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1. Einleitung

Die Bereitstellung von langzeit-konserviertem, Formalin-fixiertem (FF) Gewebe aus
pathologisch-anatomischen Sammlungen spielt bis heute eine bedeutende Rolle fur die
Humangenomik. [1] Die pathologische Einrichtung mit der weltweit groften Kollektion von
rund 50 000 Praparaten ist der Wiener Narrenturm. Die Sammlung im Narrenturm umfasst
eine Vielzahl an FF Feuchtpraparaten, welche unschatzbare Ressourcen fir genomische
Studien darstellen, sei es zur Genexpressionsanalyse, Mikrobiomforschung oder fir
Mutationsanalysen. Die Identifizierung und Validierung von Biomarkern zur Erkennung
seltener Erkrankungen, wie z.B. von Otozephalie-Dysgnathia, ist ein weiteres wichtiges
Forschungsgebiet, fur welches sich FF Proben hervorragend eignen. [1,2,3]

Bedauerlicherweise bringt die langfristige Lagerung in wassriger Formaldehydlésung eine
analytische Herausforderung zur Gewinnung intakter, genomischer Desoxyribonukleinsaure
(DNA) mit sich. Aufgrund des elektrophilen Charakters des Fixatives entstehen
Quervernetzungen zwischen Proteinen und der DNA, was in weiterer Folge zum
Stabilitatsverlust der doppelstrangigen (ds) DNA und somit zur ihrer Denaturierung fiihren
kann. Des Weiteren wird haufig eine Schadigung der DNA durch Fragmentierung
hervorgerufen, welche vor allem aus langeren Lagerungszeiten und einem niedrigen pH-Wert
des Formalins resultiert. Infolgedessen fiihren Polymerase-Kettenreaktions- (PCR) und
Sequenzierungs-Analysen zu unzureichenden Ergebnissen aufgrund des Mangels an
amplifizierbaren Templaten. [4] Bislang beschéaftigten sich schon mehrere Studien mit der
Lésung des Problems (siehe Kapitel (Kap.) 1.3.1).

1.1. Der Narrenturm

Der im Auftrag von Kaiser Josef Il. (1741-1790) erbaute Narrenturm im heutigen 9. Wiener
Gemeindebezirk ist ein bedeutsames Denkmal zur Geschichte der medizinischen Bildung seit
dem 18. Jahrhundert. Dieses Bauwerk beinhaltet eine enorme pathologisch-anatomische
Sammlung von einer Vielzahl an verschiedensten Praparaten, mitunter erkrankten Organen
oder Knochenfehlstellungen. Die gréfite Gruppe bilden dabei Feuchtpraparate, welche in
Konservierungsflissigkeiten wie Alkohol oder Formalin aufbewahrt werden.

Das imposante kreisrunde, funfstdckige Gebaude wurde von seiner Grindung 1784 bis 1866
als Anstalt fir psychisch kranke Personen eingesetzt. Innerhalb dieses Zeitraumes entsprang
die erste Idee zu einer Praparatesammlung von Josef Pasqual Ferro (1753-1809). Im Jahre
1971 begann aufgrund von Platzgriinden die Ubersiedelung von tber 14 000 Praparaten vom
damaligen pathologischen Museum in den Narrenturm, welcher bis dahin als
Wohnméglichkeit fir medizinisches Pflegepersonal, Studierende und Angestellte des
Allgemeinen Krankenhaus (AKH) von Wien diente. Fortan bezeichnete man dieses Gebaude
als pathologisch-anatomisches Bundesmuseum, in welchem sich Uber die Jahre hinweg mehr
als 50 000 Objekte ansammelten. Dazu gehoéren, neben medizinhistorischen Geraten und
tierischen Objekten, Mazerationspraparate, Moulagen, sowie Feucht- und Trockenpraparate.
Zusatzlich existiert ein ausfuhrlicher Museumskatalog, welcher auf den damaligen
pathologischen Prosektor Lorenz Biermayer (1778-1843) zurlickzuflhren ist. Dieser startete
im Jahr 1813 mit der durchgehenden und detaillierten Protokollierung von interessanten
Praparaten mit verschiedensten Krankheitsverlaufen, welche bis zum heutigen Tag reichen.
Die Eingliederung des Museums in das Naturhistorische Museum fand 2012 statt. Nach
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ausgefiihrten Renovierungsarbeiten ist eine Besichtigung der weltweit gréfiten Ausstellung
pathogener Praparate gegenwartig fur alle Personen maéglich. [2,5,6]

Das Anschauungsmaterial des pathologisch-anatomischen Museums ist fir die medizinische
Lehre von grofRer Bedeutung, da eine Vielfalt an dokumentierten Krankheiten heutzutage
nicht mehr oder nur noch sehr selten vorkommen, wie beispielsweise die in dieser Studie
untersuchten humanen Féten mit Gesichtsdysmorphien aufgrund der Otozephalie-
Dysgnathia Erkrankung.

1.2. Otozephalie-Dysgnathia Komplex

Der Otozephalie-Dysgnathia Komplex (ODC) ist eine sehr selten vorkommende und todliche
Erkrankung des Schadels mit einer Haufigkeitsrate von 1:70 000 Schwangerschaften.
Aufgrund der geringen Anzahl an rund 150 dokumentierten Fallen war es der Wissenschaft
bisher nicht maoglich, genaue Aussagen uber den genetischen Mechanismus dieser
Erkrankung zu treffen. [7,8] Lediglich der Phanotyp des ODC konnte anhand von Schadel-
und Gesichtsfehlbildungen charakterisiert werden. AuRere Kennzeichen waren demnach ein
sehr kleiner bzw. nicht vorhandener Unterkiefer (Agnathie), wobei sich die Ohren der
Mittellinie vom Hals ndhern oder vollig miteinander verschmelzen (Synotie), ein abnormal
kleiner Mund (Mikrostomie), sowie eine enorm kleine Zunge (Mikroaglossie) (Abbildung (Abb.)
1). Gelegentlich wird in Publikationen ebenfalls Uber Anomalien des Skeletts, der Organe
(Situsanomalie), Eingeweide (Viszeralanomalie) und des Gehirns (Holoprosenzephalie)
berichtet. [9]

Abbildung 1: Formalin-fixierter Fétus aus dem pathologisch-anatomischen Museum, welcher Missbildungen
aufgrund des ODC aufweist.

In einigen Studien wurden bereits bestimmte Mutationen mit dem ODC-Phanotyp assoziiert.
So wurde beispielsweise im Artikel von Nanni et al. die Rolle des Sonic Hedgehog (SHH)
Gens untersucht, welches mit der Entwicklung von Krankheiten wie Holoprosenzephalie in
Verbindung gebracht wurde. [10] Diese Krankheit tritt bei 1 von 16 000 Neugeborenen auf,
wobei eine fehlerhafte Entwicklung des Vorderhirns vorgefunden wird, da sich das Gehirn
nicht korrekt in seine beiden Hemispharen teilt. [11] An homozygoten Mausen mit
geschadigtem SHH Gen wurde zudem ein Entwicklungsdefekt der Mittellinienstrukturen,
sowie der Verlust von Gehirnzellen und Gesichtsanomalien, wie beispielsweise Zyklopie,
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aufgezeigt. [10] Neben der Frihentwicklung des Vorderhirns tragt das intrazellulare
Signalprotein, dessen Gen auf Chromosom 7q36 vorkommt, ebenfalls zur Entstehung des
zentralen Nervensystems bei. [12]

Beby et al. assoziierten bestimmte Veranderungen im Transkriptionsfaktor Orthodenticle
homeobox 2 (OTX2) mit dem ODC-Phanotyp. Das in funf Exons unterteilte Gen, wovon nur
die letzten drei Exons codierend sind, ist am menschlichen Chromosom 14q22.3 lokalisiert
und pragt in der Regel die normale Entwicklung von Vorderhirn und Augen bei Wirbeltieren.
Eine Frameshift-Mutation geht mit schweren Augenfehlbildungen, Hirnanomalien und
Hypophyseninsuffizienz einher und kann dadurch in weiterer Hinsicht mit ODC assoziiert
werden. [13] Auch Chassing et al. berichteten Gber einen genetischen Zusammenhang von
Otozephalie mit dem Fehlen (Anophthalmie) oder der unvollstandigen Ausbildung
(Mikrophthalmie) eines oder beider Augapfel aufgrund einer ermittelten OTX2 Mutation.
Zudem wurden weitere Anomalien beschrieben, welche Patienten mit mutiertem OTX2 Gen
mit sich brachten, wie beispielsweise Hirnfehlbildungen, Fehlbildung der Hypophyse,
Kleinwuchs und geistige Behinderung. [8]

Des Weiteren zeigen Patat et al. den Einfluss von OTX2 auf die Bildung von ODC mit der
Identifizierung von zwei Mutationen des Gens. Auflerdem fand eine Untersuchung auf
Veranderungen des Paired related homobox 1 (PRRX1) Gens statt, wobei in dieser Studie
keine diesbezligliche Mutation identifiziert werden konnte. Bis zum Jahr 2013 wurden nur drei
Falle dokumentiert, in welchen Uber die Assoziation des PRRX1 Gens mit Otozephalie
berichtet wurde. [7] Bei einem dieser an ODC-erkrankten Foéten wurde eine Mutation des
PRRX1 Gens von Sergi und Kamnasaran entdeckt. Durch die Sequenzierung der fetalen,
genomischen DNA des Patienten wurde eine heterozygote Punktmutation im zweiten von
insgesamt funf Exons des Gens, welches am menschlichen Chromosom 1g24.2 lokalisiert ist,
festgestellt. [14]

Ein weiteres Gen, dessen Veranderung mit dem ODC in Zusammenhang gebracht wird, ist
Paired Box 9 (PAX9), welches unter anderem zur Bildung des Mittelgesichtsknochens beitragt
und im Artikel von Sperber und Sperber erwahnt wurde. Die Mutation des auf Chromosom
14q13.3 befindlichen Gens flr diesen Transkriptionsfaktor bewirkt das angeborene
Fernbleiben der Zahne (Zahn-Agenesie), was sich wiederum sichtlich auf die lateralen
Regionen des Nasen- und zweiten Rachenbogens auswirkt. [15]

Zur Analyse von spezifischen Mutationen oder Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs)
werden Gene mit Sequenziermethoden untersucht. In dieser Studie sollten verschiedene
SNPs der bereits genannten, ODC assoziierten Gene SHH, OTX2 und PAX9 aus den
amplifizierten DNA-Extrakten von langzeit-konservierten, fetalen Geweben mit der
Pyrosequenzierung (PSQ) identifiziert werden. Die bendtigten Primer zur PCR-Amplifikation
wurden bereits im Vorfeld von C. Wagner designt, welche sich 2019 mit diesem Thema
beschaftigte. [16]



1.3. Fixierungsmethoden

Die Fixierung ist eine wichtige Praparationsmethode zur Konservierung von
Gewebsstrukturen hinsichtlich weiterer Untersuchungen, welche vor allem im Bereich der
Histologie und Anatomie Anwendung findet. Durch unverziglichen Einsatz des
Fixierungsverfahrens an einem Organismus besteht die Maglichkeit morphologische
Veranderungen, welche mit dem Zelltod einhergehen, wie z.B. Autolyse (Selbstverdau durch
Enzyme), Faulnis und Verwesung, zu verhindern, wodurch sich in weiterer Folge ein
fortdauernder, lebensahnlicher Zustand erzielen lasst.

Die Stabilisierung von Organen, Gewebsstlicken oder ganzen Organismen kann sowohl
physikalisch als auch chemisch erfolgen. Die Wahl des Konservierungsmittels ist dabei
abhangig von der weiteren Verwendung des eingesetzten Objekts, sowie vom Gewebstyp
selbst. Erstere Methoden umfassen beispielsweise Warme- (Trocknen), Kalte- (Gefrieren),
Dampf- und Mikrowellenbehandlungen. Haufiger zum Einsatz kommen jedoch chemische
Stabilisierungsmethoden mit Fixierlésungen, wobei zunachst zwischen Perfusionsfixierung
(Einbringen des Fixiermittels Uber BlutgefaRe) und Immersionsfixierung (Eintauchen des
Gewebes in die Fixierlosung) differenziert wird. Fir die Immersionsfixierung existiert eine
Vielzahl an Fixativen mit unterschiedlichen Eigenschaften, welche unter anderem Aldehyde
(z.B. Formaldehyd, Glutaraldehyd), organische Sauren (z.B. Pikrinsaure, Essigsaure) und
Alkohole (z.B. Ethanol (EtOH), Isopropanol) umfassen. In Anbetracht nachteiliger Wirkungen
vieler reiner Fixiermittel wurden im Laufe des letzten Jahrhunderts verschiedenste Gemische
erprobt, um Mangel eines Fixativs durch Zusatz eines anderen zu kompensieren. Ein Beispiel
ist das Fixiergemisch nach Bouin, welches sich aus einer Kombination von Pikrinsaure (stark
schrumpfende Wirkung) und Eisessig (wirkt dem Schrumpfen entgegen) zusammensetzt.

Aufgrund von giftigen Bestandteilen und/oder unpraktischem Umgang fur routinemafRliges
Arbeiten wurden viele Fixiermittel, welche in den letzten Jahren vermehrt Anwendung fanden,
erneut durch das bis zum heutigen Tag meist verwendete Fixativ, Formalin, verdrangt. Ein
weiterer Grund fur den Ruckgriff auf genau dieses Aldehyd ist zum einen die Vergleichbarkeit
mit vergangenen Studien und zum anderen die Tatsache, dass sich die Produkte von Firmen,
seien es Standards, Protokolle oder Geratschaften, vermehrt auf FF Material ausrichten. [17]

1.3.1. Formalin-Fixierung

Das fur Feuchtprapate meist genutzte Fixiermittel, welches sich ebenfalls zur Konservierung
eignet, ist eine 4 - 8 % wassrige Lésung von Formaldehyd, auch bekannt als Formalin,
welches 1893 von Ferdinand Bum fur den Gebrauch im Bereich der Histotechnik entwickelt
wurde. Die dauerhafte Konservierung geschieht dabei durch eine Veranderung von
Proteinstrukturen, wobei der pH-Wert der eingesetzten Aldehyd-Lésung im physiologischen
Bereich von 7,2 - 7,6 liegen sollte. Die Stabilisierung wird durch Zusatz bestimmter Puffer
gewahrleistet, welche sich inert gegenuber dem Fixativ verhalten. Das Mengen-Verhaltnis
zwischen eingelegtem Objekt und Fixiermedium sollte im optimalen Fall 1:20 entsprechen, da
es zum Verbrauch von Formalin kommt. Die Aufbewahrung in dunklen Flaschen ist eine
weitere Lagerbedingung, da aufgrund von Lichtreaktionen eine spontane Bildung von
Ameisensaure erfolgt. [17]

Genauer betrachtet fungiert Formaldehyd, die Hauptkomponente des Formalins, als additives
Fixativ, mit welchem die Gewebsfixierung Uber Quervernetzungsreaktionen zu Proteinen



erfolgt. Durch Wechselwirkungsreaktionen zwischen den Aminosauren der Proteine mit
Formaldehyd kommt es zur Erzeugung von Methylolgruppen bzw. Schiff'schen Basen,
welche die Fahigkeit besitzen, mit anderen funktionellen Aminosauregruppen stabile
Methylenbricken auszubilden. Obwohl der genaue Mechanismus bis heute nicht vollstandig
aufgeklart werden konnte, ist man sich der Problematik der Schadigung von Nukleinsauren in
langzeit-konservierten, FF Proben bewusst. So berichten beispielsweise Do et al. Uber die
teilweise Denaturierung der DNA in einzelne Bruchsticke (300 - 400 bp) aufgrund von
Schwachung der Basenpaarung infolge einer Reduzierung an Wasserstoffbriicken, welche
durch die Vernetzung des Formaldehyds mit den Basen-Iminogruppen einhergeht. Zudem
benennen sie das Problem der ansteigenden Fragmentierung der DNA bei langer
konservierten Praparaten, was eine Minderung der PCR-Amplifikation mit sich bringt, weil die
Menge und Lange der zu amplifizierenden DNA-Template sinkt. [4]

Da die DNA-Extraktion aus langzeit-konserviertem Gewebe Uber die Jahre immer mehr an
Interesse gewinnt, wie beispielsweise zur Erkennung von Mutationen im Erbgut, ist es
notwendig eine Reduzierung von Sequenzartefakten zu erzielen, um dadurch eine Analyse
der Nukleinsauren zu gewahrleisten. Diese Artefakte zeigen Sequenzanderungen verglichen
zur DNA-Sequenz in der ursprunglichen Probe auf, wodurch diese nur schwer von echten
Mutationen unterschieden werden kénnen. Neben der Fragmentierung und Quervernetzung
der DNA existieren noch viele weitere Quellen, aus welchen Sequenzartefakte hervorgehen
konnten, wie z.B. durch einen ,DNA-Polymerase-Fehler®. [4]

Bezuglich Quervernetzungen konnte durch Studien belegt werden, dass fur Proben, welche
nur kurzzeitig in Formalin gelagert wurden, eine Umkehrung der Formaldehydbindungen von
den Proteinseitenketten durch die Durchfiihrung von einfachen Waschschritten bis hin zum
Auskochen mdglich ist, wohingegen bei langzeit-Konservierung eine merklich hohere
Hitzeeinwirkung stattfinden sollte. Einen wichtigen Ansatz dazu liefert die Arbeit von Nagai et
al., welche die reversible Eigenschaft der Methylenbricken durch den Einsatz hoher
Temperaturen ausnutzten, inklusive eines Waschvorgangs zu Versuchsbeginn, wodurch eine
PCR-Amplifikation von intakter, genomischer DNA eines humanen Embryos mit
Fragmentlangen bis zu 838 bp erreicht werden konnte. [18]

Bereits einige Jahre zuvor publizierten Shi et al. eine Methode zur Verbesserung der DNA-
Extraktion aus FF und Paraffin-eingebetteten (FFPE) Proben durch den Einsatz einer langer
andauernden Hitzebehandlung mit Temperaturen bis zu 120 °C unter alkalischen pH-
Bedingungen. Dadurch konnten, neben hdheren Ausbeuten der DNA, ebenfalls bessere
Reinheitswerte erhalten werden. [19,20] Das sogenannte ,Hot Alkali“-Protokoll fand in vielen
weiteren Studien Anwendung, wie z.B. von Paireder et al, welche diese Art der
Hitzebehandlung vor einer Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-Extraktion von langzeit-
konservierten, FF menschlichen Gewebspraparaten durchfiihrten. [21]

C. Wagner, deren Masterarbeit 2020 veroffentlicht wurde, befasste sich mit der Modifikation
verschiedener DNA-Extraktionsprotokolle, um intakte, genomische DNA mit hoher Ausbeute
und Reinheit aus langzeit-konservierten, FF Féten mit ODC-Erkrankung zu isolieren, um im
Anschluss diese auf ihre PCR-Amplifizierbarkeit mit vier unterschiedlichen Primerpaaren
(OTX2 1.1, 0TX2 3.0, PAX9 4.0 und SHH 2.0) zu tberprifen und eine SNP-Analyse der PCR-
Produkte vorzunehmen. Fir Wagners Studie wurden, zusatzlich zu FF, ODC-erkrankten
Foten, Foten ohne ODC als Kontrollproben herangezogen, welche in unterschiedlichen
Konservierungsmitteln (EtOH, Formalin) gelagert wurden.



Im Gegensatz zu den getesteten, kommerziell erhaltlichen DNA-Kits (Qiagen) und der CTAB-
Extraktion, stellte sich die Phenol-Chloroform (PC)-Extraktion als geeignetste Methode zur
Isolierung intakter, genomischer DNA aus FF Gewebe heraus. Dabei bestand die
Probenvorbereitung aus einem Waschschritt mit einer Phosphat-gepufferten Salzlésung
(PBS), der Homogenisation des Gewebes, der Zelllyse durch Zusatz von Proteinase K (Prot.
K), dem Abbau von RNA durch Zusatz von RNaseA und einer Hitzebehandlung zur
Umkehrung von Formaldehyd-Modifikationen, wobei viele Probenvorbereitungsschritte zur
Verbesserung der DNA-Extraktion optimiert wurden, wie beispielsweise Lysedauer,
Reaktionsvolumina oder die Matrix zur Homogenisation. Trotz erhéhter Ausbeute und
verbesserter Reinheit der isolierten DNA aus Geweben von ODC-erkrankten Féten war keine
PCR-Amplifikation mdéglich, wodurch in weiterer Folge keine Bestimmung des Genotyps
stattfinden konnte. Im Gegensatz dazu konnten einige DNA-Extrakte aus FF Gewebe nicht-
ODC-erkrankter Foten erfolgreich einer Amplifikation mittels PCR und einer anschlieenden
Pyrosequenzierung (PSQ) unterzogen werden. [16]

Diese Studie basiert auf der Vorarbeit von Christina Wagner MSc, wobei die DNA-
Extraktionen aus denselben langzeit-konservierten, fetalen Gewebsproben erfolgten und fur
die PCR-Analysen dieselben Primersets angewendet wurden.



2. Ziele

Das Ziel dieser Masterarbeit bestand darin, unterschiedliche Extraktionsmethoden zu
optimieren, um aus langzeit-konservierten, Formalin-fixierten (FF), fetalen Gewebspraparaten
unbeschadigte genomische DNA zu gewinnen. Durch Modifikation der Extraktionsprotokolle
sollte eine héhere Ausbeute, Reinheit und Integritdt der isolierten DNA erzielt werden,
wodurch in weiterer Folge die Eignung der DNA-Extrakte zur Amplifikation mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), sowie zur Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)-
Analyse mittels Pyrosequenzierung (PSQ) untersucht werden sollte.

Die zur Untersuchung herangezogenen Gewebsproben wurden vom pathologisch-
anatomischen Museum in Wien, dem Narrenturm, bereitgestellt. Dabei handelt es sich um
zwei langzeit-konservierte, FF Foten mit Gesichtsdysmorphien, aufgrund des
Vorhandenseins des Otozephalie-Dysgnathia Komplexes (ODC). Als Kontrollpraparate
dienten drei weitere langzeit-konservierte Féten ohne Gesichtsdysmorphien, wovon zwei in
alkoholischen Lésungen (Ethanol, Isopropanol) und einer ebenfalls in Formalin aufbewahrt
wurden. Die Entnahme der zu analysierenden Organe erfolgte im Jahr 2019 durch Frau
Christina Wagner und Herrn Andreas Glowania, welcher zu dieser Zeit als
Otorhinolaryngologe im Wiener Krankenhaus Hietzing tatig war. Fir die Experimente sollten
die Gewebstypen Herz, Leber, Lunge, Nabelschnur, Darm, Milz, Muskeln, sowie Grof3- und
Kleinhirn zur DNA-Analyse herangezogen werden, welche bis dahin bei - 20 °C gelagert
wurden.

Das bereits bekannte Problem der DNA-Extraktion aus langzeit-konservierten, insbesondere
FF Proben solte durch die Anderung gewisser Parameter, wie beispielsweise
Inkubationszeiten bei der Zelllyse, Erhéhung der eingesetzten Reaktionsvolumina und
Gewebseinwaagen, sowie die DNA-Extraktionsmethoden, in Bezug auf Reinheit und
Ausbeute der DNA geldst bzw. verbessert werden. Fir die Isolierung der DNA aus den fetalen
Gewebsarten sollten vier DNA-Extraktionsverfahren geprift werden: zwei kommerziell
erhaltliche Extraktionskits (Qiagen), eine Phenol-Chloroform (PC)-Extraktion und eine Hot
Alkali Extraktion, wobei auf Letztere besonderes Augenmerk gelegt wurde.

Zur qualitativen Begutachtung der DNA sollte ein photometrisches Messverfahren
(NanoDrop) eingesetzt werden, wohingegen die quantitative Ermittlung fluorometrisch
(Qubit®-Fluorometer) erfolgen sollte. Zudem sollte die Integritdt der mittels PCR zu
vervielfachenden DNA durch Verwendung der Agarose-Gelelektrophorese untersucht
werden. Um Herauszufinden, ob das gewlnschte DNA-Templat amplifiziert wurde, sollte,
zusatzlich zur Gelelektrophorese und der hochaufldésenden Schmelzkurven (HRM)-Analyse,
die PSQ angewandt werden.



3. Theorie

3.1. Desoxyribonukleinsaure

Das Makromolekul Desoxyribonukleinsaure, kurz DNA genannt, wird oftmals als ,Molekul des
Lebens” bezeichnet, da es in allen Organismen vorzufinden und in diesem der genetische
Code enthalten ist, welcher die Proteinsynthese mafgeblich pragt. Neben wichtigen
Informationen, die zum Uberleben und zur Entwicklung eines Individuums beitragen,
existieren auch solche, welche fir die Vererbung von Erkrankungen eine grundlegende Rolle
spielen. Dies ist einer der Griinde, weshalb der Untersuchung dieser Nukleinsdure eine grol3e
Bedeutung zugeschrieben wird. [22]

3.1.1. Struktur und Eigenschaft der DNA

Generell besteht ein DNA-Strang aus zahlreich aneinandergereihten Desoxynukleotiden,
welche wiederum einen Zuckeranteil (Desoxyribose), einen Phosphatrest und einen
Basenanteil (Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin (T)) beinhalten. Dabei werden
die aus Nukleinbase und Ribose bestehenden Nukleoside, entsprechend ihrer enthaltenen
Basen benannt, wodurch diese als Adenosin, Cytidin, Guanosin und Thymidin bezeichnet
werden. [22]

Die Nukleinsauresynthese findet stetig an der freien 3 -OH-Gruppe des Zuckeranteils des
zuletzt angefligten Nukleotids statt. Die zunachst ungebunden vorliegenden
Desoxynukleotide existieren als energiereiche Desoxynukleosid-triphosphate (ANTP), welche
sich an der freien Hydroxylgruppe des letzten Nukleotids durch Ausbildung von 3°,5°-
Desoxyribosephosphorsaurediester-Briicken anlagern (Abb. 2). Dabei kommt es wahrend
des Einbaus zur Dephosphorylierung, wodurch das gebildete Desoxynukleosid-
monophosphat (ANMP), unter Abspaltung zweier Phosphatreste (Pyrophosphat, PP;), dem
DNA-Strang zugefuhrt wird. Die Synthese verlauft dabei jedes Mal in 5'zu 3" Richtung. [23]

5-Ende

3-Ende

Abbildung 2: Darstellung eines DNA-Stranges mit den vier verschiedenen Nukleotiden; veréndert nach [22].
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Die Doppelhelix-Struktur der DNA wurde 1953 von Watson und Crick entdeckt, welche sich
aus zwei antiparallelen, komplementaren Polynukleotidketten zusammensetzt und die
Basenabfolge des einen Stranges durch den anderen bestimmt wird. Hierbei sind
ausschliel3lich Basenpaarungen von A mit T und C mit G modglich, zwischen denen
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden und dadurch wiederum, neben den molekularen
Interaktionen zwischen den Basen (van-der-Waals-Krafte), =zur Stabilitdt der
rechtsgewundenen Doppelhelix beitragen. Von aufen betrachtet ist diese durch zwei
Vertiefungen, der grofden und der kleinen Furche, gekennzeichnet, welche zum einen flr die
Verpackung der DNA in Chromosomen und zum anderen flr die Bindungen regulatorischer
Proteinmolekiile eine grolie Bedeutung besitzen. [24,25]

Eine zentrale Eigenschaft der Nukleinsaure ist ihre Fahigkeit zur identischen Verdoppelung
des Erbmaterials, welche auf ihrer komplementaren Struktur beruht. Durch diesen Aspekt
besteht die Moglichkeit einer vollstandigen Trennung der Basenpaare durch
Denaturierungsreaktionen in zwei DNA-Einzelstrange. Diese kbnnen wiederum jeweils eine
neue Matrize fiur die Synthese neuer komplementarer Strdnge ausbilden, sodass im
Nachhinein zwei identische DNA-Doppelstrange entstehen. Aufgrund dessen, dass immer auf
einem bereits vorhandenen Strang die Nachbildung eines entgegengesetzten Stranges
erfolgt, spricht man von einer semikonservativen DNA-Replikation. [24]

Neben der genomischen DNA, welche vor allem fir die quantitative Analyse von Bedeutung
ist, gibt es die mitrochondriale DNA. Aufgrund haufig fehlender Reparaturmechanismen und
der geringen Genauigkeit der DNA-Polymerase, kommt es im mitochondrialen Genom zu
deutlich héheren Mutationsraten, im Vergleich zum Genom im Zellkern. [26] Beim Menschen
tritt die Mutationsrate pro Generation mit einer Haufigkeit von 5,0 x 10 pro 1000 Basenpaare
(bp) auf. Basenpaarmutationen zahlen dabei zu den meist auftretenden Mutationsformen,
wobei ein Nukleotid durch ein anderes ersetzt wird. Zwei Vertreter dieser Art von Mutation
sind die Transition (Purin- durch Purinbase oder Pyrimidin- durch Pyrimidinbase ersetzt) und
die Transversion (Pyrimidin- durch Purinbase ersetzt oder umgekehrt). Durch die daraus
entstehenden SNPs, welche im gesamten Genom rund 2,5 Millionen mal vorzufinden sind,
kénnen Proteinfunktionen, aufgrund der abgewandelten Sequenz innerhalb eines Gens,
mafgeblich verandert werden. Zudem existiert eine Vielzahl an weiteren Mutationen, wie
beispielsweise Missense-Mutationen, Radikalsubstitutionen oder Nonsense-Mutationen. Im
Gegensatz zu Mutationen in den somatischen Zellen sind Mutationen, welche in den
Keimbahnzellen auftreten, an die nachste Generation vererbbar. [27]

3.1.2. Extraktionstechniken

Da DNA-Extrakte mit Proteinen, Nukleasen, Salzen oder anderen Storsubstanzen
kontaminiert sein kdnnten, ist es nétig mit geeigneten Extraktionsmethoden eine Aufreinigung
dieser zu erreichen. Die Anforderungen an diese Methoden sind das Erzielen von hohen DNA-
Ausbeuten mit hoher Reinheit, wobei die DNA im Idealfall nicht fragmentiert vorliegen sollte.
Ebenso sollte eine hohe Reproduzierbarkeit gegeben sein.

Zur Entfernung dieser unerwlinschten Stoffe werden Eigenschaften der DNA ausgenutzt wie
z.B. Léslichkeit, Ladung und Molekllgrofie. [28]



3.1.2.1. Phenol-Chloroform-Extraktion

Dieses Standardverfahren dient vor allem zur Entfernung unerwiinschter Proteine von
Nukleinsaure-Lésungen und somit zur Isolierung reiner DNA. Die Aufreinigung erfolgt durch
Zugabe eines Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches im Verhaltnis 25:24:1 (v/v/v).
Dabei werden die Proteine zunachst durch Phenol und Chloroform denaturiert, wodurch sie
ausfallen und sich nach Zentrifugation in der Interphase wiederfinden. Der Einsatz von
Isoamylalkohol verhindert wahrenddessen das Aufschaumen, sowie die Bildung einer
intensiven Interphase. Weitere Verunreinigungen, wie beispielsweise Fette, befinden sich
aufgrund ihrer guten Léslichkeit in der unteren, organischen Phase. Im Gegensatz dazu
verbleiben die hydrophilen Nukleinsduren in der oberen, wassrigen Phase, welche mittels
Pipette entnommen und zur Abtrennung der Verunreinigungen in ein sauberes Gefal}
transferiert werden koénnen. Bei einem hohen Proteingehalt ist es ratsam den
Reinigungsschritt zu wiederholen, indem man der wassrigen, nukleinsaurehaltigen Phase
erneut das PC-Gemisch zusetzt. [29,30]

AnschlieBend kann, zur weiteren Aufreinigung der DNA, eine Fallung mittels
Ammoniumacetat/Ethanol (NH4Ac/EtOH)-Gemisch erfolgen, wodurch ein unléslicher
Niederschlag der Nukleinsdure entsteht. In Gegenwart von NH4Ac ist es moglich, eine
Reduktion der Coprazipitation von freien Nukleotiden zu gewahrleisten. Fir die Fallung
geringer DNA-Mengen ist die Anwendung eines Carriers, welcher zur besseren Sichtbarkeit
des Pellets verhilft, von groRer Bedeutung. Hierzu sollten jedoch lediglich Substanzen
verwendet werden, welche nachfolgende Versuche nicht beeinflussen, wie z.B. Glykogen
oder lineares Polyacrylamid.

Mit dem darauffolgenden Waschschritt des erhaltenen DNA-Pellets mit 70 % EtOH wird die
Entfernung eines Grofteils der mitgefallten Salze erzielt. Zuletzt wird das Nukleinsaure-Pellet
in einem kleinen Volumen eines geeigneten Losungsmittels geldst und bei - 20 °C aufbewahrt.
[28]

3.1.2.2. Extraktion mit Spin Saulen

Fir diese Isolierungsmethode kommen kleine Saulchen zum Einsatz, welche mit Silica-Gel
befullt und kommerziell erhaltlich sind. Bei einem bestimmten pH-Wert und in Gegenwart einer
hohen Konzentration an chaotropen Salzen werden die Nukleinsauren an die stationare
Phase der Saule (Kieselgel) gebunden, wobei es zur Ausbildung von Salzbriicken zwischen
der negativ geladenen DNA und der ebenso negativ geladenen Silica-Matrix kommt. Die
Reinigung geschieht anschlieffiend durch einen Waschschritt mit EtOH in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen, wobei unerwlinschte Substanzen durch Zentrifugation verworfen
werden. Zuletzt erfolgt die Elution der Nukleinsauren durch das Zerstéren der Salzbricken-
Bindungen, indem kleine Mengen eines salzarmen Puffers oder reines Wasser der
Oberflache der stationaren Phase zugesetzt werden. [31]
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3.1.3. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit von extrahierter DNA ist flr weitere
Untersuchungen unerlasslich. Dementsprechend gibt es eine Menge an solchen Methoden,
welche flr jene Fragestellungen Anwendung finden.

In dieser Masterarbeit wurde die Konzentration der gewonnenen DNA-Extrakte einerseits mit
Hilfe des Qubit®-Fluorometers und andererseits mittels NanoDrop ermittelt, wobei mit
Letzterem ebenfalls eine Reinheitsbestimmung der Extrakte erfolgte.

3.1.3.1. Qubit®-Fluorometer

Beim Qubit®-Fluorometer handelt es sich um ein Gerat, mit dem DNA und RNA sensitiv und
spezifisch quantitativ bestimmt werden kénnen. Fur die Messung der Konzentrationen werden
unterschiedliche Kits eingesetzt, je nachdem welches Biomolekll detektiert werden soll.
Diese Assays enthalten hochselektive Fluoreszenzfarbstoffe, welche der Probel6sung
zugesetzt werden und ausschlieBlich ein Signal erzeugen, wenn diese an die gewlinschte
Nukleinsaure binden. Auf diese Weise werden sowohl Kontaminanten als auch degradierte
DNA/RNA nicht detektiert. Vor der Konzentrationsmessung sollte jedoch eine Behandlung der
Proben mit RNase bzw. DNase stattfinden, da sonst falsche Werte ermittelt werden konnten.
Im Gegensatz zum NanoDrop-Verfahren erlaubt die fluorometrische Methode die Ermittlung
niedrigerer Konzentrationen aufgrund geringerer Nachweisgrenzen (LOD). So liegt
beispielsweise die Bestimmungsgrenze flir dsDNA zwischen 0,01 - 1000 ng/uL. [32]

3.1.3.2. NanoDrop

Das NanoDrop Gerat ist ein Photometer, mit dem neben der Konzentration der Nukleinsauren
ebenfalls deren Reinheitsgrad bestimmt werden kann. Da sich das DNA-
Absorptionsmaximum bei 260 nm befindet, wird bei dieser Wellenlange die
Konzentrationsmessung durchgefuhrt.

Mit Hilfe der nachfolgend angegebenen Formel ist es moglich, von der ermittelten Extinktion
(E) auf die Konzentration (c) der nukleinsaurehaltigen Probenextrakte riickzuschlief3en:

C Konzentration [ng/pL]
c=Eyo*D=F E260 Extinktion bei 260 nm
D Verdiinnungsfaktor

F Faktor fir dsDNA (F = 50)

Aufgrund des im Lambert-Beerschen Gesetz beschriebenen Zusammenhangs zwischen der
Extinktion und der Konzentration besteht die Mdoglichkeit, bei Durchfihrung einer
photometrischen Messung von der Extinktion auf die Konzentration zu schlieBen. Das 1852
formulierte Gesetz von Beer beschreibt die Beziehung zwischen der Abschwachung eines
Lichtstrahls, welcher durch eine Licht-absorbierende Materie dringt, in Bezug auf eine
substanzspezifische Konstante, auch molarer Extinktionskoeffizient (¢) genannt, der
Konzentration der absorbierenden Substanz (c) und der Dicke der absorbierenden Schicht
(b) und kann mit folgender Formel angegeben werden: [33]
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E Extinktion

€ molarer Extinktionskoeffizient [L/mol cm]
E=¢e%cx*b

C Konzentration [mol/L]

b Schichtdicke [cm]

Zur Ermittlung der DNA-Reinheit werden Extinktionen verschiedener Wellenlangen
zueinander in Verhaltnis gesetzt. Grundlegend wird dazu das Absorptionsmaximum der
Proteine, welches bei 280 nm liegt (E2s0) und das Maximum bei 230 nm (E230) fur organische
Substanzen zur Uberpriifung herangezogen.

Zur Gewahrleistung einer ausreichend guten DNA-Reinheit sollten die Werte flir das E2s0/E2s0
Verhaltnis zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Das Verhaltnis E2s0/E230 sollte 2,0 bis 2,2 betragen.
[34]

3.2. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR ist eine Methode zur in vitro-Amplifikation von sehr geringen Mengen an DNA,
weshalb diese Methode eine der wichtigsten molekularbiologischen Techniken zur
Untersuchung des menschlichen Genoms, sowie zur Erforschung genetisch bedingter
Erkrankungen, darstellt. Entwickelt wurde dieses Verfahren im Jahre 1987 von Kary B. Mullis,
welcher dafir 1993 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. [29,35]

3.2.1. Bausteine einer PCR

Zur Durchfuhrung einer PCR werden verschiedene Komponenten bendtigt, welche zur
Amplifizierung einer Zielsequenz unerlasslich sind. Dazu gehdren eine DNA-Polymerase, ein
Primerset (bestehend aus vorwarts-laufigem (fw)- und rickwarts-laufigem (rv)-Primer), ein
Puffer mit INTPs und Magnesiumchlorid (MgCl.) sowie das zu amplifizierende DNA-Templat.

Die DNA-Polymerase ist ein Enzym, welches die Verlangerung des DNA-Stranges in 5" zu 3’
Syntheserichtung katalysiert, ausgehend von einem Startmolekil mit intaktem 3°-Ende,
welches auch als Primer bezeichnet wird. Aufgrund von robusten und prozessiven
Eigenschaften wird flr die meisten Synthesen die sogenannte Tag-DNA-Polymerase
eingesetzt, welche aus dem thermostabilen Bakterienstamm Thermus aquaticus gewonnen
wird.

Der Cofaktor der Polymerase ist MgCl,, welches einen starken Einfluss auf die Enzymaktivitat
hat. Fir das PCR-Verfahren werden grundsatzlich Konzentrationen im Bereich von 1,0 - 2,5
mM verwendet, wobei die ideale Menge durch Optimierungsversuche (siehe Kap. 4.5.5)
ermittelt wird. Der Einsatz von zu hohen Mengen an Magnesium flhrt in der Regel zu
unspezifischen Reaktionsprodukten, wahrend zu geringe Mengen eine Reduzierung der
Ausbeute mit sich bringen. Viele kommerzielle PCR-Puffer beinhalten neben dNTPs bereits
gewisse Konzentrationen an Mg?* und CI- - lonen, wodurch der Polymerase alle essentiellen
Bestandteile fir ein optimales Milieu in vitro fur verschiedenste Temperaturen zur Verfigung
stehen.

Primer sind Oligonukleotide, welche Langen von 18 bis 30 Basen aufweisen sollten, in
Abhangigkeit von der Grolke des DNA-Templats. Neben einem ausgeglichenen
Basenpaarverhaltnis von A/T zu G/C sollte ebenfalls auf die eingesetzte Konzentration der
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Primer geachtet werden, da es sonst durch den Uberhdhten Einsatz zu Fehlpaarungen und
damit zur Bildung unspezifischer PCR-Produkte kommen kénnte, wohingegen eine zu geringe
Menge zu verminderten Ausbeuten des gewlinschten PCR-Produkts fuihrt. Zur Synthese einer
dsDNA aus einem DNA-Einzelstrang wird sowohl ein fw-, als auch ein rv-Primer bendtigt,
welche sich aufgrund ihrer komplementaren Basenfolge am 3'-Ende des Einzelstranges
anlagern und somit den Startpunkt der Doppelstrangsynthese bilden. Dieser Schritt, der auch
Annealing genannt wird, bendtigt zur korrekten Ausfuhrung eine bestimmte Temperatur,
welche in etwa 5 °C unter der berechneten Schmelztemperatur liegt, bei welcher 50 % der
Oligonukleotide einen gebundenen Zustand aufweisen. [29,35]

3.2.2. Prinzip der PCR

Die exponentielle Vervielfachung eines DNA-Abschnitts erfolgt mit Hilfe eines Thermocyclers
durch die Wiederholung von 30 bis 50 aufeinanderfolgenden Zyklen, wobei jede dieser
Abfolgen drei konstante Schritte beinhaltet: Denaturierung, Annealing und Elongation.
Abbildung 3 gibt einen schematischen Uberblick des PCR-Verfahrens.

DNA-Templat 5 //' w ‘
’ 31 sr 31
» T » TErEren
L'y ’ 5¢ 3r (R mﬂﬂ ™
¢ o~ 1TPPFTI 3 5 - T
s ¥ 5 Ahbbdi
LHHHHO) (2) G) :15
TETTTTT ~ 2
B 5'\_ RETERETT = Y
» . y & : - > v L]
£, S AN ... ) Gl
‘ | * LhbbAbbLE o AAAAARRLL
Primer 3 ¥ ’ - \\\
- WD
Desoxynukleotide Thkiii

Abbildung 3: Schema des Amplifikationsprozesses mit den einzelnen Schritten: 1 - Denaturierung, 2 - Annealing
und 3 - Elongation; verédndert nach [36].

Zu Beginn des Zyklus wird eine Denaturierung bei Temperaturen von 90 - 95 °C flir 1 - 5 min
vorgenommen, wobei das dsDNA-Templat, aufgrund der sich trennenden
Wasserstoffbriicken, zu zwei Einzelstrangen aufschmilzt.

Daraufhin erfolgt die spezifische Anlagerung des Primerpaares (fw, rv) an die jeweils
komplementaren 3°-Enden der DNA-Einzelstrange, wodurch Beginn und Ende des zu
amplifizierenden Abschnitts festgelegt werden. Dieser, auch als Annealing bezeichnete
Schritt, lauft bei Primer-abhangigen Temperaturen (Annealing-Temperatur, T.) zwischen 55
und 65 °C ab.

In der letzten Zyklusetappe, der Elongation, kommt es zur eigentlichen DNA-Synthese. Bei
einer Temperatur von 72 °C erfolgt zunachst die Aktivierung der thermostabilen DNA-
Polymerase, welche eine Katalyse der Synthese in 5" zu 3" Richtung bewirkt. Demnach wird,
ausgehend vom 3’-Ende des Primers, ein Desoxynukleotid-Baustein nach dem anderen
komplementar in die DNA-Matrize eingebaut und miteinander verbunden, wodurch sich eine
zum Vorlagenstrang komplementéare DNA-Sequenz ergibt. Infolgedessen kommt es zur
Bildung neuer dsDNA-Abschnitte, woraufhin ein weiterer Zyklus gestartet wird, um eine
erneute Amplifikation zu erméglichen. [29,35]
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3.2.3. Real-time / Echtzeit - PCR

Im Zuge der Real-time (rt)-PCR besteht die Mdglichkeit, die Bildung der PCR-Produkte in
Echtzeit zu erfassen. Fur diese Weiterentwicklung der PCR werden, neben fluoreszierenden
Sonden, vermehrt fluoreszierende Farbstoffe, wie z.B. SYBR Green, eingesetzt, wobei
dessen Molekile sich innerhalb der dsDNA, genauer genommen in die kleinen Furchen des
Doppelstranges, einlagern. Durch dieses Prinzip steigt das Fluoreszenzsignal proportional
zur Anzahl der synthetisierten DNA-Strange an. Ein Vorteil gegenlber Sonden ist zum einen
der preisliche Faktor und zum anderen ihr universeller Einsatz fir jede beliebige PCR-
Reaktion. Das Problem der Anwendung von SYBR Green liegt in der geringen Spezifitat des
Farbstoffes, da dieser an alle dsDNA-Molekiile bindet, also ebenso an unerwiinschte Primer-
Dimere oder andere unerwiinschte Nebenprodukte, deren Anwesenheit somit zu einer
ungenauen Quantifizierung fuhrt. [29]

Als weiteres Beispiel fur fluoreszierende Farbstoffe ist EvaGreen zu nennen. Dieser stabile,
umweltfreundliche PCR-Farbstoff unterscheidet sich vom bereits erwdhnten SYBR Green-
Farbstoff nicht nur in Bezug auf seine geringere Hintergrundfluoreszenz, sondern auch auf
seine hervorragende Sattigungseigenschaft, wodurch maximale Signale bei der
hochauflésenden Schmelzkurven (HRM)-Analyse erzielt werden konnen. [37]

3.2.3.1. Quantitative Analyse

Ein bedeutender Faktor bei der Quantifizierung mittels rt-PCR ist die Kinetik der PCR-
Reaktion. In der Theorie wirde man von einer stetigen, exponentiellen Vermehrung des DNA-
Templats ausgehen. Tatsachlich geschieht dies nur in den ersten paar Zyklen des Verfahrens,
aufgrund stérender Einfliisse wie beispielsweise dem Aktivitatsverlust der Polymerase durch
Hitzeeinwirkung, der Hemmung der Polymerase durch die steigende Menge an PP;, welches
durch den Einbau der Desoxynukleotide freigesetzt wird oder generell dem Verbrauch von
wichtigen Substanzen wie Primer oder dNTPs. Durch die Abnahme der Amplifikationseffizienz
verlangsamt sich der Prozess des exponentiellen Wachstums, sodass es bei Zykluszahlen
um die 40 zum Stillstand und somit zur Ausbildung eines Plateaus kommt (Abb. 4). [22]

1400
Exponentielle Phase Plateau - Phase

FLUORESZENZ

600 C-Wert

Threshold-Line / Schwellenlinie

ZYKLUS

Abbildung 4: Typische Amplifikationskurve einer rt-PCR, wobei die Fluoreszenz gegen die Anzahl der Zyklen
aufgetragen wurde; veréndert nach [38].
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Der Parameter, welcher zur Bestimmung der Menge einer Zielsequenz herangezogen wird,
ist der Threshold Cycle (C+-Wert). Dieser entspricht der Zykluszahl, bei welcher die
Amplifikationskurve die Threshold-Line, auch Schwellenlinie genannt, schneidet. Demzufolge
ist er ein Relativwert flr die Ausgangs-Konzentration des Analyten, wobei der C-Wert mit
abnehmender Templat-Menge ansteigt. [28,39]

3.2.3.2. Qualitative Analyse

Um die Richtigkeit der Produkte, nach erfolgter Amplifikation mittels PCR, Uberprifen zu
konnen, ist es notig weitere Analysen vorzunehmen. Hierzu bieten sich beispielsweise die
Agarose-Gelelektrophorese, die HRM-Analyse, sowie die Pyrosequenzierung (PSQ) an.

3.2.3.2.1. Agarose-Gelelektrophorese

Zur ldentifizierung und Auftrennung von Nukleinsduren dient die Agarose-Gelelektrophorese.
Die daflr benétigte Agarose ist ein Polysaccharid, welches aus roten Meeralgen gewonnen
wird. [29]

Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes kénnen die PCR-Produkte in Abhangigkeit von
ihrer Grofle bzw. Basenlange aufgetrennt werden. Dies geschieht aufgrund des negativ
geladenen Phosphatrickgrates der DNA, wodurch die Fragmente zur positiv geladenen
Anode wandern. Zur definierten Migration der Molekule wird eine gelartige Agarosematrix
eingesetzt. Durch Variation der Agarose-Konzentration in der Matrix kbnnen DNA-Fragmente
mit unterschiedlichen Langen von 0,1 bis 60 kb getrennt werden. Dabei ist es kirzeren DNA-
Fragmenten moglich schneller durch das Gel zu wandern als ldngeren, wodurch Erstere tiefer
in die Matrix eindringen. [29,35]

Generell ist es bei elektrophoretischen Trennmethoden zur Bestimmung der Basenpaarlange
von DNA-Fragmenten nétig einen zusatzlichen GréRenstandard aufzutrennen. Dieser wird in
eine separate Tasche des Gels transferiert, damit nach Beendigung der Elektrophorese die
Méglichkeit besteht, die Basenlange der aufgetrennten Fragmente einzuordnen. [29]

Um die Sichtbarkeit der erhaltenen Banden zu gewahrleisten, ist es noétig die Nukleinsduren
mit fluoreszierenden Substanzen, wie z.B. mit GelRED, anzufarben. Diese werden zwischen
den Basenpaarungen in die Doppelhelix interkaliert, sodass unter UV Anregung eine
Betrachtung der Laufweite ermoglicht wird. [35]

3.2.3.2.2. Hochauflésende Schmelzkurvenanalyse

Eine weitere Methode, um unspezifische Produkte zu erkennen, ist die PCR-HRM. Hierbei
erfolgt eine langsame Temperaturerhéhung um ungefahr 0,2 °C/sec nach Abschluss des
letzten PCR-Zyklus, beginnend bei niedriger Temperatur. In Abhangigkeit von der Lange und
Sequenz der DNA-Strange findet eine Aufschmelzung der Doppelstrange bei einer gewissen
Schmelztemperatur statt, wobei der interkalierende Farbstoff aus den PCR-Produkten
diffundiert und dies somit zur Abnahme des Fluoreszenzsignals fuhrt, bis die DNA lediglich
als Einzelstrang vorliegt. Der Wendepunkt der dokumentierten, sigmoiden Schmelzkurve
(Abb. 5), entspricht der spezifischen Schmelztemperatur (Tr) flr das jeweilige PCR-Produkt,
wobei dieser das 1:1 Verhaltnis von Einzelstrangen und Doppelstrangen widerspiegelt. [40]
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Abbildung 5: Schmelzdiagramm einer HRM-Analyse; verdndert nach [41].

Wie bereits erwahnt ist die Tr, stark von der Basenpaarung abhangig, sprich vom Anteil an A-
T bzw. G-C - Paarungen. Dementsprechend benétigt ein DNA-Doppelstrang mit einer
gréBeren Anzahl an G-C Basenpaaren einen hoheren Energieaufwand zur Aufschmelzung,
weil diese Bindungen Uber drei Wasserstoffbriicken verfigen, im Gegensatz zu A-T -
Paarungen, welche lediglich von zwei Wasserstoffbriicken zusammengehalten werden (siehe
Abb. 6). [24,40]
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Abbildung 6: Wasserstoffbriicken der Basenpaarungen zwischen A-T und G-C; verdndert nach [24].

Zur Auswertung wird haufig die negative erste Ableitung der Fluoreszenz gegen die
Schmelztemperatur in °C aufgetragen. Die so veranschaulichten Peaks lassen durch die
Verschiebung zu niedrigeren Temperaturen Primer-Dimere oder nicht spezifische Produkte
aufzeigen, welche deutlich kirzere Kettenlangen aufweisen als die gewtinschten Amplikons
(Abb. 7). [40]
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Abbildung 7: Schmelzprofil eines PCR-Produkts im Vergleich zu einem unerwiinschten Nebenprodukt mit
geringerer Tm.

Mit Hilfe der PCR-HRM kann ebenfalls eine SNP-Genotypisierung der amplifizierten
Sequenzen durchfihrt werden. In Abhangigkeit vom Schmelzpunkt der DNA ist eine
Unterscheidung zwischen homozygotem Wildtyp, homozygoter- und heterozygoter Mutation
moglich. [40]

3.2.3.2.3. Pyrosequenzierung

Die PSQ stellt eine moderne Variante der DNA-Sequenzierung dar, welche auf der
wissenschaftlichen Arbeit von PhD Pal Nyren im Jahr 1987 basiert und auf der
Echtzeitdetektion von freigesetztem PP; beim Einbau von Nukleotiden beruht. [42] Diese
Sequenziertechnik ist nicht nur kostenglnstiger und schneller als andere
Sequenziermethoden, wie z.B. die Sanger-Sequenzierung, sondern besitzt im Vergleich dazu
auch eine sehr niedrige Nachweisgrenze. [42,43] Im Gegensatz zur Sanger-Methode (800 -
1000 bp) sind mit der PSQ jedoch nur kurze DNA-Fragmente, welche 100 - 250 bp umfassen,
analysierbar. [43]

Zur Vorbereitung auf die eigentliche PSQ-Reaktion findet eine im Vorhinein durchgefuhrte
PCR mit Hilfe eines biotinylierten (btn) Primers statt, wobei das 5°-Ende des Templats mit
einem Biotinmolekul markiert wird. Des Weiteren erfolgt eine Fixierung des Zielstranges durch
die Bindung mit Streptavidin-markierten magnetischen Kugelchen, die mit Biotin in Bindung
treten. Dem durch Denaturierung entstandenen DNA-Einzelstrang wird daraufhin erneut ein
Primer zugesetzt, welcher an dem 3’-Ende hybridisiert und eine Synthese des
komplementaren Stranges durch Einsatz einer DNA-Polymerase und einzeln-zugesetzten
Nukleotiden hervorruft.

Genauer betrachtet geschieht hierbei eine enzymatische Reaktion. Nach dem erfolgreichen
Einbau eines dNTPs mittels Polymerase findet die Freisetzung eines anorganischen PP; statt,
welches im nachsten Schritt, katalysiert vom Enzym ATP-Sulfurylase, mit Adenosin 5'-
Phosphosulfat (APS) zu Adenosintriphosphat (ATP) reagiert. ATP findet wiederum als
Cofaktor der darauffolgenden Luciferase-Reaktion Verwendung, wodurch Luciferin in
Oxyluciferin umgewandelt wird und dies in einem detektierbaren Signal resultiert. Das dabei
emittierte Licht (hv) ist proportional zur Menge an verbrauchtem ATP. Die dazugehérigen
Reaktionsformeln sind folgende: [42]
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(DNA),, + ANTP — (DNA) 41 + PP; + H*
PP, + APS - ATP + SO2~

ATP + Luciferin + O, > AMP + PP; + Oxyluciferin + CO, + hv

Das aufgenommene Fluoreszenzsignal wird als Pyrogramm dargestellt, womit sich

entsprechend der integrierten Nukleotide die eingebaute Basensequenz bestimmen lasst
(Abb. 8). [42]

Nukleotid — Sequenz

G © - A GG o T

G

1] A G < T

hinzugefiigte Nukleotide

ﬁ_

Abbildung 8: Beispielhafte Darstellung eines Pyrogramms; verdndert nach [44].

Allgemein entspricht die DNA-Sequenzierung der Untersuchung der Abfolge von Nukleotiden,
also den chemischen Grundbausteinen des Erbguts. Mit dieser Methode kénnen auch

Punktmutationen festgestellt werden, welche fir eine Diagnose von Erbkrankheiten
unerlasslich ist.
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4. Experimenteller Teil

4.1. Gewebsmaterial

Die zu untersuchenden Materialien, aus welchen die DNA extrahiert wurde, waren in
Isopropanol, EtOH und Formalin gelagerte, menschliche Féten, welche von Eduard Winter,
dem Collections Manager des pathologisch-anatomischen Museums in Wien (Narrenturm),
im Jahr 2019 dieser Studie zur Verfugung gestellt wurden. Als Kontrollproben wurden drei
Foten ohne ODC herangezogen, wobei zwei davon in alkoholischen Lésungen (F1 vermutlich
in Isopropanol, F2 vermutlich in EtOH) und der dritte in Formalin (F3) konserviert wurden.
Zusatzlich wurden zwei FF Foten mit schweren Gesichtsanomalien (F#003, F#004) zur
Untersuchung von ODC-assoziierten SNPs hinzugezogen. Bedauerlicherweise existieren
aufgrund fehlender Angaben keine genaueren Kenntnisse Uber das Alter und die
Lagerungsbedingungen der einzelnen Objekte.

Dieses Vorhaben wurde von einer Ethik-Kommission geprift und genehmigt.

4.1.1. Probenahme

Als Vergleichsgruppe dienten die alkoholisch- und Formalin-fixieten Foten ohne
Gesichtsdysmorphien, welche zur Optimierung der DNA-Extraktionsmethoden herangezogen
wurden. Unter sterilen Arbeitsbedingungen wurden von diesen Praparaten, von Dr. Andreas
Glowania und Christina Wagner MSc, verschiedenste Gewebsarten, wie Leber, Herz, Lunge,
Darm, Magen, Milz, Nabelschnur, Muskeln, Knochen, Klein- und Grof3hirn, entnommen (Abb.
9, Tabelle (Tab.) 1).

Die Gewebsentnahme der ODC-erkrankten Foten, welche einen deutlich gréReren Korpus
aufwiesen, erfolgte durch Nutzung einer minimal-invasiven 3D-basierten Technologie, wobei
die Foten zunachst von Dr. Andreas Glowania und Rudolf Schmidt untersucht und im
Anschluss gewisse Gewebsarten zu Analysezwecken herausoperiert wurden: Leber, Herz,
Lunge, Darm, Magen, Milz, Nabelschnur, Muskel, Knochen, Kleinhirn und GrofB3hirn (Abb. 9,
Tab. 1). [16]

Abbildung 9: Gewebsentnahme von langzeit-konservierten Féten ohne (links) und mit Gesichtsdysmorphien
(rechts).
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Tabelle 1: Entnahme von verschiedenen Gewebstypen der verwendeten Féten.

Bezeichnung der Féten F1 F2 F3 F#003 F#004
Konservierungsmittel Isopropanol EtOH Formalin Formalin Formalin
Leber X X X X X
Herz X X X X X
Lunge X X X X X
Darm X X X X X
Magen X X X X X
g g
(7]
2 Milz X X X X X
3
)
o Nabelschnur X X X X X
Muskel X X X X X
Knochen X X X X X
Kleinhirn X X X X -*
Grof3hirn X X X X X

* keine Entnahme

Grundsatzlich wurden von allen Gewebstypen jeweils ein bis zwei Gramm entnommen und in
einem 15 mL Falcon-Tube bei - 20 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

4.2. Homogenisierung der Gewebsproben

Zur Optimierung des Gewebsaufschlusses erfolgte vor der Zelllyse eine Homogenisation der
Gewebsmaterialien unter Einsatz des FastPrep-24 5G Tissue Homogenizers (Abb. 10).

Um Kontaminationen der Probe hinsichtlich anderer DNA-RUlckstande zu vermeiden, wurden
im ersten Schritt alle Arbeitsflachen des Labors gruindlich mit DNA Exitus Plus™ IF gereinigt.
Im DNA-Extraktionslabor wurden fir die Versuchsdurchfuhrungen 25 mg bzw. 100 mg der zu
untersuchenden Probe eingewogen und mit Hilfe eines sterilen Skalpells in ungefahr 1x1x1
cm groRe Stucke geschnitten, um diese anschlieBend in ein fir den Homogenisator
geeignetes, stoldfestes 2 mL Réhrchen zu Gberfihren. Diesem wurde daraufhin eine spezielle
Lysematrix zugefihrt, welche aus zwei %2“ Keramikkligelchen (Matrix M, Abb. 11) bestand
und aufgrund von friheren Versuchen einer Kollegin (Christina Wagner, MSc) flr weitere
Zwecke verwendet wurde.
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Abbildung 10: FastPrep-24 5G Tissue Abbildung 11: Matrix M, 4" Keramikkiigelchen
Homogenizer

Nach Zugabe eines Extraktionspuffers wurden die Proben, unter Einstellung verschiedener
Gerateparameter des gewebszerstdérenden Apparates (Tab. 2) fur fortlaufende
Aufarbeitungsschritte zerkleinert.

Tabelle 2: Einstellungen zur Homogenisation mittels FastPrep-24 5G Tissue Homogenizer fiir alle

Extraktionsverfahren.
. Geschwindigkeit Zeit Quantity Pause Zeit
Lysematrix [misec] Adapter [sec] Img] Zyklen [sec]
M 6,0 QuickPrep 40 160 3 300

4.3. DNA-Extraktionsprotokolle

Um die Isolierung der DNA aus FF Gewebe, sowohl hinsichtlich der Ausbeute als auch der
Reinheit, weiter zu optimieren, wurde die Studie von Christina Wagner MSc zur praktischen
Durchfiihrung herangezogen, welche in ihrer Masterarbeit mit dem Titel ,Extraction of
genomic DNA from formalin-fixed and ethanol-fixed, long-term stored museal tissue with
regard to SNP analysis in foetuses with Otocephaly-Dysgnathia Complex“ bereits einige
Extraktionsversuche mit modifizierten Protokollen vorgenommen hatte. Aus diesem Grund
wurden nicht die originalen Extraktionsverfahren der Hersteller als Vorlage verwendet,
sondern die zuletzt angewendeten Versuchsmethoden von Frau Wagner, welche auf diesen
basieren. [16]
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4.3.1. QlAamp DNA Mini Kit

Das originale Extraktionsprotokoll des QlAamp DNA Mini Kits (Qiagen) wurde aus dem
dazugehorigen Kit-Handbuch des Herstellers entnommen. Die Vorlage fir nachkommende
Variationen der DNA-Isolierung basiert auf [16].

Nach einer Probeneinwaage von 25 mg in ein resistentes 2 mL Gefall wurde, dem 1x1x1 cm
zerkleinerten Gewebe, 180 pyL ATL Puffer zugesetzt und mit Hilfe von Lysematrix D (1,4 mm
Keramikklgelchen) und des FastPrep-24 5G Tissue Homogenizers homogenisiert. Danach
wurden 20 uL Prot. K [20 mg/mL] zugesetzt und kurz gevortext, worauf eine 18 stiindige
Inkubation auf einem Thermoschiuttler bei Einstellungen von 56 °C und 800 rpm erfolgte.
Daraufhin wurden, nach kurzem Abzentrifugieren, 4 puL einer RNaseA Losung [100 mg/mL]
hinzu pipettiert und far 15 sec gepulst-gevortext. Nach 2-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) und erneutem kurzen Abspinnen wurde der Lésung 200 uL des AL
Puffers hinzugefligt und wiederum flir 15 sec gepulst-gevortext. Infolgedessen wurde eine 10-
minutige Inkubation bei 70 °C durchgefihrt, woraufhin eine kurze Zentrifugation und eine
Zugabe von 200 pL absoluten (abs.) EtOH (96 - 100 %) stattfand, gefolgt von erneutem
gepulst-vortexen fir 15 sec. AnschlielRend wurde die Probelésung nach kurzem Abspinnen
auf eine QlAamp Mini Spin Saule, welche sich in einem 2 mL Sammelbehaltnis befand,
transferiert und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Im Zuge des darauffolgenden
Waschschritts wurde das Filtrat verworfen und die Spin Saule in ein neues Sammelgefal}
befordert, worauf 500 pL des AW1 Puffers zuzugeben wurden. Nach 1-minUtiger
Zentrifugation bei 8000 rpm wurde das Sammel-Tube abermals getauscht, bevor 500 uL des
AW2 Puffers zugefiigt wurden. Diesmal wurde die Spin Saule bei einer
Héchstgeschwindigkeit von 14000 rpm fiir 3 min zentrifugiert, wobei nach Uberfiihrung der
Saule in ein neues Gefall der Vorgang bei 14000 rpm flr 1 min wiederholt wurde. Zur
Ruckgewinnung der an der Saule gebundenen DNA wurde die Spin Saule in ein 1,5 mL
Eppendorfgefald eingefuhrt, wonach auf die stationdre Phase der Saule 50 pL AE Puffer
pipettiert wurden. Daraufhin konnte nach 1-minttiger Inkubation bei RT die DNA durch
Zentrifugation bei 8000 rpm fur 1 min eluiert werden. Um sicherzustellen, dass die gesamte
DNA von der Saule eluiert wurde, wurde der letzte Schritt zweimal wiederholt, wobei jedes
Eluat in einem separaten 1,5 mL Eppendorf-Behaltnis aufgefangen wurde. Bis zur weiteren
Analyse wurde die gesammelte DNA bei - 20 °C gelagert. [16]

4.3.1.1. Modifikation des QlAamp DNA Mini Kits Extraktionsprotokolls

Um die Eignung des kommerziell erhaltlichen QlAamp DNA Mini Kits auf die Extraktion von
intakter DNA aus langzeit-konservierten Gewebspraparaten, hinsichtlich der DNA-Ausbeute
und DNA-Reinheit zu testen, wurde das bereits im Vorfeld modifizierte Extraktionsprotokoll
(Kap. 4.3.1) nochmals mit unterschiedlichen Lysepuffern und unter Verwendung von
Lebergewebe eines Féten ohne ODC (F2) und beider an ODC-erkrankten Foéten (F#003,
F#004) durchgefiihrt. Die Bedingungen der verschiedenen Variationen (V1a - V2) sind in
Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 3: Variation der Parameter ausgehend vom modifizierten QlAamp DNA Mini Kit Extraktionsprotokoll aus
Kapitel 4.3.1. Verdndert wurden dabei folgende Kenngré3en: Fétus/Gewebstyp, Art des Lysepuffers, Lysematrix,
die Einstellungen bei der Zentrifugation der Spin Sdule und die Inkubationszeit des Elutionspuffers (AE) vor
Elution der DNA.

Abkiirzung der .. . . . Inkubationszeit
Variation Fotus/Gewebstyp Lysepuffer Lysematrix Zentrifugation AE Puffer
Via F2/Leber 180 L ATL Matrix M2 12000 rpm / 2 min 5 min

15 L 20% SDS +

V1b F2/Leber 132,5 L 2,26x Matrix M2 12000 rpm / 2 min 5 min
TE9
F#003/Leber
V2 180 puL ATL Matrix M2 12000 rpm / 2 min 5 min
F#004/Leber

In den Variationen V1a und V1b wurde jeweils das Lebergewebe des EtOH-fixierten Foten
F2 zur Isolierung der DNA aufgearbeitet. Hierbei lag der Unterschied in der Art des
zugesetzten Lysepuffers vor der Homogenisation des Gewebes. Bei V1a wurde mit ATL
Puffer, bei V1b mit einem Puffer-Gemisch aus 20 % SDS und 2,26x TE9 gearbeitet, welches
in der Studie von Sambrook und Russell verwendet wurde. [45] Die Lysematrix, welche zur
Homogenisation der Proben verwendet wurde, waren 2 4“ Keramikkligelchen (Matrix M), da
sich diese am besten zur Gewebszerstérung und zur nachfolgenden Entfernung eigneten.
[16] Des Weiteren mussten flr alle Variationen die Zentrifugationsgeschwindigkeit und -zeit
optimiert werden, da bei Einstellungen von 8000 rpm fir 1 min, durch Verstopfen der Saule,
keine Zentrifugation erfolgten konnte. Um eine hdhere Ausbeute der DNA zu erreichen, wurde
ebenfalls die Inkubationszeit des AE Puffers auf der Saule von 1 min auf 5 min optimiert.

In Variation V2 wurde die Leber von den beiden FF Féten F#003 und F#004 untersucht. Dabei
wurde der Einsatz von ATL als Lysepuffer beibehalten. Die Durchfiihrung erfolgte sonst
analog zu V1a und V1b.

4.3.2. QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

Die DNA-Extraktionsmethode unter Verwendung des QIAamp DNA FFPE Tissue Kits
(Qiagen) wurde gemal’ dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Da keine Paraffin-fixierten
Proben untersucht wurden, konnten die ersten paar Schritte des Protokolls Ubersprungen
werden. Die durchgefiihrten Optimierungsschritte erfolgten auf Basis von [16].

Demnach wurden 25 mg Probe zunachst mittels Skalpell zerkleinert, in ein resistentes 2 mL
Roéhrchen transferiert und zum Waschen 80 L einer PBS-Ldsung hinzu pipettiert, bevor eine
1-minltige Zentrifugation bei 8000 rpm stattfand. Nach verwerfen des Uberstandes kam es
zu einer Wiederholung des Reinigungsschrittes, wonach 2 Kigelchen Lysematrix M und 180
uL eines ATL Puffers mit 0,075 % Reagenz DX (R.DX) (v/v) zugesetzt wurden. Die
anschlieBende Homogenisation wurde durchgefihrt, um nach Entfernung der Matrix die
Zelllyse durch Zugabe von 20 pL Prot. K [20 mg/mL] und grundliches Vortexen zu starten.
Anschlieend wurde das Gemisch auf einem Thermoschuittler fiir 24 h bei 56 °C und 800 rpm
inkubiert, wobei alle 2 h die Probengefale kurz gevortext und erneut abgespinnt wurden.
Gleich darauf wurden die Proben fir 1 h bei 90 °C inkubiert, um Quervernetzungen, welche
in Folge der FF auftreten, umzukehren. Nach kurzem Abspinnen wurde abgewartet, bis die
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Mischung auf RT abkihlt war, um danach 2 yL RNaseA [100 mg/mL] zuzufiigen und diese
fur 2 min bei RT zu inkubieren. Im Anschluss wurden 200 uL AL Puffer hinzu pipettiert, alles
durch reichliches vortexen vermengt und kurz abgespinnt. Die Probe wurde danach mit 200
ML abs. EtOH durch vortexen vermischt. Nach kurzem Abzentrifugieren der Losung wurde
diese auf eine QlAamp MinElute Saule transferiert, welche sich in einem 2 mL
Sammelbehaltnis befand, und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert, wobei das Filtrat verworfen
und die Saule in ein neues Sammelgefal Uberfihrt wurde. Infolgedessen wurden 500 uL AW1
Puffer zugesetzt und fir 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde, nach erneutem
Verwerfen des Filtrats, die Saule in ein neues Behaltnis transferiert und 500 uL AW2 Puffer
zupipettiert. Nach 1-minltiger Zentrifugation bei 8000 rpm wurde die Saule in ein neues
Sammelgefal eingesetzt und daraufhin bei einer Héchstgeschwindigkeit von 12000 rpm fir
3 min zentrifugiert. Zum Eluieren der DNA wurde die Saule in ein 1,5 mL Eppendorfgefald
Uberfuhrt und darauffolgend 50 yL ATE Puffer auf die stationdre Phase der Saule
aufgetragen. Zuletzt wurde, nach 1-mindtiger Inkubationszeit bei RT, die DNA gewonnen,
indem fir 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert wurde. Um sicherzustellen, dass die gesamte
DNA von der Saule eluiert wurde, wurde der letzte Schritt zweimal wiederholt, wobei jedes
Eluat in einem separaten 1,5 mL Eppendorf-Behaltnis aufgefangen wurde. Bis zur weiteren
Analyse wurde die gesammelte DNA bei - 20 °C gelagert. [16]

4.3.21. Modifikation des QlAamp DNA FFPE Tissue Kit Extraktionsprotokolls

Um die Eignung des kommerziell erhéltlichen QlIAamp DNA FFPE Tissue Kits auf die
Extraktion von intakter DNA aus langzeit-konservierten Gewebspraparaten, hinsichtlich der
DNA-Ausbeute und DNA-Reinheit zu testen, wurde das bereits im Vorfeld modifizierte
Extraktionsprotokoll (Kap. 4.3.2) nochmals mit unterschiedlichen Waschschritten,
Lysepuffern, Lysezeiten, Inkubationszeiten zum RNA-Abbau und unter Verwendung von
Leber- und Grol3hirngewebe von Féten ohne ODC (F2, F3) durchgeflhrt. Die Bedingungen
der verschiedenen Variationen (V3 - V4b) sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Variation der Parameter ausgehend vom modifizierten QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
Extraktionsprotokoll aus Kapitel 4.3.2. Verdndert wurden dabei folgende Kenngréf3en: Fétus/Gewebstyp,
Waschschritt vor der Lyse, Art des Lysepuffers, Lysezeit, Inkubationszeit bei RNA-Abbau, die Einstellungen bei
der Zentrifugation der Spin Séule und die Inkubationszeit des Elutionspuffers (ATE) vor Elution der DNA.

Abkiirzung Fotus/ . Lyse . . Inkubationszeit
der Variation Gewebstyp Waschschritt Lysepuffer Il RNA-Abbau Zentrifugation ATE Puffer
13000 rpm,
25 °C, 180 uL ATL/ 1 min
V3 F2/Leber 800 rpm, 0,075 % 18 sz‘;r: E':aset/?'n & 5 min
1h (2x) R.DX (v/v) ubatio 12000 rpm,
2 min
i 25 °C, 180 puL ATL/
Vaa F2/GroRhirn 800 rom. 0’%5 % o4 42 uL IRllzlaseA, 130100 rpm, 5 min
F3/GroRhirn 1h (2x) R.DX (V) min Inkubation min
50 °C,
. 800 rpm,
Vab F2/GroBhim | 41, (4x) + iber | |COHLATL/ 2 L RNaseA, 13000 rpm, .
. 0,05 % R.DX 24 . . . 5 min
F3/GroRhirn Nacht mit PBS (VIv) 4 min Inkubation 1 min
bei 50 °C
inkubiert
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Fir V3 wurde die Leber von F2 herangezogen. Fir einen besseren Arbeitsfluss wurde die
Lysezeit von 24 h auf 18 h herabgesetzt. Zudem erfolgte die erste Zentrifugation mit der
MinElute Saule bei 13000 rpm, da die Saule bei 8000 rpm keine Filtration zuliel3. Auch bei
den Waschschritten musste eine erhdhte Zentrifugation von AW1 und AW2 erfolgen (12000
rom, 2 min), da dies mit der bereits genannten Drehzahl nicht mdglich war. Des Weiteren
wurde, vor Elution der DNA, die Inkubation der stationaren Phase mit ATE Puffer auf 5 min
erhoht, um die Ausbeute zu steigern.

Fir die Variationen V4a und V4b wurde Gro3hirngewebe vom EtOH-fixierten Féten F2 und
vom FF Foten F3 eingesetzt. Die beiden Variationen unterschieden sich im Waschschritt vor
der Zelllyse. Bei V4b wurde der Waschschritt bei 50 °C tUber Nacht durchgefuhrt. Hierzu wurde
nach Zugabe von 80 ul PBS flir 1 h bei 50 °C und 800 rpm am Thermoschuttler inkubiert, um
anschlieBend den Uberstand nach Zentrifugation (8000 rpm, 1 min) zu verwerfen. Nach 4-
facher Wiederholung dieses Schritts wurde, nach erneuter PBS-Zugabe, Uber Nacht zu
gegebenen Einstellungen (Tab. 4) weiter inkubiert, wobei die Gesamtdauer des
Reinigungsvorgangs in etwa 21 h betrug.

Nach Beendigung des Waschvorgangs wurde, sowohl bei V4a und V4b, eine Pufferlésung
von 180 ul ATL mit 0,05 % R.DX (v/v) verwendet. Die Dauer der Zelllyse, nach erfolgter
Homogenisation, wurde bei 24 h belassen. Eine weitere Modifizierung bestand in der
Verlangerung der Dauer der Inkubation mit RNaseA auf 4 min.

Das Problem der Saulenverstopfung bei V3 war auch bei beiden V4-Variationen (V4a, V4b)
gegeben. Daher wurden die MinElute Saulen 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert, um den
Durchfluss der Losungsmittel zu ermoglichen. Vor der Elution der DNA wurde der ATE Puffer
5 min inkubiert.

4.3.3. Phenol-Chloroform Extraktion

Das originale, fir dieses Verfahren eingesetzte, Extraktionsprotokoll entstammt einer
Publikation von Sambrook und Russell [45], welches von C. Wagner in folgender Weise
modifiziert wurde:

25 mg Gewebeprobe wurden eingewogen, welche wiederum in 1x1x1 cm groRRe Stlicke
zerteilt und in ein resistentes 2 mL Tube transferiert wurden. Um das Fixativ der Probe zu
entfernen wurden 80 pL PBS zugesetzt und die Mischung fur 1 h bei 25 °C und 800 rpm am
Thermoschuttler belassen. Nach 1-minltiger Zentrifugation bei 8000 rpm wurde der
Uberstand mittels Pipette verworfen und der gesamte Waschschritt wiederholt. Danach wurde
das Gewebe homogenisiert. Dazu wurde ein Gemisch aus 15 pL 20 % SDS (w/v) und 132,5
uL 2,26x TE9 Puffer der Probe hinzugefligt. Im Anschluss erfolgte die Zerkleinerung der
Probe mit Hilfe des FastPrep-24 5G Tissue Homogenizers unter Verwendung der Lysematrix
M. Die Einstellungen des Gerates kénnen der Tabelle 2 des Kapitels 4.2 entnommen werden.

Nach Beendigung dieses Vorgangs wurden die Keramikklgelchen vorsichtig entfernt, um
anschlieftend die Zelllyse durchzufihren. Daflir wurde das Gewebe mit 157,5 pL Prot. K [20
mg/mL] versetzt, grundlich gevortext und fir 18 h bei 56 °C und 800 rpm inkubiert. Zur
Umkehrung der Formaldehyd-Modifikationen wurde eine erneute Inkubation des Gemisches
fur 1 h bei 90 °C gestartet und danach auf RT abgekihlt. Der Abbau der RNA erfolgte, nach
kurzem Abspinnen des Gemisches, unter Zusatz von 2 yL RNaseA [100 mg/mL]. Nach
kurzem Vortexen und erneutem Abspinnen wurde des Weiteren zunachst fir 2 min bei RT,
danach fur 10 min bei 70 °C inkubiert. Nach AbklUhlung der Probe begann der DNA-
Isolierungsschritt durch Zugabe von 700 uL PC (Roti®-phenol-chloroform-isoamyl alcohol;
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Roth), 15 sec Vortexen und darauffolgender Zentrifugation (5 min, 14000 rpm). Danach wurde
die wassrige Phase in ein 1,5 mL Tube transferiert und der gesamte Schritt, beginnend mit
Zugabe von erneut 700 yL PC, wiederholt. Die daraus resultierende wassrige Phase wurde
anschlieBend mit 750 pL einer EtOH/NH4Ac-L6osung (8:1, (v/v)) gemischt, 4x uUber Kopf
gedreht und fur 1 h bei RT inkubiert. Unter Verwendung einer Kuhlzentrifuge wurde die Probe
bei 4 °C und 14000 rpm fiir 45 min zentrifugiert und danach der Uberstand vom entstandenen
Pellet mittels Pipette entfernt. Zum Waschen des Rickstandes wurde dieser mit 1 mL 70 %
EtOH (v/v) versetzt, erneut zentrifugiert (15 min, RT, 14000 rpm) und danach wiederum der
Uberstand verworfen. Bei offenen Eppendorf-GefaRen wurden die Proben fir ungefahr 20
min bei RT getrocknet, bevor die DNA in 50 uL EB Puffer durch kurzes vortexen, abspinnen
und Inkubation am Thermoschdttler (RT, 800 rpm, 2 h) gelést wurde. Die Lagerung der DNA
erfolgte im Gefrierschrank bei - 20 °C. [16]

4.3.3.1. Modifikation des Phenol-Chloroform Extraktionsprotokolls

Um die Anwendbarkeit der PC-Methode zur Extraktion von intakter DNA aus langzeit-
konservierten Gewebspraparaten, hinsichtlich der DNA-Ausbeute und DNA-Reinheit zu
untersuchen, wurde das bereits im Vorfeld modifizierte Extraktionsprotokoll (Kap. 4.3.3)
nochmals mit unterschiedlichen Waschschritten, Lysezeiten und unter Verwendung von
Lebergewebe der Foten ohne ODC (F1, F2, F3) durchgefihrt. Die Bedingungen der
verschiedenen Variationen (V5 - V7) sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Variation der Parameter ausgehend vom modifizierten PC-Extraktionsprotokoll aus Kapitel 4.3.3.
Verdndert wurden dabei folgende Kenngréf3en: Fétus/Gewebstyp, Waschschritt vor der Lyse und die Lysezeit.

Abkiirzung der Variation Fotus/Gewebstyp Waschschritt L[):‘s]e
V5 F1/Leber 15 min, 800 rpm, 25 °C (1x) 20
F1/Leber
V6 F2/Leber 1 h, 800 rpm, 25 °C (2x) 18
F3/Leber
vT7* F2/Leber 1 h, 800 rpm, 25 °C (2x) 18

* Wiederholung von V6 mit dem Lebergewebe des Foten F2

Far V5 wurde das Lebergewebe des Isopropanol-fixierten Féten 1 herangezogen. Hierbei
fand ein verkurzter Waschschritt vor der 20-stiindigen Zelllyse statt, wobei nur einmal PBS
zugegeben und fir 15 min (statt 1 h), inkubiert wurde.

In V6 wurden die Lebergewebe der drei Féten ohne Gesichtsdysmorphien (F1, F2, F3) zur
DNA-Isolierung herangezogen. Dabei wurde das in Kapitel 4.3.3 Dbeschriebene
Extraktionsprotokoll ohne jegliche Modifikationen ausgefihrt.

V7 wurde wie V6 durchgefiihrt, allerdings wurde nur das Lebergewebe des EtOH-fixierten
Foten F2 verwendet.
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4.3.4. Hot Alkali Extraktion

Dieses Extraktionsverfahren verlief grundsatzlich analog zum PC-Verfahren. Im Unterschied
zum im Abschnitt 4.3.3 beschriebenen Protokoll wurde bei der Hot Alkali-Methode zwischen
der Homogenisation und der Zelllyse eine Hitzebehandlung unter alkalischen Bedingungen,
nach dem Protokoll von Shi et al., durchgefiihrt. [20] AuRerdem wurde, statt des SDS/2,26x
TE9 Puffer-Gemisches, eine ATL/R.DX-Pufferlésung bei der Homogenisierung verwendet.

25 mg des zu untersuchenden Gewebes wurden eingewogen und mit 80 uL PBS gereinigt,
wobei ebenfalls zwei Waschvorgange stattfanden. Zur Homogenisierung wurde, nach dem
Zusatz von 2 Kugelchen Lysematrix M, 180 uL ATL Puffer versetzt mit 0,05 % R.DX dem
gesauberten Gewebe zugefigt und mit dem FastPrep-24 5G Tissue Homogenizer
homogenisiert (Gerate-Einstellungen siehe Tab. 2). Nach Entfernung der Lysematrix wurde
die Hitzebehandlung durchgefiihrt, wobei zunachst ein Gemisch von 500 uL 0,1 M
Natriumhydroxid (NaOH)-Losung mit 1 % SDS der Probe zugegeben, und diese anschiel3end
kurz gevortext und abgespinnt wurde. Daraufhin wurde die Mischung fir 20 min bei 100 °C
am Thermoschuttler bzw. 120 °C im Warme-/Trockenschrank inkubiert. Nachdem die Probe
auf RT abgekuhlt war, erfolgte die Zelllyse durch Zugabe von 20 uL Prot. K [20 mg/mL] und
Inkubation am Thermoschittler (56 °C, 800 rpm, 18 h). Alle weiteren Schritte wurden geman
Abschnitt 4.3.3 durchgefuhrt. Die gewonnene DNA wurde im Gefrierschrank bei - 20 °C
gelagert.

4.3.41. Modifikation des Hot Alkali Extraktionsprotokolls

Um die Anwendbarkeit der Hot Alkali-Methode zur Extraktion von intakter DNA aus langzeit-
konservierten Gewebspraparaten, hinsichtlich der DNA-Ausbeute und DNA-Reinheit zu
untersuchen, wurde das Extraktionsprotokoll (Kap. 4.3.4) mit unterschiedlichen Einwaagen
des Gewebes, Waschschritten, zum Teil erhéhten Reaktionsvolumina, Hitzebehandlungen
(Dauer, Temperatur, rpm), Umkehrung der Formaldehyd-Modifikationen, extra Waschschritt
bei der Extraktion, DNA-Fallung unter Verwendung von allen Gewebsarten des EtOH-fixierten
Foéten (F2), sowie Grol3hirn-, Leber- und Lungengewebe des FF Foten (F3) durchgefiihrt. Die
Bedingungen der verschiedenen Variationen (V8 - V17b) sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Variation der Parameter ausgehend vom Hot Alkali Protokoll aus Kapitel 4.3.4. Veréndert wurden
dabei folgende KenngréBen: Fétus/Gewebstyp, Einwaage des Gewebes in mg, Waschschritt vor der Lyse,
Volumina vom ATL Puffer, Prot. K und RNaseA, Hitzebehandlung bezogen auf Dauer und Temperatur mit und
ohne Schiitteln, Umkehrung der Formaldehyd-Modifikationen, zusétzlicher Waschschritt nach Zugabe von PC,
sowie die Féallung der DNA bei unterschiedlichen Temperaturen und die Farbung der prézipitierten DNA.

. Umkehrung Extra
Abkirzung Fotus/ Einwaage . Reaktions- Hitze- der Waschschritt PNA-
der Waschschritt | Fallung /
e Gewebstyp [mg] Volumina Behandlung Formaldehyd- nach Zugabe s
Variation e o -Farbung
Modifikationen von PC
0,
80 L PBS, 180 pL ATL/0,05%
F2/Grofhirn 1h, RDX, 20 uL 20 min, . .
V8 25 800 rpm, PEL'K' 2:" 99 °C, 92 hC' - R1T'; ET:' .
F3/GroBhimn 25°C ase 300 rpm o
(2%) [100mg/mL]
(QIAGEN)
F2/GroRhirn 180 pL ATL/0,05% 20 min, . -
Voa 25 ) RPDX 20 L g 99 °C, 90 °C, ) 1h be|*
F3/GrofShirn D%, 20 0 1h RT / k.F.
Prot.K, 2 pL rpm
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RNaseA

[100mg/mL] 20 min,
V9b (QIAGEN) 120 °C,
0 rpm
25 min,
V10a 80 uL PBS 180 [JL ATL/0,05% 99 °C,
F2/Leber ”1 N ) R.DX, 20 uL 0 rpm
’ Prot.K, 2 uL 90 °C, 1 h bei
F3/Leber 2 80205?8"' RNaseA o 1h . RT/KF.*
F2/Lunge [100mg/mL] min.
V10b (29 (QIAGEN) 120 °C,
0 rpm
20 min,
Vi1a 120°C,
0 rpm
0,
80 uL PBS, 180 pL ATL/0,05%
1h R.DX, 20 uL 30 min
F2/Leber ' ProtK, 2 L nn, 90 °C, 1 h bei
V11b 25 800 rpm, 120°C, - .
o RNaseA 1h RT / k.F.
F2/Lunge 25°C 0rpm
2x) [100mg/mL]
(QIAGEN)
40 min,
Viic 120°C,
0 rpm
F2/Milz
0,
F2/Herz 80 uL PBS, 180 pL ATL/0,05%
1h R.DX, 20 pL 30 min
F2/Nabelschnur ) Prot.K, 2 uL 1n, 90 °C, 1 h bei
V12 25 800 rpm, RNaseA 100 °C, 1h - RT/ KF.*
F2/Darm 25°C 300 rpm a
(2%) [100mg/mL]
F2/Muskel (QIAGEN)
F2/Kleinhirn
40 min,
Vi3a 160 yLPBS, | 180 HL ATLIO,05% 100 °C.
’ R.DX, 20 pL 0 rom :
F3/Leber 1h, p 5 min, )
Prot.K, 2 puL 1 h bei
100 800 rpm, - RT, .
F3/Lunge 25 °C RNaseA 25 mi 300 rpm RT /k.F.
[100mg/mL] 5 min,
V13b (2x) (QIAGEN) 120 °C,
0 rpm
80 uL PBS,
1h,
V14a 25 800 rpm,
25°C 180 pL ATL/0,05%
(2x) R.DX, 20 pL
Prot.K, 2 uL
RNaseA
160 hthPBS’ [100mg/mL]
' QIAGEN i i i
Vi4b 800 rpm. ( ) 30 min, 5 min, 1 h bei
F3/Lunge 25 °C 100 °C, - RT, RT /5 pL
(2%) 0 rpm 300 rpm GlycoBlue
100
720 pL ATL/0,05%
320 |1JLhPBS, R.DX, 80 pL
' Prot.K, 8 uL
Vi4c 802()5?81, RNaseA
2x) [100mg/mL]
(QIAGEN)
320 pL PBS,
1h, 360 pL ATL/0,05% 30 min, 5 min, 1 h bei
V15a F3/Lunge 100 800 rpm, R.DX, 80 pL 100 °C, - RT, RT /5L
25°C Prot.K, 8 pL 0 rpm 300 rpm GlycoBlue
(2x) RNaseA
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[100mg/mL] .
(QIAGEN) 1 h bei
V15b 20°C/
5uL
GlycoBlue
180 pL ATL/0,05%
R.DX, 20 L
Prot.K, 2 uL
viea RNaseA
160 L PBS, [100mg/mL] .
F3/Leber 1h, (QIAGEN) 30 min, 5 min, 128 °bc6|/
100 800 rpm, 100 °C, - RT, = h
F3/lunge 25°C 180 pl ATL/0,05% 0rpm 0mm | e
(2x) R.DX, 80 l
Prot.K, 8 ul
V1eb RNaseA
[100mg/ml]
(QIAGEN)
180 pL ATL/0,05%
R.DX, 20 L
Prot.K, 20 L
V17a RNaseA
[10mg/mL]
160 uL PBS, (Macherey- ' bei
F3/Leber 1h, NAGEL) 30 min, 5 min, 20°C/
100 800 rpm, 100 °C, - RT, 5L
F3/Lunge 25 °C 0 rpm 300 rpm "
(2x) 180 pL ATL/0,05% GlycoBlue
R.DX, 80 pL
Prot.K, 20 L
vire RNaseA
[10mg/mL]
(MachereyNAGEL)

* keine Farbung der ausgefallten DNA mit dem GlycoBlue Farbstoff

Fir V8 der Hot Alkali Extraktion wurden jeweils 25 mg vom Grol3hirngewebe von F2 und F3
verwendet. Die Hitzebehandlung fand fir 20 min bei 99 °C und 300 rpm am Thermoschittler
statt.

Fir V9a und V9b wurden erneut die Grof3hirne von F2 und F3 untersucht, wobei bei diesen
Variationen, aufgrund des Probenverlustes bei V8, der Waschschritt ausgelassen wurde.
Jedes Hirngewebe wurde fur 20 min einer Hitzebehandlung unterzogen, wobei diese einmal
bei 99 °C am Thermoschittler (V9a) und einmal bei 120 °C im Trockenschrank (V9b) ablief.

Die Modifizierung bei V10a und V10b belief sich zum einen darauf, dass Leber- und
Lungengewebe von F2 und die Leber von F3 herangezogen wurden. Zum anderen wurde
jede Gewebsart bei der Hitzebehandlung flr 20 min bei 99 °C am Thermoschittler bzw. 120
°C im Trockenschrank erwarmt.

Bei den Variationen V11a, V11b und V11c wurde fur die DNA-Isolierung Leber und Lunge
des Foten F2 verwendet, wobei die Hitzebehandlung bei 120 °C fir entweder 20, 30 oder 40
min durchgefuhrt wurde.

V12: Bei dieser Variation wurde die DNA aller restlichen Gewebstypen von F2, namlich Milz,
Herz, Nabelschnur, Darm, Muskel und Kleinhirn, extrahiert. Die Einstellung des
Thermoschittlers bei der Hitzebehandlung entsprach bei allen Proben 300 rpm und 100 °C
fir 30 min.

Das Leber- und Lungengewebe von F3 wurde in den Variationen V13a und V13b untersucht.
Dafir wurden die Einwaagen auf 100 mg erhdht, wodurch fir den Waschschritt, anstatt 80 pl,
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160 ul PBS verwendet wurden. Die Behandlung zur Umkehrung der Formaldehyd-
Modifikationen wurde in diesem Verfahren ausgelassen, auch in allen weiteren
Versuchsvariationen. Daher wurden die Proben in nachfolgenden Versuchen ausschlief3lich
einem RNA-Verdau unterzogen.

Nachdem fur jedes Gewebe eine Hitzebehandlung unter alkalischen Bedingungen bei 100 °C
fur 40 min bzw. bei 120 °C fir 25 min stattfand, wurden die Proben auf RT abgekuhlt, um
daraufhin jeweils 700 yL PC hinzu zu pipettieren. Auf griindliches Durchmischen der Losung
folgte ein zusatzlich eingeflihrter Waschschritt, wobei die Proben fir 5 min bei RT und 300
rom am Thermoschdttler inkubiert wurden. Nach darauffolgender Zentrifugation (14000 rpm,
5 min) und Uberfiihrung der oberen/wassrigen Phase in ein neues 2 mL Tube wurde der
gesamte Schritt, beginnend mit dem Zusatz von 700 uL PC, wiederholt. Der restliche Vorgang
der DNA-Extraktion fand analog zum PC-Extraktionsprotokoll unter Kapitel 4.3.3. statt.

V14a: Nach Einwaage von 25 mg des F3-Lungengewebes, wurde der Waschschritt 2x mit je
80 pL PBS, wie in der PC-Extraktion beschrieben, durchgefuhrt. Danach erfolgte, analog zum
Protokoll aus Kapitel 4.2, die Homogenisierung des Gewebes nach Zugabe von 180 uL des
ATL/0,05 % R.DX-Puffergemisches, die Zelllyse mittels 20 yL Prot. K [20 mg/mL] und der
RNA-Abbau durch 2 yL RNaseA [100 mg/mL]. Zur Hitzebehandlung wurde, nach Zusatz von
500 pL 0,1 M NaOH/1% SDS, fir 30 min bei 100 °C inkubiert. Danach erfolgte die DNA-
Extraktion analog zu V13a und V13b, wobei zur DNA-Prazipitation zusatzlich zu 750 uL
EtOH/NHAc (8:1, (v/v)) 15 uL des DNA-Prazipitations-Markers ,,GlycoBlue Coprecipitant® [15
mg/mL] eingesetzt wurden [46], welcher zur Visualisierung des DNA-Pellets diente.

V14b: Bei dieser Variation wurden 100 mg Lungengewebe von F3 mit 2x 160 uL PBS
gewaschen. Des Weiteren verlief diese Variation analog zu V14a.

V14c: Auch bei dieser Variation wurden 100 mg Lungengewebe von F3 verwendet, wobei
beim Waschschritt das PBS-Volumen auf 2x 320 pyL erhéht wurde. Ebenfalls wurde das
Volumen der ATL/0,05 % R.DX-Pufferldsung auf 720 pL, der Prot. K auf 80 pyL und der
RNaseA auf 8 pL erhoht. Bis auf das Aufstocken der Ldésungen fand die restliche
Versuchsdurchfiihrung entsprechend V14a statt.

Bei V15a und V15b wurde zur DNA-Isolierung Lungengewebe des Féten F3 verwendet. 100
mg des Gewebes wurden 2x mit je 320 yL PBS gereinigt. Den Proben wurden anschlieend,
vor der Homogenisation, 360 uL ATL/0,05 % R.DX-Puffergemisch zugefiihrt, wobei nach
Beendigung des Zerkleinerungsprozesses 80 uL Prot. K zur Zelllyse pipettiert wurden. Nach
Zugabe von 8 pL RNaseA erfolgte eine 30-minltige Hitzebehandlung bei 100 °C am
Thermoschuttler. Die DNA-Isolierung von V15a wurde analog zur Variation V14a
durchgefuhrt. Fur V15b erfolgte die DNA-Fallung bei einer Temperatur von - 20 °C [20], statt
bei RT (V15a).

Um sich zu vergewissern, dass es bei der Erhohung der Losungsmittelvolumina zu keiner
Beeintrachtigung der DNA-Ausbeute kam, wurden V16a und V16b folgendermallen
durchgefuhrt: Jeweils 100 mg Lungen- und Lebergewebe von F3 wurden eingewogen und
daraufhin 2x mit je 160 yL PBS gereinigt. Bei den beiden Variationen wurden je 160 pL
ATL/0,05 % R.DX-Pufferlésung zupipettiert und danach dem Homogenisierungs-Schritt
unterzogen. Fur V16a wurden zur weiteren Aufarbeitung die ,normalen®
Lésungsmittelanséatze eingesetzt (20 pL Prot. K, 2 yL RNaseA), bei V16b wurden die 4-fachen
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Volumina verwendet (80 uL Prot. K, 8 uL RNaseA). Der weitere Versuchsablauf verlief analog
zu V15b, bei welchem die DNA-Prazipitation bei - 20 °C erfolgte.

Im Prinzip verliefen V17a und V17b Ubereinstimmend zu den beiden V16-Variationen. Dafur
wurden ebenfalls 100 mg Leber des FF Foten F3 verwendet und der Waschvorgang mit 2x
160 pL PBS durchgefluhrt. Der Unterschied zwischen den beiden V17-Variationen lag an dem
eingesetzten Volumen von Prot. K., wobei fir V17a ein normaler Ansatz von 20 uL und fir
V17b die 4-fache Menge (80 uL) benutzt wurde. Ausschliellich bei diesen Variationen
wurden, sowohl die Prot. K [20 mg/mL], als auch die RNaseA [100 mg/mL] des Herstellers
Macherey-Nagel (statt Qiagen) eingesetzt, wobei die RNaseA bereits auf 10 mg/mL
voraliquotiert war. Da fur die V17-Variationen dieselbe Menge an RNase verwendet werden
sollte wie fur bereits durchgefiihrte Variationen, wurden von der neuen RNaseA [10 mg/mL]
20 pL eingesetzt. Der weitere Extraktionsablauf verlief analog zu V15b.

4.4. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der isolierten DNA

Zur Quantifizierung der extrahierten, genomischen DNA wurde neben dem Qubit®-
Fluorometer 3.0 (Thermo Fisher Scientific) das NanoDrop 2000c Spektrophotometer (Thermo
Fisher Scientific) eingesetzt, wobei Letzteres ebenfalls zur Reinheitsbestimmung verwendet
wurde.

Die durchgefihrten Messungen verliefen nach den dazugehdérigen Protokollen des
Herstellers.

4.4.1. Qubit® - Fluoreszenzmessung

Die Konzentrationsbestimmung mittels Qubit®-Fluorometer erfolgte mit dem zugehdrigen
dsDNA HS Kit. Der erste Schritt war die Herstellung der Working Solution (W.S.). Hierfur
wurde das dsDNA hoch-sensitive (HS) Farbreagenz von Qubit® mit dem im Kit ebenfalls
enthaltenen dsDNA HS Puffer auf 1:200 verdinnt. Da das Endvolumen der W.S. firr jedes
Probenréhrchen 200 pL betragen sollte, wurde das Volumen der Losung fur die Anzahl an
den zu messenden Fraktionen (y), mit zusatzlicher Addition zweier Standards (+2), berechnet.
Die fertige W.S. wurde daher durch das Mischen von 199 x (y+2) uL des Qubit® dsDNA HS
Puffers mit 1 x (y+2) uL des Qubit® dsDNA HS Farbreagenz hergestellt.

Zur Kalibration wurden zunachst die Standard-Losungen wie folgt vorbereitet: In die zur
Messung vorhergesehenen Eppendorf-Gefalle wurden zunachst jeweils 190 yL der W.S.
vorgelegt, woraufhin je 10 uL des entsprechenden Qubit® Standards hinzu pipettiert wurde.
Die Messung erfolgte nach anschlieBendem Vortexen fur 2 sec, kurzem Abspinnen (unter
Einsatz eines Schutzgefalles) und 2-minutiger Inkubation bei RT. Nach abgeschlossener
Messung des ersten Standards mit niedrigerer Konzentration wurde im Anschluss der
héherkonzentrierte Standard gemessen und eine Kalibiergerade erstellt.

Fir die Konzentrationsermittlung der Proben wurden zwischen 2 - 5 yL vom jeweiligen DNA-
Extrakt in ein dafur vorgesehenes Analysegefal} pipettiert, um daraufhin die exakte Menge an
W.S. zuzusetzen, wodurch ein Gesamtvolumen von 200 uL erreicht wurde. Analog zum
Messverlauf der Standards wurden die Mischungen gevortext, abgespinnt und einer
Inkubation flr 2 min bei RT unterzogen.
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4.4.2. NanoDrop - Messung

Vor der photometrischen Konzentrationsmessung musste zunachst eine Nullpunkteinstellung
vorgenommen werden, wobei, nach doppelter Reinigung der Analyseflache mit Reinstwasser,
1 uL des zur Extraktion verwendeten Elutions-/Lésepuffers mittels Pipette aufgetragen wurde.
Nach Messung des Blanks wurde ein Aliquot von 1 pL des zu messenden DNA-Extrakts auf
den Sockel des Instruments aufgebracht, um die Extinktion bei 260 nm zu ermitteln. Durch
die Anwendung der Software des NanoDrop-Gerates bestand die Moglichkeit eine
Berechnung der DNA-Konzentration durch den Einsatz folgender Formel durchzufuhren:

c Konzentration
1] = Eze0 * D F E260 Extinktion bei 260 nm
D Verdunnungsfaktor
F Faktor fur dsDNA (F = 50)

Zur Reinheitsbestimmung wurden die ebenfalls ermittelten Extinktionen bei 280 nm und 230
nm bendtigt, um folgende Verhaltnisse zu berechnen: [34]

e Es0/E2s0 > Kontamination mit Proteinen
Werte fur hohe Reinheit: 1,8 - 2,0

o Eas0/E230 2 Kontamination mit organischen Substanzen oder Salzen
Werte fur hohe Reinheit: 2,0 - 2,2

4.5. Durchfiihrung und Optimierung der rt-PCR Versuche

Fir eine effiziente Amplifikation der extrahierten DNA wurden einige Optimierungsversuche,
mit dem Ziel niedriger Ci-Werte, hoher Fluoreszenzsignale und dem Ausschluss von nicht-
spezifischen Produkten, inklusive Primer-Dimeren, durchgefiihrt.

4.5.1. Primer - Design und Optimierung

Die Wahl der verwendeten Primer ergab sich aus der Suche nach Genregionen, deren
Mutationen mit dem ODC assoziiert werden konnten. Hierfur boten sich die Sequenzen der
Gene OTX2, PAX9 und SHH an, welche zunachst von der Datenbank National Center for
Biotechnology Information heruntergeladen und anschliefiend in Hinblick auf relevante SNP-
Bereiche untersucht wurden. Die daraus resultierenden Primerpaare wurden von C. Wagner
mit Hilfe der PyroMark Assay Design Software designt, indem Anderungen in Bezug auf deren
Lange und Position am DNA-Templat vorgenommen wurden. Um weitergehend die Eignung
der Primer festzustellen wurden zusatzliche computergestitzte Programme zur Testung
gewisser Kriterien herangezogen. Dabei wurde deren Schmelzverhalten, die
Wahrscheinlichkeit zur Bildung von Sekundarstrukturen oder Primer-Dimeren, sowie die
Prognose des Schmelzverhaltens in Hinsicht auf die gewtinschte Zielsequenz Uberprift. Die
designten Primerpaare OTX2 1.1, OTX2 3.0, PAX9 4.0 und SHH 2.0 wurden von der Firma
Sigma-Aldrich synthetisiert.

Vor deren Einsatz zur rt-PCR mussten alle Primersets, welche sich aus einem fw- und einem
rv-Primer zusammensetzten, beziglich ihrer T, und Primerkonzentration optimiert werden.
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[16] Tabelle 7 enthalt die wichtigsten Informationen zu den jeweiligen Primerpaaren, welche
auch fur diese Studie herangezogen wurden.

Tabelle 7: Ubersicht der eingesetzten nicht-btn Primerpaare PAX9 4.0, SHH 2.0, OTX2 1.1 und OTX2 3.0
hinsichtlich der erfassten SNPs, Accession number, Templat-Lénge [bp], deren DNA-Sequenzen und Ta [°C].

Primerset Benennung der Name des Accession I:raenrgelcaitess DNA-Sequenz Ta
Primerpaare SNPs number [b':)] 52>3 [°C]

PAX9 fw Primer 4.0 ATCCGACCGTGTGACATCA

1 rs1219177020 NC_000014.9 73 60
PAX9 rv Primer 4.0 TGTATCGCGCCAGGATCTT
SHH fw Primer 2.0 ACATCACCACGTCTGACCG

2 rs1057523055 NG_007504.2 86 60
SHH rv Primer 2.0 GTAGTACACCCAGTCGAAGC
OTX2 fw Primer 1.1 GAATTTTCTTTCCCTTCCAAG

3 rs786205884 NG_008204.1 89 53
OTX2 rv Primer 1.1 TTTTGACCTCCATTCTGCTG
OTX2 fw Primer 3.0 TCAGAGAGTGGAACAAGTGGC

4 rs786205879 NG_008204.1 90 62

OTX2 rv Primer 3.0

CCAGATAGACACAGGAGCACT

4.5.2. Untersuchung der Amplifizierbarkeit durch den Einsatz verschiedener
Mastermix-Ansatze

Zur Ermittlung eines fur die PCR-Analyse geeigneten Mastermixes (MM) wurden von einer
kleinen Anzahl an Extrakten mehrere PCR-Laufe mit unterschiedlichen Bedingungen
vorgenommen. Fur die ersten Durchldufe wurden die DNA-Extrakte zunachst auf eine
Konzentration von 5 ng/pL verdinnt und danach unverdiinnt eingesetzt (Tab. 8).

Tabelle 8: Angabe zur Herstellung der Verdiinnungen eingesetzter DNA-Extrakte auf eine Konzentration von 5

ng/uL.
c(DNA) gemaR DNA- H20- Gesamtvolumen
DNA-Extrakt Qubit®-Fluorometer ~ Volumen Zusatz
[ng/uL] [uL] [uL] [uL]
V10a F2/Leber/r1 21,4 5,84 16,16
V10a F2/Lunge/r2 16,0 7,81 17,19
V10b F2/Leber/r2 23,9 5,23 19,77 =
V10a F2/Lunge/r1 20,1 6,22 18,78

Verwendet wurden folgende Mastermixe: EpiTect HRM PCR MM (Qiagen), PyroMark PCR
Kit MM (Qiagen) und Hot Start Q5U-Polymerase MM (Qiagen). Die zur Untersuchung
verwendeten Primersets waren OTX2 1.1 und OTX2 3.0. In Tabelle 9 sind die experimentellen
Daten angegeben.
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Tabelle 9: Angaben zur Versuchsdurchfiihrung mit der Kombination aus Primerset und Mastermix, sowie den
eingesetzten Konzentrationen der DNA-Extrakte.

Primerset Mastermix ¢(DNA-Extrakt)
[ng/uL]
EpiTect HRM PCR MM 5
5
3(0TX21.1) PyroMark PCR Kit MM

unverdunnt
Hot Start Q5U-Polymerase MM unverdinnt

4 (0OTX2 3.0) EpiTect HRM PCR MM 5

Zur Herstellung der unterschiedlichen MM wurden die Anleitungen des jeweiligen Herstellers
herangezogen. Tabelle 10 zeigt beispielsweise die genauen Angaben zur Herstellung des

EpiTect HRM PCR MM. Der exakte Ablauf der Fertigstellung des MM ist in Kapitel 4.5.6
beschrieben.

Tabelle 10: Setup zur Herstellung des EpiTect HRM PCR MM unter Verwendung einer Primerkonzentration von

0,6 uM.
c(Primer)
Reagenzien 0,6 uM
Volumina pro Well [pL]

Nuklease-freies H20 5,6
fw Primer [10 uM] 1,2

rv Primer [10 pM] 1,2

2x EpiTect HRM PCR MM 10,0
Totales Volumen [ulL] 18
DNA-Extrakt [uL] 2
Gesamtvolumen per Well [uL] 20

Die Durchflihrung aller rt-PCR Experimente erfolgte am Rotor-Gene® Q Geréat (Qiagen). Das
Temperaturprogramm des Thermocyclers, welcher fir die PCR-Analysen mit dem EpiTect
HRM PCR MM und dem PyroMark PCR Kit MM verwendet wurde, ist in Tabelle 11
angegeben. Sowohl die Thermocycler-Einstellungen als auch das Setup zur Herstellung des
Hot Start Q5U-Polymerase MM sind im Anhang A vorzufinden.
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Tabelle 11: Verwendetes Temperaturprogramm fiir PCR-Analysen von DNA-Extrakten, welche mit dem EpiTect
HRM PCR MM und dem PyroMark PCR Kit MM amplifiziert wurden.

Schritt Zeit Temperatur [°C] Wiederholung
Denaturierung &
Hold 1 Aktivierung der 15 min 95 -
Polymerase
Denaturierung 30 sec 94
Cycling 1 Annealing 30 sec Ta* 50 Zyklen
Elongation 30 sec 72
Hold 2 Finale Elongation 10 min 72
Hold 3 Denaturierung 1 min 95 -
Hold 4 Strangpaarung 1 min 40
HRM HRM - 65 -95 0,1 °C/sec

* Ta des verwendeten Primers

4.5.3. Uberpriifung des Einflusses von RNaseA auf die Amplifizierbarkeit
der DNA-Extrakte

Mit diesem Experiment sollte geprift werden, ob die zugesetzte Menge an RNaseA die
Ausbeute an DNA beeinflusst. Zur Probenvorbereitung wurden je 20 pyL der Positivkontrolle
HCC827 Erlo [0,1 ng/uL] in einem 1,5 mL Eppendorf-Tube vorgelegt und einer RNase-
Behandlung unterzogen, wobei 2, 4, 6 oder 8 pyL an RNaseA-Ldsung [10 mg/mL] zugesetzt
wurden. Es wurden Lésungen von zwei Herstellern (Qiagen, Macherey-Nagel) getestet. Nach
erfolgter Mischung durch 15 sec vortexen wurden die Proben kurz abgespinnt und zunachst
flr 2 min bei RT und im Anschluss fiir 10 min bei 70 °C inkubiert, um den Abbau der RNaseA
zu gewahrleisten. Danach wurde eine rt-PCR durchgefiihrt, wobei der MM aus dem Primerset
1 (PAX9 4.0) und Lo6sungen des PyroMark PCR Kits hergestellt wurde. Das
Temperaturprogramm entsprach dem aus Tabelle 11, mit einer T, von 60 °C.

4.5.4. Uberpriifung auf DNA-Polymerase-hemmende Substanzen in den
DNA-Extrakten

Um zu prufen, ob durch die Anwesenheit von Polymerase-hemmenden Substanzen in den
DNA-Extrakten die Amplifikationseffizienz beeintrachtigt wurde, wurden 2 pL des DNA-
Extrakts der Positivkontrolle HCC827 Erlo [0,1 ng/pL] in ein 0,2 mL Eppendorfgefal pipettiert.
Nachdem sich die Lésung bei gedffnetem Tube nach tUber 2 h verflichtigt hatte, wurden
jeweils 2 pyL vom zu untersuchenden DNA-Extrakt im unverdinnten Zustand zugefugt, um
nach reichlicher Vermischung mittels Vortex eine rt-PCR durchzufiihren. Bei dieser wurde der
MM unter Einsatz von 0,6 yM SHH 2.0-Primer und Lésungen des PyroMark PCR Kits
hergestellt. Die Temperatureinstellungen sind in Tabelle 11 angegeben, wobei eine T, von 60
°C zum Einsatz kam.
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4.5.5. Optimierung der Primer- und MgClz- Konzentrationen zur
Verbesserung der PCR-Amplifikation

Die Optimierung der rt-PCR erfolgte durch die Herstellung unterschiedlicher Mastermix-
Ansatze mit dem PyroMark PCR Kit MM, in Bezug auf die Konzentrationen des Primers PAX9
4.0 und von MgCl,. Als Positivkontrolle diente der DNA-Extrakt der Zelllinie HCC827 Erlo [0,1
ng/uL]. Die durchgefihrten Ansadtze sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Das
Temperaturprogramm des PCR-Versuchs ist in Tabelle 11 vorzufinden. Dabei wurde eine Ta
von 60 °C verwendet.

Tabelle 12: Ubersicht der verschiedenen Mastermix-Ansétze in Bezug auf die Primer- und MgClz -
Konzentrationen, unter Verwendung der Positivkontrolle HCC827 Erlo.

Ansatz  DNA-Extrakt ¢(Primer) ¢(MgCl2)

[uMm] [mM]
1 0,6 0
2 0,6 1
3 0,6 2
4 0,8 0
HCCB827 Erlo
5 0,8 1
6 0,8 2
7 1,0 0
8 1,0 1

4.5.6. Anwendung auf die DNA von langzeit-konservierten, fetalen
Gewebsproben

Die Vorbereitung zur PCR-Analyse geschah generell in unterschiedlichen Laboratorien. Im
DNA-Labor fand die Lagerung der Proben und Reagenzien statt. Hier wurden zunachst die
zu analysierenden, tiefgefrorenen DNA-Extrakte der Gewebsproben aufgetaut, kurz gevortext
und abgespinnt. Danach wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung im DNA-
Klhlschrank platziert. Analog dazu wurden die bendétigten Primer, Mastermixe und
gegebenenfalls Farbstoffe bereitgestellt, welche ebenfalls als Aliquote tiefgeklhlt gelagert
wurden. Die zuletzt genannten Reagenzien wurden jedoch in das DNA-freie Reinlabor
Uberstellt, wo die weitere Aufbereitung des zur PCR-Analyse bendtigten MM erfolgte.

Der MM wurde unter einer Workstation hergestellt, wodurch Kontaminationen aus der
Umgebung vermieden werden konnten. Zudem wurden die Handschuhe regelmaRig
getauscht, um Reagenzien und Materialien nicht zu verunreinigen. Nach grindlicher
Vorreinigung der Workstation mit DNA-Exitus konnten alle Substanzen dorthin Uberfuhrt
werden, samt eines 72-Well-PCR-Racks, welches bis zu seiner Verwendung auf einem
Gefrierbeutel gekuhlt gelagert wurde. Zur Herstellung des MM wurden in einem 1,5 mL
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Eppendorfgefal® der Reihe nach Nuklease-freies Wasser (H20), der kommerzielle MM,
welcher MgCl,, Nukleotide und die Polymerase enthalt, und zum Schluss die auf 10 yM
verdinnten Primerpaare zusammenpipettiert. Die genauen Angaben zur Herstellung des
PyroMark PCR Kit MM sind in Tabelle 13 vorzufinden, wobei das Gesamtvolumen des fertigen
MM pro Well 18 uL betrug.

Tabelle 13: Setup zur Herstellung des PyroMark PCR Kit MM pro Reaktionsansatz fiir unterschiedliche
Primerkonzentrationen (0,6 uM und 0,8 uM) mit einem Gesamtvolumen von 18 uL, wobei nachtrdglich eine
Zugabe von 2 uL. DNA-Extrakt zur PCR-Analyse erfolgte.

c(Primer) c(Primer)

Reagenzien 0,6 UM 0,8 uM

Volumina pro Well [pL]

Nuklease-freies H20 2,6 1,8

10x CoralLoad 2,0 2,0

20x EvaGreen 1,0 1,0

fw Primer [10 pM] 1,2 1,6

rv Primer [10 uM] 1,2 1,6

2x PyroMark PCR MM 10,0 10,0
Totales Volumen [ulL] 18
DNA-Extrakt [uL] 2
Gesamtvolumen per Well [uL] 20

Vor den Optimierungsversuchen (Kapitel 4.5.5) wurde mit einer Primer-Konzentration von 0,6
MM gearbeitet, und es wurde kein MgCl, zugesetzt. Spater wurden, aufgrund niedrigerer Ci-
Werte, Primer-Konzentrationen von 0,8 uM verwendet, wobei ebenfalls kein MgCl, zugesetzt
wurde.

Der fertige MM wurde anschlieRend in die PCR Strip Tubes, welche sich in einem PCR-
Metallblock befanden, pipettiert. Der weitere Arbeitsverlauf fand in einem separaten Labor
statt. Ebenso wurde hier zunachst die Workstation einer grindlichen Reinigung unterzogen,
bevor die Strip Tubes und die DNA-Extrakte in die darin befindlichen Gestelle eingeordnet
wurden. Fur die ersten Versuche erfolgte eine Verdinnung der Extrakte auf eine
Konzentration von 5 ng/uL. Angesichts der Ergebnisse wurde jedoch fur weitere PCR-Laufe
die unverdinnte, isolierte DNA der Extrakte herangezogen. Bis auf die Negativkontrollen
(NTC’s), bei denen 2 yL Nuklease-freies H20 eingesetzt wurde, wurde jedem Well mit MM je
2 pL verdlinnte/unverdinnte extrahierte DNA zugesetzt, sodass ein Gesamtvolumen von 20
ML pro Well erreicht wurde.

Zur Durchfiihrung der rt-PCR wurde das Rotor-Gene® Q Instrument (Qiagen) eingesetzt.
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4.5.7. Auswertung der PCR-Daten

Die Auswertung der erhaltenen PCR-Rohdaten erfolgte mit der Rotor-Gene® Q Series
Software 2.3.1. Nach Offnen der Rohdatei bestand der erste Schritt in der Ermittlung der Ci-
Werte Uber die Amplifikationskurven der Proben. Um dies zu bewerkstelligen war es nétig die
Threshold-Line so zu setzen, dass die Amplifikationskurven parallel zueinander verliefen.
Infolgedessen konnte mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse die Uberpriifung des gewiinschten
Amplikons stattfinden. Dazu wurde die Schmelztemperatur der amplifizierten Positivkontrollen
mit denen der amplifizierten DNA-Extrakte der Gewebsproben verglichen.

4.6. Experimente mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde die Integritat der isolierten DNA, als auch die
Richtigkeit der erhaltenen PCR-Produkte tberprift.

4.6.1. Uberpriifung der Richtigkeit der erhaltenen PCR-Produkte

Im ersten Schritt erfolgte die Herstellung eines 3 % (w/v) Agarosegels, indem 3 g High
Resolution Agarose in 100 mL 0,5x Tris-Borsaure-EDTA (TBE) Puffer, unter leichtem Sieden
mittels Magnetrihrer, geldst wurde. Die noch warme Lésung wurde anschliefiend zligig in
eine Gel-Gielistation transferiert, welche zuvor austariert und mit einem 1,5 mm Kamm
ausgestattet wurde. Nach 30-mindtigem Ausharten des Gels wurde dieses in eine
Elektrophoresekammer Uberfihrt, um daraufhin die Apparatur mit 0,5x TBE Puffer bis zur
maximal markierten Grenze zu beflillen. Danach wurde der Kamm vorsichtig entfernt und je
6 uL der vorbereiteten Marker und Amplikons blasenfrei in die Geltaschen pipettiert. Bezliglich
des Pipettierschemas wurde immer darauf geachtet an erster und letzter Position einen
Marker zu setzen, sowie bei jedem Lauf sowohl Positivkontrollen (HCC827 Erlo und C8), als
auch Negativkontrollen (NTC’s) mitzuflhren.

Zunachst wurde der Gelladefarbstoff Roti-Load DNA-orange (6x LD orange) im Verhaltnis 1:3
(v/v) mit Nuklease-freiem H>O verdinnt und durch auf- und ab-pipettieren gut vermengt.
AnschlieRend wurden mit Hilfe dieses verdinnten Farbstoffes (2x LD orange) die Amplikon-
Lésungen mit einem Verdiinnungsfaktor von 1:2 hergestellt, wobei das Gesamtvolumen 7 pL
betrug. Als Marker diente der Low molecular weight (LMW) DNA Marker, welcher durch
Zusatz von Nuklease-freiem H>O und 6x LD orange fertiggestellt wurde.

Nach der Beladung des Gels in der mit 0,5x TBE Puffer beflllten Elektrophoresekammer
wurde der Lauf mit einer Spannung von 80 Volt gestartet. Die Dauer der Auftrennung betrug
knapp 2h.

Zur Visualisierung der Banden wurde das Gel mit dem fluoreszierenden Farbstoff GelRed
behandelt. Von diesem wurden 45 pL in ein abgedunkeltes Gefal} transferiert, mit 150 mL
Reinstwasser versetzt und gut gemischt. Im Anschluss wurde das Gel von der
Elektrophoresekammer in 75 mL der Farbstoff-L6sung Uberfihrt und nach leichtem
Schwenken in einer geschlossenen Box im Dunkeln fir 30 min bei RT gelagert. Darauf
erfolgte eine Entfarbung des Gels unter denselben Bedingungen in deionisiertem H2O. Zuletzt
wurde die Detektion der Banden mit Hilfe eines UV Transilluminators durchgefihrt und das
Gel zur Dokumentation abgelichtet.
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4.6.2. Bestimmung der Integritat von DNA-Extrakten

Um zu Uberprifen, ob ein fehlender Anstieg des Fluoreszenzsignals auf die Qualitat des DNA-
Extrakts zurickzufihren war, wurde von allen DNA-Extrakten, bei denen kein
Fluoreszenzanstieg beobachtet wurde, eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Auerdem wurden zur Untersuchung der Integritdt DNA-Extrakte herangezogen, fur die zwar
ein Fluoreszenzanstieg beobachtet wurde, dieser aber laut HRM-Ergebnis auf die Bildung von
unspezifischen Produkten zurlickzufihren war.

Dazu wurden alle DNA-Extrakte unverdinnt in einem 1 % (w/v) Agarosegel (1 g High
Resolution Agarose in 100 mL 0,5x TBE Puffer) aufgetrennt. Zudem wurde, neben dem
bereits verwendeten LMW DNA Marker, der 1 kb Plus DNA Marker zum GroéfRenvergleich
aufgetragen.

Der restliche Verlauf des Experiments erfolgte analog Kapitel 4.6.1.

4.7. Pyrosequenzierung

Der erste Teil des Versuchsablaufs erfolgte in einem Reinlabor zur Vorbereitung und
Herstellung bendtigter Reagenzien, wie MM und Primer. Weitere Aufarbeitungsschritte
fanden daraufhin in einem anderen Labor statt. Fir die PSQ wurde das PyroMark Q24
Advanced CpG Reagents Kit (Qiagen) verwendet, wobei nach entsprechendem Protokoll des
Herstellers vorgegangen wurde. [47]

4.7.1. PCR-Amplifikation mit biotinylierten Primern zur Vorbereitung auf die
PSQ-Analyse

Um nach erfolgter PCR-Analyse die Produkte einer PSQ unterziehen zu konnen, ist es
notwendig die Amplifizierung mit Hilfe eines btn Primers durchzuflihren. Dementsprechend
wurden von allen DNA-Extrakten, welche in vorhergehenden PCR-Laufen amplifiziert werden
konnten, eine weitere rt-PCR mit Hilfe eines Primersets, dessen rv-Primer btn vorlag,
vorgenommen. Fur die darauffolgende PSQ-Analyse wurden zu den Primersets passende
Sequenzierprimer (seqPrimer) designt (Tab. 14).

Tabelle 14: Ubersicht der eingesetzten btn Primerpaare OTX2 1.1 und 3 SNPs Assay hinsichtlich der erfassten

SNPs, Templat-Lénge [bp], deren DNA-Sequenzen und T, [°C]. Zusétzlich sind die Sequenzen der
Sequenzierprimer angegeben.

Primerset Benennung der Name des Liange des DNA-Sequenz T,
Primerpaare SNPs Templats [bp] 5 >3 [°C]
OTX2 fw Primer 1.1 GAATTTTCTTTCCCTTCCAAG
OTX2 rv Primer 1.1 (btn) [btn]-TTTTGACCTCCATTCTGCTG
5 rs786205884 89 53
OTX2 segA Primer 1.1 CCAAGATATGGTTTA
OTX2 seqG Primer 1.1 CCAAGGTATGGTTTA
3 SNPs Assay fw Primer rs527559815 CCGGATATGCTGGGACAGCC
6 3 SNPs Assay rv Primer (btn)  <547832288 97 [btn]-AGACACTCACCAAGTCGCAAACG 60
rs16906252
3 SNPs Assay seq Primer GGATATGCTGGGACA
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Die Herstellung des MM flr die PCR-Amplifikation mit Hilfe des Primersets 5 (fw und rv-[btn])
geschah unter Verwendung des PyroMark PCR Kit MM und einer Primerkonzentration von
0,8 uM. Dabei wurden alle bisher amplifizierbaren DNA-Extrakte unverdiinnt angewandt. Als
Positivkontrollen wurden die DNA-Extrakte der Zellinie HCC827 Erlo (aus
Lungenkrebsgewebe) und der Probe C8 (aus kanzerogenem Brustgewebe) eingesetzt, wobei
beide eine Konzentration von 0,1 ng/pL aufwiesen. Die Zugabe der DNA-Extrakte pro Well
belief sich auf 2 L.

Der MM flr Primerset 6 (fw und rv-[btn]) wurde mittels EpiTect HRM PCR MM fertiggestellt
(Anhang B) mit einer Primerkonzentration von 0,2 uM. Bei dieser Methode wurden alle DNA-
Extrakte unverdiinnt eingesetzt, das Volumen betrug 2 uL pro Well. Im Anschluss wurde von
DNA-Extrakten, die nicht zu einem Signalanstieg flhrten, ein Volumen von 5 uL pro Well
eingesetzt. Als Positivkontrollen dienten die DNA-Extrakte der Zelllinien HT29 EA und
HCT116 ctl3 (aus kanzerogenem Dickdarmgewebe), welche Konzentrationen von 5 ng/uL
besalien.

4.7.2. PSQ-Durchfiihrung

Im ersten Schritt wurde der MM hergestellt. Dazu wurde zunachst eine 96-Well-Platte (iCycler
IQ-plate) in vier gleich groRe Teile zerschnitten, wodurch sich 4x 24-Well-Platten ergaben. In
jedes Well wurde der MM vorgelegt, wobei zuerst MilliQ H>O, PyroMark Bindungspuffer und,
nach grindlichem Vortexen, Streptavidin Sepharose Beads zugesetzt wurden. Die Volumina
der verwendeten Komponenten sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Volumina zur Herstellung des Mastermixes und des Primers pro Reaktionsansatz.

Reaktionsvolumen [pL]

Reagenzien 1-fach Ansatz 1,5-fach Ansatz
MilliQ H20 24 36
x Bindungspuffer 40 60
§
;E Streptavidin Sepharose HP 1 1,5
(1]
s
Volumen des Mastermix [uL] 65 97,5
btn PCR-Produkt 15 22,5
Endvolumen [pL] 80 120
Reagenzien Volumen pro Well [pL]
L
S 5 10 uM Primer 0,75
g §
S o
T Q Annealing Puffer 19,25
(7]
Endvolumen [pL] 20
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Zur Vorbereitung des Sequenzierprimers wurde dieser nach dem Auftauen kurz gevortext und
abgespinnt. Daraufhin fand eine Verdiinnung eines 100 uM Aliquots auf eine Konzentration
von 10 uM statt, indem 10 uyL unverdinntem Primer 90 uL MilliQ H20 zugesetzt wurde. Fir
die Fertigstellung erfolgte der Zusatz eines Annealing-Puffers (Tab. 15), wobei die
Endkonzentration des Primers 0,375 uM betrug. Die bendtigten Substrat- und Enzym-Mixe
wurden vor Verwendung durch Lésen in 660 pyL MilliQ H.O angefertigt, wobei Ersteres
Luciferin und APS, Letzteres DNA-Polymerase und Luciferase enthielt.

Fir die weitere Vorbereitung wurden die btn PCR-Produkte zu dem vorgelegten MM in die
Wells der PCR-Platte pipettiert, woraufhin diese mit einer Folie sorgfaltig verschlossen
wurden, um Kontaminationen zwischen den Lésungen der einzelnen Wells zu vermeiden. Die
auf der PCR-Platte befindlichen Lésungen wurden anschlielend fir 10 min bei 14000 rpm
und RT auf einem Schittler vermengt.

Wahrenddessen wurde mit der Vakuum Arbeitsstation weitergearbeitet. Dabei wurden 20 uL
des 0,375 pM Primers je einem Well der PyroMark Q24 Platte zupipettiert. Nach beendeter
Durchmischung der in den Wells befindlichen Losungen, wurde die PCR-Platte ebenfalls an
der Arbeitsstation platziert. Zuvor wurden die zugehdrigen Wannen des Instruments mit
speziellen Ldésungen nach Anweisung des Herstellers befillt, wie etwa 70 % EtOH,
Waschpuffer, MilliQ H>O sowie einer Denaturierungslésung. Nachdem die Funktion des
Vakuums getestet wurde, konnten die danach ausgefihrten Ablaufe, welche der Anleitung
des dazugehdérigen Handbuchs zu entnehmen sind, vorgenommen werden. Im Anschluss
wurde die PyroMark-Platte, welche einzelstrangige DNA-Template enthielt, fir 5 min auf
einen 80 °C vorgeheizten Block positioniert. Unmittelbar darauffolgend wurde die noch heilde
Platte zusammen mit einer Kartusche, welche zuvor mit dem Enzym-, Substratmix sowie mit
einzelnen PyroMark Q24 dNTPs beflllt wurde, im PyroMark Q24 Gerat platziert und der Lauf
gestartet. Die bendtigten Volumina zur Beladung der Kartusche wurden mittels zugehériger
PyroMark Q24 Advanced Software 3.0.1 berechnet, wobei die Menge der dNTPs in
Abhangigkeit von der PSQ-Methode gewahlt wurde.

4.7.3. Auswertung der PSQ-Daten

Mit Hilfe der PyroMark Q24 Advanced 3.0.1 Software konnten die ermittelten PSQ-Rohdaten-
Files gedffnet und die Ergebnisse als Pyrogramme dargestellt werden. Das fir die gesuchte
Sequenz entsprechende Histogramm wurde zum Vergleich abgebildet.

Eine Ubereinstimmung beider Diagramme in Bezug auf deren Basenabfolgen und Peakhéhen
zeigt, dass die mittels PCR erhaltenen Produkte die zu erwartete Sequenz aufweisen. Ist dies
nicht der Fall kann man von falschen Produkten ausgehen. Eine positive Deckungsgleichheit
der Diagramme wird anhand eines blau gefarbten Balkens innerhalb der
Auswertungssoftware angezeigt. Bei geringen Abweichungen ist eine gelbe Farbung
erkennbar. Im Falle eines roten Balkens existieren gro3e Abweichungen der Peakhdhen
und/oder Basenabfolgen, wodurch das Fehlschlagen der Sequenzierung angezeigt wird.
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5. Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche prasentiert. Zunachst
galt es herauszufinden, welche Primer und welcher MM zur Uberpriifung der
Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA mittels PCR verwendet werden sollten.

5.1. Untersuchung der Amplifizierbarkeit durch den Einsatz
verschiedener Mastermixe

Um Herauszufinden, welche PCR-Methode sich am besten zur Uberpriifung der
Amplifizierbarkeit der isolierten DNA eignet wurden verschiedene MM (Qiagen) ausgetestet:
EpiTect HRM PCR MM, PyroMark PCR Kit MM und Hot Start Q5U-Polymerase MM. Fir die
Analysen wurden die zwei Primersets fir das OTX2 Gen (Primerset 3: OTX2 1.1 und
Primerset 4. OTX2 3.0) herangezogen (Kap. 4.5.1, Tab. 7).

Zum besseren Vergleich wurden fir diese Versuchsserie dieselben DNA-Extrakte
herangezogen. Sie wurden aus dem Leber- und Lungengewebe des EtOH-fixierten Féten F2
mit den Variationen V10a und V10b gewonnen (Kap. 4.3.4.1). Die Extrakte wurden
unverdinnt eingesetzt (Kap. 5.5.1, Tab. 23). Zudem wurden von allen Extrakten
Doppelbestimmungen durchgefiihrt, wobei die Replikate mit r1 (Replikat 1) und r2 (Replikat
2) bezeichnet wurden.

Die PCR-Analyse mittels Hot Start Q5U-Polymerase MM lieferte im Vergleich zu den anderen
MM die schlechtesten Ergebnisse. Obwohl Ci-Werte ermittelt werden konnten (Tab. 16),
zeigte das Schmelzdiagramm eine Vielzahl an unspezifischen Produkten (Abb. 12).
Dementsprechend konnte mit dieser PCR-Methode (Primerset 3, Hot Start Q5U-Polymerase
MM) weder fir die DNA-Extrakte der Gewebsproben noch fur die Extrakte der
Positivkontrollen, eine Bildung des gewunschten Produkts beobachtet werden.

1z T T T T T T T T T o& T T T T T —— Positivkontrolle HCCB27 Erlo

1
Positivkontrolle C8

——V10a F2/Leber/r1 - unverdunnt

A i . ——\10a F2/Lunge/r2 - unverdunnt
il my.f;..‘,-k-,\“,ﬁ’v“.-‘z \

1 ——Ww10b F2/Leber/r2 - unverdunnt

J ——V10b F2/Lunge/r1 - unverdunnt

Tar -;v]
Abbildung 12: Amplifikations- (links) und Schmelzkurven (rechts) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte aus Leber-

und Lungengewebe von Fétus F2 (Extraktion: V10a und V10b). Primerset 3 (OTX2 1.1), Hot Start Q5U-
Polymerase MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.
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Tabelle 16: C--Werte, die bei Versuchen zur Auswahl einer geeigneten PCR-Methode und eines geeigneten
Mastermixes (MM) erhalten wurden. Primersets: 3 und 4, Mastermixe: Hot Start Q5U-Polymerase MM, EpiTect
HRM PCR MM und PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8.

c(DNA-Extrakt) geman

Primer + Mastermix DNA-Extrakt Qubit®-Fluorometer Ct-Wert
[ng/uL]

Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 28,14
Positivkontrolle C8 0,1 27,86

0OTX2 1.1
. V10a F2/Leber/r1 31,60
Hot Start Q5U- V10a F2/Lunge/r2 32,31

Polymerase MM unverdinnt*
V10b F2/Leber/r2 32,87
V10b F2/Lunge/r1 34,32
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 29,12
Positivkontrolle C8 0,1 29,40
OTX2 1.1 V10a F2/Leber/r1 5 34,82
+

EpiTect HRM PCR MM V10a F2/Lunge/r2 5 37,53
V10b F2/Leber/r2 5 48,35
V10b F2/Lunge/r1 5 38,09
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 27,29
Positivkontrolle C8 0,1 27,77
OTX2 3.0 V10a F2/Leber/r1 5 37,25
+ V10a F2/Lunge/r2 5 n.a.**
EpiTect HRM PCR MM V10b F2/Leber/r2 5 34,49
V10b F2/Lunge/r1 5 36,40
NTC - 31,78
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 29,87
OTX2 1.1 Positivkontrolle C8 0,1 29,76
+ V10a F2/Leber/r1 5 42,64
PyroMark PCR Kit MM V10a F2/Lunge/r2 5 45,62
V10b F2/Leber/r2 5 47,16

43



V10b F2/Lunge/r1 5 34,61

V10a F2/Leber/r1 34,78

V10a F2/Lunge/r2 36,09
unverdinnt*

V10b F2/Leber/r2 35,89

V10b F2/Lunge/r1 36,81

* siehe Tabelle 23
** nicht amplifizierbar

In Abbildung 13 sind die erhaltenen Amplifikationskurven dargestellt. Der EpiTect HRM PCR
MM fihrte in Verbindung mit dem OTX2 1.1 Primerpaar fir die V10a F2/Lunge und V10a
F2/Leber Extrakte zu einem Fluoreszenzanstieg. Im Vergleich zu den Positivkontrollen war
der Ci-Wert nur leicht erhoht. Im Gegensatz dazu wurde fiur den V10b F2/Leber Extrakt ein
um 13,53 hoherer Ci-Wert erhalten. Die DNA-Konzentrationen der beiden Extrakte
unterschieden sich jedoch nur geringfugig voneinander (V10a F2/Leber: 21,4 ng/uL, V10b
F2/Leber: 23,9 ng/uL). Es ist daher anzunehmen, dass der hdhere Ci-Wert fur den mit V10b
erhaltenen Extrakt aus einer Fragmentierung der DNA aufgrund der starkeren
Hitzebehandlung resultierte.

In Kombination mit dem OTX2 3.0 Primerpaar fuhrte der EpiTect HRM PCR MM zu keinen
besseren Ergebnissen. Im Gegenteil, es kam hierbei nicht nur zu héheren C-Werten, sondern
auch zu einem Fluoreszenzanstieg bei der NTC. Der Anstieg war auf die Bildung von Primer-
Dimeren zurlckzuflihren (Abb. 14). Fir den V10a F2/Lunge Extrakt wurde kein Signalanstieg
beobachtet.

Die mit dem PyroMark PCR Kit MM und dem OTX2 1.1 Primerset erhaltenen Ergebnisse
waren vielversprechend. Alle DNA-Extrakte flhrten zu einem Fluoreszenzanstieg. Flr
unverdinnt eingesetzte Extrakte (> 5 ng/pL) wurden niedrigere Ci-Werte erhalten als fur
Extrakte, die in einer Konzentration von 5 ng/pL eingesetzt wurden.
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Abbildung 13: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus Leber- und Lungengewebe von Fétus F2 (Extraktion:
V10a und V10b) mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen (5 ng/uL, unverdiinnt). Primerset 3 (OTX2 1.1) und
4 (0OTX2 3.0), EpiTect HRM PCR MM und PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei
technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Die erhaltenen Schmelzkuven (Abb. 14) lassen darauf schlief3en, dass bei Verwendung des
EpiTect HRM PCR MM mit Primerset 3 (OTX2 1.1) fur die DNA-Extrakte V10b F2/Leber und
V10b F2/Lunge (Hitzebehandlung bei 120 °C) nicht das gewlinschte Amplikon erhalten
wurde, sondern lediglich unspezifische Nebenprodukte bzw. Primer-Dimere gebildet wurden.
Die Schmelztemperatur des Amplikons, das fur V10a F2/Lunge erhalten wurde, war mit 77,0
°C etwas niedriger als die Schmelztemperatur, die fur die Positivkontrollen erhalten wurde (Tm
= 77,6 °C), wahrend das Peakmaximum flr V10a F2/Leber mit dem der Positivkontrollen
Ubereinstimmte.

Auch bei der Verwendung des EpiTect HRM PCR MM und des Primerpaares OTX2 3.0
wurden Primer-Dimere gebildet. Nur fur V10b F2/Lunge wurde ein PCR-Produkt erhalten,
welches das gleiche Schmelzverhalten zeigte wie das PCR-Produkt der Positivkontrollen (Tm
= 82,0 °C). Das Maximum des erhaltenen Schmelzpeaks fur V10a F2/Leber lag um 0,8 °C
niedriger (Tm = 81,2 °C) als die fur die Kontrollproben erhaltenen Schmelzpeaks. Fir V10a
F2/Lunge wurde kein Fluoreszenzanstieg beobachtet.

Mit dem OTX2 1.1 Primerpaar und dem PyroMark PCR Kit MM wurde fur alle DNA-Extrakte
ein Fluoreszenzanstieg verzeichnet, wobei durch den Einsatz unverdinnter Extrakte
niedrigere Ci-Werte ermittelt werden konnten als flir die verdinnten (C; - Differenz: 8 - 10).
PCR-Produkte von Extrakten, fur die ein C-Wert < 37 erhalten wurde, zeigten dasselbe
Schmelzverhalten wie die PCR-Produkte der Positivkontrollen (Tm = 79,7 °C).
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Abbildung 14: Schmelzkurven flir PCR-Produkte der DNA-Extrakte aus Leber- und Lungengewebe von Fétus F2
(Extraktion: V10a und V10b) mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen (5 ng/uL, unverdiinnt). Primerset 3
(OTX2 1.1) und 4 (OTX2 3.0), EpiTect HRM PCR MM und PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827
Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Zur Uberpriifung der Identitat wurden die PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese
analysiert (Abb. 15). Die Ergebnisse stimmten gut mit den Ergebnissen der HRM-Analyse
Uberein (Abb. 14). So wurde fir alle Extrakte, die zu einem Schmelzpeak fihrten, nur eine
Bande am Gel beobachtet. Die Amplifikation von V10b F2/Lunge mit dem Primerpaar OTX2
1.1 und dem EpiTect PCR MM resultierte in zwei Schmelzpeaks und zwei Banden am
Agarosegel. Mit allen Methoden wurde ein PCR-Produkt mit einer Lange von ca. 90 bp
erhalten.

Die Banden der Amplikons, welche mit dem EpiTect HRM PCR MM erhalten wurden, zeigten
nach oben hin eine Schmier, welche bei den Produkten, die mit dem PyroMark PCR Kit MM
erhalten wurden, nicht zu sehen waren. Daher wurde der PyroMark PCR Kit MM als geeignet
eingestuft und somit fir weitere PCR-Analysen verwendet.
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Abbildung 15: Aufnahme eines 3% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden amplifizierbare DNA-

Extrakte aus Leber- und Lungengewebe von Fétus F2 (Extraktion: V10a und V10b). Primerset 3 (OTX2 1.1) und

4 (0TX2 3.0), EpiTect HRM PCR MM und PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: PCR-Produkt von HCC827
Erlo und C8. Marker: LMW DNA Marker.

5.2. DNA-Extraktion mit dem QlAamp DNA Mini Kit

Als nachstes wurde die Eignung des QlAamp DNA Mini Kits zur Extraktion intakter,
genomischer DNA aus langzeit-konservierten Foéten untersucht. Fur die DNA-Isolierung mit
den Variationen V1a und V1b wurde das Lebergewebe des EtOH-fixierten Féten ohne ODC
(F2) herangezogen und fur V2 die Leber der beiden in Formalin gelagerten Féten F#003 und
F#004 mit ODC-Erkrankung. Dabei wurden von allen Proben Doppelbestimmungen
durchgefuhrt, wobei die Replikate mit r7 (Replikat 1) und r2 (Replikat 2) bezeichnet wurden.
Zur vollstandigen Elution der DNA von den Spin Saulen wurden von jeder Probe vier Eluate
in separaten GefalRen aufgefangen und einzeln weiteruntersucht. Neben dem Einsatz
unterschiedlich fixierten Lebergewebes (V1a, V1b und V2) wurden zwei Lysepuffer
(ATL/R.DX- und SDS/2,26x TE9 Puffer) auf ihre Eignung untersucht (V1a und V1b). Die
Versuchsdurchfihrungen der Variationen V1a, V1b und V2 sind im experimentellen Teil der
Arbeit (Kap.4.3.1, Kap. 4.3.1.1) beschrieben.

AnschlieBend wurde von allen Extrakten die DNA-Konzentration mit Hilfe einer
fluorometrischen - und einer photometrischen Methode ermittelt, wobei mit Hilfe Letzterer
ebenfalls der Reinheitsgrad bestimmt werden konnte.

Daraufhin fand eine Uberpriifung der Amplifizierbarkeit der DNA-Extrakte mittels rt-PCR statt.
Danach erfolgte eine weitere Untersuchung der erhaltenen PCR-Produkte mit der HRM-
Analyse und der Agarose-Gelelektrophorese.
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5.2.1. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Ausbeute an DNA, welche mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kits gewonnen wurden, fiel
bereits fir das EtOH-fixierte Lebergewebe des Féten F2 mit fluorometrisch ermittelten
Konzentrationen im Bereich von 0,35 - 0,72 ng/uL (V1a und V1b) gering aus. Im Vergleich
dazu wurden fur die FF Lebergewebe der beiden Foten mit Gesichtsdysmorphien F#003 und
F#004 deutlich niedrigere Ausbeuten mit dem Qubit®-Fluorometer ermittelt (V2). Mit dem
NanoDrop Gerat wurden héhere Konzentrationen gemessen. Das liegt aber hauptsachlich
daran, dass die photometrische Messung nicht selektiv ist und auch andere Verbindungen,
welche bei einer Wellenlange von 260 nm absorbieren, miterfasst werden.

Wie man der Tabelle 17 entnehmen kann, zeigten fast alle DNA-Extrakte, in Hinsicht auf ihre
Reinheit, schlechte Resultate, da die Extinktions-Verhaltnisse Ezso/E2s0 und Ezs0/E230 meist
sehr viel niedriger ausfielen als erhofft (1,4 - 1,7 statt 1,8 - 2,0 und 0,2 - 0,9 statt 2,0 - 2,2).
Nur fur V2 F#003/Leber wurde ein guter Reinheitswert fur das Extinktions-Verhaltnis von
E2s0/E2s0 erhalten. Generell lieRen die Ergebnisse auf Verunreinigungen der isolierten DNA
schliel3en.

Aus dem Vergleich der Ergebnisse, die mit den Variationen V1a und V1b erhalten wurden,
kann geschlossen werden, dass der Puffer, der zur Homogenisation und Zelllyse verwendet
wurde, keinen Einfluss auf die Konzentration und Reinheit der extrahierten DNA hatte.

Die hochsten Ausbeuten konnten im ersten Eluat ermittelt werden, weshalb nur jene Extrakte
zur Amplifikation mittels rt-PCR herangezogen wurden.

Aufgrund ungenigender Reinheit und geringer DNA-Ausbeuten wurde die DNA-
Extraktionsmethode basierend auf dem QIAamp DNA Mini Kit nicht weiter modifiziert.

Tabelle 17: Ergebnisse der QlAamp DNA Mini Kit — Extraktionsmethode in Bezug auf Konzentration und

Reinheit.

. R c(DNA) geméR c(DNA)
Abk::“"g Ge";"etl;‘:tlyp .| pNa Zusitzliche Einwaage Qubit®- gemiR | Eaeo | Eaeo
Variation Replikat Eluat Informationen [mg] Fluorometer NanoDrop E,g0 E,3p

[ng/uL] [ng/uL]
F2/Leber/r1 1 24,9 0,67 79,40 1,7 0,3
F2/Leber/r2 1 25,5 0,35 36,45 1,7 0,3
F2/Leber/r1 2 24,9 0,64 74,00 1,7 0,3
Via F2/Leber/r2 2 Homogenisation 25,5 0,29 33,75 1,7 0,3

in ATL/R.DX
F2/Leber/r1 3 Puffer 24,9 0,37 47,35 1,7 0,4
F2/Leber/r2 3 25,5 0,22 24,45 1,7 0,4
F2/Leber/r1 4 24,9 0,27 28,70 1,7 0,5
F2/Leber/r2 4 25,5 0,23 20,10 1,7 0,5
Vib F2/Leber/r1 1 Homogenisation 25,7 0,35 42,75 1,7 0,4
in SDS/2,26x TE9

F2/Leber/r2 1 Puffer 25,0 0,72 29,80 1,7 0,4
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F2/Leber/r1 257 0,26 30,85 17 | 05
F2/Leber/r2 25,0 0,49 52,95 1,7 | 04
F2/Leber/r1 257 0,22 27,30 16 | 06
F2/Leber/r2 25,0 0,31 35,10 17 | 05
F2/Leber/r1 257 0,13 9,30 17 | 08
F2/Leber/r2 25,0 0,30 26,00 17 | 06
F#003/Leber/r1 25,0 0,02 8,35 20 | 02
F#003/Leber/r2 253 0,02 9,45 21 | 02
F#004/Leber/r1 25,4 0,03 5,00 16 | 02
F#004/Leber/r2 Homogenisation 255 0,02 2,30 16 | 03
V2 in ATL/R.DX
F#003/Leber/r1 Puffer 25,0 0,02 6,15 19 | 02
F#003/Leber/r2 253 0,02 6,65 19 | 02
F#004/Leber/r1 254 0,01 2,50 15 | 04
F#004/Leber/r2 255 0,01 1,50 14 | 09

5.2.2. Uberpriifung der Amplifizierbarkeit

Trotz geringer DNA-Konzentrationen und schlechter Reinheitsgrade wurde die mit dem
QlAamp DNA Mini Kit isolierte DNA einer rt-PCR (Primerset 3, PyroMark PCR Kit MM)
unterzogen. Abbildung 16 zeigt die erhaltenen Amplifikationskurven, worin ein spater Anstieg
des Fluoreszenzsignals flir V1a F2/Leber, im Vergleich zur DNA der Positivkontrollen
HCC827 Erlo und C8, zu erkennen ist. Vermutlich ist dieses Problem auf die Fragmentierung
der DNA zuruckzufuhren. Durch eine zu starke Fragmentierung der DNA kénnen die Primer
nicht mehr an das Templat binden, wodurch die Amplifikation der DNA ausbleibt. Die C--Werte
sind in Tabelle 18 zusammengefasst.
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Abbildung 16: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus Lebergewebe von den Féten F2 (Extraktion: V1a,
V1b), F#003 (Extraktion: V2) und F#004 (Extraktion: V2). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM.
Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Tabelle 18: C+-Werte, die durch die Amplifizierung unterschiedlich konzentrierter, mittels QlAamp DNA Mini Kit
gewonnener DNA-Extrakte erhalten wurden. Primerset: 3 (OTX2 1.1); Mastermix: PyroMark PCR Kit MM;
Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8.

c(DNA-Extrakt)

- - ®-
Primer + Mastermix DNA-Extrakt gemaR Qubit Ct-Wert
Fluorometer
[ng/uL]
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 29,87
Positivkontrolle C8 0,1 29,76
0TX21.1 V1a F2/Leber/r1 46,28
+
PyroMark PCR Kit MM V1b F2/Leber/r2 . n.a.
unverdinnt
V2 F#003/Leber/r1 n.a.**
V2 F#004/Leber/r1 n.a.**

* siehe Tabelle 17
** nicht amplifizierbar

Abbildung 17 zeigt, dass das fur V1a F2/Leber erhaltene PCR-Produkt ein Peakmaximum bei

einer Schmelztemperatur von 80,9 °C aufwies, wahrend das Peakmaximum fur die
Positivkontrollen bei einer Schmelztemperatur von 79,8 °C lag.
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Abbildung 17: Schmelzkurven fiir die PCR-Produkte der DNA-Extrakte aus dem Lebergewebe von den Féten F2
(Extraktion: V1a, V1b), F#003 (Extraktion: V2) und F#004 (Extraktion: V2). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark
PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Das fir V1a F2/Leber erhaltene PCR-Produkt resultierte am Agarosegel in einer Bande,
welche einer Lange von ca. 90 bp entsprach (Abb. 18, Lane: 12). Daraus konnte geschlossen
werden, dass das gewunschte Produkt gebildet wurde. Aufgrund des Fehlens einer Bande
der NTC konnte davon ausgegangen werden, dass sich bei diesem PCR-Lauf keine Primer-
Dimere bildeten.
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Abbildung 18: Aufnahme eines 3% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden amplifizierbare DNA-

Extrakte aus Leber-, Lungen- und Grol3hirngewebe von Fétus F2 (Extraktion: V1a, V3, V6, V8, V9a, Vb, V11a,

V11b und V11c). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: PCR-Produkt von HCC827
Erlo und C8. Marker: LMW DNA Marker.

Unter Berlcksichtigung aller Ergebnisse wurde fir alle weiteren Variationen der ATL/R.DX
Puffer zur Homogenisation und darauffolgender Zelllyse eingesetzt.

5.3. DNA-Extraktion mit dem QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

Zur Uberpriifung der Eignung des QlAamp DNA FFPE Tissue Kits zur Extraktion intakter,
genomischer DNA aus langzeit-konservierten Foten wurde in der Variation V3 das
Lebergewebe des EtOH-fixierten Féten ohne ODC (F2) untersucht. Fur die Variationen V4a
und V4b wurde das Gro3hirngewebe von F2 und vom FF, nicht-ODC-Féten F3 verwendet.
Dabei wurden von allen Proben zwei Replikate (r7, r2) durchgefihrt. Zur vollstandigen Elution
der DNA von den Spin Saulen wurden von jeder Probe vier Eluate in separaten Gefallen
aufgefangen und einzeln weiteruntersucht. Neben den unterschiedlich eingesetzten
Gewebsarten (V3 und V4a) wurde zur Extraktionsoptimierung in V4b die Dauer des
Waschschritts mit PBS verlangert. Die Versuchsdurchfihrungen der Variationen V3, V4a und
V4b sind im experimentellen Teil der Arbeit (Kap.4.3.2, Kap. 4.3.2.1) beschrieben.

AnschlieRend wurden von allen Extrakten die DNA-Konzentration und Reinheit bestimmt.
Daraufhin fand eine Uberpriifung der Amplifizierbarkeit der DNA-Extrakte mittels rt-PCR statt.
Danach erfolgte eine weitere Untersuchung der erhaltenen PCR-Produkte mit der HRM-

Analyse und der Agarose-Gelelektrophorese.
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5.3.1. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Mit dem QlAamp DNA FFPE Tissue Kit konnte fur das EtOH-fixierte Lebergewebe (V3) bereits
etwas mehr DNA, im Vergleich zum DNA Mini Kit (Tab. 17), mit Konzentrationen um die 0,97
- 1,16 ng/uL isoliert werden (Tab. 19). Die Ergebnisse der Reinheitsbestimmung mit dem
NanoDrop lieRen zwar auf eine geringe Verunreinigung mit Proteinen (E2so/E2s0: 1,6 und 1,7),
jedoch auf eine starkere Verunreinigung mit organischen Substanzen (E2so/E230: 0,4 und 1,5)
schliel3en.

Trotz des identen Versuchsablaufs wurden fur V4a F2/GroRhirn viel geringere DNA-
Konzentrationen erzielt als fiur V3 F2/Leber. Dieses Ergebnis kénnte aus den
unterschiedlichen Gewebsstrukturen der beiden Organe resultieren. Wahrend die Leber eine
etwas zahere, festere Charakteristik aufwies, zeigte das Grolhirn eine feuchte, weichere
Konsistenz, wobei dieses durch die Zerkleinerung mittels Skalpell eine Brei-ahnliche
Konsistenz annahm. Durch den Zerfall in kleinste Gewebsteilchen war die Entfernung von
PBS wahrend des Waschvorgangs nicht ohne Probenverlust moéglich. Trotz des verlangerten
Waschschritts in V4b konnten vergleichbare DNA-Konzentrationen zu V4a fluorometrisch
ermittelt werden. Das mit dem NanoDrop ermittelte Verhaltnis Ezso/E2s0 wies auf eine
geringere Anwesenheit von Proteinen hin. Eine Verbesserung der Reinheit in Bezug auf
organische Substanzen oder Salze war bei V4b allerdings nicht moglich (Ezeo/E230: 0,3 - 0,5).
Die DNA-Ausbeute aus der GroRhirnrinde des FF, nicht-ODC-Foten F3 war betrachtlich
geringer, was auf die Quervernetzung der Nukleinsauren mit Proteinen zurtckzuflhren ist.

Tabelle 19: Ergebnisse der QlAamp DNA FFPE Tissue Kit — Extraktionsmethode in Bezug auf Konzentration und

Reinheit.
Fotus/ c(DNA) gemaR c(DNA)
Abkiirzung DNA | Zusitzliche | Einwaage Qubit®- gemaR Ezeo | Eze0
e Gewebstyp/ . Z260 | 260
der Variation Replikat Eluat | Informationen [mg] Fluorometer NanoDrop | E,g | Eq30
[ng/uL] [ng/uL]
F2/Leber/r1 1 25,8 0,97 94,65 1,7 0,4
F2/Leber/r2 1 25,6 1,16 36,60 1,6 1,5
F2/Leber/r1 2 Normaler 25,8 0,55 64,50 1,7 0,4
V3 Waschschritt
F2/Leber/r2 2 (2x 1h bei RT) 25,6 0,58 59,10 17 | 04
F2/Leber/r1 3 25,8 0,59 54,30 1,7 0,6
F2/Leber/r2 3 25,6 0,57 49,10 1,7 0,6
F2/GroBhirn/r1 1 25,0 0,38 15,55 1,5 0,3
F2/ Grof3hirn /r2 1 Normaler 25,8 0,32 12,45 1,6 0,5
V4a Waschschritt
F3/ GrofShirn /r1 1 (2x 1h bei RT) 25,7 0,09 7,75 1,7 0,3
F3/ Grof¥hirn /r2 1 25,0 0,08 5,25 2,1 0,3
V4b F2/ Grof3hirn /r1 1 25,2 0,42 18,35 1,7 0,4
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F2/ Grofhirn /r2 Verlangerter 251 0,22 11,90 1,8 0,3
Waschschritt
F3/ GroBhirn /r1 (4x1 gbei 50 252 0,07 517 20 | 03
°C +
Inkubation
F3/ Grofhirn /r2 iiber Nacht) 25,1 0,08 6,30 1,9 0,3

5.3.2. Uberpriifung der Amplifizierbarkeit

Die Amplifizierbarkeit wurde mit dem Primerset 3 (OTX2 1.1) und dem PyroMark PCR Kit MM
Uberprift. Die in Abbildung 19 dargestellten Amplifikationskurven lassen erkennen, dass ein
Anstieg des Fluoreszenzsignals lediglich fir V3 F2/Leber/r2 erzielt werden konnte. Mit einem
C+Wert von 35,08 (Tab. 20) lag dieser deutlich naher zu den Ci-Werten der Positivkontrollen
als der Ci-Wert, der fur V1a F2/Leber erhalten wurde, was an dem Einsatz hoherer DNA-
Konzentrationen (Vgl. Tab. 17 und Tab. 19) liegen konnte. Die DNA-Extrakte aus dem
GrofRhirn von F2 und F3 fuhrten zu keinem Anstieg des Fluoreszenzsignals.
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Abbildung 19: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus Leber- und Gro3hirngewebe von den Fbéten F2
(Extraktion: V3, V4a und V4b) und F3 (Extraktion: V4a und V4b). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit
MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.
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Tabelle 20: C-Werte, die durch die Amplifizierung unterschiedlich konzentrierter, mittels QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit gewonnener DNA-Extrakte erhalten wurden. Primerset: 3 (OTX2 1.1); Mastermix: PyroMark PCR Kit

MM; Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8.

c(DNA-Extrakt)
gemaR Qubit®-

Primer + Mastermix DNA-Extrakt Ct-Wert
Fluorometer
[ng/uL]
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 29,87
Positivkontrolle C8 0,1 29,76
OTX2 1.1 V3 F2/Leber/r2 35,08
+ V4a F2/Grolhirn/r1 n.a.**
PyroMark PCR Kit MM V4a F3/GroRhirn/r1 unverddnnt® n.a.**
V4b F2/Grolhirn/r1 n.a.**
V4b F3/Grol3hirn/r2 n.a.**

* siehe Tabelle 19
** nicht amplifizierbar

Das Schmelzdiagramm (Abb. 20) wies fur V3 F2/Leber nur einen Peak auf, woraus
geschlossen werden kann, dass nur ein PCR-Produkt gebildet wurde. Allerdings war das
Peakmaximum (Tn = 80,9 °C) bezogen auf die Positivkontrollen (T = 79,8 °C) zu hbheren

Temperaturen verschoben.

Ob tatsachlich die Bildung des richtigen Produkts erfolgte, wurde weiters mit der Agarose-
Gelelektrophorese Uberpruft (Kap. 5.2.2, Abb. 18, Lane: 13). Auch hier konnte die Bande des
Amplikons von V3 F2/Leber bei Sequenzlangen von ca. 89 bp ermittelt werden, was auf das
gewunschte PCR-Produkt schliel3en Iasst.
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Abbildung 20: Schmelzkurven der PCR-Produkte flir DNA-Extrakte aus Leber- und Gro3hirngewebe von den
Féten F2 (Extraktion: V3, V4a und V4b) und F3 (Extraktion: V4a und V4b). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark
PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Aufgrund der nur geringfiigig besser erbrachten Resultate, im Vergleich zum QlAamp DNA
Mini Kit, wurde die Extraktionsmethode basierend auf dem QlAamp DNA FFPE Tissue Kit in
weiterer Folge nicht mehr angewandt.

5.4. DNA-Extraktion mit der Phenol-Chloroform Methode

Dieser Abschnitt zeigt die Ergebnisse, die bei der Uberpriifung der PC-Extraktion zur
Isolierung intakter, genomischer DNA aus langzeit-konservierten Féten erhalten wurden. Zur
DNA-Extraktion fir V5 und V7 wurde das Lebergewebe des EtOH-fixierten Féten ohne ODC
(F2) herangezogen. Fur die Variation V6 wurde das Lebergewebe aller nicht-ODC-Féten F1
(isopropanol-fixiert), F2 (EtOH-fixiert) und F3 (FF) verwendet. Dabei wurden von allen Proben
Doppelbestimmungen (r1, r2) durchgefuhrt. Neben dem Einsatz unterschiedlich fixierter
Lebergewebe wurde der Waschschritt mit PBS in verkurzter - (V5) und in normaler Form (V6
und V7) angewandt. Bei V7 wurde lediglich der V6-Versuch mit dem Lebergewebe des Foten
F2 wiederholt und nicht neu modifiziert. Die Versuchsdurchfiihrungen der Variationen V5, V6
und V7 sind im experimentellen Teil der Arbeit (Kap.4.3.3, Kap. 4.3.3.1) beschrieben.

5.4.1. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Mit den PC-Extraktionsvariationen V5, V6 und V7 konnte eine offensichtliche Verbesserung
der DNA-Isolierung aus dem Lebergewebe aller Féten ohne ODC (F1, F2, F3) erfolgen.
Vergleicht man jedoch die DNA-Ausbeuten fur die einzelnen Foten, so ist festzustellen, dass
aus dem EtOH-fixierten Lebergewebe (F2) bei Weitem die hdchsten DNA-Mengen erzielt
wurden (Tab. 21). Die fluorometrisch ermittelten DNA-Konzentrationen der isolierten DNA-
Extrakte aus dem Isopropanol-fixiertem (F1) - und dem FF (F3) Gewebe unterschieden sich
nur geringfugig.
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Mittels NanoDrop Messung konnte eine Verbesserung der Reinheitsgrade der DNA-Extrakte
bezogen auf organische Verunreinigungen (Ezeo/E230), verglichen zu den kommerziell
erhaltlichen Kits, beobachtet werden. Mit Ergebnissen zwischen 2,0 und 2,2 lagen die Werte
von V5 F1/Leber, V6 F1/Leber, V6 F3/Leber und V7 F2/Leber im gewilnschten Bereich des
Extinktionsverhaltnisses Ezs0/E230. Nur V6 F2/Leber lag mit 1,8 etwas darunter. In Hinsicht auf
Proteinverunreinigungen (Ez2s0/E2s0) lagen alle Extrakte mit Werten von 1,5 bis 1,7 unter dem
gewinschten Bereich.

Tabelle 21: Ergebnisse der Phenol-Chloroform — Extraktionsmethode in Bezug auf Konzentration und Reinheit.

Abkiirzun c(DNA) gemaR c(DNA)
der 9 Fotus/ Gewebstyp/ Zusatzliche Einwaage Qubit®- gemaR Eze0 | Eze0
o Replikat Informationen [mg] Fluorometer NanoDrop | Ejg | Ez30
Variation
[ng/uL] [ng/uL]
F1/Leber/r1 Verkirzter 25,8 3,76 99,40 1,5 | 22
V5 Waschschritt
(1x 15 min bei
F1/Leber/r2 RT) 25,4 5,51 151,65 1,6 2,2
F1/Leber/r1 25,9 2,50 71,10 1,6 2,2
F1/Leber/r2 25,4 4,50 118,30 1,7 1,9
F2/Leber/r1 Normaler 25,5 16,60 992,10 1,7 1,8
V6 Waschschritt
F2/Leber/r2 (2x 1h bei RT) 25,0 21,60 1439,25 1,7 1,8
F3/Leber/r1 25,6 3,33 107,45 1,6 1,9
F3/Leber/r2 25,2 2,79 96,95 1,6 2,0
F2/Leber/r1 Normaler 25,1 21,00 1290,55 1,7 1,9
V7 Waschschritt
F2/Leber/r2 (2x 1h bei RT) 25,2 20,20 1411,45 1,7 2,0

5.4.2. Uberpriifung der Amplifizierbarkeit

Obwohl mit der PC-Extraktion zum Teil hoher konzentrierte DNA-Extrakte erhalten wurden,
konnte mittels rt-PCR (Primerset 3, PyroMark PCR Kit MM) ausschlief3lich fir V6 F2/Leber/r2
ein Fluoreszenzanstieg beobachtet werden (Abb. 21). Der ermittelte Ci-Wert (28,15) lag dabei
nahe den CiWerten der Positivkontrollen (Tab. 22). Bei der Variation V7 handelte es sich
prinzipiell um eine Wiederholung von V6. Im Unterschied zu V6 wurde aber nur das
Lebergewebe von F2 untersucht. Der Grund, weshalb fir V7 F2/Leber kein Anstieg des
Fluoreszenzsignals beobachtet werden konnte, kdnnte daran liegen, dass im V7-Extrakt
vorwiegend kurzere DNA-Fragmente vorlagen als im Extrakt von V6. Die DNA-Extrakte des
Lebergewebes der Foten F1 und F3 flhrten zu keinem Fluoreszenzanstieg.
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Abbildung 21: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus Lebergewebe von den Féten F1 (Extraktion: V5 und
V6), F2 (Extraktion: V6 und V7) und F3 (Extraktion: V6). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM.
Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Tabelle 22: C-Werte, die durch die Amplifizierung unterschiedlich konzentrierter, mittels PC-Methode
gewonnener DNA-Extrakte erhalten wurden. Primerset: 3 (OTX2 1.1); Mastermix: PyroMark PCR Kit MM;
Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8.

c(DNA-Extrakt)
gemaR Qubit®-

Primer + Mastermix DNA-Extrakt Ct-Wert
Fluorometer
[ng/uL]
Positivkontrolle HCC827 Erlo 0,1 29,87
Positivkontrolle C8 0,1 29,76
OTX2 1.1 V5 F1/Leber/r2 n.a.
+ V6 F1/ Leber/r2 n.a.**
PyroMark PCR Kit MM V6 F2/ Leber/r2 unverdinnt* 28,15
V6 F3/ Leber/r1 n.a.**
V7 F2/ Leber/r1 n.a.**

* siehe Tabelle 21
** nicht amplifizierbar

Die Ergebnisse der HRM-Analyse (Abb. 22) und der Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 5.2.2,

Abb. 18, Lanes: 10, 11) lassen darauf schlieRen, dass es sich bei dem fur V6 F2/Leber/r2
erhaltenen Amplikon um das gewtlinschte Produkt handelte.
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Abbildung 22: Schmelzkurven filir PCR-Produkte der DNA-Extrakte aus Lebergewebe von den Féten F1
(Extraktion: V5 und V6), F2 (Extraktion: V6 und V7) und F3 (Extraktion: V6). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark
PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Da eine Amplifikation der DNA-Extrakte der Lebergewebe von F1 und F3 nicht moglich war,
wurde die PC-Extraktionsmethode um eine Hitzebehandlung, vor Isolierung der DNA,
erweitert. Die daraus resultierende Methode, alias ,Hot Alkali Extraktion®, wurde angewandt
und in weiterer Folge auch modifiziert.

5.5. DNA-Extraktion mit der Hot Alkali Methode

Zur DNA-Extraktion fir die Variationen V8, V9a und V9b wurden sowohl das GroBhirngewebe
des EtOH-fixierten Féten ohne ODC (F2), als auch das des FF nicht-ODC-Féten F3
herangezogen. Fur V10a, V10b, V11a, V11b und V11c wurde das Leber- und Lungengewebe
von F2 verwendet. In der Variation V12 kamen die restlichen Gewebsarten des F2 zum
Einsatz, d.h. Milz, Herz, Nabelschnur, Darm, Muskel und Kleinhirn. Im Gegensatz zu V14a,
V14b, V14c, V15a und V15b, in welchen ausschlieRlich das Lungengewebe von F3
herangezogen wurde, wurde bei den Variationen V13a, V13b, V16a, V16b, V17a und V17b
sowohl die Lunge, als auch die Leber zur DNA-Extraktion verwendet. Dabei wurden von allen
Proben Doppelbestimmungen (r1, r2) durchgefihrt.

Neben den unterschiedlich eingesetzten Gewebsarten wurde zur Extraktionsoptimierung die
alkalische Hitzebehandlung, bezlglich Inkubationszeit [min] und Temperatur [°C], modifiziert
(V8 - V13b). Um hdhere DNA-Konzentrationen aus FF Geweben zu isolieren, wurde die
Einwaage der Gewebsproben von 25 mg auf 100 mg erhdht und die Volumina verschiedener
Reagenzien (PBS, ATL Puffer, Prot. K und RNaseA) verandert (V13a - V17b). Zudem wurde,
ab Variation V14a, der Farbstoff GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific) zur besseren
Visualisierung der prazipitierten DNA eingesetzt, sowie die Umgebungstemperatur wahrend
der Fallung von RT auf - 20 °C (Gefrierschrank) herabgesetzt. Bei den Variationen V17a und
V17b wurden die Reagenzien Prot. K und RNaseA eines anderen Herstellers (Macherey-
Nagel statt Qiagen) herangezogen. Die Versuchsdurchfihrungen der Variationen sind im
experimentellen Teil der Arbeit (Kap.4.3.4, Kap. 4.3.4.1) beschrieben.
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5.5.1. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung

Die Ergebnisse der Hot Alkali Extraktionsmethode sind in Tabelle 23 zu sehen. Die mittels
Qubit®-Fluorometer ermittelten Konzentrationen lagen generell im Bereich von 0,03 - 23,90
ng/uL. Mit dem NanoDrop Gerat wurden Konzentrationen zwischen 1,25 ng/uL und 514,47
ng/uL ermittelt.

Aufgrund der sehr weichen Gewebscharakteristik des GroRBhirns (F2 und F3) wurden
Probenverluste wahrend des Waschschritts mit PBS in Variation V8 festgestellt, was sich in
den niedrigen DNA-Konzentration der Extrakte des F2 widerspiegelte. Die DNA-
Konzentrationen der GroRRhirnextrakte von Fétus F3 lagen unter der Nachweisgrenze. Durch
Eliminierung des Waschvorgangs in V9a konnten fur die Extrakte aus den Gehirnproben der
beiden Féten etwas hohere DNA-Konzentrationen (fluorometrisch) ermittelt werden. Zudem
zeigten die erhaltenen Extrakte von Variation V9a, verglichen zu denen von V8, keine
schlechteren Reinheitswerte fir beide Extinktionsverhaltnisse, trotz des fehlenden
Waschschritts in V9a. Da fur beide Replikate von V9a (Hitze: 20 min, 99 °C) und V9b (Hitze:
20 min, 120 °C) relativ unterschiedliche Konzentrationen ermittelt wurden, kann keine
Aussage uber den Effekt einer hoher temperierten Hitzebehandlung getroffen werden. In
Anbetracht dessen wurden fiir weitere Modifikationsversuche andere Gewebstypen
herangezogen.

Verglichen mit V10a (Hitze: 25 min, 99 °C) erhaltenen DNA-Extrakten wiesen die mit V10b
(Hitze: 25 min, 120 °C) gewonnenen Extrakte V10b F2/Leber und V10b F2/Lunge hohere
DNA-Konzentrationen auf. Fir beide Variationen (V10a und V10b) lagen die DNA-
Konzentrationen der Extrakte aus der Leber des FF Foétus (F3) unter der Nachweisgrenze.

Der Einfluss der Inkubationszeit auf die DNA-Ausbeute wurde mit den Variationen V11a, V11b
und V11c (F2/Leber und F2/Lunge) untersucht. Von beiden Gewebstypen wurden mit einer
20-minutigen Hitzeeinwirkung (V11a) die niedrigsten DNA-Ausbeuten erzielt. Die
fluorometrisch ermittelte DNA-Konzentration fir V11¢ F2/Lunge (Hitze: 40 min, 120 °C) ist mit
der von V10b F2/Lunge (Hitze: 25 min, 120 °C) vergleichbar. Die ermittelten DNA-
Konzentrationen fur V11b F2/Leber (30 min, 120 °C) und V11c F2/Leber (Hitze: 40 min, 120
°C) zeigten, dass mit diesen Variationen geringere Ausbeuten erhalten wurden, verglichen zu
den Extrakten von V10b F2/Leber (Hitze: 25 min, 120 °C). Aus diesem Grund wurde mit einer
Inkubationszeit von 30 min weitergearbeitet.

Des Weiteren wurde mit den verbleibenden Gewebstypen des F2 (Milz, Herz, Darm,
Nabelschnur, Muskel und Kleinhirn) eine Hot Alkali Extraktion vorgenommen (V12). Dabei
wurden unterschiedliche Mengen an DNA isoliert. Fur Herz- und Nabelschnur-Extrakte
wurden mit dem Qubit®-Fluorometer die geringsten, nachweisbaren DNA-Konzentrationen
ermittelt. Die fluorometrisch gemessenen DNA-Konzentrationen der beiden Replikate des
Extrakts aus Kleinhirn lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Auch wenn die restlichen
Gewebsextrakte etwas hdhere DNA-Konzentrationen zwischen 3,44 und 8,96 ng/pL
(fluorometrisch) aufwiesen, konnten aus den Gewebstypen Leber und Lunge dennoch
deutlich hohere DNA-Konzentrationen isoliert werden, weshalb diese Gewebsarten fir
nachfolgende Variationen herangezogen wurden.

DNA-Konzentrationen von Extrakten aus FF Proben, welche Uber der Nachweisgrenze des
Qubit® lagen, wurden durch Erhohung des Gewebseinsatzes von 25 mg auf 100 mg erzielt
(V13a und V13b). Infolgedessen wurde fur die weiteren Extraktionen des F3 Gewebes ebenso
100 mg Einwaage verwendet (V14 - V17). Beim Vergleich der DNA-Konzentrationen konnte
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fur V13a F3/Leber und V13a F3/Lunge (Hitze: 40 min, 100 °C) eine héhere DNA-Ausbeute
festgestellt werden, als flr V13b F3/Leber und V13b F3/Lunge (Hitze: 25 min, 120 °C).

Um einem DNA-Verlust beim Waschen des DNA-Pellets mit EtOH entgegenzuwirken, wurde
fur eine bessere Visualisierung der DNA der GlycoBlue Farbstoff eingesetzt. Mit dessen Hilfe
konnten kleinste Pellets sichtbar gemacht werden, wodurch die DNA nicht versehentlich
zusammen mit der EtOH-Lésung entnommen und verworfen wurde. Dadurch konnte
beispielsweise beim Extrakt des FF Lungengewebes (F3) mit nur 25 mg Einwaage eine DNA-
Konzentrationen Uber der Nachweisgrenze des Qubit®-Fluorometers erzielt werden (V14a).
Aus diesem Grund fand der DNA-Carrier in allen weiteren Variationen Anwendung (V14a -
V17b).

Durch den Vergleich der fluorometrisch ermittelten Konzentrationen der DNA-Extrakte von
V14b (normale Reagenzvolumina) mit V14c (4-fach upgescalte Reagenzvolumina), wurde
festgestellt, dass der Einsatz gréferer Volumina zu geringeren DNA-Mengen fiihrte. Diese
Beobachtung wurde mit weiteren Variationen bestatigt. So wurden ebenfalls geringere DNA-
Konzentrationen fur V15a F3/Lunge und V15b F3/Lunge (4-fach upgescalte
Reagenzvolumina), verglichen zu V14b F3/Lunge (normale Reagenzvolumina), ermittelt.

DNA-Extrakte, die mit der Variation V15b erhalten wurden, bei der die Umgebungstemperatur
wahrend der DNA-Prazipitation - 20 °C betrug, wiesen eine héhere DNA-Konzentration im
Vergleich zu den Extrakten von V15a (Fallung bei RT) auf.

Aus den Ergebnissen, die mit den Variationen V16a (normale Reagenzvolumina), V16b
(upgescalte Reagenzvolumina), V17a (normale Reagenzvolumina) und V17b (upgescalte
Reagenzvolumina) erhalten wurden, kann geschlossen werden, dass das Upscalen der
Reagenzvolumina die Ausbeute an isolierter DNA nicht verbesserte.

Zusammenfassend haben die Variationen V14 bis V17 gezeigt, dass die Erhdhung der
Volumina sogar zu einer Verschlechterung der DNA-Ausbeute flhrte. Zudem konnten die
héchsten DNA-Konzentrationen aus dem Leber- und Lungengewebe des EtOH-fixierten
Foten F2 mit Konzentrationen von 8,17 - 23,9 ng/pL (fluorometrische Messung) gewonnen
werden. Mit Hilfe der Variationen V14b und V17a konnten fir die FF Leber- und
Lungengewebe die hdchsten DNA-Konzentrationen erzielt werden (4,4 - 6,84 ng/uL,
fluorometrisch). Eine mdgliche Ursache fir den Konzentrationsunterschied zwischen den
Replikaten einer Doppelbestimmung sind Unterschiede bei der Durchfihrung der
Phasentrennung.

Beinahe alle DNA-Extrakte wiesen eine leichte Proteinverunreinigung auf (Ezso/E2s0 < 1,8 -
2,0). Ein Grund hierfir sind sicherlich Proteine, welche bei Abtrennung der wassrigen Phase
von der Interphase mit pipettiert wurden. Das Egeo/E230-Verhaltnis fiel bei vielen DNA-
Extrakten mit Werten bis zu 0,4 sehr niedrig aus, wodurch eine starke Verunreinigung mit
organischen Substanzen aufgezeigt wird. Lediglich die DNA-Extrakte V12 F2/Milz, V12
F2/Herz und V14c F3/Lunge zeigten fur jeweils ein Replikat gute Reinheitswerte.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Hot Alkali — Extraktionsmethode in Bezug auf Konzentration und Reinheit.

. N c(DNA) gemaR c(DNA)
Abkiirzung Fotus/ - . ® . E E
der Gewebstyp/ Zusatzl_nche Einwaage Qubit"- gemaR 260 260
Variation Replikat Informationen [mg] Fluorometer NanoDrop | E,g, | E330
[ng/uL] [ng/ulL]
F2/ Grof3hirn /r1 25,1 <LOD* 5,65 1,7 0,9
Normaler
F2/ Grof3hirn /r2 Waschschritt, 25,6 0,28 13,80 1,4 0,8
V8 normale Reagenz-
F3/ Grof3hirn /r1 Volumina, 25,2 < LOD* 7,40 1,3 1,0
Hitze: 20min, 99°C
F3/ Grof3hirn /r2 25,2 < LOD* 17,20 1,3 1,0
F2/ Grof3hirn /r1 25,3 2,04 38,05 1,6 1,4
F2/ GroRhim /r2 | Kein Waschschritt, 25,8 0,04 11,50 16 | 08
normale Reagenz-
V9a .
. Volumina,
F3/ Grof3hirn /r1 Hitze: 20min, 99°C 25,5 0,09 24,70 1,4 1,1
F3/ Grof3hirn /r2 25,2 0,17 27,60 1,4 1,2
F2/ Grof3hirn /r1 25,3 1,09 25,75 1,6 1,3
Kein Waschschritt,
F2/ Grof3hirn /r2 normale Reagenz- 25,7 0,42 9,83 1,7 2,5
V9b Volumina,
F3/ Grof3hirn /r1 Hitze: 20min, 25,2 < LOD* 14,50 1,4 0,9
120°C
F3/ GrofShirn /r2 25,7 < LOD* 12,43 1,5 1,1
F2/Leber/r1 254 21,4 475,80 1,6 1,1
F2/Leber/r2 25,1 20,2 460,55 1,6 1,0
Normaler
F3/Leber/r1 Waschschritt, 25,4 < LOD* 11,40 1,5 1,3
V10a normale Reagenz-
F3/Leber/r2 Volumina, 25,6 < LOD* 9,70 1,6 0,8
Hitze: 25min, 99°C
F2/Lunge/r1 254 12,20 180,45 1,7 1,4
F2/Lunge/r2 25,3 16,00 257,50 1,7 1,4
F2/Leber/r1 25,9 23,10 493,75 1,6 1,1
F2/Leber/r2 25,3 23,90 483,45 1,7 1,2
Normaler
F3/Leber/r1 WaSIChRSCh””’ 25,8 <LOD* 21,00 15 | 08
V10b normale Reagenz-
Volumina, "
F3/Leber/r2 Hitze: 25min, 25,9 <LOD 5,80 21 0,6
120°C
F2/Lunge/r1 25,6 20,10 316,43 1,7 1,4
F2/Lunge/r2 25,8 18,10 267,85 1,7 1,4
V11a F2/Leber/r1 Normaler 25,6 12,40 286,15 | 1,6 | 1,0
Waschschritt,
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normale Reagenz-

F2/Leber/r2 Volumina, 25,5 13,40 354,13 1,6 0,9
Hitze:
F2/Lunge/r1 20min,120°C 25,7 11,00 175,15 1,7 | 1,2
F2/Lunge/r2 25,7 12,70 238,35 1,7 1,3
F2/Leber/r1 25,5 18,10 517,47 1,6 1,0
Normaler
F2/Leber/r2 Waschschrit, 25,5 8,17 23835 | 16 | 09
Vi1b normale Reagenz-
Volumina,
F2/Lunge/r1 Hitze: 25,1 17,60 36160 | 1,7 | 13
30min,120°C
F2/Lunge/r2 25,6 13,60 233,80 1,7 1,4
F2/Leber/r1 25,3 16,10 380,85 1,6 1,0
Normaler
F2/Leber/r2 Waschschritt, 25,6 14,90 36457 | 16 | 1,0
normale Reagenz-
V11c .
Volumina,
F2/Lunge/r1 Hitze: 25,5 21,70 402,00 1,7 1,4
40min,120°C
F2/Lunge/r2 25,4 19,30 350,35 1,7 1,3
F2/Milz/r1 25,9 3,44 4543 1,8 2,0
F2/Milz/r2 25,5 3,54 50,75 1,7 1,6
F2/Herz/r1 251 0,03 6,75 1,8 1,0
F2/Herz/r2 25,2 0,36 14,85 1,7 1,1
F2/Nabelschnur/r1 25,7 0,16 24,55 1,5 0,6
Normaler
F2/Nabelschnur/r2 | Waschschritt, 25,9 0,26 29,15 15 | 04
normale Reagenz-
V12 .
Volumina,
F2/Darm/r1 Hitze: 30min, 25,3 5,37 76,45 1,7 1,4
100°C
F2/Darm/r2 25,6 8,96 114,30 1,7 1,4
F2/Muskel/r1 25,1 4,02 83,30 1,6 1,0
F2/Muskel/r2 25,0 4,90 131,50 1,6 0,9
F2/Kleinhirn/r1 251 < LOD* 3,25 2,6 0,3
F2/Kleinhirn/r2 25,6 < LOD* 1,25 4,6 -1,7
F3/Leber/r1 100mg Gewebe, 100,6 3,04 89,30 15 | 15
Waschschritt mit
160uL PBS,
F3/Leber/r2 normale Reagenz- 100,8 1,86 67,40 15 | 1,7
Volumina, keine
V13a Umkehrung der
F3/Lunge/r1 Formaldehyd- 100,7 7,52 183,05 1,5 1,5
Modifikationen,
Hitze: 40min,
F3/Lunge/r2 100°C, extra 100,0 8,96 201,35 16 | 1,8
Waschschritt
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V13b

F3/Leber/r1

F3/Leber/r2

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS,
normale Reagenz-
Volumina, keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 25min,
120°C, extra
Waschschritt

100,1

1,53

53,90

1,5

1.3

100,6

0,81

33,30

1,6

1,8

100,5

2,89

92,65

1,5

1,4

100,0

3,78

118,75

1,5

1,3

V14a

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

Normaler
Waschschritt,
normale Reagenz-
Volumina, keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue

25,5

0,04

29,95

17

0,7

251

0,05

32,40

1,7

0,7

V14b

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS,
normale Reagenz-
Volumina, keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C, extra
Waschschritt &
GlycoBlue

100,4

4,40

244,10

1,5

1,6

100,0

5,04

217,20

1,6

1,7

V14c

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
320uL PBS,
erhdhte Reagenz-
Volumina (720uL
ATL, 80uL Prot.K,
8uL RNaseA),
keine Umkehrung
der Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue

100,0

0,20

7,70

2,0

0,8

100,1

0,94

27,80

1,6

1,2

V15a

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
320ul PBS, erhohte
Reagenz-Volumina
(360pL ATL, 80pL
Prot.K, 8uL
RNaseA), keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,

100,7

0,40

21,00

1,7

1,0

100,1

1,96

58,50

1,6

1.1
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Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue,
Fallung bei RT

V15b

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
320uL PBS,
erhéhte Reagenz-
Volumina (360uL
ATL, 80uL Prot.K,
8uL RNaseA),
keine Umkehrung
der Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C, extra
Waschschritt &
GlycoBlue,
Fallung bei -20°C

100,5

0,64

28,25

1,5

0,8

100,6

3,09

73,05

1,6

1,3

V16a

F3/Leber/r1

F3/Leber/r2

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS,
normale Reagenz-
Volumina, keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue,
Fallung bei -20°C

100,6

3,36

179,47

1,6

1,6

100,9

2,96

177,45

1,6

1,6

100,0

5,44

357,65

1,6

1,9

100,8

3,50

245,75

1,5

1,6

V16b

F3/Leber/r1

F3/Leber/r2

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS,
erhOhte Reagenz-
Volumina (80uL
Prot.K, 8uL
RNaseA), keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue,
Fallung bei -20°C

100,2

0,94

72,85

1,6

1,0

100,3

1,69

82,05

1,6

1,2

100,0

2,47

151,40

1,5

1,2

100,1

2,70

153,70

1,5

1,3

V17a

F3/Leber/r1

F3/Leber/r2

F3/Lunge/r1

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS,
normale Reagenz-
Volumina + andere
Hersteller, keine
Umkehrung der
Formaldehyd-
Modifikationen,

100,9

6,12

263,17

1,6

1,8

100,4

4,60

202,85

1,6

1,7

100,7

5,48

356,40

1,6

1,7
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F3/Lunge/r2

Hitze: 30min,
100°C, extra
Waschschritt &
GlycoBlue,
Fallung bei -20°C

100,2

6,84

434,85

1,6

1,9

V17b

F3/Leber/r1

F3/Leber/r2

F3/Lunge/r1

F3/Lunge/r2

100mg Gewebe,
Waschschritt mit
160uL PBS, nur

erhéhtes Reagenz-

Volumen von
Prot.K (80uL) +
anderer Hersteller
(auch RNaseA),
keine Umkehrung
der Formaldehyd-
Modifikationen,
Hitze: 30min,
100°C,
extra Waschschritt
& GlycoBlue,
Fallung bei -20°C

100,0

2,87

104,60

1,5

1,2

100,6

2,63

100,35

1,6

1,1

100,9

3,68

185,45

1,5

1,3

100,8

3,70

160,90

1,5

1,4

* LOD: Nachweisgrenze

5.5.2. Uberpriifung der Amplifizierbarkeit

Jeder DNA-Extrakt, welcher mittels Hot Alkali Extraktion gewonnen werden konnte und eine
fluorometrisch ermittelte Konzentration Uber der Nachweisgrenze lieferte, wurde auf
Amplifizierbarkeit mittels PCR Uberprift. Dazu wurde der PyroMark PCR Kit MM in
Verbindung mit den Primerpaaren aus Set 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1)

verwendet.

Zunachst erfolgte die Amplifizierbarkeitsprifung von verschiedenen DNA-Extrakten des
Foten F2 der Variationen V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V11a, V11b, V11c und V12. Die
erhaltenen Amplifikationskurven in Abbildung 23 zeigten fur die meisten DNA-Extrakte einen
Fluoreszenzanstieg mit einem hoheren Ci+-Wert im Vergleich zu den Ci-Werten beider
Positivkontrollen. Lediglich fur V12 F2/Herz und V12 F2/Nabelschnur konnte kein Anstieg des
Fluoreszenzsignals detektiert werden.
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Abbildung 23: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus GroB3hirn-, Leber-, Lungen-, Milz-, Herz-, Nabelschnur-,
Darm- und Muskelgewebe von Fétus F2 (Extraktion: V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V11a, V11b, V11c, V12).
Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate
pro DNA-Extrakt.

Die PCR-Produkte von V8 F2/Grolihirn, V9a F2/Grolihirn, V10a F2/Leber, V10a F2/Lunge,
V10b F2/Leber, V10b F2/Lunge, V11a F2/Lunge, V11b F2/Lunge, V11c F2/Leber und V11c
F2/Lunge hatten die selbe Schmelztemperatur wie die Positivkontrollen (T, = 79,8 °C, Abb.
24). Zudem wurden auch Peakmaxima beobachtet, welche zu niedrigen Temperaturen (T, =
74,0 - 78,1 °C) verschoben waren. Diese stammten von den PCR-Produkten der Extrakte V9b
F2/Gro8hirn, V12 F2/Darm, V12 F2/Muskel und V11a F2/Lunge, wobei Letzteres auch einen
zweiten Schmelzpeak bei korrekter Temperatur von 79,8 °C aufwies. Die Peakmaxima der
PCR-Produkte von V11a F2/ Leber, V11b F2/Leber und V12 F2/Milz waren hingegen zu
héheren Temperaturen verschoben (T = 81,6 °C).

Zur Uberpriifung der Lange der erhaltenen PCR-Produkte wurden diese auf ein 3% (w/v)
Agarosegel aufgegeben. Auf dem Gel (Kap. 5.2.2, Abb. 18, Lane: 14, 16, 17) ist zu erkennen,
dass von allen PCR-Produkten, die flr Extrakte aus GroRhirn erhalten wurden (V8, V9a und
VIb), lediglich das von V9a die richtige Lange (89 bp) aufwies. Bei V8 und V9b waren nur
unspezifische Produkte zwischen 40 bp und 70 bp auszumachen. Beim PCR-Produkt des
Extrakts V17a F2/Lunge waren, wie vom Schmelzdiagramm (Abb. 24) zu erwarten, zwei
Banden mit Basenlangen von 45 bp (unspezifisches Produkt) und 89 bp (gewlnschtes
Produkt) sichtbar (Kap. 5.2.2, Abb. 18, Lane: 6). Die Ergebnisse der beiden Methoden
(Agarose-Gelelektrophorese und HRM) lassen darauf schlieen, dass fiur V10a F2/Leber,
V10a F2/Lunge, V10b F2/Leber, V10b F2/Lunge (Kap. 5.1, Abb. 15, Lanes: 19, 21, 22, 24),
V11c F2/Leber, V11c F2/Lunge und V11b F2/Lunge (Kap. 5.2.2, Abb. 18, Lanes: 5, 7, 8) nur
das richtige PCR-Produkt mit einer Lange von 89 bp gebildet wurde.
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Abbildung 24: Schmelzkurven fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte aus Gro3hirn-, Leber-, Lungen-, Milz-, Herz-,
Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe von Fétus F2 (Extraktion: V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V11a, V11b,
V11c, V12). Primerset 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei
technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Um die Eignung verschiedener Primersets auf die extrahierten DNA-Proben auszutesten,
wurden die Extrakte aller Gewebstypen von Variation V12 (Milz, Herz, Nabelschnur, Darm,
Muskel) einer PCR-Analyse mit Primerset 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1)
unterzogen (Kap. 4.5.1, Tab. 7). Zum Vergleich der Amplifizierbarkeit sind alle erhaltenen
Amplifikationskurven in Abbildung 25 dargestellt.

Mit dem Primerpaar PAX9 4.0 fihrten alle Extrakte (aus Milz, Herz, Nabelschnur, Darm und
Muskel) zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals. Auflerdem wurden mit diesem Primerset
(1) die niedrigsten Ci-Werte ermittelt. Durch den Einsatz der Primerpaare SHH 2.0 und OTX2
1.1 resultierten nur die Extrakte aus Milz, Darm und Muskel in einem Signalanstieg. Bei den
DNA-Extrakten aus Herz und Nabelschnur kam es nur mit dem Primerset 1 zu einem Anstieg
des Fluoreszenzsignals.
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Abbildung 25: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte aus Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe
von Fétus F2 (Extraktion: V12). Primersets: 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1); PyroMark PCR Kit MM.
Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Mittels HRM konnten die erhaltenen PCR-Produkte weiter untersucht werden (Abb. 26). Von
den mit dem Primerpaar OTX2 1.1 gebildeten Produkten wies nur V12 F2/Milz ein identes
Schmelzverhalten, verglichen zu den Positivkontrollen (T, = 81,6 °C) auf. Aus den in
Abbildung 26 gezeigten Schmelzkurven kann geschlossen werden, dass es sich bei den
PCR-Produkten, die fur Darm- und Muskelgewebe erhalten wurden, um unspezifische
Produkte gehandelt hat (Tmmuskel) = 74,6 °C; Tmpam) = 76,4 °C). Fir V12 F2/Herz und V12
F2/Nabelschnur wurde kein Anstieg des Fluoreszenzsignals beobachtet.

PCR-Produkte, die mit Primerpaar SHH 2.0 fir Milz- und Darmgewebe erhalten wurden,
zeigten geringfugig zu tieferen Temperaturen verschobene Peakmaxima (Tm = 90,5 °C) im
Vergleich zu den Kontrollen (Tm = 91,3 °C). Beim Amplikon des Muskelextrakts kam es zu
einer starkeren Verschiebung des Peakmaxiums zu niedrigerer Temperatur von 88,7 °C.

Mit dem Primerset 1 (PAX9 4.0) wurde fir fast alle PCR-Produkte der DNA-Extrakte (Milz,
Nabenschnur, Darm, Muskel) die richtige Schmelztemperatur ermittelt. Lediglich das
Amplikon von V12 F2/Herz zeigte eine leichte Verschiebung des Peakmaximums zu
niedrigeren Temperaturen (T = 87,6 °C), verglichen zu den Positivkontrollen (T, = 88,4 °C).
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Abbildung 26: Schmelzkurven der PCR-Produkte fiir DNA-Extrakte aus Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und
Muskelgewebe von Fétus F2 (Extraktion: V12). Primersets: 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1);
PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Auf dem Gel in Abbildung 27 wurde fir PCR-Produkte, die mit dem Primerpaar OTX2 1.1 flr
V12 F2 /Milz/r2 erhalten wurden, zusatzlich zu einer Bande, die dem gewilnschten Produkt
entsprach, eine Schliere im Bereich von 40 - 50 bp (Lanes: 4, 5) erhalten, weshalb dieses
Primerpaar nicht mehr verwendet wurde. Die mit den Primerpaaren PAX9 4.0 und SHH 2.0
erhaltenen PCR-Produkte wiesen die richtige Lange auf (Lanesshn2.0): 11 - 15; Lanesraxo 4.0):
19 - 28). Deshalb wurden diese Primerpaare fur weitere PCR-Analysen herangezogen.
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Abbildung 27: Aufnahme eines 3% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden amplifizierbare DNA-
Extrakte aus Leber-, Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe von Fétus F2 (Extraktion: V11a,
V11b, V12) und F3 (Extraktion: V13b). Primersets: 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR
Kit MM. Positivkontrollen: PCR-Produkt von HCC827 Erlo und C8. Marker: LMW DNA Marker.
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Die Ergebnisse der PCR-HRM Analyse der aus FF Gewebe isolierten DNA sind in Abbildung
28 dargestellt. Da fur V9a F3/GroR3hirn, V13a F3/Leber, V13a F3/Lunge, V13b F3/Leber und
V13b F2/Lunge mit dem Primerpaar OTX2 1.1 kein Fluoreszenzanstieg beobachtet wurde,
wurden in den folgenden Versuchen die Primerpaare PAX9 4.0 und SHH 2.0 verwendet. Mit

dem SHH 2.0 Primerpaar wurde fir

V13b F3/Leber

und V74a F3/Lunge ein

Fluoreszenzanstieg beobachtet, jedoch deutlich spater als bei den Positivkontrollen. Aus der
Schmelztemperatur konnte geschlossen werden, dass es sich in beiden Fallen um das
richtige Produkt gehandelt hat. Das Primerpaar PAX9 4.0 flhrte fir V16b F3/Leber zu einem
Fluoreszenzanstieg, nicht viel spater als bei den Positivkontrollen.
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Abbildung 28: Amplifikations- (links) und Schmelzkurven (rechts) der PCR-Produkte fiir DNA-Extrakte aus
GroB3hirn-, Leber-, Lungengewebe von Foétus F3 (Extraktion: V9a, V13a, V13b, V14a, V14b, V14c, V15a, V15b,
V16a, V16b). Primersets: 1 (PAX9 4.0), 2 (SHH 2.0) und 3 (OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen:
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5.6. Versuche zur Verbesserung der Amplifizierbarkeit

Die schlechte Amplifizierbarkeit der DNA-Extrakte kann auf verschiedene Ursachen
zurtickgefiihrt werden. Zum einen kénnte es an der Fragmentierung der DNA liegen und zum
anderen an der Anwesenheit Polymerase-hemmender Substanzen. Die Qualitat der
angewandten PCR-Methode ist auch ein wichtiger Faktor flr eine funktionierende PCR-
Analyse.

Um Herauszufinden, weshalb viele DNA-Extrakte nicht amplifiziert werden konnten, wurden
unterschiedliche Versuche durchgefuhrt. Zunachst wurde der Einfluss der Konzentration der
RNaseA, der Primer und des MgCl>-Zusatzes auf die Amplifizierbarkeit von DNA-Extrakten
der Positivkontrolle HCC827 Erlo ausgetestet. Danach wurde die Integritat der isolierten DNA,
die zu keinem Fluoreszenzanstieg flhrte, mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift und
anschlielend die Extrakte auf Polymerase-hemmende Substanzen untersucht.

5.6.1. Einfluss der RNaseA auf die Amplifizierbarkeit von DNA-Extrakten

Mit Hilfe dieses Versuches sollte der Einfluss von RNaseA auf die Amplifizierbarkeit der
Positivkontrolle HCC827 Erlo getestet werden. Hierbei kamen RNase-Ldsungen der
Hersteller Qiagen und Macherey-Nagel zum Einsatz, welche zunachst auf eine Konzentration
von 10 mg/mL verdinnt wurden. Der in Abbildung 29 dargestellte Amplifikationsplot zeigt,
dass die RNaseA-Konzentration einen Einfluss auf die Amplifikation hatte. Je hdher die
zugesetzte Konzentration an RNaseA, desto spater kam es zum Anstieg der Fluoreszenz.
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Abbildung 29: Amplifikationskurven fiir DNA-Extrakte der Positivkontrolle HCC827 Erlo mit Zusétzen von 0O uL, 2
UL, 4 uL, 6 uL und 8 uL RNaseA von unterschiedlichen Herstellern (Qiagen, Macherey-Nagel). Primerset 1
(PAX9 4.0), PyroMark PCR Kit MM. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Die in Tabelle 24 angegebenen C-Werte spiegeln diesen Einfluss wider. Im Unterschied dazu
spielte der Hersteller des Enzyms keine Rolle.
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Tabelle 24: Ci-Werte, die fiir die amplifizierten DNA-Extrakte der Positivkontrolle HCC827 Erlo mit verschiedenen
RNaseA-Konzentrationen von unterschiedlichen Herstellern (Qiagen, Macherey-Nagel) erhalten wurden.
Primerset 1 (PAX9 4.0); Mastermix: PyroMark PCR Kit MM.

RNaseA - Zusatz [uL]
0 2 4 6 8
- 30,45 - - - -
Hersteller Qiagen - 31,68 32,22 32,22 32,93
Macherey-Nagel - 31,22 31,60 32,32 34,80

Weder die Konzentration noch der Hersteller der RNaseA hatten einen Einfluss auf die
Schmelztemperatur des PCR-Produkts (Abb. 30).
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Abbildung 30: Schmelzkurven fiir die PCR-Produkte der DNA-Extrakte der Positivkontrolle HCC827 Erlo mit
Zusétzen von O uL, 2 uL, 4 uL, 6 uL und 8 uL RNaseA von unterschiedlichen Herstellern (Qiagen, Macherey-
Nagel). Primerset 1 (PAX9 4.0), PyroMark PCR Kit MM. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

5.6.2. Einfluss der Primer- und MgCl2: Konzentration auf die
Amplifizierbarkeit

Als nachstes wurde geprift, ob die Amplifizierbarkeit durch eine Erhdéhung der
Primerkonzentration und/oder der MgClz-Konzentration verbessert werden konnte. Sowohl
die Primerkonzentration als auch die MgCl,-Konzentration hatten nur einen geringen Einfluss
(Abb. 31). Im Falle der Positivkontrolle HCC827 Erlo wurden die niedrigsten Ci-Werte mit einer
Primerkonzentration von 0,8 uM erzielt. Die Erhdhung der MgCl>-Konzentration flhrte zu einer
geringen Erhéhung der C-Werte (Tab. 25).

Infolge dieser Ergebnisse wurde fir weitere PCR-Versuche die Primerkonzentration im MM
von 0,6 uM auf 0,8 uM erhoht, wobei kein weiteres MgCl, zugesetzt wurde.
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Tabelle 25: Ci-Werte, die fiir die amplifizierten DNA-Extrakte der Positivkontrolle HCC827 Erlo mit verschiedenen
Primer- und MgCl2 Konzentrationen erhalten wurden. Die angegebenen Ci+Werte sind Mittelwerte, welche
anhand von Doppelbestimmungen berechnet wurden. Primerset 1 (PAX9 4.0); Mastermix: PyroMark PCR Kit

MM.
Primerkonzentration [pM]
0,6 0,8 1
0 30,7 30,2 30,9
MgClz - Zusatz 1 31,2 31,0 30,7
[mM]
2 31,4 31,8 o

* keine Durchfiihrung der rt-PCR
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Abbildung 31: Amplifikations- (links) und Schmelzkurven (rechts) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte der
Positivkontrolle HCC827 Erlo mit Primerkonzentrationen 0,6 uM, 0,8 uM und 1 uM und MgCl2-Zusé&tzen von 0
mM, 1 mM und 2 mM. Primerset 1 (PAX9 4.0), PyroMark PCR Kit MM. Zwei technische Replikate pro DNA-

Extrakt.

5.6.3. Untersuchung der Integritat von PCR-Produkten mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Um Herauszufinden, ob die fehlgeschlagene Amplifikation mancher Extrakte auf die fehlende
Integritat der isolierten DNA zurtickzufuhren ist, wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1%
(w/v) Agarosegel durchgefuhrt. Dazu wurden DNA-Extrakte verschiedener Variationen
herangezogen, und zwar Extrakte, die zu einer Amplifikation fihrten und solche, bei denen
kein Anstieg der Fluoreszenz beobachtet wurde.

Das in Abbildung 32 dargestellte Gel zeigt, dass fur die Extrakte V6 F1/Leber, V6 F3/Leber,
V8 F2/Grol3hirn, V12 F2/Herz, V12 F2/Nabelschnur, V13a F3/Leber und V13b F3/Leber keine
Banden erhalten wurden (Abb. 32, Lanes: 6, 7, 14, 15, 16, 17, 19). Aufgrund des
Fluoreszenzanstieges der Extrakte V8 F2/Grof3hirn, V12 F2/Herz, V12 F2/Nabelschnur und
V13b F3/Leber konnte die fehlende Integritdt der DNA ausgeschlossen werden. Fur alle
Extrakte, die in der PCR zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals fuhrten (V6 F2/Leber, V9a
F2/Grof3hirn, V9b F2/Grof3hirn, V10a F2/Leber, V10b F2/Lunge, V12 F2/Milz, V12 F2/Darm,
V12 F2/Muskel), konnte am Gel eine stark verschmierte Bande beobachtet werden (Lanes:
5,8,9,10, 11,12, 13, 18).
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Abbildung 32: Aufnahme eines 1% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden DNA-Extrakte aus
GroB3hirn-, Leber-, Lungen-, Milz-, Darm- und Muskelgewebe von Fétus F1 (Extraktion: V6), F2 (Extraktion: V6,
V7, V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V12) und F3 (V6, V13a, V13b). Primerset Positivkontrollen: DNA-Extrakt und
Amplikon von C8. Marker: LMW DNA Marker, 1kb Plus DNA Marker.

DNA-Extrakte (V1a F2/Leber, V1b F2/Leber, V3 F2/Leber, V4a F2/Grol3hirn, V4b F2/Grol3hirn
und V13b F3/Lunge), die bei der PCR zu keinem Anstieg des Fluoreszenzsignals fuhrten,
fuhrten auch am Gel zu keiner Bande (Abb. 33; Lanes: 5, 6, 8, 9, 10, 20), was an der geringen
DNA-Konzentration der Extrakte liegen kann (Tab. 17, 19, 23). Nur fir die Extrakte V5
F1/Leber und V13a F3/Lunge wurde eine leichte Bande beobachtet (Lanes: 7, 19). Starke
Banden im Bereich < 100 bp waren fur V10a F2/Lunge, V10b F2/Leber, V11a F2/Leber, V11a
F2/Lunge, V11b F2/Leber, V11b F2/Lunge, V11c F2/Leber und V11¢c F2/Lunge zu erkennen
(Lanes: 11 - 18) aufgrund hoher DNA-Ausbeuten (Tab. 23). Trotz der stark verschmierten
Banden, welche auf eine starke Fragmentierung der DNA hinweisen, konnten von diesen
Extrakten das gewlinschte PCR-Produkt erhalten werden (Abb. 23, 24).
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Abbildung 33: Aufnahme eines 1% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden DNA-Extrakte aus
GroB3hirn-, Leber-, Lungengewebe von Fétus F1 (Extraktion: V5), F2 (Extraktion: V1a, V1b, V3, V4a, V4b, V10a,
V10b, V11a, V11b, V11c) und F3 (V13a, V13b). Positivkontrollen: DNA-Extrakt und Amplikon von C8. Marker:
LMW DNA Marker, 1kb Plus DNA Marker.

5.6.4. Untersuchung auf Inhibition der DNA-Polymerase aufgrund storender
Substanzen in den DNA-Extrakten

Mit diesem Versuch wurden alle DNA-Extrakte, die mittels PCR zu keiner Amplifikation fiihrten
und deren DNA-Integritat nicht mittels Agarosegel aufgezeigt werden konnte, auf Polymerase-
hemmende Substanzen gepruft. Dazu wurde der isolierten DNA der zu untersuchenden
Extrakte der DNA-Extrakt von Positivkontrolle HCC827 Erlo zugesetzt und anschliellend
mittels rt-PCR (SHH 2.0, PyroMark PCR Kit MM) amplifiziert. Zur Untersuchung wurden die
DNA-Extrakte aus FF Gewebe V2 F#003/Leber, V2 F#004/Leber, V4a F3/GrolRhirn, V4b
F3/Grofhirn, V6 F3/Leber, V9a F3/Grol3hirn, V13a F3/Leber, V13a F3/Lunge, V13b F3/Leber
und V13b F3/Lunge herangezogen, sowie die Extrakte der alkoholisch-fixierten Gewebsarten
V5 F1/Leber, V6 F1/Leber, V3 F2/Leber, V6 F2/Leber und V7 F2/Leber. Die genaue

Durchflhrung ist in Kapitel 4.5.4 beschrieben.

Bei Betrachtung der mittels PCR erhaltenen Amplifikations- und Schmelzkurven (Abb. 34) liel3
sich jedoch keine negative Auswirkung auf die Amplifizierbarkeit der im DNA-Extrakt ebenfalls
befindlichen Kontrolle HCC827 Erlo nachweisen. Somit konnte die Anwesenheit auf DNA-

Polymerase-hemmende Substanzen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 34: Amplifikations- (links) und Schmelzkurven (rechts) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte der
Positivkontrolle HCC827 Erlo mit Zusatz an DNA-Extrakten vom Gro3hirn-, Leber- und Lungengewebe der Féten
F#003 (Extraktion: V2), F#004 (Extraktion: V2), F1 (Extraktion: V5, V6), F2 (Extraktion: V3, V6, V7, V11c) und F3

(Extraktion: V4a, V4b, V6, V9a, V13a, V13b). Primerset 2 (SHH 2.0), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrolle:
HCC827 Erlo. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

5.7. Pyrosequenzierung

Um die PCR-Produkte auf ODC-relevante SNPs Uberprifen zu kénnen, fand vor der PSQ-
Analyse die PCR-Amplifikation mit dem btn Primer OTX2 1.1 (Primerset 5) statt.

5.7.1. PCR-Amplifikation mit biotinyliertem Primer zur Vorbereitung auf die
PSQ-Analyse

Die Voraussetzung fur eine PSQ-Analyse ist die Verwendung eines btn PCR-Produkts. Daher
wurden alle DNA-Extrakte, welche mit nicht btn Primerpaaren zum gewilnschten Produkt
fuhrten, einer rt-PCR unter Verwendung eines btn Primers (Primerset 5; Tab. 14) unterzogen.

Die Schmelzkurven (Abb. 35, unten) zeigen, dass wenige PCR-Produkte (V6 F2/Leber, V8
F2/GroRRhirn, V11a F2/Lunge und V12 F2/Muskel) nur ein Peakmaximum bei derselben
Temperatur der Positivkontrollen (T = 81,9 °C) aufwiesen. Darlber hinaus besalien die
meisten Amplikons einen zusatzlichen Peak im Temperaturbereich von 73,8 °C - 79,7 °C. Die
Bildung von Primer-Dimeren konnte jedoch durch eine nicht amplifizierbare NTC-Probe
ausgeschlossen werden. AulRerdem wurde kein Fluoreszenzanstieg fur die DNA-Extrakte von
FF Gewebsproben (V13b F3/Leber, V16b F3/Leber, V17a F3/Leber, V17a F3/Lunge, V17b
F3/Leber und V17b F3/Lunge) beobachtet. Im Gegensatz dazu gab es lediglich eine geringe
Anzahl an DNA-Extrakten aus EtOH-fixiertem Gewebe (F2), welche keinen Anstieg der
Fluoreszenz zeigten (V1a F2/Leber, V3 F2/Leber und V12 F2/Nabenschnur).
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Abbildung 35: Amplifikations- (oben) und Schmelzkurven (unten) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte vom
GroB3hirn-, Leber- und Lungen-, Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe der Féten F2 (Extraktion:
V1a, V3, V6, V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V11a, V11b, V11c, V12) und F3 (Extraktion: V13b, V16b, V17a, V17b).

Primerset 5 (btn-OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM. Positivkontrollen: HCC827 Erlo, C8. Zwei technische

Replikate pro DNA-Extrakt.

Zur weiteren Uberprifung wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel aufgegeben. Das
Gel (Abb. 36) zeigte eine gute Ubereinstimmung mit dem Schmelzdiagramm (Abb. 35, unten).
Neben den gewunschten PCR-Produkten mit einer Lange von 89 bp wurden auch viele
Banden erhalten, die auf unspezifische PCR-Produkte hinweisen, welche eine
Basenpaarlange zwischen 40 - 70 bp aufwiesen. Infolgedessen wurde diese PCR-Methode

als ungeeignet eingestuft.
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Abbildung 36: Aufnahme eines 3% (w/v) Agarosegels unter UV Licht. Aufgetragen wurden PCR-Produkte der
DNA- Extrakte aus Leber-, Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe von Fétus F2 (Extraktion: V6,
V8, V9a, V9b, V10a, V10b, V11a, V11b, V11c, V12). Primerset 5 (btn-OTX2 1.1), PyroMark PCR Kit MM.
Positivkontrollen: PCR- Produkt von HCC827 Erlo und C8. Marker: LMW DNA Marker.

Um die Eignung der isolierten DNA zur SNP-Analyse weiter prifen zu kdnnen, wurde aus
Zeitgrinden keine neue PCR-Methode entwickelt, sondern auf eine Methode zurtickgegriffen,
die in der Arbeitsgruppe bereits etabliert war. [48] Es handelte sich dabei aber nicht um eine
Methode, um ODC assoziierte SNPs zu bestimmen, sondern drei SNPs des Gens O6-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), welches bisher nicht mit ODC assoziiert
wurde.

Mit der Methode fir MGMT SNPs wurden alle DNA-Extrakte, die zuvor mit Primerset 5
untersucht wurden, analysiert. Zusatzlich wurden DNA-Extrakte von Gewebstypen der Foten
F1, F2 und F3 auf ihre Amplifizierbarkeit getestet. Die bis dahin verwendeten Positivkontrollen
(HCC827 Erlo, C8) wurden fur diesbezugliche Analysen gegen die DNA-Extrakte HT29 EA
und HCT116 ctI3 [5 ng/uL] ausgetauscht, welche von kommerziellen Dickdarmkrebszelllinien
stammten.

In den Abbildungen 37 und 38 sind die erhaltenen Amplifikations- und Schmelzkurven aller
DNA-Extrakte, die mit Primerset 6 analysiert wurden, dargestellt. Die erste PCR-Analyse
erfolgte mit einem Zusatz von je 2 pL isolierter DNA (Abb. 37). Fur all jene DNA-Extrakte,
welche hierbei keinen Fluoreszenzanstieg aufwiesen, wurde selbiger PCR-Versuch mit einem
erhéhten DNA-Volumen (5 pL statt 2 yL) wiederholt (Abb. 38).
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Abbildung 37: Amplifikations- (oben) und Schmelzkurven (unten) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte vom
GroB3hirn-, Leber- und Lungen-, Milz-, Herz-, Nabelschnur-, Darm- und Muskelgewebe der Féten F1 (Extraktion:
V5, V6), F2 (Extraktion: V1a, V1b, V3, V4a, V4b, V6, V7, V8, V9a, VIb, V10a, V10b, V11a, V11b, V1ic, V12)
und F3 (Extraktion: V13b, V16b, V17a, V17b). Primerset 6 (3 SNPs Assay), EpiTect HRM PCR MM.
Positivkontrollen: HT29 EA, HCT116 ctl3. Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

Das Schmelzdiagramm zeigt, dass viele PCR-Produkte (V6 F2/Leber, V9a/b F2/Grof3hirn,
V10a/b F2/Leber, Lunge, V11a/b/c F2/Leber, Lunge und V712 F2/Darm, Muskel) ein
Peakmaximum von T, = 87,8 °C aufwiesen, wie die Positivkontrollen. Mit einer leichten
Peakverschiebung zu héheren Temperaturen (T = 88,6 °C) war dies auch fir V3 F2/Leber
der Fall. Nur bei V12 F2/Milz scheint es zur Bildung eines Nebenprodukts gekommen zu sein
(Tm = 76,3 °C). Es wurde jedoch bei keinem der Extrakte von F1 und F3 das richtige Produkt
erhalten (Abb. 37).

Durch Erhéhung des eingesetzten DNA-Volumens auf 5 pL (Abb. 38) konnte die
Amplifizierung vieler DNA-Extrakte (V6 F1/Leber, V8 F2/Groflthirn, V10b F2/Lunge, V12
F2/Milz und V12 F2/Nabelschnur) ermoglicht werden, welche mit dem kleineren DNA-
Volumen zu keinem oder zu unspezifischen Produkten fiihrten. AuRerdem fiihrten vier DNA-
Extrakte von FF Gewebe des Foten F3 (V6 F3/Leber, V13a F3/Leber, V14a F3/Lunge und
V16a F3/Leber) zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals. Bedauerlicherweise war mit dieser
PCR-Methode keine Amplifizierung der DNA-Extrakte V1a F2/Leber, V1b F2/Leber, V2
F#003/Leber, V2 F#004/Leber, V4a F2/Grol3hirn, V4a F3/Grol3hirn, V4b F2/Grol3hirn, V4b
F3/Grofhirn, V5 F1/Leber, V7 F2/Leber, V12 F2/Herz, V13a F3/Lunge, V13b F3/Leber, V13b
F3/Lunge, V14b F3/Lunge, V14c F3/Lunge, V15a F3/Lunge, V15b F3/Lunge, V16a F3/Lunge,
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V16b F3/Leber, V16b F3/Lunge), V17a F3/Leber, V17a F3/Lunge, V17b F3/Leber und V17b
F3/Lunge mdglich. Die Schmelzkurven zeigen, dass alle Amplikons ein identes oder nur leicht
verschobenes Schmelzverhalten zu den Positivkontrollen (T = 87,6 °C) aufweisen, mit

Ausnahme des fur den Extrakt V3 F2/Leber erhaltenen Produkts (Tm = 89,5 °C).
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Abbildung 38: Amplifikations- (oben) und Schmelzkurven (unten) fiir PCR-Produkte der DNA-Extrakte vom
Grol3hirn-, Leber- und Lungen-, Milz-, Herz-, Nabelschnurgewebe der Féten F#003 (Extraktion: V2), F#004
(Extraktion: V2), F1 (Extraktion: V5, V6), F2 (Extraktion: V1a, V1b, V3, V4a, V4b, V7, V8, V9b, V10b, V11a,
V11b, V11c, V12) und F3 (Extraktion: V4a, V4b, V9a, V13a, V13b,V14a, V14b, V14c, V15a, V15b, V16a, V16b,
V17a, V17b). Primerset 6 (3 SNPs Assay), EpiTect HRM PCR MM. Positivkontrollen: HT29 EA, HCT116 ctl3.
Zwei technische Replikate pro DNA-Extrakt.

5.7.2. Ergebnisse der PSQ-Analyse

Alle PCR-Produkte, die mit dem Primerpaar 6 (Tab. 14) erhalten wurden und das gleiche
Schmelzverhalten aufwiesen wie die Positivkontrollen (T = 87,6 °C - 87,8 °C) und einige
Produkte, deren Schmelztemperatur sich nur geringfigig von den Positivkontrollen
unterschied (wie z.B. V3 F2/Leber, T = 89,5 °C; Abb. 38), wurden mittels Pyrosequenzierung
(PSQ) untersucht. Des Weiteren wurden PCR-Produkte einer PSQ-Analyse unterzogen,
welche auf die Bildung unspezifischer Produkte hindeuteten (wie z.B. V12 F2/Milz; T, = 76,3
°C; Abb. 37) aufgrund ihrer T, - Abweichung von den Positivkontrollen.
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Der Teil des Templats, welcher die drei SNPs von Interesse beinhaltet (Y) und sequenziert
werden sollte, besitzt die Basenabfolge:
GCCCGCGCCCYTAGAACGCTTTGCGTCCCGACGCCCGYAGGTCCTCGCGGTGCGYAC
CGTTTGCGACTTGGTGAGTGTCTGG

Die erhaltenen Ergebnisse wurden von der PyroMark Q24 Advanced Software 3.0.1 als
Pyrogramm angezeigt. Das Pyrogramm konnte mit dem Histogramm verglichen werden. Die
drei variablen Stellen (SNPs) sind jeweils grau hervorgehoben.

C1 GCCCGCGCCCYTAGAACGCTTTGCGTCCCGACGCCCGYAGGTCCTCGCGGTGCGYACCGTTTGCGACTTGGTGAGTGTCTGG

Abbildung 39: Stellvertretendes Pyrogramm eines PCR-Produkts (oben), welches in der HRM-Analyse nicht die
richtige Schmelztemperatur zeigte (V12 F2/Milz mit 2 uL DNA-Zusatz; Abb. 37).

C5 GCCCGCGCCCYTAGAACGCTTTGCGTCCCGACGCCCGYAGGTCCTCGCGGTGCGYACCGTTTGCGACTTGGTGAGTGTCTGG

c/c c/c c/c

CcCGCGCTGCCTAGACGCTGCGTCGACGCAGCTAGTT CTCGTCGTGTCAGTCTATCSG
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Abbildung 40: Stellvertretendes Pyrogramm eines PCR-Produkts (oben), welches in der HRM-Analyse die
richtige Schmelztemperatur zeigte (V12 F2/Milz mit 5 uL DNA-Zusatz; Abb. 38).

Von den 24 PCR-Produkten, die das gleiche Schmelzverhalten aufwiesen wie die
Positivkontrollen, konnten 20 mittels PSQ sequenziert werden (Tab. 26), d.h. das Pyrogramm
entsprach dem Histogramm. Die PCR-Produkte von V9b F2/Gro8hirn, V11¢c F2/Lunge, V12
F2/Darm und V14a F3/Lunge lieferten Pyrogramme, die nicht mit den entsprechenden
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Histogrammen Ubereinstimmten. Der Grund flr V14a F3/Lunge kénnte die geringe DNA-
Konzentrationen (¢ < 0,1 ng/uL) sein. Da fur V9b F2/GroRRhirn, V11c F2/Lunge und V12
F2/Darm hdhere Konzentrationen (¢ > 1,0 ng/uL) ermittelt wurden, konnte eine diesbeziigliche
Begrindung ausgeschlossen werden. Die HRM-Analyse zeigte fur V9b F2/Grof3hirn, V11c
F2/Lung und V714a F3/Lunge PCR-Produkte, die leicht unterhalb des Schmelzbereichs der
Positivkontrollen (Tm = 87,6 - 87,8 °C) lagen (Tab. 26). Die Schmelztemperatur des PCR-
Produkts von V12 F2/Darm ist allerdings ident zu denen der Positivkontrollen. Aufgrund der
nahezu gleichen Schmelztemperaturen zu den Positivkontrollen, kann eine zu starke
Fragmentierung der DNA ausgeschlossen werden.

Tabelle 26: Ergebnisse aller zur PSQ herangezogenen PCR-Produkte.

Abkii DNA- c(DNA) gemial Reinheitsmessung
z:ung Fotus/ Zusatz Qubit® - mittels NanoDrop: Tm Ergebnisse
Variati Gewebstyp fiir PCR Fluorometer E;60 Ez60 [°C] der PSQ
ariation —i .
[uL] [ng/pL] Ezgo Eq30
V3 F2/Leber 5 1,16 1,6 1,5 89,5 sequenzierbar
F1/Leber 5 4,50 1,7 1,9 87,6 sequenzierbar
V6 F2/Leber 2 21,60 1,7 1,8 87,6 sequenzierbar
F3/Leber 5 3,33 1,6 1,9 87,6 sequenzierbar
V8 F2/Grof3hirn 5 0,28 1,4 0,8 87,5 sequenzierbar
V9a F2/Grof3hirn 2 2,04 1,6 1,4 87,6 sequenzierbar
V9b F2/Grof3hirn 2 1,09 1,6 1,3 87,1 nicht sequenzierbar*
F2/Leber 2 21,40 1,6 1,1 87,7 sequenzierbar
V10a
F2/Lunge 2 16,00 1,7 1,4 87,6 sequenzierbar
F2/Leber 2 23,90 1,7 1,2 87,6 sequenzierbar
V10b
F2/Lunge 5 20,10 1,7 1,4 87,4 sequenzierbar
F2/Leber 2 13,40 1,6 0,9 87,6 sequenzierbar
Vi1a
F2/Lunge 2 12,70 1,7 1,3 87,6 sequenzierbar
F2/Leber 2 18,10 1,6 1,0 87,6 sequenzierbar
V11b
F2/Lunge 5 17,60 1,7 1,3 87,6 sequenzierbar
F2/Leber 2 16,10 1,6 1,0 87,7 sequenzierbar
Viic
F2/Lunge 5 21,70 1,7 1,4 87,3 nicht sequenzierbar®
F2/Milz 5 3,54 1,7 1,6 87,6 sequenzierbar
V12 F2/Nabelschnur 5 0,26 1,5 0,4 87,6 sequenzierbar
F2/Darm 2 8,96 1,7 1,4 87,8 nicht sequenzierbar**
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F2/Muskel 2 4,90 1,6 0,9 87,8 sequenzierbar
V13a F3/Leber 5 3,04 1,5 1,5 87,7 sequenzierbar
V14a F3/Lunge 5 0,05 1,7 0,7 87,2 nicht sequenzierbar**
V16a F3/Leber 5 3,36 1,6 1,6 87,2 sequenzierbar

* Aufgrund zu geringer Peakhdhen
** Aufgrund zu grof3er Abweichung der Peakhdhen

Auch wenn der zur PSQ-Analyse eingesetzte Assay nicht die Analyse von ODC assoziierten
SNPs ermdglicht, konnte damit doch gezeigt werden, dass in vielen Fallen die Menge,
Reinheit und Integritat der isolierten DNA hoch genug waren, um ein bestimmtes Templat

amplifizieren und den Genotyp mittels PSQ bestimmen zu kénnen.

84



6. Schlussfolgerungen

Bereits vor hunderten von Jahren bestand die Moglichkeit eine morphologische
Aufrechterhaltung verschiedener Gewebstypen fir eine lange Zeitspanne durch den Einsatz
einer wassrigen Formaldehydlésung, auch Formalin genannt, zu gewahrleisten. Aus diesem
Grund stellen langzeit-konservierte Formalinpraparate unschatzbare Ressourcen zum
Studium des humanen Genoms dar. Ein wesentliches Forschungsgebiet behandelt die
Entwicklung von Biomarkern, mit deren Hilfe seltene Erkrankungen, wie beispielsweise der
Otozephalie-Dysgnathia Komplex (ODC), friihzeitig erkannt und gegebenenfalls behandelt
werden konnen. Die Kehrseite einer Formalin-Fixierung liegt in der Ausbildung von
Quervernetzungen der DNA mit Proteinen, weshalb erschwerte Bedingungen zur DNA-
Isolierung vorliegen. Zudem geht die Anwendung dieses Fixativs mit einer Schadigung der
DNA einher, wie z.B. einer Fragmentierung.

Obwohl bereits in frGheren Studien Methoden zur Extraktion intakter, genomischer DNA aus
langzeit-konservierten, alkoholisch- und Formalin-fixierten Gewebe entwickelt wurden,
bestand das Ziel dieser Masterarbeit in der Optimierung verschiedener Extraktionsprotokolle,
um unbeschadigte DNA mit hoher Ausbeute und Reinheit aus unterschiedlichen
Gewebstypen zu isolieren, welche fur darauffolgende PCR- und SNP-Analysen mittels PSQ
genutzt werden kdénnen. Zu diesem Zweck fanden zwei kommerziell erhaltliche Extraktionskits
mit Spin Saulen des Herstellers Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit und QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit), eine Phenol-Chloroform (PC)-Extraktion, sowie eine Weiterentwicklung letzterer
Methode, alias Hot Alkali Extraktion, auf welche besonderes Hauptaugenmerk gelegt wurde,
Anwendung. Die Durchfuhrung fand dabei unter Modifikation verschiedenster Parameter, wie
z.B. Dauer des Waschschritts oder Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung, statt.

Mit Hilfe der organischen Extraktionsmethoden (PC und Hot Alkali) konnten sowohl héhere
DNA-Konzentrationen, als auch bessere Reinheitswerte im Vergleich zu den Spin-
Saulenextraktionen erzielt werden. Im Gegensatz zu den Extrakten der beiden Kits (Qiagen),
konnten mit einigen Variationen der Hot Alkali-Methode gewlinschte PCR-Produkte, sogar fur
Extrakte von Formalin-fixierten (FF) Gewebsproben, erzielt werden. Die vielversprechendsten
Variationen bezuglich der Qualitat und Quantitat der Extrakte waren jene, welche mit einer
Hitzebehandlung von 30 min bei 100 °C durchgefuhrt wurden, ohne die Volumina der
bendtigen Reagenzien (ATL Puffer, Proteinase K, RNaseA) zu erhdhen. Der Einsatz des
GlycoBlue Farbstoffes zur Visualisierung der prazipitierten DNA flhrte zu verbesserten
Ausbeuten, sowie die Durchfiihrung der Fallung bei einer Temperatur von - 20 °C. Durch die
Erhéhung der Einwaagen von 25 mg auf 100 mg konnten fir die FF Gewebsproben, héhere
Ausbeuten erzielt werden.

Durch die Untersuchung der verschiedenen Gewebstypen Leber, Lunge, Milz, Herz, Darm,
Nabelschnur, Muskel und Kleinhirn des EtOH-fixierten Foten (F2) mit den Variationen V10a
und V12 konnte festgestellt werden, dass Extrakte aus Nabelschnur, Herz und Kleinhirn die
geringsten DNA-Konzentrationen < 0,5 ng/uL aufwiesen, wobei die Konzentrationen aller
Kleinhirn-Extrakte unter der Nachweisgrenze des Fluorometers lagen. Die Konzentrationen
der Extrakte aus Milz, Darm und Muskel lagen im Bereich von 3,44 — 8,96 ng/uL. Die hochsten
DNA-Konzentrationen konnten von Extrakten aus Leber und Lunge im Bereich von 12,20 —
21,4 ng/uL ermittelt werden. Mit dem NanoDrop Gerat wurde die Reinheit der DNA-Extrakte
untersucht. Dabei wurde eine leichte Proteinverunreinigung in den Extrakten aller
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Gewebstypen ermittelt. Hierbei lag das Ezeo/E2so-Verhaltnis im Bereich von 1,5 — 1,8. Das
Extinktionsverhaltnis Ezso/E230 zeigte flr Extrakte aus der Nabelschnur die starksten
organischen Verunreinigungen auf, mit Werten zwischen 0,4 und 0,6. Fur Extrakte aus Leber,
Lunge, Herz, Darm und Muskel wurden Reinheitswerte im Bereich von 1,0 — 1,4 ermittelt. Die
besten Reinheitswerte zeigten die Milz-Extrakte, deren E2so/E230-Verhaltnis im Bereich von
1,6 — 2,0 lagen.

Zur Uberpriifung der Amplifizierbarkeit der isolierten DNA wurden zuerst PCR-Methoden
angewandt, die auf Abschnitte des OTX2 Gens (OTX2 1.1 und OTX 3.0), des SHH Gens
(SHH 2.0) und des PAX9 Gens (PAX 4.0) abzielten, deren Mutationen mit dem ODC-
Phanotypen assoziiert wurden. Zur Optimierung der Amplifizierbarkeit wurden die Primersets
mit unterschiedlichen Mastermixes (EpiTect HRM PCR MM, PyroMark PCR Kit MM und Hot
Start Q5U-Polymerase MM) getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass der PyroMark PCR Kit MM
in Verbindung mit den Primerpaaren SHH 2.0 und PAX9 4.0 am haufigsten zur Bildung des
gewunschten PCR-Produkts fuhrte. Die Primerpaare OTX2 1.1 und OTX2 3.0, sowie der Hot
Start Q5U-Polymerase MM waren fur die Amplifikation der DNA-Extrakte nicht geeignet, was
sich durch eine geringe Anzahl an amplifizierbaren Extrakten und eine Vielzahl an
unspezifischen Produkten widerspiegelte. Die Uberpriifung auf das gewiinschte Produkt fand
mit der Agarose-Gelelektrophorese und der HRM-Analyse statt. Mit diesen beiden Methoden
wurden die Lange und die Schmelztemperatur der PCR-Produkte untersucht. Aufgrund der
niedrigen, fluorometrisch ermittelten DNA-Konzentrationen (0,016 - 0,026 ng/pL) fur V2
F#003/Leber und V2 F#004/Leber, welche aus dem Gewebe ODC-erkrankter, FF Foten
stammen, konnte mit keiner der angewandten PCR-Methoden (OTX2 1.1 mit PyroMark PCR
Kit MM; OTX2 1.1 mit Hot Start Q5U-Polymerase MM; MGMT mit EpiTect HRM PCR MM) ein
Anstieg des Fluoreszenzsignals erreicht werden.

Um Herauszufinden, weshalb es bei vielen DNA-Extrakten von FF Gewebsproben zu keinem
Anstieg der Fluoreszenz bei der rt-PCR kam, wurden Inhibitionsversuche mittels PCR-HRM
durchgefuhrt. Durch diese konnte die Anwesenheit Polymerase-hemmender Substanzen
ausgeschlossen werden. Zudem wurde die Integritat der isolierten DNA Uberprift, indem die
DNA-Extrakte in ein 1 % (w/v) Agarosegel eingebracht und aufgetrennt wurden. Die starke
Schmierung der Banden wies auf eine stark fragmentierte DNA hin. Trotzdem konnte von
allen DNA-Extrakten, flr welche eine solche Bande am Gel beobachtet wurde, das richtige
PCR-Produkt erhalten werden. Das lasst darauf schlieBen, dass die Integritat noch
ausreichend gegeben war.

Zur Verbesserung der PCR-Amplifizierbarkeit wurde ein Optimierungsversuch bezuglich der
Primer- und MgCl, Konzentrationen durchgefuhrt. Die niedrigsten Ci-Werte wurden dabei mit
einer Primerkonzentration von 0,8 uM ohne weiteren Magnesiumzusatz erhalten.

Zur Vorbereitung der DNA-Extrakte auf die PSQ-Analyse, zeigte sich der btn Primer OTX2
1.1 als unbrauchbar, aufgrund der Bildung vieler unspezifischer Nebenprodukte. Um dennoch
die Eignung der DNA-Extrakte fir die SNP-Analyse zu Uberprufen, wurde eine Methode
angewandt, die in der Arbeitsgruppe etabliert war und die Bestimmung von drei SNPs des
06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) Gens ermoglicht. [48] Infolgedessen
konnten viele DNA-Extrakte, fir die PCR-Produkte erhalten wurden, die das gleiche
Schmelzverhalten aufwiesen wie die Positivkontrollen, einer erfolgreichen SNP-Analyse
unterzogen werden, worunter sich auch zwei PCR-Produkte aus Extrakten des
Lebergewebes von F3 befanden (V13a F3/Leber und V16a F3/Leber). Die Ergebnisse der
PSQ-Analyse zeigten, dass es vor allem mit Hilfe der Hot Alkali-Extraktionsmethode méglich
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war DNA von langzeit-konservierten Gewebspraparaten in ausreichender Menge und
Reinheit zu isolieren, um eine Untersuchung des Genotyps vornehmen zu kénnen.

Fir zukinftige Versuche sollte weiterhin die Optimierung des Hot Alkali-Protokolls mit dem
Ziel hoherer DNA-Ausbeuten, sowie verbesserter Reinheitswerte im Mittelpunkt stehen.
Letzteres konnte eventuell durch eine grindlichere Reinigung der Gewebsproben durch die
Anwendung langerer Waschschritte mit PBS ermdglicht werden.

Zur Erhdhung der Amplifizierbarkeit kdénnte, vor der PCR-Analyse, eine Reparatur von
beschadigen DNA-Strangen, nach deren Extraktion, vorgenommen werden. Die von Bonin et
al. entwickelte ,DNA-Restaurationsbehandlung® ist eine Polymerase-Reaktion mit
darauffolgendem Denaturierungsschritt. Mit dieser Methode werden Einzelstrang-Briiche der
isolierten DNA aufgefiillt, wodurch die zu amplifizierenden DNA-Fragmente von 100 bp auf
ca. 300 bp verlangert werden. [49]

Das Designen neuer Primersets sollte ebenfalls in Betrachtung gezogen werden, aufgrund
der ungeeigneten Amplifikation mit Primerset 5 (btn OTX2 1.1). In weiterer Folge ware das
Designen eines Primers denkbar, mit welchem ODC assoziierte Mutationen der SNPs am
PRRX1 Gen untersucht werden kénnten. Analysen beziiglich dieser Genregion fanden bereits
unter anderem in der Publikation von Patat et al. und von Sergi und Kamnasaran statt. [7,14]
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7. Equipment

7.1. Chemikalien und Kits

1 kb Plus DNA Marker

6x Gelladepuffer, Glycerin Orange G
Agarose High Resolution

Ammonium Acetat (NH4Ac)

Borsaure

DNA Exitus Plus™ IF

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS)
EB Puffer

EDTA (Titriplex 1)

EpiTect HRM PCR Kit

Ethanol (EtOH), abs.

EvaGreen Farbstoff

GelRed nucleic acid stain
GlycoBlue™ Coprecipitant [15 mg/mL]
Low MW DNA Marker

Millipore Water

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nuklease-freies H20

Primer

Proteinase K [20 mg/mL]

Proteinase K [20 mg/mL]

PyroMark PCR Kit

PyroMarkQ24 Advanced CpG Reagents Kit
PyroMark wash buffer, 10x
QIAamp®DNA Mini Kit

QIAamp®DNA FFPE Tissue Kit
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New England BioLabs
Roth

Roth

SIGMA-Aldrich
MERCK

AppliChem

gibco

Qiagen

MERCK

Qiagen

MERCK

Biotium
SIGMA-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
New England BioLabs
Jena Bioscience
MERCK

Qiagen
SIGMA-Aldrich
Qiagen

Analytik Jena

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen



Qubit® dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific

Reagent DX Qiagen

RNaseA [100 mg/mL] Qiagen

RNaseA [100 mg/mL] Macherey-Nagel
Roti®-phenol-chloroform-isoamyl alcohol Roth

(25:24:1)

Sodium-dodecyl sulfate (SDS) SIGMA-Aldrich
Streptavidin sepharose high performance GE Healthcare
DNA Taqg Polymerase Qiagen

Tris/HCI (Trizma base) SIGMA-Aldrich

7.1.1. Herstellung von Losungen

20% SDS-Lésung:
Losen von 2 g SDS in 10 mL Nuklease-freiem H.O

70% EtOH-Lésung:
7 mL abs. EtOH mit 3 mL Nuklease-freiem H2O mischen

EtOH/NHJAc (8:1):
35 mL abs. EtOH mit 5 mL einer 7,5M NHsAc-Lésung mischen

7,5 M NH/Ac:
Lésen von 14,45 g NH4Ac in 25 mL Nuklease-freiem H.O

2,26x TE9-Puffer:
0,226 mL 1M Tris, 0,452 mL 200mM EDTA und 0,452 mL 100 mM NaCl mischen
und mit Nuklease-freiem H>O auf ein Endvolumen von 2 mL auffullen (0,870 mL)

0,075% R.DX-Losung:
2667 yL ATL Puffer mit 2 yL R.DX mischen

0,05% R.DX-Lésung:
4000 pL ATL Puffer mit 2 yL R.DX mischen

0,17 M NaOH:
Lésen von 0,4 g NaOH in 100 mL Nuklease-freiem H2O

0,17 M NaOH / 1% SDS Lo6sung:
20 mL 0,1 M NaOH-L&sung mit 1 mL 20% SDS mischen

10x TBE Puffer:

108 g Tris mit 55 g Borsaure in 750 mL destilliertem H>O unter Rihren komplett 16sen
und anschlieRend 7,5 g EDTA hinzufiugen. Infolgedessen mit destilliertem H2O bis zur
1 L Marke auffillen und den pH-Wert ermitteln, welcher idealerweise bei 8,3 liegen
sollte. Die Lagerung der fertigen Lésung erfolgt bei RT.
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e 0,5x TBE Puffer:

50 mL des 10x TBE Puffers mit destilliertem H.O auf 1 L auffillen.

7.2. Apparaturen

Analytische Waage TE1502S
Analytische Waage TE214S
FastPrep-24™ 5G Tissue Homogenizer
Fluorometer Qubit® 3.0

Magnetrihrer beheizbar IKAMAG® RCT
Pipetten

PowerPac HV High-Voltage Power Supply
PyroMark Q24 advanced instrument
PyroMark vacuum workstation
Rotor-Gene® Q

Spectrophotometer NanoDrop® 2000c
Thermocycler Rotor-Gene®
ThermoMixer C (24 x 1,5 mL & 24 x 2 mL)
Thermomixer comfort

Trocken- und Warmeschrank ED115

UV Transilluminator UVT-20 M
Vortexmixer genie 2

Vortexmixer classical advanced
Vortexmixer VV3

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5910 Ri

Zentrifuge Biofuge 28RS (+ Rotor #3740)
Zentrifuge Galaxy Mini

Zentrifuge miniSpin plus

Sartorius

Sartorius

MP Biomedicals
Thermo Fisher Scientific
IKA-Labortechnik
Eppendorf, BioRad
BioRad

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Eppendorf
Eppendorf

Binder

Herolab

Scientific Industries
VELP Scientifica
VWR International
Eppendorf
Eppendorf
Heraeus Sepatech
VWR International

Eppendorf



7.3. Verbrauchsmaterialien

iQ 96-well PCR Platte

Impact resistente Tubes (2,0 mL)
Lysing Matrix 74“ Ceramic Sphere
Microseal® 'B" adhesive seals
Nadelspitzen

PCR Tubes (0,2 mL; steril)
Petrischalen (60 x 15 mm)
Pipette Filter Spitzen (BRAND®Tip-Box)
PyroMark Q24 Kartusche
PyroMark Q24 24-Well Platte
Qubit® Assay Tubes

Reaktion Tubes (0,65 mL; steril)
Reaktion Tubes (1,5 mL; steril)
Reaktion Tubes (2,0 mL; steril)
Reaktion Tubes (5,0 mL; steril)
Strip Tubes + Kappen (0,1 mL)
Skalpell (steril)

Zentrifugentubes (15,0 mL; steril)
Zentrifugentubes (50,0 mL; steril)

7.4. Software

MATLAB R2022b

Microsoft 365 ProPlus (Excel, Word)
NanoDrop 2000/2000c Software
PyroMark Q24 Advanced 3.0.1

Rotor-Gene® Q Series Software 2.3.1

Bio-Rad Laboratories
Sarstedt

MP Biomedicals
Bio-Rad Laboratories

B. Braun

Bio-Rad Laboratories
Eppendorf

VWR International, SIGMA-AIdrich
Qiagen

Qiagen

Thermo Fisher Scientific
VWR International
VWR International
Eppendorf

Eppendorf

Qiagen

B. Braun

Thermo Fisher Scientific

Sarstedt, Labcon

MathWorks

Microsoft

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen
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Anhang

A. Herstellung des Mastermixes (MM) mit dem Hot Start Q5U-
Polymerase MM fiir die PCR-Analysen samt Temperaturprogramm

Tabelle 27: Setup zur Herstellung des Hot Start Q5U-Polymerase MM unter Verwendung einer
Primerkonzentration von 0,6 uM.

c(Primer)

Reagenzien 0,6 UM

Volumina pro Well [pL]

Nuklease-freies H20 10,0

5x Q5U Reaktionspuffer 4,0
20x EvaGreen Farbstoff 1,0

fw Primer [10 pM] 1,2

rv Primer [10 uM] 1,2

dNTP Mix [10nM] 0,4

Q5U [2000 U/mL] 0,2
Totales Volumen [ulL] 18
DNA-Extrakt [uL] 2
Gesamtvolumen per Well [uL] 20
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Tabelle 28: Verwendetes Temperaturprogramm fiir PCR-Analysen von DNA-Extrakten, welche mit dem Hot Start
Q5U-Polymerase MM amplifiziert wurden.

Schritt Zeit Temperatur [°C] Wiederholung
Denaturierung &
Hold 1 Aktivierung der 30 sec 98 -
Polymerase
Denaturierung 5-10 sec 98
Cycling 1 Annealing 20 sec Ta* 50 Zyklen
Elongation 20-30 sec 72
Hold 2 Finale Elongation 5 min 72
Hold 3 Denaturierung 1 min 95 -
Hold 4 Strangpaarung 1 min 40
HRM HRM - 65 -95 0,05 °C/sec

* Ta des verwendeten Primers

B. Herstellung des Mastermixes (MM) mit dem EpiTect HRM PCR MM
fiir die PCR-Amplifikation vor der PSQ-Analyse

Tabelle 29: Setup zur Herstellung des EpiTect HRM PCR MM unter Verwendung einer Primerkonzentration von
0,2 uM und zwei unterschiedliche DNA-Endkonzentrationen.

c(Primer)

Reagenzien 0,2 uM

Volumina pro Well [uL]

Nuklease-freies H20 9,5 6,5

fw Primer [10 uM] 0,5 0,5

rv Primer [10 uM] 0,5 0,5

2x EpiTect HRM PCR MM 12,5 12,5
Totales Volumen [ul] 23 20
DNA-Extrakt [uL] 2 5
Gesamtvolumen per Well [uL] 25 25
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Zusammenfassung

Der Otozephalie-Dysgnathia Komplex (ODC) ist eine todliche Erkrankung humaner Foéten,
welche sich durch ausgepragte Gesichtsdysmorphien auszeichnet. Da die Krankheit selten
auftritt, weild man Uber die genetischen Veranderungen, die ODC verursachen, noch relativ
wenig.

Im Wiener Narrenturm gibt es langzeit-konservierte Feuchtpraparate von Foten mit ODC als
auch Foten, die nicht an ODC erkrankt waren. Um diese fur genetische Untersuchungen
heranziehen zu koénnen, ist es notwendig, DNA in ausreichender Reinheit und Quantitat
isolieren zu konnen. Es ist bekannt, dass die DNA-Isolierung, insbesondere aus langzeit-
Formalin eingelagerten Proben schwierig ist, da es aufgrund von stabilen Methylenbriicken
zur Quervernetzung von Proteinen und der DNA kommt.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Optimierung der DNA-Extraktion aus langzeit-
konservierten, fetalen Gewebsproben in Hinblick auf den Erhalt hoher Mengen, hoher
Reinheit und hoher Ausbeuten an isolierter DNA, um nachfolgende genetische Analysen zu
ermoglichen. Zur Studie wurden verschiedene Gewebstypen herangezogen, darunter Herz,
Leber, Lunge, Milz, Magen, Muskeln, Nabelschnur, Gro3hirn und Kleinhirn. Die Konzentration
und Reinheit der isolierten DNA wurde photometrisch und fluorometrisch bestimmt. Die DNA-
Extrakte wurden einer Real time-PCR unterzogen. Die Identitdt der Amplikons wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese, hochauflésender Schmelzkurven (HRM)-Analyse und
Pyrosequenzierung (PSQ) Gberpriift.

Die Hot Alkali Extraktion eignete sich am besten zur Isolierung intakter DNA. Dadurch konnten
sowohl die DNA-Extrakte von alkoholisch-fixierten als auch von FF, fetalen Geweben ohne
ODC amplifiziert und viele PCR-Produkte sequenziert werden. Dennoch war eine
reproduzierbare Amplifikation vieler DNA-Extrakte nicht mdéglich, wodurch es weiterer
Modifizierungen bedarf. Von den an ODC-erkrankten Féten war durch den Erhalt geringer
DNA-Ausbeuten und/oder aufgrund fragmentierter DNA keine PCR-Amplifikation moglich.
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Abstract

Otocephaly-dysgnathia complex (ODC) is a fatal disease of human foetuses characterised by
marked facial dysmorphic disorders. Because the disease is rare, there is still a lack of
knowledge about the genetic mutations that cause ODC.

The Fool’s tower of Vienna contains long-term fixed wet preparations of foetuses with and
without ODC. A prerequisite for using them for genetic studies is to isolate DNA in sufficient
purity and quantity. However, it is known that DNA isolation, especially from long-term formalin
stored samples, is difficult due to cross-linking of proteins and DNA caused by stable
methylene bridges.

The aim was to optimize extraction of DNA from long-term preserved fetuses with regard to
achieve high amounts, high purity and high yields to allow downstream genetics analyses.
The study involved different tissue types: heart, liver, lung, spleen, stomach, muscles,
umbilical cord, cerebrum and cerebellum. Concentration and purity of the isolated DNA was
determined photometrically and fluorometrically. DNA extracts were subjected to real time
PCR, the identity of the amplicons was verified by agarose gel electrophoresis, high resolution
melting (HRM) and pyrosequencing (PSQ).

The hot alkali extraction was the most suitable method for isolating intact DNA. DNA extracts
from both alcohol-fixed and FF fetal tissues without ODC could be successfully amplified and
many PCR products could be sequenced. However, reproducible amplification of many
extracts was not possible, which requires further modifications. PCR amplification of the
foetuses with ODC failed due to very low DNA yields and/or due to fragmented DNA.
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