slow); Collections: 3
C 80% EtOH Release: 30 s (fast); Wash: 1 min (medium); Collections: 3
D Elutionspuffer  Release: 10 s (fast); Elution: 2 min (medium); Collections: 3
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Tab. A.19: Speziesspezifische magnetic beads.

Position Belegung Programm
A Ansatz (95 °C) Release: - ; Wash: 5 min (medium); Collections:
B 2x SSC, 0,1% SDS  Release: 30 s (medium); Wash: 5 min (slow); Collections: 3
C 1x SSC Release: 30 s (medium); Wash: 5 min (slow); Collections: 3
D 0,5x SSC Release: 30 s (medium); Wash: 5 min (slow); Collections: 3
E 0,05x SSC Release: 30 s (fast); Wash: 1 min (medium); Collections: 3
F Wasser (95 °C) Release: 10 s (fast); Elution: 2 min (medium); Collections: 3

RNA-Isolierung mittels Phenol-Chlorofom-Extraktion

10° E. coli-Zellen werden abzentrifugiert (4.000 - g fiir 5 min) und in 900 pL Lysozym-Losung
(1 mg/mL in TE-Puffer, pH 8,0) resuspendiert. Es folgt die Zugabe von 90 nL. 10% SDS, das
Erhitzen auf 65 °C fiir 2 min, die Zugabe von 100 pL NaAc (1 M, pH 5,2) und dann die Zugabe
von 1 mL mit Wasser gesittigtem Phenol (pH unter 7,0). Es wird zehnfach invertiert und bei
65 °C fiir 6 min inkubiert (dabei alle 40 s zehnmal invertieren). Dann folgt das Abkiihlen auf Eis
fiir 2 min, Zentrifugieren bei 16.100 - g und 4 °C fiir 10 min, iiberfithren der oberen, wéssrigen
Phase in ein neues Reaktionsgefafl, Zugabe von einem Volumen Chloroform, zehnmal invertieren,
zentrifugieren bei 16.100 - g und inkubieren bei 4 °C flir 5 min. Ggf. muss dies wiederholt
werden. Anschlieend wird die obere wéssrigen Phase in ein neues Reaktionsgefafl iiberfiihrt. Es
erfolgt die Zugabe von 1/10 Volumen 5 M NaCl, die Zugabe von zwei Volumen reinem kalten
EtOH (-20 °C, Auffiillen bis zum Rand), Inkubation bei -80 °C fiir 20 min, Zentrifugation bei
16.100 - g und 4 °C fiir 15 min und verwerfen des Uberstands. Zum Waschen des Pellets wird
es mit 1 mL 75% EtOH {berschichtet, bei full speed und 4 °C fiir 5 min zentrifiugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wird getrocknet und die RNA in 30-50 pL RNase-freiem Wasser
gelost. Photometrisch (Nanodrop ND-1000) wird die Konzentration und Reinheit (Aggo/A2s0)
der RNA-Losung bestimmt sowie die Integritdt der RNA gelelktrophoretisch kontrolliert (sterile
RNAse-freie Reaktionsgefafie verwenden).

Analytik Jena innuPREP RNA Mini Kit

Zellen (vgl. ,Phenol-Chlorofom-Extraktion”) werden in 500 pl Lysozym (1 mg/mL) resuspendiert
und 5 min bei RT inkubiert, 300 uL. Lysepuffer RL werden zugesetzt und die Losung wird
homogenisiert. Es schliefit sich folgende Schritte an: Inkubation fiir 3 min bei RT, Losung auf
Spin-Filter D geben, 1 min bei 16.100 - g zentrifugieren, Durchlauf mit gleichen Volumen an
75% EtOH versetzen, Spin-Filter R sukzessiv durch Zentrifugation fiir 2 min bei 16.000 - g
beladen, Filter mit 500 uL. Waschpuffer HS und 16.100 - g fiir 1 min waschen, Durchlauf verwerfen
und dquivalenter Waschschritt mit 700 uL Puffer LS. Nachfolgend wird die Séule fiir 3 min bei
16.000 - g von Ethanol befreit und 50 yuL nukleasefreies Wasser appliziert, dann Inkubation fiir
2 min bei RT und fiir 1 min bei 8.000 - g zentrifugieren.

Qiagen RNeasy Plus Mini Kit

Folgende Schritte werden nacheinander abgearbeitet: Losen des Zellpellets (vgl. ,,Phenol-Chlorofom-
Extraktion”) in 2 mL Puffer RLT Plus (versetzt mit 20 pL. B-Mercaptoethanol), homogenisieren
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der Losung mit einem Ultra-Turax, tiberfithren des Lysats auf gDNA Elininator Spin Co-
lumn, zentrifugieren bei 8.000 - g fiir 7 min, verwerfen des spin columns und Durchfluss aufheben,
Zugabe von 600 pL 70% EtOH, vorsichtiges Mischen durch auf- und abpipettieren, iiberfithren
von je 600 pL. auf RNeasy Spin Column, zentrifugieren bei 8.000 - g fiir 1 min, Zugabe von
700 nL. RW1, zentrifugieren bei 16.100 - g fiir 15 s, verwerfen des Durchflusses, Zugabe von
500 nL RPE, zentrifugieren bei 16.100 - g fiir 15 s, verwerfen des Durchflusses, Zugabe von
500 uL. RPE, zentrifugieren bei 8.000 - g fiir 2 min, verwerfen des Durchflusses, iiberfiihren des
spin columns auf ein neues Reaktionsgefaf}, trockenzentrifugieren und bei 16.100 - g fiir 1 min,
iiberfithren des spin columns auf eine neues Reaktionsgefifle, Zugabe von 60 pl. RNase-freiem
Wasser, zentrifugieren bei 8.000 - g fiir 1 min und messen der Konzentration und Reinheit am
Photometer.

DNase I-Verdau

Zu 50 pL, RNA-Losung werden gegeben: 12,5 pL 25 mM MgCly, 1,25 nL 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
und 1 pLL DNase I. Anschliesend wird der Verdau nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:
Inkubieren bei 37 °C fiir 1 h, Zugabe von einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylakohol
(25 : 24 : 1), vortexen fiir 30 s, zentrifugieren bei 16.000 - g fur 1 min, iiberfithren der oberen,
wassrigen Phase in ein neues Reaktionsgefal, Zugabe von einem Volumen Chloroform, vortexen
fiir 30 s, zentrifugieren bei 16.000 - g fiir 1 min, iiberfithren der oberen wassrigen Phase in ein
neues Reaktionsgefifl, Zugabe von 1/10 Volumen 5 M NaCl, Zugabe von zwei Volumen reinem
FEtOH, inkubieren bei -80 °C fir 20 min, zentrifugieren bei 16.000 - g fur 10 min, verwerfen
des Uberstands., waschen des Pellets mit 500 pL 75% EtOH, zentrifugieren bei 16.000 - g fiir
7 min, verwerfen des Uberstands, trocknen des Pellets mit Druckluft, 16sen der RNA in 30 pL
RNase-freiem Wasser, messen der Konzentration und Reinheit am Photometer.

Gelextraktion

Die Gelextraktion wird mit dem kommerziell erhéltlichen QIAquick Gel Extraction Kit durchge-
fiihrt. Dazu werden PCR-Produkte bzw. Produkte eines Restriktionsverdaus mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und die benétigten DNA-Fragmente anschliefend mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung wird geméfl dem Protokoll von Qiagen durch-
gefiihrt. Die Konzentration der erhaltenen DNA wird photometrisch bestimmt bzw. mittels
PicoGreen-Assay.

Plasmidpraparation

Die Isolierung von Plasmiden erfolgt ja nach Ansatzgrofie mittels Plasmid Midi (Schiittelkolben)
bzw. Mini Kit (nur fir die Sequenzierung) oder PureYield Plasmid Midiprep System (Klonierung
von Plasmidstadards) und einer Vakuumstation (Vac-Man 96 Manifold, Promega) vollstandig
gemif den Herstellerangaben, welche auf den Webseiten der Hersteller heruntergeladen werden
konnen. Die Konzentration der erhaltenen Plasmid-DNA wird photometrisch bestimmt. Eine
Unterscheidung von low copy bzw. high copy muss mit diesem Kits nicht getroffen werden.

Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit

Es wird das Herstellprotokoll mit den Angaben fiir high-range exakt befolgt. Es wurden schwarze
96-Lochplatten der Firma Eppendorf verwendet.
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A.5.2 Amplifikationsreaktionen
Reverse Transkription

Fiir die cDNA-Synthese wird folgender Ansatz verwendet:
e 2 plL Total-RNA
o 3 puL ANTP-Mix (2 mM)
e 3 pL random Hexamerprimer (100 mM)
e 21 pLL Wasser
Nach einer Inkubation von 5 min bei 65 °C und 1 min auf Eis erfolgt die Zugabe von:
o 8 uLL M-MLV Reverse Transcriptase 5x Reaction Buffer (Promega)
o 1 pLL M-MLV Reverse Transcriptase

Es folgt eine Inkubation fiir 1 h bei 42 °C und die Inaktivierung der Polymerase bei 90 °C fiir
10 min. Die cDNA-Lo6sung wird 1:20 mit DNA-freiem Wasser verdiinnt und 5 nl. davon werden
als Template fiir die PCR verwendet.

PCR mit Tag-Polymerase

Konventionelle PCR wurden in einem Px2 Thermal Cycler (Thermo Scientific) durchgefiihrt. Fir
die PCR mit der Tag-DNA-Polymerase wird je Probe (5 pL cDNA bzw. 100 ng genomische DNA)
folgender Mastermix mit einem Gesamtvolumen von 50 pL. (Menge entsprechend der Anzahl an
Proben angepasst) erstellt:

« DNA-Probe
o 5 pL 10x PCR-Puffer (10 pL bei 5x Puffer)
o 4 pL ANTP-Mix (2 mM)
o 0,5-2 nL forward-Primer (10 pM)
o 0,5-2 pL reverse-Primer (10 pM)
e 0,25 uL. Tag-Polymerase
e mit DNA-freiem Wasser auf 50 pL auffiillen
Das folgende PCR-Programm ist der Standard fiir alle durchgefiihrten konventionellen PCR:
e Initiale Denaturierung: 95 °C fiir 5 min

e 3b-fache Wiederholung der Schritte:
— Denaturierung: 95 °C fiir 30 s
— Primer-Annealing: 50-70 °C (abhéngig von den Primern) fiir 30 s
— Elongation: 72 °C fiir 30 s

e Abschlielende Elongation: 72 °C fiir 7 min

Zum multiplexing wird die PCR identisch ausgefiihrt, es werden aber die Primer von maximal
drei Primerpaaren mit Volumen von 0,5-2 pl. verwendet, dafiir weniger Wasser.
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PCR mit Pfu-Polymerase

Fir die PCR mit der Pfu-DNA-Polymerase wird folgender Mastermix pro Probe angesetzt:
e« 1 ng DNA
e 5 pL 10x PCR-Puffer
o 5 uL ANTP-Mix (2 mM)
o 1 uL forward-Primer (10 pM)
o 1 pL reverse-Primer (10 pM)
o mit DNA-freiem Wasser auf 50 pL auffillen
Fiir eine PCR mit der Pfu-Polymerase wird folgendes Programm durchlaufen:
e Initiale Denaturierung: 95 °C fiir 3 min

e 35-fache Wiederholung der Schritte:

— Denaturierung: 95 °C fiir 30 s
— Primer-Annealing: 57 °C fiir 30 s

— Elongation: 72 °C fiir 2 min

o Abschlielende Elongation: 72 °C fiir 15 min

Kolonie-PCR

Einzelne Bakterienkolonien auf der Agarplatte werden mit einer sterilen Pipettenspitze auf-
genommen und in ein mit 10 p. DNA-freiem Wasser gefiilltes Reaktionsgefaf iiberfithrt. Die
Loésung wird 5 min bei 95 °C inkubiert, dann dienen 5 yL dieser Probe als Template in einer
nachfolgenden PCR mit Tag-Polymerase eingesetzt. Der Nachweis positiver Kolonien erfolgt
mittels Agarose-Gelelektrophorese mit dem reinen Insert als Positiv- und Wasser als NTC.

Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung der Agarosegele werden 1 g Agarose (1%ige Gele) bzw. 1,5 g Agarose (1,5%ige
Gele) in 100 mL TAE-Puffer supendiert und in einer Mikrowelle bei 600 W kurz aufgekocht.
Nach Abkiihlen der Losung auf etwa 60 °C werden 10 pLL EtBr-Losung zugesetzt und das Gel
in die Gelstation gegossen. Die PCR-Proben werden 1:1 mit dem 2x Probenpuffer versetzt und
in die Geltaschen gefiillt. Die Auftrennung der Amplikons erfolgt fiir rund 1 h bei 100 V. Die
Visualisierung der Gele wird mit UV-Detektion mit einem UV-Tisch (Gel iX Imager, Intas,
Gottingen) durchgefiihrt.

Nested-PCR

Im one-tube-Fall wird eine normale Multiplex-PCR, durchgefiihrt, dabei wird zu den drei Primer-
paaren fir das multiplexing noch 0,52 pL je Primer der drei Nested-Primerpaare zugegeben. Beim
one-tube/one-tube bzw. one-tube/three-tubes erfolgt zunichst eine konventionelle PCR. Diese wird
entweder fiir 20 oder fiir 40 Zyklen durchgefiihrt. 1 nl. dieser Reaktionsmischung werden entnom-
men und in einer weiteren Multiplex- (one-tube) oder drei konventionellen PCR (three-tubes) als
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Template verwendet. Die zweiten PCR-Reaktionen erfolgen ebenfalls geméfl A.5.2 bei optimaler
Annealing-Temperatur der Nested-Primer. Die Auswertung erfolgt mittels 2100 Bioanalyzer,
mikrofluidischen Chips und Reagenzien des DNA 1000 Kits geméafl Herstellervorgaben.

Loop-mediated isothermal amplification

Die LAMP-Reaktion wird genau wie in der Herstelleranleitung unter Punkt 3 und 4 beschrieben
durchgefiihrt. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgt als Endpunktbestimmung mittels Agarose-
Gelelektrophorese oder durch Zugabe von 0,5 plb EtBr-Losung und Verwendung einer UV-Lampe
oder des UV-Tischs.

Aufbau des DNA-Arbeitsplatzes

Es wird eine DNA-Workstation (Kisker, Steinfurt) angeschafft, welche ausschlieflich fiir qPCR-
Anwendungen genutzt wird. Eine UV-Quelle denaturiert unerwiinschte DNA an Reagenzien,
Verbrauchsmitteln und Pipettierhilfen und trdgt der enormen Sensitivitdt und dem damit
verbundenen hohen Kontaminationsrisiko der real-time PCR Rechnung. Sdmtliche benétigte
Reagenzien werden nur an diesem Arbeitsplatz hergestellt und verwendet. Zusétzlich werden
spezielle mit einem Filtereinsatz versehene DNA freie Pipettenspitzen und stets originalverpackte
Reaktionsgefiafie verwendet. Dies ist vor allem der in biotechnologischen Laboratorien ubiquitér
vorhandenen F. coli-DNA geschuldet, dient aber auch zur Absicherung der Experimente mit
pflanzlicher DNA, denn in beiden Fillen weisen die zu untersuchenden Targets keine Exon/Exon-
Grenzen fiir ein Design kontaminationsunanfélliger Primerpaare auf.

Real-time PCR mit SYBR Green |

Zur Herstellung der Mastermixe werden folgende Substanzen verwendet:
e 12,5 nL 2x SYBR-Supermix
e 0,25-1 pL. forward-Primer (10 pM)
e 0,25-1 pL reverse-Primer (10 pM)
e mit DNA-freiem Wasser auf 25 pL auffiillen

Der vorbereitete Mastermix wird in die entsprechenden PCR-Platten (Bio-Rad) pipettiert und
final mit 5 pl. cDNA bzw. 50 ng genomischer DNA versetzt. Die Platte wird mit PCR-Folie
(Bio-Rad) verklebt und in den Thermocycler iiberfithrt. Fur die real-time Experimente wird
standardgeméf folgendes PCR-Programm verwendet:

e Initiale Denaturierung: 50 °C fiir 2 min und 95 °C fiir 3 min

e 40 Amplifikationszyklen je:

— Denaturierung: 95 °C fiir 15 s
— Primer-Annealing: 49-68 °C (abhéngig von den Primern) fiir 30 s
— Elongation: 72 °C fiir 30 s

o Abschlieflende Elongation: 72 °C fiir 10 min

e Denaturierung und Reassoziation zur Vorbereitung fur die Schmelzkurvenanalyse
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— 95 °C fur 45 s
e Schmelzkurvenanalyse:
— 50 °C Starttemperatur, 30 s je Schritt, Gradient 0,5 °C, 95 °C Endtemperatur

Alternativ kann auch ein Zwei-Schritt-Protokoll verwendet werden:
e Initiale Denaturierung: 95 °C fiir 3 min

e 40 Amplifikationszyklen je:

— Denaturierung: 95 °C fir 10 s
— Annealing und Elongation: 58 °C fiir 30 s

¢ Denaturierung und Reassoziation zur Vorbereitung fur die Schmelzkurvenanalyse
— 95 °C fiir 45 s

e Schmelzkurvenanalyse:
— 50 °C Starttemperatur, 30 s je Schritt, Gradient 0,5 °C, 95 °C Endtemperatur

Die Fluoreszenzmessung erfolgt stets in der Elongationsphase. Zur Detektion wird standardméfig
der iQ SYBR Green Supermix benutzt. Als Thermocycler stand ein iQ5 real-time PCR Detection
System (Bio-Rad) zur Verfiigung, die Aufzeichnung und Priméranalyse der Daten erfolgte mit
der iQ Optical System Software (Bio-Rad).

Real-time PCR mit TagMan-Sonden

Fir den Einsatz von TagMan-Sonden wird der SYBR-Supermix durch den iQ Multiplex Powermix
ersetzt und zusétzlich die Sonde (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) zugesetzt. Zum multiple-
xing werden dem Mastermix anstatt Wasser drei Sets an Primerpaaren und drei Sondentypen
zugegeben. Es wird weiterhin mit 25 pl. Proben gearbeitet. Als Programm wird ausschliefilich
ein Zwei-Schritt-Protokoll verwendet:

e Initiale Denaturierung: 50 °C fiir 2 min und 95 °C fiir 3 min

e 50 Amplifikationszyklen je:

— Denaturierung: 95 °C fiir 15 s
— Annealing und Elongation: 53-59 °C fiir 1 min

Systembedingt folgt keine Schmelzkurvenanalyse, die Fluoreszenz wird stets in der Elongations-
phase gemessen.

A.5.3 Klonierungen
Restriktionsverdau

Von der aufgereinigten und zu schneidenden DNA werden 0,5-1 yg mit je 1 uL pro Restrikti-
onsenzym (10 u/uL) und entsprechendem Restriktionspuffer (Fermentas) versetzt. Die Losung
wird mit Wasser auf 20 yL aufgefiillt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch Hitzeinaktivierung
wird die Reaktion anschliefend gestoppt. Das Volumen und die Art des Restriktionspuffers fiir
die unterschiedlichen Doppelverdauungen mit zwei Restriktionsenzymen werden mit Hilfe des
DoubleDigest Tools!? ermittelt.
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Ligation

Restriktionsverdaute und aufgereinigte Vektoren werden im molaren Verhéltnis von 5:1 mit
dem restriktionsverdauten Insert versetzt. Dazu wird 1 yL T4-DNA-Ligase (5 u/pL) und 2 pL
10x Ligationspuffer appliziert. Nach Autffiillen der Reaktionslosung mit Wasser auf 20 uL wird
die Ligation bei 16 °C iiber Nacht in einem PCR-Thermocycler durchgefiihrt.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen mittels Calciumchlorid-Methode

E. coli-Zellen in TB-Medium (0,5 mL, ODgyp = 0,4 RE) werden 5 min bei 4.000 - g und bei 4 °C
zentrifugiert. Anschlieend wird der Uberstand verworfen und die Zellen in 10 mL gekiihlter
CaCly-Losung resuspendiert. Danach wird erneut 5 min rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Bakterien werden erneut in 10 mL CaCly-Lésung aufgenommen und 30 min
auf Eis inkubiert. Dann kénnen die kompetenten Zellen aliquotiert (je 120 pL) und bei -80 °C
einfroren werden.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen mittels TSS-Methode

10 mL TB-Medium werden mit einer Kolonie angeimpft und die Zellen bei einer ODggg von
0,2-0,3 RE fiir 20 min auf Eis inkubiert und sanft abzentrifugiert. Das Pellet wird in 1/10 Volumen
TSS-Puffer resuspendiert. Die Zellen kénnen sofort zur Transformation eingesetzt werden oder
fiir einige Monate bei -80 °C gelagert werden.

Transformation mittels Hitzeschock

Auf Eis werden chemisch kompetenten Zellen aufgetaut. 25 pl. der Zellen werden mit 5 pL
eines Ligationsansatzes versetzt. Es folgt eine Inkubation auf Eis fir 15 min und ein 2 min
Hitzeschock bei 42 °C. Direkt im Anschluss werden die Zellen fiir 2 min auf Eis gekiihlt und
mit 250 uL. SOC-Medium appliziert. Dieser Transformationsansatz wird fiir 60 min bei 300 rpm
und 37 °C geschiittelt. Anschlieflend werden die Zellen fiir 3 min bei 1.000 - g pelletiert und der
Uberstand bis auf ca. 100 uL verworfen. Das Restvolumen mit den resuspendierten Zellen wird
auf Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen.

Herstellung von Agarplatten

1 L LB-Agar werden autoklaviert (20 min, 121 °C) und nach dem Abkiihlen auf etwa 50 °C wird das
jeweilige Antibiotikum zugegeben (Ampicillin: 4 mL Stammlésung (25 mg/mL); Chloramphenicol:
3 mL (10 mg/mL); Kanamycin: 0,88 mL (34 mg/mL)). Das so vorbereitete Medium wird in
Petrischalen gegossen. Fiir ein Blau-Wei-Screening kénnen noch 40 mg X-Gal und 120 mg IPTG
zugesetzt werden.

Sticky ends

Die Generierung der Inserts erfolgt mit Pfu-Polymerase. Es werden spezielle Primer verwendet
welche zum Anbau von Restriktionsschnittstellen an die beiden Enden der Zielsequenz dienen.
Nach Auftrennung und Visualisierung iiber Agarose-Gelelektrophorese werden die Banden mittel
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Gelextraktion aufgereinigt und Vektor sowie PCR-Produkte separat mittels zweier Restrikti-
onsendonukleasen geschnitten. Durch nachfolgende Ligation des aufgereinigten linearisierten
Vektors mit dem aufgereinigten geschnittenen Insert wird das Vektor-Insertkonstrukt erhalten.
Dazu werden die Vektoren pGEM-3Z (Standard fiir die real-time PCR mit VEGF, Xbal/Sall)
und pGEM-5Zf(+) (VEGF, Ndel/Pstl und Bérlauch its, PstI/Notl) und E. coli JM109- sowie
XL1-Blue-Zellen eingesetzt.

Bei der Umklonierung von VEGF kann, ausgehend von diesem Vektor durch erneuten Re-
striktionsverdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen, die Sequenz in den mit denselben
Enzymen linearisierten Expressionsvektor pET-29a(+) eingefiihrt werden (VEGF, NotI/Ndel bzw.
S-Tag-VEGF, Notl/Sacl). Anschlieflend werden die beiden erhaltenen Vektoren in E. coli Roset-
ta2(DE3)pLysS transformiert und die Zellen auf Agarplatten ausplattiert. Einzelne Klone werden
gepickt und in Fliissigkultur im Schiittelkolben iiberfiihrt und angezogen. Zur Uberpriifung der
erhaltenen Plasmide wird sich der Kolonie-PCR, einer umfassenden Restriktionsanalyse und
Sequenzierung bedient.

Blund ends
Zunéchst erfolgt ein Restriktionsverdau des Vektors pGEM-5Zf(4) mit EcoRV-Restriktionsenzymen
und dem folgenden Protokoll fiir 2 h bei 37 °C:

e 2 ng pGEM-5Zf(+)

o 4 pL 10x Puffer R (Fermentas)

e 4 pLL EcoRV

e 32 puL. Wasser

Nach Herstellung von Inserts mittels Pfu-Polymerase, Gelextraktion und Gelaufreinigung der
linearisierten Vektoren erfolgt die Ligation nach den Standardprotokoll. XL1-Blue-Zellen wer-
den mit den Ligationsansédtzen transformiert und auf Agarplatten ausplattiert. Es folgt die
Flissigkultur und Analyse des Klonierungserfolgs.

Cut ligation
Fiir diese Methode wird folgender Ansatz (im molaren Verhéltnis 5:1 von PCR-Produkt und
Vektor) pipettiert:

e 200 ng Vektor

e 200 ng PCR-Produkt

o 2 ul PEG 4000

e 1 ul EcoRV

o 4 ul 10x Tango-Puffer (Fermentas)

e 1yl 10 mM ATP

e 1yl T4-DNA-Ligase

Der Ansatz wird mit Wasser auf 20 pL. aufgefiillt und iiber Nacht bei 4 °C im Thermocycler
inkubiert. Nach der Ligation wird analog zur blund-end-Klonierung vorgegangen.
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TA-Klonierung

Fir die TA-Klonierung werden die Insert mittel Tag-PCR generiert und aufgereinigt. Die restliche
Reaktion wird vollstdndig geméfl des Protokolls fiir das TA Cloning Kit durchgefiithrt und die
Ligationsansétze in E. coli One Shot TOP10-Zellen transformiert. Anschlieend werden die Zellen
wie bei allen Klonierungsreaktionen vermehrt, die Vektoren werden isoliert und analysiert.

Herstellung von Gefrierkulturen

Es wird eine Schiittelkultur angesetzt und bei einer ODggg von 0,6 RE 500 nL dieser Kultur
mit 500 pL. Glyceringemischt und auf Eis gekiihlt. Anschliesend werden die Gefrierkulturen bei
-80 °C eingefroren.

A.5.4 Kultivierungen und Proteinassays
Schiittelkolbenkultivierung

Zur Herstellung einer Vorkultur wurden in 100 mL Schiittelkolben 20 mL LB-Medium mit 200 uL
E. coli-Gefrierkultur sowie bei Bedarf mit Antibiotika (Ampicillin: 1,36 pL/mL (25 mg/mL);
Chloramphenicol: 3,4 pL/mL (10 mg/mL); Kanamycin: 1 pL/mL (34 mg/mL)) versetzt. Die
Kultur wird {iber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Fiir eine Hauptkultur werden in
500 mL Schiittelkolben 100 mL LB-Medium eingesetzt, dazu wird 1 mL der jeweiligen Vorkultur
appliziert.

Zur Produktion von Plasmidstandards wird fiir 8 h oder tiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm
kultiviert, dann folgt die Plasmidpraparation. Zur VEGF-Produktion wird Kultur 3-5 h bei
37 °C und 150 rpm inkubiert. Bei einer ODggg von 0,5-0,8 RE wird durch Induktion mit 1 mL
IPTG (1 mM Endkonzentration) die Genexpression eingeleitet. Die Kultur wird weitere 4-8 h im
inkubiert.

Reaktorkultivierung

Als Vorkultur dient eine 100 mL Hauptkultur einer Schiittelkolbenkultivierung mit einer ODgggvon
etwa 1 RE. Die Kultivierung wird mit einem Biostat Aplus (Sartorius Stedim Biotech) entspre-
chend den Vorgaben von Dr. Michael Biiring [529] durchgefiihrt.

Kationenaustauschchromatographie

50 mL Kulturbriihe werden bei 4.000 - g fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen,
das Zellpellet in 20 mL TBS-Puffer suspendiert und erneut zentrifugiert. Nach zwischenzeitlichem
Einfieren des Zellpellet bei -80 °C wird es bei 37 °C aufgetaut und in 25 mL Puffer A (10 pg/mL
DNase I (10 mg/L), 2 mM EDTA, 5 Vol.-% Glycerin,10 mM, B-Mercaptoethanol, 50 mM Tris/HCI,
pH 8,0) resuspendiert und 30 min bei RT inkubiert. Die Zellen werden fiinffach 20 s mit dem
Ultra-Turrax (high speed) homogenisiert und dann 10 min bei RT inkubiert. Die Lésung wird auf
Eis gekiihlt und sechsfach fiir 15 s mit einer Ultraschallsonde (90 W, 0,6 s Pulsdauer) behandelt.
Natriumdeoxycholat und NP-40 (0,05% bzw. 1% Endkonzentration) werden appliziert. Es folgt
eine Inkubation bei 4 °C bei 10 min und eine Zentrifugation bei 4.000 - g fiir 1 h. Das Pellet
wird in 25 mL Puffer A zusammen mit 0,05% Natriumdeoxycholat und 1% NP-40 resuspendiert
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und erneut 30 min zentrifugiert. Die so gewonnenen inclusion bodies werden auf Eis in 25 mL
Puffer B (0,1 M DTT, 6 M Harnstoff, 50 mM MES, pH 5,5) resuspendiert. Fiir die FPLC werden
alle Puffer und die Proben steril filtriert und im Ultraschallbad entgast. Das FPLC-Programm
lautet wie folgt:

o Equilibrierung der Sartobind S75-Membran mit 15 mL Puffer B (2 mL/min Flussrate)
o 10 mL Proteinprobe werden von der Probenschleife auf die Membran gegeben (1 mL/min)
o Waschen mit Puffer B fiir 15 min (2 mL/min)

o Proteine werden mit einem Gradienten mit Puffer B (mit einem Zusatz von 300 mM NaCl)
eluiert (1 mL/min)

Die Fraktionen werden mittel SDS-PAGE analysiert. Anschliefend wird die VEGF-Fraktion
mit zwei Volumen Puffer C (0,5 M Cystin, 0,1 M Glycin, 6 M Harnstoff, 20 mM HEPES,
pH 7,4) vermischt und 4 h bei 4 °C inkubiert. Zur korrekten Faltung des VEGF wird die Losung
durch Zugabe von PBS mit 50 mM Glycin zu einer Endkonzentration an Harnstoff von 0,3 M
verdiinnt. Das VEGF wird dann mittels Ultrafiltration aufkonzentriert und fiinffach mit PBS
gewaschen.

Heparin-Affinitatschromatographie

50 mL Kultur werden abzentrifugiert (15 min, 4.000 - g). Das Zellpellet wird in 4 mL 5 mM
EDTA, 20 mM Tris/HCI resuspendiert. Die Losung wird gekiihlt und dreifach jeweils 1 min mit
Ultraschall (90 W, 0,6 s) behandelt. Der Zellaufschluss wird bei 4.000 - g fiir 15 min zenrifugiert.
Das Pellet wird anschliefflend mit 4 mL 5 mM EDTA, 20 mM Tris/HCl gewaschen. Die erhaltenen
inclusion bodies werden in 4 mL 7,5 M Harnstofflésung suspendiert und zur Proteinfaltung 1:10
mit 7 pM CuClg, 20 mM Tris/HCI, pH 8,4 verdiinnt. Der Ansatz wird danach iiber Nacht bei
RT inkubiert. Es folgt die FPLC:

o Equilibrierung der HiTrap Heparin HP-Sdule mit 10 mL Bindungspuffer (10 mM Natri-
umphosphat, pH 7,0) bei einer Flussrate von 1 mL/min

e 10 mL Proteinprobe werden tiber die Probenschleife auf die Sdule gegeben (0,5 mL/min)
o Waschen mit 10 mL Bindungspuffer (1 mL/min)

o Elution mit 15 mL Elutionspuffer (10 mM Natriumphosphat, 2 M NaCl, pH 7,0) bei
0,5 mL/min

o Spiilen mit 10 mL Bindungspuffer (1 mL/min)
Die Elutionsfraktionen werden einer SDS-PAGE-Analyse unterzogen. Es folgt ein weiter Faltungs-
schritt indem die VEGF-Lésung mit zwei Volumen Puffer C vermischt und 4 h bei 4 °C inkubiert

wird. Dann wird mit 1x PBS und 50 mM Glycin zu einer Endkonzentration an Harnstoff von
0,3 M verdiinnt. Das VEGF wird mittels Ultrafiltration aufkonzentriert und gewaschen.

S-Tag-Aufreinigung

Die Aufreinigung des S-getaggten VEGF wird mit dem S - Tag Thrombin Purification Kit
durchgefithrt. Die Vorbereitung der Proben sowie die Durchfithrung wird nach Herstelleranweisung
durchgefiihrt.
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SDS-Page

Zum Nachweis von VEGF auf Proteinebene wird eine Zellkultur abzentrifugiert (15 min, 4.000 - g).
Der Uberstand wird verworfen und die Pellets in 4 mL 1x PBS resuspendiert. Mit einer Ul-
traschallsonde erfolgt der Zellaufschluss dreifach fir 1 min (90 W, 0,6 s) unter Eiskiithlung.
Zellbestandteile werden abzentrifugiert und sowohl 16sliche Fraktion als auch die unléslichen
Fraktion fiir die SDS-PAGE genutzt.

Tab. A.20: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgelen.

Trenngelkomponente 12% 16% Sammelgelkomponente 6%

Po'lyacrylamid/ Bisacrylamid- 45mL 6.0 mL Pélyacrylamid/ Bisacrylamid- 750 L
Mischung (37,5:1), 40% Mischung (37,5:1), 40%
SDS (1%) 1,5mL  1,5mL  SDS (1%) 300 L
Tris/HCL (1,5 M), pH 8,8 42ml 42 mL Tris/HCL (1,5 M), pH 8,8 630 pL
Wasser 48 mL 3,3 mL Wasser 3,77 mL
TEMED 30 nLL 30 nL TEMED 310 puL
APS (25%) 30pL 30 pL APS (25%) 10 uL

CellTiter-Blue-Assay

Der CellTiter-Blue-Assay beruht auf der Metabolisierung des blauen Redoxfarbstoffes Resazurin
zu dem pinken fluoreszenten Farbstoff Resorufin. Da sterbende Zellen innerhalb kurzer Zeit ihre
metabolische Aktivitat verlieren, erzeugen diese kein fluoreszentes Signal. Fiir den CellTiter-Blue-
Assay werden 1.500 HUVEC-Zellen pro Kavitat einer 96-Lochplatte in 300 pl. entsprechendem
Medium ausgesét und fiir 10 Tage kultiviert. Nach je zwei Tagen erfolgt ein Mediumswechsel.
Fiir die Durchfiihrung des Tests werden 10% CellTiter-Blue-Reagenz zu jedem Ansatz. Nach
34 h der Inkubation bei 37 °C, 5% COs und 95% Luftfeuchtigkeit wird die Fluoreszenz bei
560 nm (Extinktion) und 590 nm (Emission) sowie die Absorption bei 570 nm und einer
Referenzwellenlange von 630 nm photometrisch bestimmt.

A.5.5 GenomgroBenbestimmung
Isolierung pflanzliche Zellkerne

In einer Petrischale werden ca. 2 cm? Blattgewebe pro mL Otto-I-Puffer verwendet. Das Blattge-
webe wird mit einer Rasierklinge in eiskaltem Puffer in ca. 2 - 5 mm grofle Stiicke zerteilt, wobei
darauf geachtet wird, dass das Gewebe immer mit Puffer benetzt ist. Nach dem Zerkleinern
wird die Petrischale vorsichtig geschwenkt um die Freisetzung der Kerne zu unterstiitzen. Es
folgt ein Filtrationsschritt durch eine 40 um Nylonmembran, anschliefend die Zentrifugation bei
200 - g fiir 5 min. Der Uberstand wird abgenommen und verworfen, 100 ul frischer eiskalter Otto-
[-Puffer wird zugegeben und das Pellet resuspendiert. Nach der Zugabe von 1 mL Otto-II-Puffer
werden die Kerne durch die Zugabe von 50 pL. RNase A und 50 pL PI- (1 mg/mL) bzw. 40 pl
DAPI-Losung (0,1 mg/mL) angefirbt und im Zytometer (Epics XL, Beckman Coulter, Brea,
USA) mit Standardeinstellungen vermessen.

Die Isolierung mittels Galbraith-, LB01- und Tris.MgCly-Puffer wird dagegen in einem einzigen
Schritt durchgefithrt. Hier wird das Pflanzenmaterial zunéchst im entsprechenden Puffer mit der



A.6 Zusétzliche experimentelle Daten 197

Rasierklinge zerkleinert und durch eine 40 ym Nylonmembran filtriert. Es entfillt der Zentrifu-
gationsschritt und die Zellkerne werden direkt im Anschluss durch Zugabe des entsprechenden
Farbstoffs angefdrbt und vermessen.

Mikroskopische Untersuchungen

Fiir die mikroskopische Untersuchung wird bei jeder Extraktionsmethode der Filtrationsschitt aus-
gelassen. Dieser ist nur fiir die zytometrische Messung wichtig, da grofle Triimmer das Zytometer
verstopfen kénnten. Die Zellkernlosung wird direkt auf einen Objekttréger {iberfithrt und durch
Auftropfen des gewiinschten Farbstoffs gefarbt. Die Zellkerne kénnen in einer Zellzdhlkammer
quantifiziert werden.

Zytometrische Untersuchungen

Die Zellkernlésung wird sofort nach der Filtration in ein Zytometergefaf iberfithrt, darin angefarbt
und vermessen. Falls nicht genug Zellkerne gemessen werden, kann zum Aufkonzentrieren die
filtrierte Losung in ein 2 mL Reaktionsgefif iiberfithrt und 5 min bei 200 - g zentrifugiert werden.
Es wird 1 mL des Uberstands entfernt, das Pellet im verbleibenden Uberstand resuspendiert und
erneut in ein Zytometergefaf3 iiberfithrt und vermessen.

A.6 Zusatzliche experimentelle Daten

Tab. A.21: Steigungen und Achsenabschnitte der Geradengleichungen fiir die ,universelle” Kalibration.

Plasmid-DNA Pflanzen-DNA

. . Achsen- . Achsen-
Spezies Target Steigung (m) abschnitt (b) Steigung (m) abschnitt (b)

Béarlauch  its? -2,9217 34,402 -3,4648 18,112

its2 -3,1738 36,418 -3,286 18,289

msl -3,2259 37,284 -3,153 29,484

i -3,1085 41,088 -3,2731 29,822

-3,0453 35,903 -3,0286 30,824

trnL-trnF -3,2858 43,211 -3,2125 26,378

Mistel its1 -2,7878 33,332 -3,5076 23,651

its2 -2,808 31,913 -3,357 23,239

P -2,6309 31,67 -3,5088 24,093

-2,6662 32,246 -3,3707 23,212

trnS-trnfM -3,2399 37,593 -3,2305 24,402

Weildorn  itsi -3,3803 42,289 -3,4059 25,717

rpoB -2,9575 34,477 -3,3717 23,803

R -3,188 37,254 -3,2073 23,875

-3,0957 36,677 -2,9357 23,854

trnM-atpE -2,9574 37,588 -2,9105 29,55




198 A Anhang

< 2
4
£
2
£
i
T
2 swsaas ey
< o 40%(20% / . S 40%/40% / R
a0 45%10% / . Weitdom 0% | 45%/45% | A—
o arsxisn — At T TSNS —
49.95%/0,1% / Mistel T 49,95% 49.95% / ei
19.95% 49.995%/0,01%/ 0.1% 001%/49.995% /
49.995% 49.995%

Probenzusammensetzung

Abb. A.20: Weitere Daten zu Abb. 4.69.
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Abb. A.21: Weitere Daten zu Abb. A.18.
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