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1 EINLEITUNG

1.1 Problemstellung

Mit der Entwicklung der Gewebefixierung zu Beginn des 19. Jahrhunderts wurde
es mdoglich, ganze Organe, Korperteile, Missbildungen und krankheitsbedingte
korperliche Veranderungen fir die Nachwelt zu erhalten. Diese dienten in der
Folge als Anschauungs- und Ausbildungsobjekte fir angehende Medizinerinnen
und leisteten somit eine wertvolle Hilfestellung fir das Verstandnis des menschli-
chen Korpers sowie fur viele Entwicklungen im Bereich der Medizin. Dadurch
entstanden ganze Sammlungen von Préaparaten, die mitunter bis heute bestehen
und ausgestellt sind.

Der Nutzen dieser Praparate reicht bis in die heutige Zeit. Durch die technische
Weiterentwicklung in den letzten Jahrzehnten ist es heute mdglich, bis zu den
Bausteinen aller Organismen, den Zellen, ja sogar noch weiter bis zur DNA, dem
Speicherort der Erbinformationen, vorzudringen. Geht man davon aus, dass man
aus diesen Praparaten intakte DNA extrahieren kann, so erdffnen solche Samm-
lungen einen immens grof3en Pool an ,alter DNA" fur zukinftige Genstudien.
Daraus konnten wiederum wertvolle Erkenntnisse Uber Gendefekte und Erb-
krankheiten gewonnen werden.

Nach dem heutigen Wissensstand fuhrt Formaldehyd, ein haufig verwendetes Fi-
xiermittel, zu einer Quervernetzung von Proteinen und Nukleinsauren. Dies
schitzt Gewebe zwar einerseits vor Verwesung, fihrt aber andererseits auch zu
einer betrachtlichen Schadigung der DNA. Die Frage ist nun, ob es moglich ist,
dennoch intakte, mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifizierbare
DNA aus fixierten Geweben zu isolieren, stellt dies doch den Ausgangspunkt je-
der Genstudie dar.

In der Vergangenheit wurden bereits effektive Methoden zur Extraktion von DNA
aus Formalin fixierten Geweben [Savioz, A. et al. 1997; Santos, S. et al. 2009]
sowie einige PCR-Methoden fir DNA aus Formalin fixierten Geweben [Dedhia,
P. et al. 2007; Santos, M. C. et al. 2008] publiziert.

Was bisher jedoch noch fehlt, ist die Untersuchung von sehr alten Proben aus

oben genannten Sammlungen.



Durch die Kooperation mit dem pathologisch-anatomischen Bundesmuseum
Wien, auf das im Kapitel 1.3 noch naher eingegangen wird, war es im Rahmen
dieser Diplomarbeit moglich, Gewebeproben aus Formalin fixierten Feuchtprépa-
raten zu untersuchen, die teilweise aus dem 19. Jahrhundert stammen. Damit
sind diese Proben wesentlich alter als die in den bisher publizierten Forschungs-
arbeiten untersuchten Formalin fixierten tierischen und humanen Gewebe, die

meist frisch konserviert oder maximal 50 Jahre alt waren.

1.2 Zielsetzung und Methode

Das Hauptziel der vorliegenden Diplomarbeit war es, Methoden zu entwickeln
und zu optimieren, um DNA aus humanen, Formalin fixierten Museumsprépara-
ten in ausreichender Qualitat und Menge extrahieren und die Amplifizierbarkeit

der extrahierten DNA mittels real-time PCR Uberprifen zu kénnen.

Zur Extraktion sollte eine in unserer Arbeitsgruppe haufig angewandte Methode,
verschiedene bereits publizierte Extraktionsmethoden sowie kommerziell erhaltli-
che DNA-Extraktionskits getestet und bei Bedarf im Hinblick auf eine hohere
Ausbeute und/oder eine hohere Reinheit der DNA optimiert werden. Um die
Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA testen zu kdnnen, sollte im Rahmen der
Diplomarbeit eine real-time PCR-Methode zur Bestimmung von humaner DNA

entwickelt werden.

Da jedoch keine Information tUber die angewandten Methoden zur Konservierung
der Museumspraparate verfigbar war, sollte auch DNA aus Geweben, welche
unter definierten Bedingungen konserviert worden waren, extrahiert und deren
Amplifizierbarkeit untersucht werden. Zu diesem Zweck sollte ein Schweineherz
im Rahmen der Diplomarbeit mittels dreier Konservierungsmethoden konserviert
und analysiert werden. Weiters sollten Schweineherzproben untersucht werden,
die von Herrn Dr. Josef Bailer, einem Mitarbeiter der Forschungsgruppe von
Univ. Prof. Erich Schmid, bereits im Jahr 2007 mit denselben drei Konservie-

rungsmethoden konserviert worden waren. Um die Amplifizierbarkeit der aus den



konservierten Schweineherzen extrahierten DNA testen zu konnen, sollte eine
real-time PCR-Methode zur Bestimmung von porziner DNA entwickelt und opti-

miert werden.

Da die in dieser Diplomarbeit verwendeten Proben dem pathologisch-
anatomischen Museum entstammen und die Grundlage der vorliegenden Arbeit
bilden, wird im folgenden Kapitel in einem Exkurs auf das Museum und auf die

Geschichte des Narrenturms ndher eingegangen.

1.3 Exkurs: Das pathologisch-anatomische Bundesmu-

seum — Die Geschichte des Wiener Narrenturms

Das pathologisch-anatomische Bundesmuseum in Wien ist eine der gréf3ten und
altesten pathologischen Préaparatesammilungen. Auf knapp 3000 m? in 5 Stock-
werken bewundern im Jahr ca. 20.000 Besucherinnen unterschiedlichste Préapa-
rate, viele davon tber 200 Jahre alt. Die gesamte Sammlung umfasst in etwa
50.000 Objekte. Aufgrund der GroRe der Sammlung ist so gut wie jede bekannte
Konservierungsart vertreten. Den gréf3ten Anteil macht die Gruppe der Feucht-
praparate aus, gefolgt von Trockenpraparaten, Gerbungen und Plastinationen.

Vom anatomischen Standpunkt betrachtet sind nicht nur ganze Organe und Kor-
perteile vorhanden, sondern auch unterschiedlichste Krankheitsbilder, morpholo-
gische Organveréanderungen sowie genetisch bedingte Missbildungen. Auch
Fremdsammlungen, die Uberwiegend aus Krankenhauspathologien stammen und

dem Museum zur Verfigung gestellt wurden, sind ausgestellt [Patzak, B. 2009].

Das Museum befindet sich heute im Wiener Narrenturm. Aufgrund der sehr be-
wegten Geschichte dieses Gebaudes, welches als erste Psychiatrie in Europa
gilt, gibt es wohl keinen geeigneteren Standort fir eine derart aul3ergewohnliche
Sammlung. War der Narrenturm in frilheren Zeiten ein Ort, an dem Menschen,
die nicht der Norm entsprachen, behandelt wurden, so beherbergt er heute eine
Ausstellung der etwas anderen Art. Faszination und Ekel lagen damals wie heute

eng beisammen [Patzak, B. 2009].



Der Narrenturm steht im 13. Hof des Wiener Universitatscampus. Seine Erbau-
ung geht auf die Zeit Kaiser Joseph Il. zurlick. Dieser wollte das damalige Sani-
tatswesen reformieren und plante die Errichtung des groéf3ten und modernsten
Krankenhauses von Europa. Auf diese Weise entstand das Allgemeine Kranken-

haus zur ,Aufnahme und Heilung“ [Patzak, B. 2009].

Neben dem eigentlichen Krankenhaus liel3 er aber auch ein Gebéarhaus sowie ei-
ne Irrenanstalt, den Narrenturm, planen. Man kann den Narrenturm als erste er-
richtete Psychiatrie Europas ansehen, wenngleich sich dieses Fachgebiet erst ab
Beginn des 19. Jahrhunderts entwickelte. Doch schon damals kannte man
.Krankheitsbilder* wie Schwermut, Wahnwitz und Manie, die man durch Behand-
lungen wie Aderlass, Schrépfung und Verabreichung von Brech- und Abfahrmit-
teln behandelte und somit fiir heilbar hielt. Nach der Fertigstellung 1784 wurden
zunachst 109 Kranke in den Narrenturm Uberstellt. Schon kurze Zeit spater kam

es immer wieder zu Uberfillungszustanden [Patzak, B. 2009].

Die Behandlung der Patienten im Narrenturm konnte Tage bis Wochen, aber
auch einige Jahre dauern. Zunachst hatten die Zimmer im Narrenturm keine Tu-
ren, sodass sich Patientinnen mit leichteren Symptomen frei im Geb&ude bewe-
gen konnten. Aggressive Patientinnen wurden hingegen in ihren Zimmern ange-
kettet. Spater wurden die Zimmer schlie3lich mit Taren mit Sichtfenstern ausges-
tattet. Als geheilt galt ein/e Patientin dann, wenn ihr/ihm fir sich und ihre/seine

Umwelt keine Gefahr mehr attestiert wurde [Patzak, B. 2009].

Ab 1795 hatte der Narrenturm einen eigenen Direktor. Dieser veranlasste den
Bau einer Mauer um den Narrenturm, um einerseits Schaulustige fern zu halten,
andererseits Gartenanlagen fur die Patientinnen errichten zu kbnnen.1803 wurde
dem Narrenturm das ,Lazareth” zugewiesen. Dieses befand sich in der heutigen
Wahringer Straf3e und diente in weiterer Folge als eine Art Quarantanestation.
Einreisende mussten sich dort melden und untersuchen lassen. Ziel war es, da-
durch das Ausbrechen von Seuchen zu verhindern. Noch spater entstand eine 3.
Abteilung, der sogenannte Dreiguldenstock. Er diente der Behandlung wohlha-
bender Patienten [Patzak, B. 2009].



Schlief3lich wurde 1817 eine weitere AulR3enstelle in Ybbs mit Verwalter, Wartern
und Arzt gegrindet. Sie diente der Verwahrung unheilbar Kranker.

Ab 1828 gab es im Allgemeinen Krankenhaus ein eigenes Aufnahmezimmer flr
~Wahnsinnige®, in denen die Kranken von einem Arzt untersucht und anschlie-
Rend an die entsprechende Abteilung Gberwiesen wurden. Ab dem Winter 1844
wurde es Doktorandlnnen der Medizin ermdglicht, theoretischen und praktischen
Unterricht im Narrenturm zu besuchen. 1864 wurde eine neue Psychiatrie am
Brunnlfeld errichtet, wodurch in weiterer Folge im Narrenturm nur mehr unheilba-

re und hoffnungslose Félle aufgenommen wurden [Patzak, B. 2009].

1864 sind der Narrenturm sowie die Gebéaranstalt in den Besitz des Landes Nie-
derosterreich Gbergegangen. Schliel3lich wurde er 1870 an den Krankenanstal-
tenfond verkauft. Mit dem Verkauf wurde der Betrieb des Narrenturms eingestellt
und seine Aufgaben von anderen Krankenanstalten, wie jener in Gugging, Uber-
nommen. Urspringlich sollte der Narrenturm abgerissen werden, stand dann
aber lange Zeit leer und wurde 1920 nach Renovierung als Schwesternwohnheim
fur Krankenschwestern des Allgemeinen Krankenhauses genutzt, bis man dort
wahrend des 2. Weltkrieges Arztedienstwohnungen installierte. Seit 1971 beher-
bergt der Narrenturm das pathologisch-anatomische Museum. Der zunachst zu-
gesicherte Platz erwies sich bald als zu klein, sodass beschlossen wurde, weitere
Raume dem Museum zu Verfiigung zu stellen. 1993 Ubersiedelten schlief3lich die
letzten Einrichtungen des Allgemeinen Krankenhauses in das neue Gebaude am
Gdrtel und der Narrenturm wurde dem pathologisch-anatomischen Bundesmuse-

um zur Miete Uberlassen [Patzak, B. 2009].



2 THEORETISCHER TEIL

In den folgenden Kapiteln werden die theoretischen Grundlagen zur vorliegenden
Diplomarbeit erlautert. Insbesondere wird dabei auf die Prozesse nach dem Zell-
tod, die eine Fixierung des Gewebes erforderlich machen, sowie auf die Grund-
lagen der Gewebefixierung eingegangen. In weiterer Folge wird die Theorie zum
Aufbau und zur Extraktion der DNA erdrtert und grundséatzliche Kriterien der PCR

sowie Basisvoraussetzungen fir eine erfolgreiche Real-Time PCR behandelt.

2.1 Histotechnik

2.1.1 Prozesse nach dem Zelltod

Wird die Sauerstoffversorgung einer Zelle unterbrochen, setzt der Zelltod ein.
Dadurch kommt es im Gewebe zu morphologischen Veréanderungen, die man als
Nekrose bezeichnet. Diese umfasst eine Reihe von parallel ablaufenden Prozes-
sen:

% Anschwellen der Zellen

« Denaturierung von Proteinen (Koagulation)

Dabei wird das Zytoplasma zunéchst homogen und azidophil. Nach langer an-
dauerndem Prozess sind Zellkernveranderungen und amorphe granulare Trim-
merzonen zu beobachten.

« Autolyse (Kolliquation)

Unter Autolyse versteht man die Selbstverdauung der Zellen durch kdrpereigene
Enzyme. Es handelt sich dabei hauptsachlich um hydrolytische Enzyme aus den
Lysosomen, die Proteine und Kohlenhydrate spalten.

Die Autolyse ist abhangig von der Temperatur und lauft gemaR dem Temperatur-
optimum der Enzyme bei 34 bis 40 °C am schnellsten ab [Bankl, H. et al. 1996].
Es ist aber auch der Enzymreichtum des Gewebes mitentscheidend. So sind en-

zymreiche Gewebe wie Gehirn, Leber und Nieren starker von einer Autolyse be-



troffen als andere Gewebe. Durch Kihlung des Gewebes kann man der Autolyse
kurzfristig entgegenwirken [Bankl, H. et al. 1996].

Sind an den enzymatischen Abbauvorgangen bakterielle Enzyme beteiligt,
spricht man von Faulnis. Diese Bakterien stammen aus dem Darm und kommen
auf der Hautoberflache vor. Sie bewirken einen reduktiven Abbau der Gewebe zu
einfachen Abbauprodukten wie Ammoniak, Kohlen- und Schwefelwasserstoffen
sowie Wasserstoff und Kohlendioxyd. Die Faulnis ist stark von auf3eren EinflUs-
sen wie Temperatur und Feuchtigkeit abhangig. [Bankl, H. et al. 1996].

Die oxydative Zersetzung von organischen und stickstoffhaltigen Stoffen durch
Bakterien bezeichnet man als Verwesung. Die Verwesung setzt im Anschluss an
die Faulnis ein und fuhrt im Wesentlichen zu Endprodukten wie Wasser, Ammo-
niak, Kohlendioxyd, Nitraten und Sulfaten [Bankl, H. et al. 1996].

2.1.2 Fixierung von Geweben

Die Fixierung wird in der Histotechnik eingesetzt, um die in Kapitel 2.1.1 be-
schriebenen Prozesse zu stoppen bzw. auf ein Minimum zu reduzieren. Dabei
kommen nicht nur verschiedene Fixierlosungen zum Einsatz, auch durch Erhit-
zen, Gefriertrocknen oder Einfrieren des Gewebes kann eine Stabilisierung er-
reicht werden. Durch die Vielzahl an unterschiedlichen Fixiermitteln und Metho-
den ist man in der Lage, die gewiinschte Methode fiir den jeweiligen Zweck aus-
zuwéhlen. Dadurch kann man auch mittels Fixierung spezielle Strukturen, Enzy-
me und Zellsubstanzen erhalten [Lang, G. 2006].

Prinzipiell unterscheidet man die Immersionsfixierung und die Perfusionsfixie-
rung. Bei der Immersionsfixierung wird der Gewebeteil in die entsprechende Fi-
xierldsung eingelegt, wahrend bei der Perfusionsfixierung das Fixiermittel tber
das Blutgefal3system in das Gewebe gelangt [Lang, G. 2006].

Fur eine erfolgreiche Fixierung gibt es neben dem verwendeten Fixiermittel vor
allem zwei Hauptfaktoren: Temperatur und Zeit. Zwischen der Gewebeentnahme
und der Fixierung sollte moglichst wenig Zeit verstreichen. Eine herabgesetzte
Temperatur, wie die Lagerung im Kuhischrank, bewirkt die Verlangsamung der

Autolyse und somit des Gewebeverfalls. Allerdings verlauft bei niedrigeren Tem-



peraturen auch die Fixierung langsamer. Aus diesem Grund wird die Fixierung
meist bei Raumtemperatur durchgefihrt [Lang, G. 2006].

Die Qualitat der Fixierung ist ebenfalls von der Grol3e des zu fixierenden Gewe-
bes abhangig. Fixiermittel haben unterschiedliche Eindringgeschwindigkeiten,
was bei dicken Gewebestlicken dazu fuhren kann, dass das Zentrum nicht mit
dem Fixiermittel in Kontakt kommt und somit dort weiterhin Autolyse stattfindet.
Bei groReren Gewebestlicken muss demzufolge, abhéngig von der Eindringge-
schwindigkeit des Fixiermittels, die Fixierzeit verlangert werden. Allerdings darf
man die Fixierzeit nicht mit dem Durchdringen des Gewebes mit Fixierldsung
gleichsetzen. Formaldehyd weist beispielsweise eine hohe Eindringgeschwindig-
keit auf und bindet rasch an Proteine. Quervernetzungen und somit die Fixierung
des Gewebes entstehen aber erst spater [Lang, G. 2006].

Ein weiterer, fur die Qualitat der Fixierung entscheidender Faktor ist der pH Wert.
Fixierlésungen funktionieren in einem pH Bereich von 7,2 bis 7,6 (physiologischer
pH Bereich) am Besten. Aus diesem Grund verwenden viele Fixiermethoden ge-
pufferte Fixierlosungen, wobei darauf zu achten ist, dass der verwendete Puffer
nicht mit dem Fixiermittel reagiert, da dies die Fixierfahigkeit wiederum behindern
kann [Lang, G. 2006].

Durch die Fixierung erhalt man ein Abbild der nattrlichen Form des fixierten Ge-
webes. Auch die besten Fixiermittel verandern allerdings die nattirliche Form des
Gewebes zumindest geringfiigig. So kann es z.B. durch osmotische Effekte zur
Quellung und Schrumpfung des Gewebes kommen. Sofern man aber gleiche
Gewebeteile mit gleichen Methoden fixiert, kann man davon ausgehen, dass sich
zum Beispiel die Struktur der Gewebeteile bei einer Anfarbung gleich darstellt
[Lang, G. 2006].

2.1.3 Fixiermittel

Die Anforderungen an ein gutes Fixiermittel sind umfangreich. So soll es:

e Eine hohe Eindringgeschwindigkeit und eine kurze Fixierdauer besitzen.

e Das Gewebe bis zu einem gewissen Grad héarten.



e Die Autolyse der Zellen stoppen.

e Die raumliche Struktur des Gewebes erhalten.

e Struktur und Zellbestandteile bewahren.

e Den Nachweis von Strukturen und Zellsubstanzen ermdglichen.

e Reproduzierbare Ergebnisse erzielen.

e Fur eine grol3e Anzahl unterschiedlicher Gewebe anwendbar sein.

e Variabel beziiglich der Temperatur und der Fixierdauer sein.

e Maoglichst nicht gesundheitsschadlich und problemlos zu entsorgen sein.

e Billig und einfach in der Anwendung sein.

Wie bereits im Kapitel 2.1.2 angedeutet, gibt es kein Fixiermittel, das alle diese
Anforderungen vollstandig erfullt. Je nach dem gewlnschten Ziel wahlt man das
entsprechende Fixiermittel aus, muss aber dessen mdgliche Nachteile in Kauf
nehmen.

Eines der am haufigsten eingesetzten Fixiermittel ist eine wassrige Formaldehyd-
l6sung. Insbesondere neutralgepufferte wassrige Formaldehydlésungen finden

besonders oft eine Anwendung. [Lang, G. 2006]

2.1.4 Formaldehyd als Fixiermittel

2.1.4.1 Eigenschaften

Formaldehyd ist im Handel unter den Namen Methanal, Oxomethan, Oxymethy-
len und Methylenoxyd erhaltlich.

Formaldehyd zahlt zur Gruppe der aliphatischen Aldehyde mit einem Siedepunkt
von -19,5 °C. In wasserfreiem Zustand ist es ein stechend riechendes, farbloses
Gas. Die Dampfe sind brennbar und in Verbindung mit Luft explosionsgefahrlich.
Formaldehyd ist bei Raumtemperatur in Wasser und Ethanol 6slich, in Aceton
und Diethylether sehr gut I6slich. Da es bereits bei geringen Verunreinigungen zu

polymerisieren beginnt, kommt es im Handel in drei Hauptformen vor:



e Formalin: 37-40%ige wassrige Losung von Formaldehydgas mit 10-15 Ge-
wichtsprozent Methanol zur Stabilisierung. Dies ist die hdochstmdgliche Kon-
zentrierung und wird auch als 100% Formalin bezeichnet.

e Paraformaldehyd: Festes Polymer aus Formaldehyd, weil3es kristallines Pul-
ver, das beim Eindampfen von Formalinldsung entsteht.

e 1,3,5 Trioxan: Cyclisches, symmetrisches Trimer, das durch saure, katalysier-
te Umsetzung von Formaldehyd entsteht [ROmpp online2001].

2.1.4.2 Wirkungsweise

Formaldehyd z&ahlt zu den proteinvernetzenden Fixiermitteln. Es denaturiert die
Proteine kaum und erhalt zum Grof3teil die Sekundéarstruktur, wodurch die Aktivi-
tat von Enzymen und Antigenstrukturen zum Teil erhalten bleiben [Lang, G.
2006].

Formaldehyd bindet an unterschiedliche Stellen von Proteinen, wodurch es zur
Bildung von Halbacetalen mit freien Hydroxymethylgruppen kommt. Diese Grup-
pen sind nun in der Lage, Quervernetzungen mit anderen funktionellen Gruppen
der Proteine herzustellen. Hauptsachlich sind dies Verbindungen zwischen
€-Amino-Gruppen von Lysin und der Aminogruppe des Proteins. Das gesamte
Netz wird iber Methylenbriicken, die liber Schiff'sche Basen als Ubergangssta-
dium gebildet werden, stabilisiert. Dadurch kommt es zu einer Hartung des Ge-
webes. Wahrend des Fixationsprozesses wird das Fixativ verbraucht, sodass die
fixierende Wirkung schwécher wird. pH-Werte Uber 8 sollten vermieden werden,
weil im alkalischen Milieu viele funktionelle Gruppen sehr reaktionstrage sind.
Formaldehyd, das an Protein gebunden ist, aber nicht weiterreagiert hat, kann
durch Einlegen in Wasser entfernt werden. Dadurch wird eine extreme Hartung
des Gewebes verhindert [Lang, G. 2006].

Andere Gewebebestandteile werden durch Formaldehyd ebenfalls beeinflusst.
Enzyme wie Dehydrogenasen, Transferasen und Lyasen reagieren sehr empfind-
lich wahrend Hydrolasen und Peroxydasen relativ stabil sind. Niedermolekulare
Kohlenhydrate werden aus dem Gewebe gel6st, hochmolekulare hingegen in
kleinen Mengen im Proteinnetz eingebettet. Lipide werden hingegen kaum her-
ausgeldst [Lang, G. 2006].
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Durch die Fixierung kommt es zu geringen Schrumpfungen des Gewebes. Au-
Rerdem ist eine Verfarbung von blutrot zu grau-braun und eine Anderung der

Konsistenz von weich zu druckelastisch zu beobachten. [Lang, G. 2006]

2.1.4.3 Eindringgeschwindigkeit, Fixierungszeit und Konzentra-

tionen

Die Eindringgeschwindigkeit von Formalinlésungen betragt ungefahr 1 mm/h. Sie
hangt jedoch von der Temperatur, der Konzentration und der Gewebebeschaf-
fenheit ab. Die Fixierkraft nimmt entlang der Eindringrichtung ab, da die Formal-
dehydmolekile mit dem Gewebe reagieren und dadurch verbraucht werden. Im
Gegensatz zur Eindringgeschwindigkeit lauft die Vernetzungsreaktion bei For-
maldehyd langsam ab. Nach etwa 24 Stunden ist eine ausreichende Vernetzung
gegeben, fur eine vollstdndige Fixierung ist jedoch eine Fixierdauer von ein bis
zwei Wochen bei Raumtemperatur nétig. In vielen Fallen, z.B. wenn man Gewe-
beteile anfarben will, ist eine vollstadndige Fixierung unerwiinscht, weil dabei daftr
notwendige funktionelle Gruppen blockiert werden [Lang, G. 2006].

Die Formaldehydkonzentrationen der gangigen Fixiermittel belaufen sich auf 4-
10%. Da die 37-40%ige Formaldehydlésung als 100% Formalin bezeichnet wird,
enthélt eine 10%ige Formalinlésung demzufolge ca. 4% Formaldehyd. [Lang, G.
2006]

2.1.4.4 Rezepturen fur Formalin basierende Fixative

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln angedeutet, gibt es eine Vielzahl
unterschiedlichster Fixiermittel, welche es nach Zweck der Fixierung sowie Art
und Zustand des zu fixierenden Gewebes auszuwéhlen gilt.

Die Basis aller auf Formalin basierenden Fixative ist eine 4-10%ige Formalde-
hydlésung.

Dies stellt gleichzeitig die einfachste Fixierlosung dar. Sie wird in der Regel aus
einer 40%igen Formaldehydlésung durch Verdinnen mit Wasser im Verhaltnis 1
Teil Formalin: 9 Teile Wasser hergestellt. Da diese Art der Fixierung derzeit im
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pathologisch-anatomischen Museum angewendet wird, wird sie im weiteren Ver-

lauf dieser Diplomarbeit als ,Museumsmethode* bezeichnet.

Ein Fixativ, das in der heutigen Zeit sehr oft eingesetzt wird, ist eine neutralgepuf-
ferte Formaldehydlosung, die auch als ,Neutralformol* bezeichnet wird. Dabei
wird im Gegensatz zur Museumsmethode anstelle von Wasser eine Natrium-
Phosphatpufferlésung mit einem neutralen pH Wert verwendet. Das Mengenver-
haltnis von Formalin zu Pufferlésung betragt auch hier 1 zu 9. [Lang, G. 2006]

Eine der altesten bekannten Fixierungsmethoden ist die Methode nach Kaiser-
ling. Bei dieser Fixierung bleibt die naturliche Farbe der Praparate im Gegensatz
zu anderen Methoden erhalten. Das Rezept hierfur lautet:

1000 ml HzOgest

200 ml Formalin 40%ig

30 g Kaliumacetat

15 g Kalisalpeter

[Echsel, H. und Racek, M. 1976]

Zum Wiedererlangen der natirlichen Farbe wird das Praparat anschliel3end in
80%igem Alkohol eingelegt, bis die urspringliche Farbe wieder erreicht ist. Dann

wird das Praparat in einer Aufbewahrungslésung gelagert. Diese besteht aus:

1000 ml H2Ogest

200 ml Glycerin

200 g Kaliumacetat

[Echsel, H. und Racek, M. 1976]

Je nach Rezept kbnnen der Basislosung Zusatze zugegeben werden.
Glutaraldehyd hat eine langsamere Eindringgeschwindigkeit, bewirkt aber eine
feinmaschigere Vernetzung, wodurch das Gewebe starker gehéartet wird.
Osmiumtetroxyd extrahiert Proteine und Kohlenhydrate und bewirkt eine Quer-

vernetzung. Es wird vor allem zur Fixierung von Lipiden verwendet.
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Quecksilberchlorid wird in Verbindung mit Chromsalzen eingesetzt und fihrt zur
starken Schrumpfung des Gewebes sowie zu ausgepragter Rindenbildung.
Chromsalze wiederum verfestigen Proteine durch eine primare Stabilisierung, die
dann durch Formaldehyd-Quervernetzung gefestigt wird. Diese stabilisierende
Wirkung gilt aber nicht fir Nukleinsauren.

Alkohole und Aceton filhren zu einem Wasserentzug und einer Zerstérung der
Tertiarstruktur der Proteine, sie erhalten aber die Aminosauresequenz. Zusatzlich
werden Fette extrahiert.

Pikrinsé&ure dringt langsam ein, fihrt aber zu keiner Hartung des Gewebes. Aller-
dings erfolgt durch ihren niedrigen pH-Wert eine Hydrolyse von Nukleinséauren.
Essigsaure fuhrt zur Denaturierung von Nukleinsauren, wirkt aber nicht fixierend
auf Proteine. Sie fuhrt weiters zum Anschwellen des Zytoplasmas. Darum wird es

eingesetzt, um der Gewebeschrumpfung entgegenzuwirken [Lang, G. 2006].

2.2 DNA — Speicher der Erbinformation

Die Basis allen Lebens ist die in den Genen jeder lebenden Zelle gespeicherte
genetische Information. Mit der Entdeckung der Desoxyribonukleinsdure (DNA)
im Jahr 1940 und ihrer Strukturaufklarung 1953 durch J. Watson und F. Crick be-
gann die Entschlisselung des genetischen Codes. Seither konnte die moderne
Genetik unzahlige Bausteine zum besseren Verstandnis des ,Wunders Leben*
erschliel3en [Alberts, B. et al. 2004].

2.2.1 DNA-Struktur

Ein DNA-Molekul wird aus zwei langen Polynukleotidketten gebildet, die zusam-
men in einer Doppelhelixstruktur angeordnet sind. Diese Ketten bestehen wie-
derum aus vier unterschiedlichen Nukleotiden. Der Zusammenhalt der beiden
Ketten wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen der
Nukleotide gewahrleistet. [Alberts, B. et al. 2004]
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Das Grundgertst der jeweiligen Nukleotide ist der Zucker Desoxyribose mit einer
angehangten Phosphatgruppe sowie je einer der Basen Adenin (A), Cytosin (C),
Thymin (T) und Guanin (G). Durch kovalente Bindung von Zucker und Phosphat-
gruppe sind die einzelnen Nukleotide aneinander gebunden und bilden so eine
Polynukleotidkette mit einem Zuckerphosphatriickgrat. [Alberts, B. et al. 2004]

Bausteine der DNA DNA-Strang

Phosphat
\ Zucker

— %o o o o A%
(Zuczker——i—Be . lg |i| |l|

protphas Nucleotid

doppelstrangige DNA DNA-Doppelhelix
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(n}
[T
o]

55 50
SEREAE

Zuckerphosphat-
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g

o o o o o

| 3
durch Wasserstoffbriicken
gebundene Basenpaare

Abbildung 2-1: Aufbau der DNA [Alberts, B. et al. 2004]

Durch die Reihung der unterschiedlichen Nukleotide erhélt die DNA ihre chemi-
sche Polaritat. Das 5° Ende der DNA-Kette wird durch eine Phosphat-, das 3' En-
de durch eine Hydroxylgruppe gebildet.

Die gebildete Doppelhelixstruktur wird durch die Eigenschaften der zwei Poly-
nukleotidketten bestimmt. Die Phosphat-Zucker-Ruckgrate liegen aul3en, weil die
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beiden Polynukleotidketten Uber Wasserstoffbrickenbindungen von jeweils zwei
gegeniberliegenden Basen zusammengehalten werden und diese somit innen
liegen missen. Diese Basenpaare werden immer durch eine Zwei-Ring-Base
(A&G) und eine Ein-Ring-Base (T&C) gebildet. A bindet dabei immer mit T und G
immer mit C, da dadurch die gunstigste energetische Packung der Basenpaare
innerhalb der Helix ermoéglicht wird. Dadurch wird aul3erdem der Abstand der

Ruckgrate entlang der Doppelhelix konstant gehalten. [Alberts, B. et al. 2004]

+ {3 5 &
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Zuckerphosphat-Ruickgrat

Abbildung 2-2: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen kom-

plementdren Basenpaaren [Alberts, B. et al. 2004]

Die Doppelhelixstruktur ergibt sich aus einer zusatzlichen Erhéhung der Energie-
effizienz der komplementaren Basenpaarbindung. Dadurch windet sich der Dop-
pelstrang alle zehn Basenpaare um 360° und es kommt zur Bildung von zwei
Furchen. Eine weitere Konsequenz aus dieser Energieoptimierung ist, dass die
beiden Helixstrange bezlglich der Polaritat antiparallel laufen. So kénnen die je-

weiligen Basenpaare aneinander binden. [Alberts, B. et al. 2004]
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Abbildung 2-3: Helixstruktur der DNA [Alberts, B. et al. 2004]

Die komplementare Basenbindung fuhrt gleichzeitig dazu, dass die Sequenz ei-
nes Polynukleotidstranges die Sequenz des Komplementarstranges bestimmt.
Aus beiden Einzelstrangen kann somit eine exakte Kopie des urspringlichen
Doppelstranges hergestellt werden. Dadurch kann die genetische Erbinformation,
die alle Proteine eines Organismus kodiert, gespeichert, reproduziert und weiter-

gegeben werden. [Alberts, B. et al. 2004]

2.3 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA ist die Grundvoraussetzung fur jede PCR-Anwendung.
Aufgrund der Vielfalt und Komplexitat biologischen Materials kann die erfolgrei-
che Extraktion eine grofRe Herausforderung darstellen. Zudem ist das biologische
Material oft nur in sehr kleinen Mengen verfugbar (wie z.B. bei Museumsproben),
was eine sehr effiziente Extraktionsmethode voraussetzt, um DNA in ausreichen-
der Menge isolieren zu kdnnen. Eine gute Extraktionsmethode zeichnet sich
durch eine einfache Durchfiihrung, eine hohe Effektivitdt und geringe Kosten
aus[Saunders, G. C. et al. 1999].
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Hauptziele jeder Extraktion sind:

Eine hohe DNA-Konzentration des erhaltenen Extrakts

Eine hohe Reinheit der DNA, da Kontaminationen bei spateren Anwendungen

stdren konnen

Die Intaktheit der extrahierten DNA

Generell verlauft jede DNA-Extraktion nach dem folgenden Schema ab:

1. Probenvorbereitung

Dazu zéhlen alle MaRnahmen, die an der Probe durchgefihrt werden, damit
eine DNA-Extraktion moglich wird. So kann beispielsweise durch Abzentrifu-
gieren von Flissigkeit oder Homogenisierung der Probe die spatere Extrakti-

on entscheidend beeinflusst werden.

Zellverdauung

In diesem Schritt wird die Zellmembran aufgebrochen oder abgebaut, um die
DNA zugénglich zu machen. Haufig erfolgt das Aufbrechen der Zellen durch
Zellverdauung mit Enzymen wie Proteinase K, es kann aber auch mecha-

nisch, chemisch oder durch Einwirken von Hitze und Kalte erfolgen.

Stabilisation der freigesetzten DNA

Durch Einsatz von Extraktionspuffern beim Zellverdau soll die Degradation
der DNA verhindert werden. Haufig werden diesen Puffersystemen Detergen-
tien zugesetzt. Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) zahlt zu den gangigen
eingesetzten Detergentien. CTAB ist ein kationisches Detergens, das mit der
DNA einen Komplex bildet, wodurch diese stabilisiert wird. Zusatzlich hilft

CTAB bei der Auflésung der Zellmembrane.
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Um die DNA vor zelleigenen Nukleasen zu schiitzen, wird dem Extraktions-
puffer EDTA zugesetzt. EDTA komplexiert Magnesiumionen, die in freier
Form als Cofaktoren der DNAsen wirken. Dadurch wird der Abbau der DNA
durch die DNAsen verhindert.

4. |solation der DNA

In diesem Schritt wird die DNA von der Probenmatrix und anderen Zellsub-
stanzen abgetrennt. Dies erfolgt haufig mit DNA-Affinitatssaulen, Anionenaus-
tauschersaulen oder durch Extraktion mit Chloroform. Gleichzeitig erfolgt da-
durch eine Aufreinigung der DNA, da stérende Substanzen wie Proteine in die
organische Phase wandern bzw. bei Verwendung der Saulen abgetrennt wer-
den. Unerwiinschte RNA kann durch RNAse abgebaut werden, wobei dieser
Schritt unmittelbar nach dem Zellverdau oder nach der Chloroformextraktion

durchgefthrt werden kann.
5. Aufkonzentrierung der DNA

Die Konzentrierung des DNA-Extraktes kann mit Hilfe von Trennsaulen oder
der Prazipitation mit Alkohol und anschliel3ender Wiederaufnahme in Wasser
erfolgen. Dabei werden zusatzlich weitere stérende Komponenten entfernt.
[Saunders, G. C. et al. 1999]

2.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration stehen mehrere Mdglichkeiten zur Ver-
fugung.

Durch Vergleich mit einer Verdiinnungsreihe von Standardlésungen kann mit Hil-
fe eines Agarosegels, Ethidiumbromid zugesetzt wurde, die Konzentration der
jeweiligen DNA-L6sung durch einen Intensitatsvergleich abgeschéatzt werden.
Diese Methode ist jedoch sehr aufwandig und liefert sehr ungenaue Ergebnisse.
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Eine einfachere, aber ebenso ungenaue Methode ist die Dot-Quantifizierung.
Hierbei werden DNA-L6sungen bekannter Konzentration sowie die Testlosung
mit Ethidiumbromid gemischt und Tropfen dieser Losungen anschliel3end auf ei-
ne Plastikfolie auf einem UV-Transilluminator pipettiert. Die Quantifizierung er-
folgt wieder durch Vergleich der Intensitaten der Fluoreszenzstrahlung [Mulhardt,
C. 2006].

Des Weiteren gibt es Dipsticks und Enzym-Kits, mit deren Hilfe die Konzentration
von DNA-LAsungen ermittelt werden kann. [Mulhardt, C. 2006]

Die weitaus einfachste und schnellste Bestimmung ist jedoch die Quantifizierung
mit Hilfe eines Photometers. Dabei wird die Extinktion (A) der DNA-LOsung bei
260 und 280 nm gemessen. Aus dem Quotienten Axgo/Azgp erhélt man eine In-
formation Uber die Reinheit der DNA-LOsung. Nukleinsauren weisen bei 260 nm
ihr Absorptionsmaximum auf, wéhrend Verunreinigungen wie Proteine bei 280

nm am starksten absorbieren [Mulhardt, C. 2006].

Die Konzentration der L6sung ergibt sich aus dem Azgo-Wert mit Hilfe der Formel:
ug
C[_] :A260 *V xF
ml

C = Konzentration der Ausgangslosung

Azgo = Extinktion bei 260 nm

V = Verdunnungsfaktor

F = Multiplikationsfaktor (fir doppelstrangige DNA: 50)
[Milhardt, C. 2006]

Das Lambert-Beersche-Gesetz beschreibt den Zusammenhang zwischen der

Konzentration eines absorbierenden Analyten in flissigem Medium und der dar-

aus resultierenden Extinktion. Es lautet:

Iy
E=S(A)*c*d=lg7
E = Extinktion
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€(A) = molarer dekadischer Extinktionskoeffizient in L mol™ cm™

d = Schichtdicke der Kivette

¢ = Konzentration in mol L™

lp = Lichtintensitat vor Durchquerung der Probeldsung

| = Lichtintensitat nach Durchquerung der Probelésung
[Otto, M. 2000]

Abbildung 2-4: Lichtstrahl bei Probendurchgang
im Photometer [Otto, M. 2000]

Beim Durchqueren eines monochromatischen Lichtstrahls nimmt die Intensitat
des Strahls durch Absorption des Analyten (I») ab. Weiters kommt es zur Absorp-
tion durch das Kivettenmaterial (Iax) und der Probenmatrix (Ia) sowie zu Streu-
ungs- (Is) und Reflexionsphdnomenen (Ig), wodurch die Lichtintensitat ebenfalls
abnimmt. Mithilfe der Durchfiihrung einer Messung einer Blindprobe, die keinen
Analyten enthalt, kdnnen diese Effekte aber heraus gemittelt werden. Dadurch

kann auf die Konzentration des Analyten geschlossen werden [Otto, M. 2000].

2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit der Entwicklung der Polymerasekettenreaktion 1985 durch K. Mullis, fur die er
1993 den Chemie-Nobelpreis erhielt, steht heute eine Technik zur Verfiigung, die
es erlaubt, beliebige Abschnitte der DNA zu vervielfaltigen, wenn die entspre-
chende Sequenz bekannt ist [Dorak, T. M. 2006].

Um ein gewilnschtes DNA-Templat zu vervielfaltigen, bendtigt man neben dem
Templat eine temperaturstabile DNA-Polymerase. Die Polymerase ist in der La-

ge, aus einem DNA-Einzelstrang wieder einen Doppelstrang zu generieren, so-
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fern ausreichend Nukleotidbausteine (die vier unterschiedlichen Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate) vorhanden sind. Will man nicht den gesamten Einzel-
strang sondern nur einen ausgesuchten Teilbereich amplifizieren, so bendétigt
man Primer. Dies sind synthetisierte Oligonukleotide, welche komplementar zu
den Anfangen und Enden der ausgesuchten Templatsequenz sind, und somit
Beginn und Ende des zu amplifizierenden Bereichs fur die Polymerase darstel-
len. [Dorak, T. M. 2006]

2.5.1 PCR-Ablauf

Seit der Entwicklung der PCR wurde eine Vielzahl an unterschiedlichsten PCR-
Methoden entwickelt, wobei das Grundprinzip aller Methoden gleich ist und aus

drei sich wiederholenden Schritten besteht: Denaturierung, Annealing und Elon-

gation.
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I~ —— r B
5
[<DNA-Polymerase | DNA-SYNTHESE
ERHITZEN +dATP AUSGEHEND
doppelstrangige | TRENNUNG +dCTP PRIMERN
DNA . WTre
= l e
TR - TR T J.ts Biasie s areareas ]
SCHRITT 1 SCHRITT 2 SCHRITT 3
ERSTER ZYKLUS
Trennen der DNA
(B) Strange und Zugabe DNA-
Trennen der DNA- von Primer Synthese '
Strange und Zugabe DNA- [ emessnes I se— ]
von Primer Synthese w CI—m
Trennen der DNA- _—_;
Strange und Zugabe DNA- / - [=0 E=rawa = o —]
von Primer Synthese N — - T =
-~ T
- ' m—— [ e |
/ \ mh e Kl - T
= . — I -
N = . e .
. . == = e,
(1 a1 | DNA-Oligonucleotid-
[ ———T1 primer [ — e ——
— 1 . - T ([
T -1 /
Region der - [raecini P mm—]
dOPDl"S""”G'Q"x N ‘l: -
chromosomalen m e
ONA, die [ e B —— B s
vervielfaltigt -
werden sollen \ = [ —— | / -
- T - .
\ =N . E——T1
| sesseesene N Esessss—— )
N
ERSTER ZYKLUS ZWEITER ZYKLUS DRITTER ZYKLUS
(ergibt zwei doppelstrangige {ergibt vier doppelstrangige (ergibt acht doppel_;lrangige
DNA-Molekiile) DNA-Molekiile) DNA-Molekiile)

Abbildung 2-5: Schematischer Ablauf einer PCR [Alberts, B. et al. 2004]
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Die Denaturierung erfolgt bei ca. 94 °C und bewirkt, dass sich der DNA-
Doppelstrang in zwei Einzelstrange auftrennt.

Im anschlieBenden Annealingschritt wird die Temperatur auf ca. 55 °C abge-
senkt. In diesem Temperaturbereich hybridisieren Oligonukleotide (sogenannte
Primer), die die Zielsequenz flankieren und komplementar zum Anfang und Ende
der Templateinzelstrange sind, mit den jeweiligen Einzelstrangen. AnschlieRend
wird die Temperatur wieder erhdht, wodurch eine thermostabile DNA-Polymerase
den Primer verlangert, bis wieder ein DNA-Doppelstrang vorliegt, der dem ur-
sprunglichen Templat exakt gleicht. Pro Zyklus wird die Anzahl der vorliegenden
Template theoretisch verdoppelt, sofern Primer und Nukleotidbausteine in aus-
reichender Konzentration vorliegen. Darin ist die enorme Empfindlichkeit der Me-
thode begriindet. In der Praxis wird aber eine tatséachliche Verdopplung der DNA-
Menge pro Zyklus meistens nicht erreicht [Milhardt, C. 2006].

Die Detektion der amplifizierten Template erfolgte urspringlich meist mittels Gel-
elektrophorese und Anfarben der Gele mit Ethidiumbromid, wobei die unter-
schiedlich langen Amplifikate gemafld ihrer Grol3e aufgetrennt werden und an-
schlieBend unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. [Mulhardt, C. 2006]

2.5.2 Kriterien fur eine erfolgreiche PCR

Polymerase

Die am haufigsten verwendete Polymerase ist die Tag-DNA-Polymerase. Sie
wird aus einem Bakterienstamm, welcher in 70 °C heil3en Wasserquellen vor-
kommt, isoliert und ist deshalb sehr hitzestabil. Ihr Aktivititsmaximum liegt bei 74
°C und einem pH von uber 8, wodurch sie sehr gut fir PCR-Anwendungen ge-
eignet ist. Weitere Vorteile sind, dass sie nicht nur eine 5'-3° DNA-
Polymeraseaktivitat aufweist, sondern auch eine 5'-3'- Exonucleaseaktivitat, aber
keine 3‘-5-Exonucleaseaktivitdt. Neben der normalen Polymeraseaktivitat besitzt
die Tag-Polymerase noch eine nicht templatabhangige Polymeraseaktivitat, wo-
durch es zu einem Uberhang von einer Base, meist Adenin, bei der eigentlichen

Templatsequenz kommt.
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Die Syntheserate liegt bei 2800 Nukleotiden pro Minute, was im Vergleich zu an-
deren zur Verfugung stehenden Polymerasen sehr hoch ist. Die Fehlerhaufigkeit
liegt in etwa bei 10 ~° (ungefahre Fehlerhaufigkeit pro eingebauter Base).

Auch wenn es am Markt eine Vielzahl anderer Polymerasen gibt, ist deren
Marktanteil relativ gering, da sie komplizierter in der Handhabung und teurer in
der Anschaffung sind und zudem geringere Syntheseraten aufweisen. Jedoch
haben diese gewlnschte Eigenschaften wie eine 3‘-5'-Aktivitat, wodurch eine
Korrektur-, sowie Reverse-Transkriptaseaktivitdt gegeben sind. Da die Tag-
Polymerase diese Eigenschaften nicht besitzt, kann sie fur spezielle Anwendun-

gen nicht eingesetzt werden.

Denaturierung

Der Denaturierungsschritt sollte so kurz wie mdglich gehalten werden, da durch
die hohe Temperatur alle PCR-Komponenten in Mitleidenschaft gezogen werden.
So wird die Polymerase trotz ihrer Temperaturstabilitat teilweise desaktiviert und
Nukleotide, Primer und Template zerfallen in Bruchstiicke. Dadurch sinkt die Effi-

zienz der Methode.

Annealingtemperatur

Die Annealingtemperatur muss an die verwendeten Primer angepasst werden,
um eine optimale Anlagerung der Primer zu gewahrleisten. Bei einer schlecht
gewahlten Annealingtemperatur kann es zu einer vermehrten Dimerbildung (Pri-
mer bindet an anderes Primermolekil) kommen, sofern potentielle Sekundéar-

strukturen vorliegen.

Elongationszeit

Die Lange des zu amplifizierenden Templates sollte bei der Wahl der Elongati-
onszeit berucksichtig werden. Wird sie zu kurz gewahlt, kann die Polymerase das

Templat nicht vervollstandigen. Ist sie zu lang, kann es zu Templaten mit zu gro-

Ber Lange kommen.
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Template

DNA-Template hoher Reinheit (Azs0/A2s0 = 1,8-2,0) steigern die Erfolgschancen
der Amplifikation. Trotzdem kénnen durchaus auch weniger reine DNA-Template
effizient amplifiziert werden. Je mehr Template fur die PCR zur Verfligung ste-
hen, umso wahrscheinlicher wird eine erfolgreiche Amplifikation. Theoretisch
reicht zwar ein einzelner DNA-Doppelstrang aus, praktisch braucht man jedoch in
etwa 10.000 DNA-Doppelstrange.

Primerkonzentration

Die Konzentration der Primer ist fur eine erfolgreiche Amplifikation ebenfalls von
Bedeutung. Obwohl die Primer bei jeder Anwendung im Uberschuss vorliegen,
kann durch eine zu hohe Konzentration der Primer die Amplifikation inhibiert
werden. Zudem sinkt mit abnehmender Primerkonzentration die Fehlerhaufigkeit
der Polymerase.

Puffersystem

Jeder PCR-Ansatz findet in einem gepufferten System statt. Unterschiedliche
Polymerasen haben bestimmte pH-Optima, bei denen die Aktivitdt maximiert ist.
Bei der Tag-Polymerase liegt dieses Optimum beispielsweise bei pH 8. Ein hau-
fig verwendeter Puffer ist Tris-HCI. Dieses Puffersystem ist aber stark tempera-
turabhangig, sodass der pH-Wert bei PCR Ublichen Temperaturen abnimmt und
so aul3erhalb des Optimums der Polymerase liegt. Dies gilt es bei der Auswabhl

des Puffersystems zu beachten.

Salzkonzentration

Haufig verwendet man KCI in einem Konzentrationsbereich von 10 bis 50 mM.
Die Optimierung der Salzkonzentration kann zu héheren Ausbeuten fuhren. Zu

hohe Konzentrationen von KCI sowie NaCl kbnnen die Hemmung der Amplifikati-

on bewirken.
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MgCl, — Konzentration

Mg®* spielt fir die Anlagerung der Primer sowie die Auftrennung der Templat-
doppelstrange eine wichtige Rolle. Dimerbildung, Fehlamplifikation, Spezifitat des
Produktes sowie die Aktivitat der Polymerase werden ebenfalls durch die Mg®*

Konzentration beeinflusst.
Zusatze

Weitere Zusatze von beispielsweise DMSO, Betain oder Gylcerin kdnnen helfen,
die Spezifitat und Amplifikationsgeschwindigkeit der gebildeten Amplikone zu er-
hohen. Genaue Angaben beziglich Zusatze gibt es allerdings nicht. Daher mus-
sen diese von Fall zu Fall praktisch getestet werden.

[Edwards, K. et al. 2004; Milhardt, C. 2006]

2.6 REAL-TIME PCR

Die real-time PCR ist eine der vielen Methoden, die nach der Etablierung der
PCR als Analysemethode entwickelt wurden. Der grof3e Vorteil der Methode ist,
dass man sich die aufwendige Gelelektrophorese zur Detektion erspart, da der
Verlauf der PCR in ,Echtzeit* wahrend des Laufes aufgezeichnet wird. Damit ge-
hen naturlich hohere Geratekosten einher, da real-time PCR-Gerate gegenuber
herkdbmmlichen Thermocyclern zusatzlich mit einer Lichtquelle und einem Detek-
torsystem ausgestattet sein missen [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006].
Als detektierbares Signal wird Fluoreszenzlicht genitzt. Dazu wurde zu Beginn
der Entwicklung der real-time PCR Ethidiumbromid zum PCR-Ansatz hinzuge-
fagt. Ethidiumbromid lagert sich in den DNA-Doppelstrang ein und kann durch
Anregung mit UV Licht zu Fluoreszenz angeregt werden. Diese Anwendung ist
zwar relativ einfach, bringt aber den Nachteil mit sich, dass Ethidiumbromid ein
sehr hohes Hintergrundrauschen verursacht. Aus diesem Grund werden heute
vorwiegend andere Farbstoffe mit einem besserem Signal-Rausch Verhaltnis
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verwendet. Fast alle dieser verwendeten Farbstoffe nutzen FRET (fluorescence

resonance energy transfer) [Malhardt, C. 2006].

Abbildung 2-6: Funktionsprinzip des fluorescence resonance
energy transfer (FRET), modifiziert nach [Milhardt, C. 2006]

Dabei interagieren zwei Molekile miteinander, wobei mindestens ein Molekul zur
Aussendung von Fluoreszenzlicht fahig sein muss. Das Donor-Molekil — auch
Reporter genannt (F1) — wird durch externes Licht (Al) in einen angeregten Zu-
stand versetzt und sendet bei Relaxation in den Grundzustand langerwelliges
Licht (E1) aus. Das Acceptor-Molektl, auch als Quencher (F2) bezeichnet, ab-
sorbiert dieses ausgesandte Licht und sorgt dafur, dass das Fluoreszenzlicht ge-
I6scht wird. Dies ist schematisch in Abbildung 2—6 A dargestelit.

Fur eine effiziente Loschung muss das Absorptionsmaximum des Acceptors na-
he der Wellenlange des ausgesandten Lichts des Donors liegen und Acceptor

und Donor massen in unmittelbarer Nahe zueinander sein [Milhardt, C. 2006].

Es gibt jedoch noch weitere Mdglichkeiten fir die Anwendung von Donor-
Acceptor Systemen. So kann der Acceptor anstelle von Fluoreszenzldschung
durch das vom Donor ausgesandte Licht selbst angeregt werden und in weiterer
Folge Licht aussenden, das zur Detektion dient. Dazu mussen sich die Wellen-
langen des Lichts von Donor und Acceptor stark genug voneinander unterschei-

den. Dies ist schematisch in Abbildung 2-6 B dargestellt.
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Haufig verwendete Farbstoffe sind 6-FAM (6-Carboxy-Fluorescein), welches
nach der oben beschriebenen Reporter-Quencher Methode funktioniert, und
SYBR® Green, das &dhnlich wie Ethidiumbromid in freier Form zum PCR-Ansatz
zugegeben wird.

Als Quencher werden haufig sogenannte Black Hole Quencher (BHQ) verwen-
det. [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006; Milhardt, C. 2006]

2.6.1 SYBR® Green Assay

Dieser Assay zahlt zu den einfachsten der Real-Time PCR-Anwendungen.
SYBR® Green ist ein freier Farbstoff, der sich wahrend der Amplifikation in den
gebildeten DNA-Doppelstrang einlagert. Das Anregungsmaximum liegt bei 497
nm, das Emissionsmaximum bei 529 nm.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass das Hintergrundsignal des freien Farbstoffes
sehr niedrig ist. Wird der Farbstoff jedoch in den DNA-Doppelstrang eingebaut,
kommt es aufgrund einer Konformationsdnderung des Farbstoffmolekils zu ei-
nem ca. 2.000 fachen Anstieg der Fluoreszenz, wodurch das Signal-Rausch Ver-
haltnis bei diesem Assay um ein Vielfaches besser ist als beispielsweise bei
Ethidiumbromid [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006].

8 8 8 8 8 £ Unbound sYBR Green|

8 8=38=8 g 88 {3 Bound SYBR Green |

8

Abbildung 2-7: Funktionsprinzip von SYBR® Green
[Biorad-Laboratories 2006]
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AuRerdem bendtigt man bei dieser Methode lediglich ein Primerpaar und der
Farbstoff selbst ist relativ guinstig. Durch diese Vorteile eignet sich die Methode
aulRerordentlich gut zur Optimierung von Primerkonzentrationen.

Der grof3te Nachteil dieser Methode ist ihre geringe Spezifitdt. Da sich der Farb-
stoff in jedem gebildeten Doppelstrang einlagert, kann man Produkt, falsche Pro-
dukte und Dimere nicht direkt voneinander unterscheiden. Um zu tUberprufen, ob
das gewunschte Amplikon gebildet wurde, muss eine Schmelzpunktanalyse
durchgefuhrt werden. Dabei werden die gebildeten Produkte nach durchgefiihr-
tem PCR-Lauf schrittweise erhitzt. Dadurch l6sen sich die gebildeten Doppel-
strange wieder in Einzelstrange, SYBR® Green wird freigesetzt und die Fluores-
zenz nimmt ab. Kurze Produkte wie Dimere schmelzen dabei bei niedrigerer
Temperatur als lange Doppelstrange. Durch Abbildung der 1. Ableitung der
Schmelzkurve (Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur) kdnnen mit Hilfe der
PCR-Software die jeweiligen Schmelztemperaturen der gebildeten Produkte er-
mittelt werde. [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006]

Melt Peak
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250
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15|:|: ........... ............... .............. ............... .......... _
100 S L R TR S _

=0 — .. P A T S _

I U SN S TNt swwwwrs
&N Ta a0 a0
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Abbildung 2-8 Schmelzpunktanalyse: Unterscheidung von Dimer und richti-

gem Amplikon

28



2.6.2 TagMan Assay

Der TagMan Assay ist gegeniiber der SYBR® Green Methode spezifischer, aber
auch aufwéandiger und teurer. Teurer deshalb, weil zusatzlich zum Primerpaar ei-
ne zur Zielsequenz komplementare Oligonukleotidsequenz mit Reporter und
Quencher am 5' bzw. 3 Ende benotigt wird. Diese Sequenz wird allgemein als
TagMan-Sonde bezeichnet und muss an der Zielsequenz zwischen den beiden
Primern binden. [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006].

An der Sonde befinden sich Reporter und Quencher in unmittelbarer Nahe, wo-
durch das bei der Anregung vom Reporter ausgesandte Fluoreszenzlicht effektiv
geldscht wird. Wird die Sonde durch die Polymerase in den Doppelstrang einge-
baut, I6st sich der Reporter, ist dadurch nicht mehr in unmittelbarer Nahe zum
Quencher, und das ausgesandte Fluoreszenzlicht gelangt zur Detektoreinheit. Je
Ofter das Templat amplifiziert wird, umso hdher ist die Intensitat des Fluoreszenz-
lichts, wodurch die Quantifizierung des gebildeten Amplikons mdglich ist [Ed-
wards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006].

. 90

Duwing annealing, the TagMan probe binds to the
target sequence

—_—hm During extension, the probe Is partially displaced

and the reporter |3 cleaved, The free reporter

. flusrescas

Abbildung 2-9: Funktionsprinzip einer TagMan-Sonde [Biorad-Laboratories
2006]
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Bei dieser Methode kdnnen keine Schmelzpunktanalysen durchgefuhrt werden.
Durch sorgfaltige Auswahl der Sondensequenz kann man aber eine sehr hohe
Spezifitat erreichen und die Bildung von falschen Produkten nahezu ausschlie-
Ren. [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006]

2.6.3 Auswertung

Die Quantifizierung bei der real-time PCR erfolgt nicht Uber die Absolutmenge an
amplifiziertem Produkt, sondern Uber die Kinetik der Reaktion. Zu Beginn der
Reaktion kann man von einer jeweiligen Verdopplung der urspriinglich vorliegen-
den Templatmenge ausgehen. Dies fihrt zu einem exponentiellen Anstieg des
Fluoreszenzsignals. Mit fortdauerndem PCR-Lauf wird die Verdopplung aufgrund
von Degenerationserscheinungen der Polymerase, dem Verbrauch und Zerfall
der Nukleotide sowie der Anhaufung von Produkten, welche die Reaktion hem-
men, nicht mehr erreicht. Daher kommt es zunachst zu einem linearen Signalan-
stieg und spéter, sobald die Reaktion zum Erliegen kommt, zu einer Plateaubil-
dung [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006].

Die Auswertung erfolgt deshalb Uber den sogenannten Threshold Cycle (C;). Der
Ci-Wert gibt die Zykluszahl an, bei der sich das detektierte Fluoreszenzsignal
signifikant vom Hintergrund abhebt. Je niedriger der Ci-Wert, umso besser wurde
das Templat amplifiziert, sofern man gleiche Ausgangsmengen annimmt.

Der Ci-Wert wird neben der Reaktionskinetik von zwei weiteren Faktoren beein-

flusst, die durch den Anwender festgelegt werden:
¢ Basislinie

Damit die unterschiedlichen PCR-Ansatze miteinander vergleichbar sind, muss
eine Basislinie gesetzt werden. In der Regel verfugt jede PCR-Software Uber ei-
nen Algorithmus, der das Hintergrundrauschen sowie die Fluoreszenz der Reak-
tion der verschiedenen Wells automatisch tber die ersten Zyklen am Beginn des
PCR-Laufes abgleicht. Oftmals ist es aber erforderlich, die Basislinie am Ende

des PCR-Laufes manuell anzupassen.
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¢ Threshold

Dieser Schwellenwert gibt an, wann sich das Fluoreszenzsignal signifikant vom
Hintergrund abhebt. Der Schwellenwert sollte innerhalb des exponentiellen Sig-
nalanstiegs liegen. Zudem ist es von grof3er Bedeutung, dass bei unterschiedli-
chen PCR-Laufen stets der gleiche Schwellenwert gesetzt wird, um einen Ver-

gleich der Laufe zu erméglichen.

Amplification
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Abbildung 2-10: Parameter bei der Auswertung einer Amplifikationskurve

Um zu bestimmen, wie gut eine entwickelte PCR-Methode ist, muss deren Effi-
zienz bestimmt werden. Eine dafir haufig angewendete Methode ist die der se-
riellen Verdinnung. Dabei wird eine DNA-L6sung mit bekannter Konzentration
seriell um den Faktor 10 verdiinnt und anschliel3end die Ci-Werte der jeweiligen
Losungen ermittelt. Theoretisch ergibt sich fur eine Methode mit einer Effizienz
von 100% bei einer Verdinnung um den Faktor 10 eine Verschiebung des C:-
Wertes von 3,3 nach hinten.

Durch Auftragen des Ci-Werts der untersuchten Losungen gegen den Logarith-
mus der jeweiligen Konzentration der DNA-L&sungen erhalt man eine Standard-

gerade.
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Mit Hilfe der Gleichung
( -1 )
E’ ’ izienz [%] = (10 Steigung) _ 1) * 100

kann aus der Steigung der erhaltenen Gerade die Effizienz der Methode errech-
net werden. Bei optimaler Amplifikation ist die Effizienz von 100%, was einer
Verdopplung des Templats in jedem Zyklus entspricht. Fir robuste, reproduzier-

bare Methoden sollte ein Wert zwischen 60 und 100% erreicht werden.

Die Bestimmung der Effizienz durch serielle Verdiinnung zeichnet sich durch eine
hohe Reproduzierbarkeit aus. Allerdings wird mit dieser Methode auch des Ofte-
ren eine Effizienz >100% ermittelt, was zumeist auf Verdiinnungsfehler oder an-
dere Fehler zurickzufuhren ist. [Edwards, K. et al. 2004; Dorak, T. M. 2006]

2.6.4 Primer- und Sondendesign

Am Beginn jeder Entwicklung einer TagMan Real-Time PCR-Methode steht das
Design und die Auswahl von Primern und einer Sonde. Um eine robuste, repro-
duzierbare sowie effiziente Methode zu entwickeln, durfen in diesem Schritt keine
Fehler begangen werden, da diese nicht mehr riickgangig gemacht werden kon-
nen. Obwohl es heute bereits viele Softwareprogramme gibt, die die Suche nach
geeigneten Primern und Sonden immens erleichtern, bleibt es einem oft nicht er-
spart, diese manuell auszusuchen [Dorak, T. M. 2006].

Fur das Design und die Auswahl von gut geeigneten Primern und Sonden gibt es

eine Vielzahl an Faktoren, die es zu beriicksichtigen gilt.
e Primerspezifitat
In den meisten Fallen ist es erforderlich, spezifische Primer auszuwéhlen. Dies

ist insofern schwierig, da die Anzahl an DNA-Sequenzen nahezu endlos ist und

man per se nicht ausschlielBen kann, dass mehrere Abschnitte mit der ausge-

32



suchten Zielsequenz Ubereinstimmen. Glicklicherweise gibt es heutzutage
Suchmaschinen, die es erleichtern, kreuzreaktive Sequenzen ausfindig zu ma-
chen (BLAST — Basic Local Alignment Search Tool). Dazu ist es nattrlich erfor-
derlich, dass die Sequenzen entschlisselt und in der jeweiligen Datenbank er-
fasst sind. Zusatzlich sind die gangigen Softwareprogramme zur Primer- und
Sondensuche mit Suchalgorithmen ausgestattet, die die Primer- und Sonden-
sequenzen so aussuchen, dass die Wahrscheinlichkeit auf Kreuzreaktivitat mini-
miert wird. Sucht man jedoch das Gegenteilige, beispielsweise eine Sonde, die
fur humane und porzine DNA geeignet ist, so wird durch diese Algorithmen die

Suche erschwert und man muss auf die manuelle Suche zurtckgreifen.

e Primerlange

Idealerweise sollten Primer etwa 16 bis 28 Nukleotide lang sein. Wird die Primer-
sequenz zu kurz gewabhlt, steigt die Wahrscheinlichkeit auf Kreuzreaktivitat und
die Optimierung der Annealingtemperatur wird erschwert. Ist sie jedoch zu lang,
kénnen Sekundarstrukturen der Primer auftreten, Dimerbildung erfolgen und da-
durch die Effizienz der Methode gesenkt werden.

e Primer GC-Gehalt

Der optimale GC-Gehalt von Primern liegt zwischen 35 und 65%. Zu hohe GC-
Gehalte fuhren zu Fehlannealing, weil bereits kurze Ubereinstimmende Sequenz-
teile zu einer stabilen Bindung fuhren. Bei zu geringen GC-Gehalten ist die Pri-
merbindung jedoch sehr schwach, was zu einer geringeren Effizienz fuhrt.

e Primerstabilitat am 3" Ende

Eine zu hohe Bindungsstabilitdit am 3' Ende des Primers sollte vermieden wer-

den, da dies die Wahrscheinlichkeit auf Primerverlangerung durch die Polymera-

se bei nicht spezifischer Bindung erhdht.
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e Komplexitat der Primersequenz

Durch eine geringe Komplexitat der Sequenz (z.B. gleiche aufeinander folgende
Nukleotide oder sich wiederholende Nukleotidfolgen) steigt die Moglichkeit des
Fehlannealings des Primers.

e Schmelztemperaturen der Primer

Die Schmelztemperatur von Forward- und Reverseprimer sollte mdglichst ahnlich
sein, da es ansonsten zu Problemen bei der Optimierung der Annealing-
temperatur kommen kann. Zur Bestimmung der Schmelztemperatur der Primer
gibt es verschiedenste mathematische Modelle, die nicht nur die Primersequenz
sondern auch andere Faktoren wie Salz- und Primerkonzentration bertcksichti-
gen. Das einfachste, aber dadurch nicht exakteste Berechnungsmodell ist die “4

+ 2" Regel. Diese lautet:
T,,=4*x(G+C)+ 2+x(A+T)

und geht davon aus, dass jedes G und C Nukleotid 4 °C und jedes A und T
Nukleotid 2 °C zur Schmelztemperatur beitragt.

e GrolRe des Amplikons

Fur eine effiziente Amplifikation sollte die Grol3e des Amplikons zwischen 100
und 250 bp liegen. Ist das Amplikon zu klein, kénnen Primer und Sonde unter
Umstanden nicht richtig binden. Ist es grol3er, steigt die Wahrscheinlichkeit von
Fehlern bei der Vervollstdndigung des Doppelstranges.

e Sekundarstruktur von Primer und Templat

Sekundarstrukturen sowohl bei Primern als auch beim Templat selbst sollten

vermieden werden, da dadurch die Effizienz der Methode stark sinkt. AuRerdem
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kann dies speziell bei Primern zur Bildung von Primer-Dimeren fihren (Forward-
Forwardprimer Dimer, Forward-Reverseprimer Dimer, Reverse-Reverseprimer

Dimer).
e TagMan Sonden Design

Viele der Faktoren des Primerdesigns sind auch beim Design der Sonde zu be-
ricksichtigen. Insbesondere ist beim Design einer gut funktionierenden Sonde

auf folgende Punkte zu achten:

o0 Die Schmelztemperatur der Sonde sollte ca. 10 °C Uber jener der Primer lie-
gen.

0 Der GC-Gehalt sollte wie bei den Primern zwischen 35 und 65% liegen.

o Das 5' Ende der Sonde sollte nicht mit G beginnen, da dies zur Fluoreszenz-
l6schung fuhrt.

0 Keine Sekundarstruktur in der Sondensequenz.

o Die Sonde sollte aus einer spezifischen Region der Templatsequenz stam-
men, die zudem ebenfalls keine Sekundarstrukturen aufweist.

o Die Sondensequenz soll in unmittelbarer Nahe zu den Primersequenzen lie-
gen und sich natdrlich nicht mit den Primern Uberlappen.
[Dorak, T. M. 2006]

2.7 Forschungsstand auf dem Gebiet von Formalin

fixierten Geweben

Die Extraktion von DNA aus Formalin fixierten Geweben wurde bereits in mehre-
ren Studien untersucht, bleibt aber eine grof3e Herausforderung, weil die Ausbeu-
te nicht immer ausreichend ist. Vor allem Faktoren wie Inkubationsschritte vor
und nach dem Zellverdau, Lysisart und -zeit, sowie der Zusatz von Detergentien

konnen zu einer Verbesserung der Extraktionseffizienz fuhren.
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Die folgenden Beispiele sollen einen kurzen Uberblick tiber bereits durchgefiihrte
Arbeiten zur Extraktion von DNA aus Formalin fixierten Geweben und ihrer

Amplifizierbarkeit mittels PCR geben. Vollstandigkeit ist dabei nicht angestrebt.

Gilbert et al. 2007 weisen darauf hin, dass vor allem langere Lysiszeiten zu er-
hohten DNA-Ausbeuten fuhren [Gilbert, M. T. et al. 2007].

Shi et al. untersuchten den Einfluss des pH-Werts und einer zusatzlichen Hitze-
behandlung auf das Extraktionsergebnis. Vor allem der alkalische Verdau mit 0,1
M NaOH, als Alternative zur Lyse mit Enzymen, flhrte zu guten Ausbeuten.
Durch eine zusétzliche Zugabe von 1%igem SDS zur NaOH Losung konnten die
DNA-Ausbeuten erhoht werden [Shi, S. R. et al. 2002; Shi, S. R. et al. 2004].

Savioz et al. beschreiben eine Extraktionsmethode, um hochwertige DNA aus
Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem (FFPE) Gehirngewebe zu erhal-
ten. Zudem wurden Langzeiteffekte durch die lange Lagerung in Formalin unter-
sucht. Als Proben wurden bis zu 46 Jahre alte Gehirngewebe verwendet, die mit
15%igem Formalin fixiert worden waren. Als Kontrollproben dienten zwei frische,
tiefgefrorene Gehirngewebeproben.

Die Methode setzt sich im Wesentlichen aus einer intensiven Behandlung mit
Proteinase K, der Einbettung in ein Agarosegel und einem Elutionsschritt zur
Gewinnung der DNA aus dem Agarosegel zusammen.

Es konnte kein signifikanter Unterschied bei der Extraktion unterschiedlich alter
Proben (46 und 27 Jahre alt) festgestellt werden [Savioz, A. et al. 1997].

Dedhia et al. versuchten die Extraktion von DNA aus FFPE Geweben effizienter
und einfacher zu gestalten und die Real-Time PCR fur die extrahierte DNA zu op-
timieren. Als Proben dienten funf 2-3 Monate alte FFPE Brustkrebsgewebe, die
mit vier unterschiedlichen Extraktionsmethoden behandelt wurden. Die extrahier-
te DNA wurde mit Primerpaaren fir Template unterschiedlicher Lange mittels
SYBR® Green PCR untersucht und hinsichtlich, Annealingtemperatur sowie Pri-
mer- und Templatkonzentration optimiert. Die effizienteste Extraktion erfolgte bei

einem Proteinase K Verdau bei 56 °C fir 2 Stunden und anschlieRender Inkuba-
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tion bei 95 °C fur 10 Minuten. Mit der PCR konnten Amplifikate bis 250 bp ampli-
fiziert werden, langere Template hingegen nicht. Als optimierte Parameter wurde
eine Annealingtemperatur von 60 °C, eine Primerkonzentration von 300 nM und

eine Templatkonzentration von 10 nM ermittelt [Dedhia, P. et al. 2007].

Ferrer et al. untersuchten die Konservierung von DNA bei eingefrorenen und
FFPE Geweben unterschiedlichen Alters. Des Weiteren wurden diese Gewebe
auf Punktmutationen sowie den Einfluss unterschiedlicher Fixierldésungen unter-
sucht. Als Proben dienten Gehirngewebe, die unterschiedlich lange tiefgefroren
bzw. mit gepuffertem 4%igem Formalin ein Monat fixiert und anschliel3end in Pa-
raffin eingebettet wurden. Zuséatzlich wurden Proben, die mit ungepuffertem For-
malin fixiert wurden und zwischen 10 und 20 Jahre alt waren, untersucht.

Die Ergebnisse zeigten im Wesentlichen eine schlechtere DNA-Ausbeute bei
Formalin fixierten Geweben im Vergleich zu tiefgefrorenen Geweben, wobei den-
noch in vielen Fallen ausreichend genetisches Material fiir Genstudien extrahiert
werden konnte. In tiefgefrorenem Gewebe konnten bereits bekannte Punktmuta-
tionen identifiziert werden, nicht jedoch bei Formalin fixiertem Gewebe

[Ferrer, I. et al. 2007].

Skage und Schander untersuchten die Einsatzfahigkeit von Enzymen, die in der
Lage sind, DNA aus Formalin fixierten Geweben zu reparieren. Aul3erdem wur-
den daraus resultierende Verbesserungen fir die Anwendung von PCR-
Methoden untersucht. Als Proben wurde Formalin fixiertes Fischgewebe einge-
setzt, welches unterschiedlich lange (15 bis 110 Stunden) mit 4%igem gepuffer-
tem Formalin fixiert und anschlieRend in 96%igem Alkohol aufbewahrt wurde.
Der Einsatz von Reparaturenzymen fuhrte im Vergleich zu herkémmlichen Me-
thoden zu besseren Amplifikationsfahigkeiten bei mitochondrialer DNA. Daraus
kann geschlossen werden, dass durch den Einsatz solcher Reparaturenzyme die
Effizienz von PCR-Anwendungen gesteigert werden kann [Skage, M. und
Schander, C. 2007].
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Santos, et al. entwickelten eine Methode zur Extraktion von DNA aus FFPE Ge-
webe von menschlichen Foten. Bei den Proben handelte es sich um Mikro-
tomschnitte von FFPE Gewebe, die mit Formalin und Bouinfixierlosung (besteht
aus gesattigter, wassriger Pikrinsaureldsung, 100%igem Formalin und Eisessig)
fixiert wurden.

Paraffin wurde mittels Ethanol und Xylol entfernt, die DNA-Extraktion wurde mit
Ammoniumacetat durchgefihrt.

Bei der durchgefiihrten PCR konnten 170 und 363 bp Template bei Formalin fi-
xierten Geweben amplifiziert werden, nicht jedoch bei Geweben, die mit Bouinfi-

xierlésung fixiert wurden [Santos, M. C. et al. 2008].

Santos, et al entwickelten eine Methode zur Extraktion hochwertiger DNA aus
FFPE Gewebe. Die Proben bestanden aus unterschiedlichem Milchdrisenkrebs-
gewebe von Katzen.

Die DNA-Extraktion erfolgte mittels eines Automatic Nucleic Acid Isolation Sys-
tems (QuickGene 800, Fuijifilm Life Science). Trotz Automatisierung wurden Pa-
rameter wie Schmelzen und Entfernen von Paraffin, die Lysiszeit und Temperatur
sowie die Elutionsdauer optimiert. Die wesentlichste Verbesserung bezuglich der
DNA-Ausbeute brachte die Durchfiihrung eines zusatzlichen Schrittes zur Entfer-

nung von Paraffin [Santos, S. et al. 2009].

38



3 EXPERIMENTELLER TEIL

3.1 Proben

3.1.1 Porzine Gewebeproben

Zwei Schweineherzen wurden frisch nach der Schlachtung des Tieres bei einem
Fleischer gekauft. Ein Herz wurde anschlieend in etwa 0,5 mm dicke Scheiben
geschnitten und jeweils ein Schnitt mit einer Fixierungsmethode fixiert (siehe Ka-
pitel 3.2). Das zweite Herz wurde im Ganzen bei —18 °C tiefgefroren. Die daraus
extrahierte DNA wurde bei den PCR-Analysen als Positivkontrolle verwendet.

Zusatzlich wurden von Dr. Josef Bailer Schweineherzproben bereitgestellt, die

bereits im Februar 2007 fixiert worden waren.

3.1.2 Humane Gewebeproben

Die humanen Gewebeproben wurden von Frau Dr. Patzak, Direktorin des patho-

logisch-anatomischen Bundesmuseums Wien, zur Verfligung gestellt.

Beim frischen Gewebe handelte es sich um zwei, etwa 4 x 4 x 8 cm grol3e Sti-
cke, die jeweils aus Haut-, Fett- und Muskelgewebe bestanden. Sie stammten
laut Dr. Patzak von einem alteren europaischen Mann und wurden aus dem
Bauchbereich entnommen.

Die Proben wurden tiefgefroren und bei —18 °C gelagert.

Bei den fixierten Proben handelte es sich um Proben von fixierten humanen Her-
zen in der Grof3e von etwa 3 x 2 x 2 cm.

Die Proben wurden so gewahlt, dass ihr Fixierungsdatum jeweils einige Jahre
auseinander lag, um etwaige altersbedingte Einflisse auf die DNA-Extraktion er-

kennen zu kdénnen.
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Tabelle 1 zeigt die Museumsnummer der untersuchten Proben sowie die doku-

mentierten Fixierdaten.

Tabelle 1: Untersuchte Museumsproben

Museumsnummer Fixierungsdatum
504 vor 1820
2371 1850/51
5455 1893
16.981/87 1914
17747/1472 1934
9797 1951

Insgesamt wurden im Laufe der Diplomarbeit drei Probenahmen von allen sechs
oben angefuhrten Herzgeweben durchgefuhrt.
Die Historie der einzelnen Proben hinsichtlich Fixierung, Aufbewahrungslésung,

eventueller Nachfixierung und Umbettung, etc. ist nicht bekannt.

3.2 Fixierung von porzinem Herzgewebe

Als Fixierungstypen wurden sowohl fir die im Rahmen der Diplomarbeit als auch
fur die von Dr. Bailer 2007 hergestellten Gewebeproben die Fixierung nach Kai-
serling, die Fixierung mit Neutralformol und die Museumsmethode ausgewabhlt.

Diese Fixierungstypen wurden mit groB3er Wahrscheinlichkeit im pathologisch-

anatomischen Bundesmuseum verwendet.

3.2.1 Fixierung nach Kaiserling
An Stelle der Kaliumverbindungen, die in Kapitel 2.1.4.4 angegeben sind, wurden

die jeweiligen Natriumverbindungen verwendet und die eingesetzte Menge der

jeweiligen Molaritat angepasst.
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Zur Herstellung der Fixierlosung nach Kaiserling wurden folgende Chemikalien
verwendet:

200 ml H2Oqq

40 ml Formaldehydlésung 38%ig

8,3 g Natriumacetat

2,5 g Natriumnitrat

Fur die Fixierung wurden die Chemikalien in einem Erlenmeyerkolben zusam-
mengeflgt und eine ca. 5 mm dicke Scheibe des frischen Schweineherzens 5
Tage darin eingelegt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Konservierungslésung
abgegossen, mehrfach mit Leitungswasser gespult und schlie3lich Gber Nacht in
Leitungswasser stehen gelassen. Am folgenden Tag wurde das Wasser alle zwei
Stunden getauscht, die folgenden drei Tage einmal taglich. Abschliel3end wurde
die Probe in Wasser im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und das Wasser monat-

lich gewechselt.

3.2.2 Fixierung mit Neutralformol

Zur Herstellung der Fixierlosung wurden 100 ml Formaldehyd und 900 ml Séren-
senpuffer pH 7 miteinander gemischt. Fur den Sérensenpuffer pH 7 wurden zu-
nachst 2 Stammldsungen hergestellt. Fir die Stammlésung A l6ste man 9,07 g
Kaliumhydrogenphosphat in 1000 ml H,Oqq, flr die Stammlésung B 11,876 g Di-
natriumhydrogenphosphatdihydrat in 1000 ml H,O4q. Um die gewiinschte Puffer-
[6sung zu erhalten, wurden 61,2 ml Stammlésung B mit 38,8 ml Stammlésung A

vermischt. Die Fixierung des Gewebes erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben.

3.2.3 Fixierung mittels der Museumsmethode
Es wurde eine konzentrierte Formaldehydldsung im Verhéltnis 1:3 mit Wasser

verdunnt. Die Fixierung des Gewebes erfolgte anschlieRend wie in Kapitel 3.2.1

beschrieben.
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3.3 DNA-Extraktion

Um die DNA in ausreichender Reinheit und Menge zu erhalten, wurden unter-
schiedliche Extraktionsvarianten getestet. Dabei handelte es sich um zwei kom-
merziell erhaltliche DNA-Extraktionskits, eine Standardmethode, die sogenannten
CTAB-Methode, sowie eine in der Literatur beschriebene Alternativmethode auf
NaOH-Basis. Zusatzlich wurde die CTAB — Methode in einzelnen Parametern va-
riiert, um etwaige Unterschiede zur Standardmethode festzustellen. In Tabelle 2

sind die durchgefuhrten Methoden tberblicksweise dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die getesteten Extraktionsvarianten

Extraktions-

Inkubation vor

Inkubationszeit

Extraktion/Prazipitations-

Extraktionsmethode . Gewebeverdau o
l6sung Gewebeverdau nach Verdau puffer/Reinigung
CTAB- CTAB- . . . . Chloroform/CTAB-Prazipitationslsg./
_ 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 65 °C fur 1-2 h keine
Standardmethode Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAB- Chloroform/CTAB-Prazipitationsisg./
CTAB V1 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 65 °C fiir 24 h keine P 9
Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAB- Chloroform/CTAB-Prazipitationsisg./
CTAB V2 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 65 °C flir 48 h keine P 9
Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAB- Chloroform/CTAB-Prazipitationsisg./
CTAB V3 _ 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 56 °C fir 24 h keine P 9
Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAB 1) Prot. K*bei 56 °C fur 2 h Chioroform/CTAB-Prazipitationsisa /
- oroform -Préazipitationslsg.
CTAB V4 _ 30 min bei 65 °C 2) 100 °C fiir 15 min keine P 9
Extraktionspuffer . Isopropanol & Ethanol abs.
3) Prot. K*bei 56 °C fuir 24 h
CTAB- Chloroform/CTAB-Préazipitationsisg/
CTAB V5 i 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 65 °C fir 72 h 60 min bei 90 °C P g
Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAB- Chloroform/CTAB-Prazipitationsisg./
CTAB V6 _ 60 min bei 90 °C Prot. K* bei 65 °C fir 24 h keine P 9
Extraktionspuffer Isopropanol & Ethanol abs.
CTAE Chloroform/CTAB-Prazipitationslsg./
oroform -Prézipitationslsg.
CTAB V7 Extraktionspuffer 30 min bei 65 °C Prot. K* bei 65 °C fur 72 h keine P 9
Isopropanol & Ethanol abs.
+ 1% SDS
. . 0,1 M NaOH + 0,5 . 0,1 M NaOH + 0,5 bzw. 1% SDS bei . Chloroform/ CTAB-Préazipitationslsg./
Hot Alkaliextraktion keine ) keine
bzw. 1% SDS 100 °C fur 30 min Isopropanol & Ethanol abs.
QlAamp® DNA Mini
Ki ATL Buffer keine Prot. K* bei 56 °C, bis Gewebe lysiert keine QlAamp® Mini Spin Saule
It
QlAamp® DNA FFPE
ATL Buffer keine Prot. K* bei 56 °C, bis Gewebe lysiert 60 min bei 90 °C QlAamp® Mini Spin Saule
Kit

* Prot. K = Proteinase K
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3.3.1 Reagenzien

PBS-Puffer
3,9 g Natriumdihydrogenphosphat
31,15 g Dinatriumhydrogenphosphat
21,25 g Natriumchlorid
wurden in 2,5 | H,Oq4q gelost
CTAB-Extraktionslésung

20 g/l Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
1,4 M Natriumchlorid
0,1 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
0,02 M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
pH Wert 8,0 mit verdiinnter HCI eingestellt
CTAB-Prazipitationslésung
59/l CTAB
0,04 M Natriumchlorid
1,2 M Natriumchloridlésung

Chloroform
70% (v/v) Ethanol

Isopropanol abs.

Proteinase K LOsung

100 mg Proteinase K in

4 ml 50% Glycerin, 10 mM Tris-HCI (pH 8)

aliquotiert und bei —18 °C gelagert
RNAse-LOsung

RNAse Stocklésung (29 mg/ml, Sigma)
auf ¢ = 20 yg/ml mit
50% Glycerin, 10 mM Tris-HCI (pH 8) verdinnt
aliquotiert und bei —18 °C gelagert
0,1 M NaOH
10% (w/v) SDS LOsung
QlAamp® DNA Mini Kit
QlAamp® DNA FFPE Kit
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3.3.2 Homogenisierung der Gewebeproben

Die Homogenisierung der Proben erfolgte geméaR der Empfehlung des QlAamp®

DNA Mini Kit Manuals. Dieses empfiehlt die Homogenisierung mit max. 80 ul
PBS je 25 mg Gewebe. In den Vorversuchen wurden zunéchst 150 mg Gewebe
mit 480 yl PBS mit der Kugelnihle homoge nisiert und aus der erhaltenen ho-
mogenisierten Loésung 100 mg fir die DNA-Extraktion weiterverwendet. Da die-
se Methode bei den 2 Jahre alten Schweineherzproben sowie den Museums-
praparaten zu keinem Erfolg fihrte, wurde bei diesen Proben 100 mg Gewebe
mit 320 yl PBS homogenisiert und die gesamte homogenisierigésling zur

DNA-Extraktion verwendet.

3.3.3 DNA-Extraktion mittels CTAB-Methode

Nach der Homogenisierung wurden 100 mg der erhaltenen LOsung in ein Ep-
pendorfgefal3 eingewogen bzw. die gesamte homogenisierte Losung verwendet,
mit 500 pl CTAB-Extraktionslosung versetzt und grindlich mittels Vortex ge-
mischt. AnschlieRend wurde die Mischung bei 65 °C im Trockenschrank fur 30
Minuten inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde die L6ésung alle 10 Minuten mittels
Vortex grundlich gemischt. Nach Ablauf der 30 Minuten wurden 15 ul Proteinase
K Lésung zugegeben und abermals gevortext, bevor die Mischung fir 1-2 Stun-
den bei 65 °C im Trockenschrank inkubiert wurde. Nach der Inkubationszeit
wurden 20 ul RNAse losung zugege ben, griindlich gemischt, 2 min bei Raum-
temperatur inkubiert und anschlieend bei 10000 rpm fur 5 Minuten zentrifu-

giert.

Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefaR tiberfiihrt, mit 200 ul Chloro-
form versetzt und 1 min kraftig gevortext. Nach 5 min Zentrifugieren bei 10000
rpm zur Phasentrennung wurde die wassrige Phase in ein neues Eppendorfge-

far Gberfuhrt. Die organische Phase wurde verworfen. Nun wurde die wassrige
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Phase mit 2 Volumsteilen CTAB-Prazipitationslésung vermischt und fir 1 Stun-
de bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde wieder 5 min bei 10000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das erhaltene Pellet in 350 pl
1,2 M Natriumchloridlésung geldst. Nach Zugabe von 35QI Chloroform und 1

min kraftigen Vortexens wurde wieder zur Phasentrennung 5 min bei 10000 rpm
zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefald pipettiert,
die organische Phase wurde wieder verworfen. Nun wurden der wassrigen Pha-
se 0,6 Volumsteile Isopropanol zugesetzt und die Losung kraftig gemischt. Nach
5 min Zentrifugation bei 10000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet in 500 pl eiskaltem 70%igem Ethanol aufgenommen. Nach abermaliger 5
min Zentrifugation bei 10000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das er-
haltene DNA Sediment Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am nachs-
ten Tag wurde das getrocknete Pellet in 50 — 100 pl H,Oq49 aufgenommen und

bei —18 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.

3.3.4 Abgewandelte CTAB-Methoden zur Optimierung
der DNA-Extraktion

3.3.4.1 CTAB V1: 24 h Verdau

150 mg Probe wurden mit 320 pl PBS mit der Kugelihle homogenisiert. Von

der homogenisierten Losung wurden 100 mg in ein Eppendorfgefald eingewo-
gen, mit 500 pl CTAB-Extraktionspuffer versetzt und grindlich gemischt. An-
schlielend wurde die Mischung bei 65 °C 30 min im Trockenschrank inkubiert,
wobei die Losung alle 10 min mittels Vortex griindlich gemischt wurde. Nach Ab-
lauf dieser Zeit wurden 15 pl Proteinase K Losung zugegeben, gevortext und 24
h bei 65 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 20 yl RNAse L6-
sung zugegeben und in der Folge, wie in Kapitel 3.3.3 bereits beschrieben, wei-

terverfahren.
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3.3.4.2 CTAB V2: 48 h Verdau

150 mg Probe wurden mit 320 pyl PBS mit der Kugelmuhle homogenisiert. Von
der homogenisierten Losung wurden 100 mg in ein Eppendorfgefald eingewo-
gen, mit 500 pl CTAB-Extraktionspuffer versetzt und grindlich gemischt. An-
schlielend wurde die Mischung bei 65 °C 30 min im Trockenschrank inkubiert,
wobei die Losung alle 10 min mittels Vortex griindlich gemischt wurde. Nach Ab-
lauf dieser Zeit wurden 15 pul Proteinase Kodung zugegeben, die Mischung

gevortext und 48 h bei 65 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
20 pl RNAse losung zugegeben und in der Folge, wie in Kapitel 3.3.3 bereits

beschrieben, weiterverfahren.

3.3.4.3 CTAB V3: 24 h Verdau bei 56 °C

25 mg Probe wurden mit 80 pul PBS mit der Kugelniilhle homogenisiert, mit 500
ul CTAB-Extraktionspuffer versetzt und grindlich gemischt. Anschliel3end wurde
die Mischung bei 56 °C 30 min im Trockenschrank inkubiert, wobei die Losung
alle 10 min mittels Vortex grindlich gemischt wurde. Nach Ablauf dieser Zeit
wurden 15 pl Proteinase K Lésung zugegeben, die Mischung gevortext und 24 h
bei 56 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 20 pul RNAse L6-
sung zugegeben und in der Folge, wie in Kapitel 3.3.3 bereits beschrieben, wei-

terverfahren.

3.3.4.4 CTAB V4: 3 Stufenverdau

100 mg Probe wurden mit 320 yl PBS mit der Kugelrhle homogenisiert, mit

500 pl CTAB-Extraktionspuffer versetzt, und grundlich gemischt. Anschlie3end
wurde die Mischung bei 65 °C 30 min im Trockenschrank inkubiert, wobei die
Lésung alle 10 min mittels Vortex griindlich gemischt wurde. Nach Ablauf dieser
Zeit wurden 15 ul Proteinase K Losung zugegeben, die Mischung gevortext und
2 Stunden bei 56 °C inkubiert (1. Stufe). Anschliel3end wurde die Losung 15 min
bei 100 °C im Trockenschrank inkubiert und danach auf Raumtemperatur abge-
kuhlt (2. Stufe). Nach Zugabe von 15l frischer Proteinase K Losung wurde die
Probe fir 24 h bei 56 °C im Trockenschrank inkubiert (3. Stufe). Nach Ablauf
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der Inkubationszeit wurden 20 pul RNAse tsung zugegeben und in der Folge,

wie in Kapitel 3.3.3 bereits beschrieben, weiterverfahren.

3.3.45 CTAB V5: 72 h Verdau mit anschlielRender Inkubation
bei 90 °C

100 mg Probe wurden mit 320 pl PBS mittels Kugeline homogenisiert, mit
500 ul CTAB-Extraktionspuffer versetzt und griindlich gemischt. Anschlie3end
wurde die Mischung bei 65 °C 30 min im Trockenschrank inkubiert, wobei die
L6sung alle 10 min mittels Vortex grindlich gemischt wurde. Nach Ablauf dieser
Zeit wurden 15 pl Proteinase K Losung zugegeben, die Mischung gevortext und
72 h bei 65 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 20 ul RNAse
Losung zugegeben und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde die
Probe bei 90 °C fur 60 min im Trockenschrank inkubiert, anschlieRend auf
Raumtemperatur abgekihlt und 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt. Nach Zugabe von 200ul

Chloroform wurde, wie bereits in Kapitel 3.3.3 beschrieben, weiterverfahren.

3.3.4.6 CTAB V6: 1 h Inkubation bei 90 °C vor dem Verdau

100 mg Probe wurden mit 320 yl PBS mit der Kugeliinle homogenisiert, mit
500 ul CTAB-Extraktionspuffer versetzt und griindlich gemischt. Anschlie3end
wurde die Mischung bei 90 °C 60 min im Trockenschrank inkubiert, wobei die
L6sung alle 10 min mittels Vortex grindlich gemischt wurde. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurden 15 pl Proteinase K bsung zupipettiert, die Mischung
24 h bei 65 °C im Trockenschrank inkubiert und in der Folge, wie in Kapitel

3.3.3. beschrieben, weiterverfahren.
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3.3.4.7 CTAB V7: 72 h Verdau und Zugabe von 1% SDS (w/v)
zum CTAB-Extraktionspuffer

100 mg Probe wurden mit 320 yl PBS mit der Kugelle homogenisiert, mit
500 pl CTAB-Extraktionspuffer, zu dem 1% (w/v) SDS zugegeben wurde, ver-
setzt und grundlich gemischt. AnschlieBend wurde die Mischung bei 65 °C 30
min im Trockenschrank inkubiert, wobei die Losung alle 10 min mittels Vortex
grandlich gemischt wurde. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 16l Pro teinase K
Lésung zugegeben, die Mischung gevortext und 72 h bei 65 °C inkubiert. Die
weitere Vorgangsweise ist in Kapitel 3.3.3 beschrieben.

3.3.5 Hot Alkaliextraktion

100 mg Probe wurden mit 320 yl PBS mit der Kugelmihle homogenisiert. An-
schlieRend wurde 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen, und die festen Bestandteile in 500 pyl 0,1M NaOH + 0,5% bzw. 1% SDS
(w/v) aufgenommen. Die Losung wurde 30 min bei 100 °C im Trockenschrank
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 5 min zentrifugiert, der Uber-
stand in ein neues Eppendorfgefal Gberfihrt und mit 2Q0 Chloroform ve  r-
setzt. Die weitere Vorgangsweise nach der Chloroformzugabe ist in Kapitel
3.3.3 beschrieben.

3.3.6 DNA-Extraktion mit dem QlAamp® DNA Mini Kit

Die DNA-Extraktion wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. 25
mg Gewebe wurden mit 80 ul PBS mit der Kugelmiihle homogenisiert. Nun wur-
den 100 pl ATL Buffer zugegeben, die Mischung kurz gevortext und 20 ul Prote-
inase K Losung zupipettiert. Nach abermaligem Vortexen wurde die Losung bei
56 °C so lange im Trockenschrank inkubiert, bis das gesamte Gewebe voll-
standig lysiert war. Wahrend der Inkubationszeit wurde die Losung alle 10 min

kurz gevortext. Nach kurzer Zentrifugation wurden 20 yl RNAsedkung zug e-
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fugt, die Mischung gevortext und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde
wieder kurz zentrifugiert und im Anschluss 200 pl AL Buffer zugegeben. Nun
wurde die Losung wieder gemischt und 10 min bei 70 °C im Trockenschrank in-
kubiert. Danach wurde kurz zentrifugiert, 200 pl Ethanol abs. zugegeben, griind-
lich gemischt und abermals kurz zentrifugiert. Anschliel3end wurde die gesamte
Lésung auf eine QlAamp® Mini Spin Saule, ausgestattet mit einem 2 ml Auf-
fanggefal3, aufgetragen und 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Auffanggefald
wurde danach ausgetauscht, das Filtrat verworfen und 500 yl AW1 Buffer auf
die Saule aufgetragen. Abermals wurde 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert und
das Auffanggefal3 mit dem Filtrat verworfen. Nachdem die Saule in ein neues
Auffanggefal® platziert wurde, wurden 500 uyl AW2 Buffer auf die &ule aufg e-
tragen, fur 3 min bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert und das Filtrat entsorgt.
Nun wurde die Saule auf ein Eppendorfgefal3 gesetzt, 20Qul AE Buffer auf die
Saule aufgetragen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieRend wur-
de 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert und der gewonnene DNA-Extrakt bei —18 °C
gelagert.

3.3.7 DNA-Extraktion mit dem QlAamp® DNA FFPE Kit

Die DNA-Extraktion wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Da
die Proben aber nicht in Paraffin eingebettet waren, wurden die Schritte zur Ent-
fernung des Paraffins weggelassen.

25 mg des Gewebes wurden mit 80 ul PBS mittels Kugelihle homogenisiert
und dann 2 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet in 180 ul ATL Buffer resuspendiert und mit 20 ul Proteinase K Losung
versetzt. Nach grindlichem Mischen wurde die Probe bei 56 °C im Trocken-
schrank inkubiert, bis das gesamte Gewebe lysiert war. Anschlie3end wurde die
Probe bei 90 °C fur 60 min im Trockenschrank inkubiert. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur und kurzer Zentrifugation wurden 20 pl RNAse dsung zup i-
pettiert, grindlich gemischt und 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden 200 pl AL Buffer sowie 200 pl Ethanol abs. zugegeben und sa@igh

gemischt. Nach kurzer Zentrifugation wurde die gesamte Losung auf eine
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QlAamp® Mini Spin Saule mit AuffanggefaR aufgetragen und 1 min bei 8000
rpm zentrifugiert. Das Filtrat und das Gefald wurden verworfen, die Saule auf ein
neues Auffanggefald gesetzt und 500ul AW1 Buffer auf die Siule aufgetragen.
Danach wurde wieder 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert, die Saule auf ein neues
Auffanggefal? gesetzt und das Filtrat samt Auffanggefald entsorgt. Nun wurden
500 pl AW2 Buffer auf die 8ule pipettiert und wiederum 1 min bei 8000 rpm
zentrifugiert. Zur vollstdndigen Trocknung der Sdulenmembran wurde nach Auf-
setzen der Saule auf ein neues Auffanggefal3 3 min bei voller Geschwindigkeit
zentrifugiert. Danach wurden die Saule auf ein Eppendorfgefal3 gesetzt, 50
ATE Buffer auf die Saule aufgetragen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Abschliel3end wurde bei voller Geschwindigkeit 1 min zentrifugiert und die erhal-
tene DNA-L6sung bei -18 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.

3.3.8 Vermeidung von Kontaminationen

Eines der grof3ten Probleme beim Arbeiten mit humaner DNA ist das Verhindern
von Kontaminationen der Proben mit DNA, die nicht aus der Probe selbst
stammt. Aus diesem Grund wurden vor Extraktionsbeginn Messer, Schneide-
brett, Metallkugeln zur Homogenisierung und Oberflachen mit DNA-EXITUS-
PLUS™ gemaR Anleitung des Herstellers behandelt. Frischgewebe wurde stets
zum Schluss aufgearbeitet, um die Kontamination der Proben zu vermeiden.
Des Weiteren wurden die Aufarbeitung der Proben sowie das Ansetzen der
PCR-Platten in getrennten RAumen durchgefuhrt. Die Pipetten, welche zum An-
setzen der PCR dienten, wurden zusatzlich vor Arbeitsbeginn 60 min mittels ei-

nes Transilluminators mit UV-Licht bestrahlt, um etwaige DNA zu zerstoren.
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3.4 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der

isolierten DNA

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit des DNA-Extraktes wurde ein
Aliquot im Verhaltnis 1:5 mit bidestilliertem Wasser in MikrokUvetten (Gesamtvo-
lumen 80 ul) verdinnt. Anschliel3end wurde die Extinktion bei den Wellenla n-
gen 260 nm (Azs) und 280 nm (Agp) mittels eines Photometer gemessen.

Zur Bestimmung der Reinheit wurde der Quotient von Axg/Azs0 berechnet, wo-
bei ein Sollwert zwischen 1,8 und 2,2 erreicht werden sollte.

Die DNA-Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet:

clug/ml] = Azeo * V % F

¢ = Konzentration

Azgo = Extinktion bei 260 nm

V = Verdunnungsfaktor

F = Faktor fur doppelstrangige DNA (F=50)

3.5 REAL-TIME PCR

Zur Durchfuihrung der Real-Time PCR-Versuche wurde ein iCycler Thermocyc-
ler, kombiniert mit einem 1Q™5 Multicolor Real-Time Detection System der Fir-
ma BioRad verwendet.

Die Ansatze wurden in 96 Wellplatten der Firma BioRad pipettiert, wobei jeder
Ansatz ein Gesamtvolumen von 25 ul hatte. Nach dem Beflillen wurde die Platte
mit Klebefolie verschlossen.

Pro Analyse wurden auf der Platte Positivkontrollen (DNA aus nicht fixiertem
Gewebe) und Negativkontrollen (H2Oqq) im Doppel- oder Dreifachansatz mitbe-
stimmt. Die Analyse der Proben erfolgte ebenfalls in Doppelansatzen.

Die DNA-Konzentration der Proben und Positivkontrollen wurde durch Verdun-
nen mit HOq4q auf 20 ng/ul eingestellt. Wurde diese Konzentration bei den Pro-
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ben nicht erreicht, wurde dies, sofern die Konzentration ausreichend war, durch
Zugabe von Probe zum Mastermix ausgeglichen (siehe Kapitel 3.5.2). Die Abso-

lutmenge an DNA betrug somit bei allen Proben 100 ng pro well.

3.5.1 Primer und Sonden

Fur das Design von Primer und Sonden wurde das Softwareprogramm Beacon
Designer 7.0 (PREMIER Biosoft International) verwendet.

Als Target wurde eine Gensequenz ausgesucht, die beim Schwein und beim
Menschen eine hohe Ubereinstimmung aufweist. Dazu wurde die DNA-
Datenbank auf www.pubmed.com herangezogen. Die jeweiligen verschiedenen
Gene, die fur humane und porzine Proteine kodieren, wurden mittels BLAST
miteinander abgeglichen und bei hoher Ubereinstimmung anschlieBend nach
passenden Primern und Sonden durchsucht.

Schlussendlich wurde das fur Albumin kodierende Gen ausgewahlt. Dazu pas-
send wurden fur porzine und humane DNA zur Sonde kompatible Primerpaare
ausgewabhlt. Die so erhaltenen Amplikons unterschieden sich voneinander in der
Lange durch ein Basenpaar.

Die Primer wurden von der Firma Sigma bzw. die Sonde von Metabion syntheti-
siert. Nach der Lieferung wurden sie auf eine Konzentration von 10 uM (Primer)

bzw. 1 uM (Sonde) mit H,Og4q4 verdinnt und Aliquote bei -18 °C gelagert.

3.5.1.1 Kriterien beim Entwerfen von Primern

Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der Primer berlcksichtigt:

Lange: 16-30 Basenpaare
GC-Gehalt: 35 - 65%

Nicht mehr als 4 aufeinanderfolgende gleiche Basen

- > > >

Keine 3’ Komplementaritdt, um die Bildung von Primer-Dimeren zu vermei-

den
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A T,,zwischen 55 und 80 °C

A Amplikonlange zwischen 100 und 250 Basenpaare

3.5.1.2 Kriterien bei der Auswahl der TagMan-Sonde

Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der TagMan — Sonde beriicksichtigt:

= 5’ Ende der Sonde in relativer N&he des 3’ Endes des Primers
= Lange: 20-30 Basenpaare

» GC-Gehalt: 40 —60%

* T,5-10 °C hoéher als Ty, der Primer

= Quencher am 3’ Ende

= Kein G am 5 Ende der Sonde

= Nach Madglichkeit nicht mehr als 3 gleiche Basen in Folge

= Nicht mehr C als G in der Sondensequenz

=  Keine Komplementaritat zu Primern

= Keine Sekundéarstruktur

= Nicht mehr als 3 C oder G in den letzten 5 Basen des 3’ Endes

3.5.1.3 Primer und Sonden Sequenzen

In Tabelle 3 sind die Sequenzen der verwendeten Primer und der Sonde, sowie
die Accession number, die in der Datenbank der jeweiligen Gensequenz zuge-

ordnet ist, angegeben.
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Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Primer und der Sonde

Accession

number

Bezeichnung

DNA-Sequenz
5 -3

Porzines Albumin
AY663543
121 bp Amplikon

F por Alb-Primer
R por Alb-Primer
TagMan-Sonde

GCCTGCTAATAATATTTTGATGGG
ACTTTTGCAAGATCTGTCACTATC
CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA

Humanes Albumin
EF649953
122 bp Amplikon

F hum Alb-Primer
R hum Alb-Primer
TagMan-Sonde

TCGCATGATAATACCATTTTGATTG
ACTTTGGTAAGATCTGTCACTAAC
CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA

Humanes Albumin
EF649953
171 bp Amplikon

F hum Alb-Primer
R hum Alb-Primer
TagMan-Sonde

TCGCATGATAATACCATTTTGATTG
CCTGTCATCAGCACATTCAAG
CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA

3.5.2 Pipettierschema

Alle PCR-Experimente wurden mit einem Gesamtvolumen von 25 ul pro Well

durchgefuhrt. Der Ansatz bestand dabei jeweils aus:

12,5 l Supermix ( 1Q™ SYBR® Green bzw. IQ™ Supermix)

7,5 ul Mastermix (bestehend aus H,Ogq., Primern und Sonde
(wenn die DNA-Konzentration ausgeglichen werden musste, wur-
de ein Teil des H,Og4q durch Probe ersetzt)

5,0 ul Probe bzw. H,O bei Negativkontrolle

Der Mastermix wurde vor jedem PCR-Lauf fir die entsprechende Gesamtanzahl
der Wells frisch hergestellt. Die gewlnschten Primer- bzw. Sondenkonzentratio-
nen im Mastermix wurden durch Zupipettieren von Wasser hergestellt.

Bei Proben, die die erforderliche Konzentration von 20 ng/ul nicht erreichten,
wurden zum Ausgleich Teile des Wassers im Mastermix durch Probelésung er-
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setzt, um eine Absolutmenge von 100 ng DNA pro Well zu erreichen. In diesem

Fall wurde fir jede Probe ein eigener Mastermix verwendet.

3.5.3 PCR-Assays

Zur Optimierung der Primerkonzentration und Annealingtemperatur wurde ein
SYBR® Green Assay verwendet. Die daraus ermittelten optimierten Werte wur-
den in der Folge in einem TagMan Assay mit Sonde Ubernommen und dieser

Assay fur alle weiteren Analysen angewendet.

3.5.3.1 SYBR® Green Assay

Wie bereits in Kapitel 3.5.2 beschrieben, betrug das Gesamtvolumen pro Well
25 pl, bestehend aus 12,5 pl Supermix, 7,5 yl Mastermix (bestehend aus H,O
und Primern) und 5 ul Probe. Der IQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad) be-
stand aus:

¢ 100 mM KCI

¢ 40 mM Tris-HCI, pH 8,4

¢ je0,4mMdATP, dCTP, dGTP und dTTP
¢ 50 U/ml iTag-DNA-Polymerase

¢ 6 mM MgCl;

¢ SYBR® Green |

¢ 20 nM Fluorescein

¢ Stabilisatoren

Nach Lieferung wurde der Supermix aliquotiert und bei -18 °C aufbewahrt.
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3.5.3.2 TagMan Assay

Wie beim SYBR® Green Assay betrug auch hier das Gesamtvolumen pro Well
25 pl, welches sich aus 12,5 pl Supermix, 7,5 yl Mastermix (bestehend aus H-0O,
Primern und Sonde) und 5 pl Probe zusammensetzte.

Der fur diesen Assay erforderliche Supermix wurde von der Firma BioRad ge-
kauft und besteht laut Firmenangabe aus:

e 100 mM KCI

e 40 mM Tris-HCI, pH 8,4

e je0,4mMdATP,dCTP, dGTP und dTTP

e 50 U/mliTag-DNA-Polymerase

e 6 mM MgCl,

e Stabilisatoren

Der IQ Supermix wurde nach Lieferung aliquotiert und bis zur weiteren Verwen-

dung bei —18 °C gelagert.

3.5.4 Entwicklung einer Real-Time PCR-Methode zur

Amplifikation von DNA aus porzinem Gewebe

3.5.4.1 Optimierung der Annealingtemperatur sowie der Pri-
merkonzentrationen

Zur Optimierung der Annealingtemperatur und der Primerkonzentration wurden

sechs unterschiedliche Annealingtemperaturen mit insgesamt neun Mastermi-

xen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Forward- und Reverseprimer im

Bereich von 100 bis 300 nM getestet.
Tabelle 4 dient als Uberblick fiir die getesteten Mastermixe.
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Tabelle 4: Getestete Mastermixe bei der Primerkonzentrationsoptimierung

Primerkonzentration | Ansatz Forward- Ansatz Reverse- Ansatz
Forward/Reverse primer/Well primer/Well H.O/
(nM) (c=10 mMm) (c=10 mMm) Well
100/100 0,25 pl 0,25 pl 7,00 pl
100/200 0,25 pl 0,50 pl 6,75 pl
100/300 0,25 pl 0,75 pl 6,50 pl
200/100 0,50 pl 0,25 pl 6,75 pl
200/200 0,50 pl 0,50 pl 6,50 pl
200/300 0,50 pl 0,75 pl 6,25 pl
300/100 0,75 pl 0,25 pl 6,50 pl
300/200 0,75 pl 0,50 pl 6,25 pl
300/300 0,75 pl 0,75 pl 6,00 pl

Als Positivprobe diente ein DNA-Extrakt aus nicht fixiertem porzinem Gewebe
mit der Konzentration von 20 ng/pl. Jedes Well wurde wie in Kapitel 3.5.2 be-
schrieben befullt, anschlieRend die Platte mit Klebefolie verschlossen und im
Thermocyler platziert.

Uber die Software wurde das in Tabelle 5 angegebene Temperaturprogramm
eingegeben, welches am Ende (Schritt 3) eine Schmelzpunktanalyse enthalt.
Diese diente zur Uberprifung, ob tatsachlich nur ein Amplikon bestimmter Lan-
ge gebildet wurde bzw. gab Aufschluss Uber eine eventuelle Bildung von Dime-
ren.

Tabelle 5: Temperaturprogramm zur Optimierung der Primerkonzentration und der An-

nealingtemperatur

Anzahl der
Dauer Temperatur _
Wiederholungen

Schritt 1 3 min 95 °C 1x

20 sec 95 °C
Schritt 2 40 sec X 45 x

10 sec 72 °C
Schritt 3 10 sec X’ 81 x
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X... Temperaturgradient mit T= 61,5; 60,3; 57,4; 55,9; 54,1 und 52,8 °C
X'... Temperaturgradient bei der Schmelzkurvenanalyse: Beginnend bei 55 °C wurde bei jeder
Wiederholung die Temperatur um 0,5 °C erhdht

3.5.4.1 Optimierung der Sondenkonzentration

Zur Optimierung der Sondenkonzentration wurden vier verschiedene Sonden-
konzentrationen im Bereich von 25 bis 200 nM bei drei verschiedenen Annea-
lingtemperaturen um die optimierte Annealingtemperatur der Primer getestet.
Als Primerkonzentration wurden die zuvor ermittelten optimierten Werte ver-
wendet.

Tabelle 6 dient als Uberblick fiir die getesteten Mastermixe.

Tabelle 6: Uberblick uber die getesteten Mastermixe bei der Optimierung der Sondenkon-

zentration
Konzentration Ansatz Ansatz Ansatz

Ansatz

F-Primer/R-Primer/Sonde F-Primer/Well R-Primer/Well Sonde/Well
H,O/ Well

(nM) (c=10 mM) (c=10 mM) (c=1mM)
300/300/25 0,75 ul 0,75 pl 0,625 ul 5,375 ul
300/300/50 0,75 pl 0,75 ul 1,250 pl 4,750 pl
300/300/100 0,75 yl 0,75 ul 2,500 ul 3,500 ul
300/300/200 0,75 yl 0,75 ul 5,000 pl 1,000 pl

Als Positivprobe wurde ein DNA-Extrakt aus nicht fixiertem porzinem Gewebe
mit der Konzentration von 20 ng/ul verwendet. Jedes Well wurde wie in 3.5.2
beschrieben befiillt, anschlieRend die Platte mit Klebefolie verschlossen und im

Thermocyler platziert.

Uber die Software wurde das Temperaturprogramm eingestellt, welches in Ta-

belle 7 angegeben ist.
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Tabelle 7: Temperaturprogramm zur Optimierung der Sondenkonzentration

Anzahl der Wie-
Dauer Temperatur
derholungen
Schritt 1 3 min 95 °C 1x
20 sec 95 °C
Schritt 2 40 sec X 45 x
10 sec 72 °C

X...Temperaturgradient (57,4; 54,9 und 53,1 °C)

3.5.4.2 Bestimmung der Effizienz

Zur Ermittlung der Effizienz wurden DNA-Extrakte (c =20 ng/ul) aus nicht fixier-
tem porzinem Gewebe seriell verdiinnt und diese Losungen mittels des TagMan
Assay analysiert.

Der Tabelle 8 sind die Verdinnungen und die jeweiligen DNA-Konzentrationen

ZuU entnehmen.

Tabelle 8: Eingesetzte DNA-Verdlinnungen zur Ermittlung der Effizienz

Verdlinnung Konzentration (ng/ul)
1 20
1:10 2
1:100 0,2
1:1000 0,02
1:10000 0,002
1:100000 0,0002
1:1000000 0,00002

Die Verdunnungen sowie die Negativproben wurden wie in Kapitel 3.5.2 be-
schrieben in Wells pipettiert, die Platte mit Klebefolie verschlossen, im Thermo-

cyler platziert und analysiert.
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Die Effizienz wurde im Anschluss aus der Steigung der Standardgerade nach

folgender Formel berechnet:

-1
Effizienz [%] = <10<5tei9u"9) - 1) *+ 100

3.5.4.3 Anwendung der entwickelten Methode zur Amplifikation

von DNA aus fixiertem porzinem Gewebe

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden sechs unterschiedliche Proben analysiert:
Drei zu Beginn der praktischen Arbeit nach den in Kapitel 3.2 beschriebenen
Methoden fixierten Schweineherzen sowie drei Proben, die von Dr. Bailer im
Februar 2007 fixiert worden waren.

Fur diese Analysen wurden die zuvor optimierten Werte fur die Primer- und
Sondenkonzentration sowie die optimierte Annealingtemperatur verwendet, wel-

che wie folgt lauteten:

Primerkonzentration (F por Alb-Primer/R por Alb-Primer) (nM): 300/300
Sondenkonzentration (nM): 100

Annealingtemperatur (°C): 54,9

Bei jeder Analyse wurden Positivkontrollen (DNA-Extrakte aus nicht fixiertem
Gewebe) und eine Negativkontrolle (autoklaviertes Wasser) mit aufgetragen.
Diese wurden wie die Proben im Doppel- oder Dreifachansatz pipettiert.

Die Proben und die Positivkontrolle wurden auf DNA-Konzentrationen von 20
ng/ul eingestellt. Konnte dies bei den Proben aufgrund einer zu niedrigen Kon-
zentration nicht durchgefuhrt werden, wurde dies ausgeglichen, indem fur die
jeweilige Probe ein eigener Mastermix hergestellt wurde, bei dem Teile des H,O
durch Probe ersetzt wurden, um auf eine DNA-Absolutmenge von 100 ng/ Well
zu kommen.

Jedes Well wurde wie in 3.5.2 beschrieben befillt, anschlieend die Platte mit

Klebefolie verschlossen und im Thermocyler platziert.
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Anschlie3end wurde das in Tabelle 9 dargestellte Temperaturprogramm in die

Software eingegeben.

Tabelle 9: Temperaturprogramm der PCR-Methode fiir porzine DNA

Anzahl der Wie-
Dauer Temperatur
derholungen
Schritt 1 3 min 95 °C 1x
20 sec 95 °C
Schritt 2 40 sec 549 C 45 x
10 sec 72 °C

3.5.5 Entwicklung einer Real-Time PCR-Methode zur

Amplifikation von DNA aus humanen Geweben

3.5.5.1 Optimierung der Annealingtemperatur sowie der Pri-

merkonzentrationen

Zur Optimierung der Konzentration beider Primerpaare wurden unterschiedliche
Annealingtemperaturen mit insgesamt neun Mastermixen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Forward- und Reverseprimern im Bereich von 100 bis 300
nM getestet. Beim kirzeren Amplikon (122 bp) wurden aufgrund der hohen
Ubereinstimmung mit den Sequenzen der por Alb-Primer nur drei Annealing-
temperaturen (57,4; 54,9 und 53,1 °C) um die bereits optimierte Temperatur des
porzinen DNA-Assays getestet. (siehe Kapitel 3.5.4)

Beim 171 bp Amplikon wurden wiederum sechs unterschiedliche Annealingtem-
peraturen (Temperaturgradient 59,3; 57,4; 54,9; 53,1; 51,8; 51,0 °C) getestet.
Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 5, die Zusammensetzung der einzelnen

Mastermixe in Tabelle 4 in Kapitel 3.5.4.1 angegeben.
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Als Positivprobe diente ein DNA-Extrakt aus nicht fixiertem humanem Gewebe
mit der Konzentration von 20 ng/ul. Jedes Well wurde wie in 3.5.2 beschrieben
beflllt, anschliel3end die Platte mit Klebefolie verschlossen und im Thermocyler
platziert. Das verwendete Temperaturprogramm ist in Tabelle 5 in Kapitel

3.5.4.1 angegeben.

3.5.5.2 Optimierung der Sondenkonzentration

Die Sondenkonzentration fir den TagMan-Assay wurde fir beide Primerpaare
optimiert. Dazu wurden vier verschiedene Sondenkonzentrationen im Bereich
von 25 bis 200 nM bei drei verschiedenen Temperaturen rund um die optimierte
Annealingtemperatur der Primer getestet. Als Primerkonzentration wurden die
zuvor ermittelten optimierten Werte verwendet.

Tabelle 6 in Kapitel 3.5.4.1 zeigt die Zusammensetzung der getesteten Master-

mixe.

Als Positivprobe diente ein DNA-Extrakt aus nicht fixiertem humanem Gewebe
mit der Konzentration von 20 ng/ul. Jedes Well wurde wie in 3.5.2 beschrieben
beflllt, anschliel3end die Platte mit Klebefolie verschlossen und im Thermocyler

platziert.

Das verwendete Temperaturprogramm ist Tabelle 7 in Kapitel 3.5.4.1 zu ent-
nehmen, wobei die getesteten Annealingtemperaturen bei beiden Primerpaaren
59,3; 57,4 und 54,9 °C waren.

3.5.5.3 Bestimmung der Effizienz

Die Bestimmung der Effizienz des entwickelten Assays fur humanes Gewebe
wurde wie in 3.5.4.2 beschrieben durchgefihrt.
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3.5.5.4 Anwendung der entwickelten Methode zur Amplifikation

von DNA aus fixiertem humanem Gewebe

Sofern aus den vom pathologisch-anatomischen Bundesmuseum zur Verfligung
gestellten Herzgewebeproben DNA extrahiert werden konnte, wurden diese L06-
sungen mit der entwickelten Methode auf amplifizierbare DNA untersucht.
Fur die Analysen wurden die zuvor optimierten Bedingungen angewendet.

Fur die hum Alb-Primer (122 bp Amplicon) waren dies:

Primerkonzentration (F hum Alb-Primer/R hum Alb-Primer) (nM): 200/300
Sondenkonzentration (nM): 50

Annealingtemperatur (°C): 57,4

Fur die hum Alb-Primer (171 bp Amplicon) waren dies:

Primerkonzentration (F hum Alb-Primer/R hum Alb-Primer) (nM): 300/200

Sondenkonzentration (nM): 50

Annealingtemperatur (°C): 57,4

Jede Analyse wurde mit Positivkontrollen (DNA-Extrakt aus nicht fixiertem Ge-
webe) und Negativkontrollen (autoklaviertes Wasser) durchgefiihrt und wie die
Proben im Doppel- oder Dreifachansatz durchgeflhrt.

Die Proben und die Positivkontrolle wurden auf DNA-Konzentrationen von 20
ng/ul eingestellt. Konnte dies bei den Proben aufgrund einer zu niedrigen Kon-
zentration nicht durchgefuhrt werden, wurde dies ausgeglichen, indem fir die
jeweilige Probe ein eigener Mastermix hergestellt wurde, bei dem Teile des H,O
durch Probe ersetzt wurde, um auf eine DNA-Absolutmenge von 100 ng/ Well
zu kommen.

Jedes Well wurde wie in 3.5.2 beschrieben beflllt, anschlielend die Platte mit
Klebefolie verschlossen und im Thermocyler platziert.

Anschliel3end wurde das in Tabelle 10 dargestellte Temperaturprogramm in die

Software eingegeben.
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Tabelle 10: Temperaturprogramm der PCR-Methode fur humane DNA

Anzahl der Wie-

Dauer Temperatur
derholungen
Schritt 1 3 min 95 °C 1x
20 sec 95 °C
Schritt 2 40 sec 57,4 C 45 x
10 sec 72 °C
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION
4.1 DNA-Extraktion

Da bei den fixierten humanen Gewebeproben des pathologisch-anatomischen
Museums keine vollstandige Dokumentation vorliegt, und damit genaue Fixie-
rung, Aufbewahrungslésung, eventuelle Umbettungen oder Nachfixierungen der
Proben nicht bekannt sind, wurde zu Beginn der Diplomarbeit porzines Herzge-
webe unter normierten Bedingungen mit drei Fixiermethoden konserviert. Au-
Rerdem wurde auf porzine Gewebeproben zuriickgegriffen, die bereits 2007 un-
ter gleichen Bedingungen mit den drei Fixiermethoden konserviert worden wa-
ren. Anhand der 2007 fixierten Proben wurde auch getestet, ob verschiedene
Extraktionsvarianten eine Auswirkung auf die Qualitat der extrahierten DNA und
somit auf die Amplifizierbarkeit mit der PCR-Methode haben.

Details zur Fixierung des porzinen Herzgewebes sind im Kapitel 3.2 zu finden.

Die DNA-Extraktion aus nicht fixierten und fixierten porzinen und humanen Ge-
weben erfolgte wie in Kapitel 3.3 beschrieben mittels der CTAB-Methode, Vari-
anten der CTAB-Methode, der Hot Alkaliextraktion und zwei kommerziell erhalt-

lichen Kits.

4.1.1 DNA-Extraktion aus nicht fixiertem porzinem Ge-

webe

Zu Beginn der Diplomarbeit wurde DNA aus nicht fixiertem porzinem Gewebe
mit zwei DNA-Extraktionsmethoden isoliert, zum einen mit der CTAB-Methode,
zum anderen mit einem kommerziell erhaltlichen Kit. Die Details zur Homogeni-
sierung sind in Kapitel 3.3.2, die experimentellen Details in den Kapiteln 3.3.3
und 3.3.6 beschrieben.

Mit der CTAB Methode konnten bis auf wenige Ausnahmen gute Ergebnisse
beziglich Reinheit und Konzentration der DNA erreicht werden. Auch die Ex-

traktion mit dem Kit lieferte diesbezlglich zufriedenstellende Ergebnisse.
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Die Tabellen 11 und 12 geben die Reinheit und Konzentration der Extrakte aus
nicht fixiertem porzinem Gewebe mit der CTAB-Methode und dem Kit wieder.
Die Details zur Berechnung der Reinheit und der Konzentration sind in Kapitel
3.4 beschrieben.

Tabelle 11: Reinheit und Konzentration der mittels der CTAB-Methode aus nicht fixiertem

porzinem Gewebe extrahierten DNA

Einwaage zur Einwaage zur : : DNA-
Homogen?sierung Extrakgtion Eelr}gelt Konz. ”r?o[r)nl\:)A/ 1&%&9

[mg] [mg] 20020 | [ng/ul] J

156 96 1,92 50,00 5,21
156 104 1,62 31,50 3,03
149 104 1,68 63,75 6,13
149 102 1,15 91,25 8,95
146 109 1,28 23,75 2,18
146 128 / / /

148 107 2,08 41,50 3,88
148 113 1,07 47,25 4,18
155 108 1,43 50,00 4,63
155 110 1,27 83,50 7,59
153 100 / / /

153 112 1,47 29,75 2,66
152 134 2,36 53,00 3,96
152 139 1,38 84,25 6,06
158 130 2,25 38,25 2,94
158 119 2,80 80,50 6,76
150 125 1,97 45,25 3,62
150 137 1,52 57,50 4,20
156 116 0,97 21,00 1,81
156 132 1,27 112,75 8,54
151 108 1,37 188,75 17,48
151 105 1,74 23,00 2,19
155 106 2,00 109,75 10,35
155 114 1,92 112,50 9,87
157 117 1,70 121,75 10,41
157 111 1,50 95,50 8,60
156 131 1,86 65,00 4,96
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Fortsetzung Tabelle 11: Reinheit und Konzentration der mittels der CTAB-Methode aus

nicht fixiertem porzinem Gewebe extrahierten DNA

156 101 1,23 40,00 3,96
156 130 1,95 131,50 10,12
156 131 2,04 170,00 12,98

/... Ay nicht messbar
|:| ... fir PCR-Analyse verwendet

Tabelle 12: Reinheit und Konzentration der mit dem QlAamp® DNA Mini Kit aus nicht fi-

xiertem porzinem Gewebe extrahierten DNA

Einwaag_e ZUT 1 Reinheit | DNA-Konz. Mg DNA/ 100 mg
Extraktion Assol/Aso [ng/ul] homogenisierter
[mg] Probe
32 1,76 15,10 18,88
24 1,86 24,50 40,83
24 1,82 10,40 17,33
30 1,70 22,20 29,60
20 1,73 26,60 53,20
23 1,77 16,80 29,22
25 1,74 18,75 30,00
39 1,82 17,50 17,95
26 1,44 18,00 27,69

Mit der CTAB-Methode konnte die angestrebte DNA-Konzentration von 20 ng/ul
sowie eine Reinheit zwischen 1,6 und 2,2 bei fast allen Extraktionsansatzen er-
reicht werden. Die erhaltene Menge an DNA je 100 mg homogenisierter Probe
variierte zum Teil sehr stark und betrug zwischen 2 und 20 ug.

Die Extraktion mit dem QIAamp® DNA Mini Kit lieferte gréRtenteils DNA-
Konzentrationen unter 20 ng/ul, die Ausbeute an DNA je 100 mg homogenisier-
ter Probe war jedoch durchwegs gréf3er und lag im Bereich von 17 bis 53 pug.
Der Grund fur die niedrige Konzentration liegt in der zweimaligen Elution der
DNA mit jeweils 200 ul Buffer AE. Durch Verwenden eines kleineren Elutionsvo-
lumens wirde die Konzentrationen tber 20 ng/ul liegen. Dennoch waren alle er-

haltenen DNA-Extrakte fur eine PCR-Analyse verwendbar, weil die zu geringe
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Konzentration durch den Ersatz von Wasser durch Probelésung im Mastermix
ausgeglichen werden konnte (siehe Kapitel 3.5.2).

Basierend auf den oben angefiihrten Ergebnissen wurden zunachst beide Ex-
traktionsmethoden zur Extraktion von DNA aus Formalin fixiertem porzinem

Gewebe verwendet.

4.1.2 DNA-Extraktion aus Formalin fixiertem porzinem

Gewebe

4.1.2.1 Frisch fixiertes Gewebe

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde frisches porzines Gewebe mit drei unter-
schiedlichen Fixiermethoden unter normierten Bedingungen konserviert. Die De-
tails zu den verwendeten Fixierungsmethoden sowie der Durchfiihrung der Fi-
xierungen sind in Kapitel 3.2 beschrieben.

An den fixierten porzinen Geweben wurden jeweils zwei unterschiedliche Ex-
traktionsmethoden (CTAB-Methode und Kit) angewendet, und diese Methoden
miteinander verglichen. Die Details zur Durchfiihrung der Extraktionsmethoden
sind in den Kapiteln 3.3.3 und 3.3.6. beschrieben.

In Tabelle 13 sind die Resultate zusammengefasst, die bei der Extraktion aus

nach der Kaiserlingmethode fixiertem porzinem Gewebe erhalten wurden.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Extraktion aus frisch fixiertem porzinem Gewebe. (Fixie-

rungsmethode: Kaiserling)

. Einwaage Einwaage . . DNA- | M9 DNA/
Extraktions- | zur Homo- zur Reinheit 100 mg
methode genisierung | Extraktion | Azso/Azs0 Konz. homog.
[mg] [mg] [ng/pl] Probe
152 129 2,00 21,50 1,67
152 124 2,55 60,50 4,88
157 127 / / /
157 101 / / /
155 118 / / /
155 113 1,09 19,00 1,68
155 114 2,10 30,50 2,68
CTAB 152 121 1,94 42,75 3,53
152 125 1,97 63,50 5,08
152 136 2,07 66,25 4,87
151 123 1,78 53,00 4,31
151 111 2,36 78,00 7,03
151 134 1,91 33,50 2,50
154 117 1,75 70,00 5,98
154 105 2,31 38,75 3,69
154 123 2,39 27,75 2,26
DNA Mini 24 - 1,75 23,35 19,46
Kit
23 - 1,71 22,50 19,57

/... Aygo nicht messbar

-...kein Aliquot, sondern das gesamte homogenisierte Gewebe zur Extraktion verwendet
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

In Tabelle 14 sind die Resultate zusammengefasst, die bei der Extraktion aus

mit Neutralformol fixiertem porzinem Gewebe erhalten wurden.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Extraktion aus frisch fixiertem porzinem Gewebe (Fixierungs-

methode: Neutralformol)

. Einwaage Einwaage . . DNA. | M9 DNA/
Extraktions- zur Homo- zur Reinheit 100 mg
methode genisierung | Extraktion Aoeol Azgo Konz. homog.
[mg] [mg] [ng/pl] Probe

153 114 2,21 47,00 4,12

153 124 2,21 12,75 1,03

153 129 2,30 7,50 0,58

153 110 2,13 21,25 1,93

CTAB 155 116 2,00 55,75 4,81

155 105 1,98 33,25 3,17

155 110 2,02 36,50 3,32

153 121 2,46 65,25 5,39

153 151 1,82 47,00 3,11

153 125 1,67 31,00 2,48

24 - 1,78 26,35 21,96

DNA Mini Kit
23 - 1,72 25,85 22,48

-...kein Aliquot, sondern das gesamte homogenisierte Gewebe zur Extraktion verwendet
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Tabelle 15 gibt die Reinheit und Konzentration der DNA an, die aus mit der Mu-

seumsmethode fixiertem porzinem Gewebe mit der CTAB-Methode und dem

DNA Mini Kit extrahiert wurde.

Tabelle 15: Ergebnisse der Extraktion aus frisch fixiertem porzinem Gewebe (Fixierung

mit der Museumsmethode)

Einwaage Einwaage DNA- | M9 DNA/
Extraktions- | zur Homo- zur Reinheit K 100 mg
. . onz.
methode genisierung | Extraktion | Azso/Azs0 [ng/ul] homog.
[mg] [mg] gu Probe
156 108 2,24 14,00 1,30
156 116 1,70 33,50 2,89
CTAB ’ : :
152 104 1,00 53,75 517
152 123 4,60 80,00 6,50
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Fortsetzung Tabelle 15: Ergebnisse der Extraktion aus frisch fixiertem porzinem Gewebe

(Fixierung mit der Museumsmethode)

153 108 1,52 6,50 0,60
153 114 1,31 10,50 0,92
153 111 1,77 51,75 4,66
CTAB 153 117 1,61 38,25 3,27
153 115 1,42 25,25 2,20
153 105 / / /
22 -
DNA Mini Kit 1,67 32,62 29,65
24 = 1,67 38,55 32,13

/... Aygo nicht messbar
-...kein Aliquot, sondern das gesamte homogenisierte Gewebe zur Extraktion verwendet
|:| ... fir PCR-Analyse verwendet

Vergleicht man die Ergebnisse mit jenen, die mit nicht fixiertem Gewebe erhal-
ten wurden, zeigt sich, dass bei fixierten Proben bei allen drei Fixierungen eine
viel geringere Ausbeute an DNA je 100 mg homogenisierter Probe erzielt wurde.
Mit der CTAB-Methode wurden nur DNA-Mengen von 0,6 bis 7 pug je 100 mg
homogenisierter Probe erreicht. Auch die Reinheit lag bei allen drei Fixierungen
nicht immer im gewiinschten Bereich.

Vergleicht man die Ergebnisse fir die drei Fixierungsmethoden untereinander,
SO zeigt sich, dass bei mit Kaiserlinglosung und Neutralformol fixiertem porzi-
nem Gewebe mit der CTAB-Methode 6fter deutlich bessere Ergebnisse erhalten
wurden als bei jenem Gewebe, das mit der Museumsmethode fixiert wurde.

Bei der Extraktion mit dem QIlAamp® DNA Mini Kit ergab sich ein &hnlicher
Trend, wenngleich bei der Reinheit der extrahierten DNA bei fixierten und nicht
fixierten Geweben &hnliche Ergebnisse erzielt wurden. Die erhaltene DNA-
Menge je 100 mg homogenisierter Probe lag beim DNA Mini Kit zwischen 19,5
und 32 ug, und damit unter den Mengen die aus nicht fixiertem Gewebe erhal-

ten wurden.
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4.1.2.2 2 Jahre alte, fixierte Gewebe

Die Tabellen 16 bis 18 zeigen die Ergebnisse, die bei der Extraktion von zwei

Jahre altem fixiertem porzinem Gewebe erhalten wurden.

Tabelle 16: Ergebnisse der Extraktion mit der CTAB-Methode aus 2007 bei der nach Kai-

serling fixiertem porzinem Gewebe.

Einwaage Einwaage . . DNA.-

zur Homo- zur Reinheit Mg DNA/ 100 mg
. . Konz.

genisierung | Extraktion | Auso /Azgo [ng/ul] homog. Probe
[mg] [mg]
153 106 1,93 32,25 3,04
153 107 1,85 22,25 2,08
153 111 1,51 12,50 1,13
150 115 2,03 26,00 2,26
150 136 1,99 51,76 3,81
150 121 1,21 12,75 1,05
160 111 1,76 22,50 2,03
160 102 1,46 26,75 2,62
160 111 1,00 13,25 1,19

[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Tabelle 17: Ergebnisse der Extraktion mit der CTAB-Methode aus 2007 mit Neutralformol

fixiertem porzinem Gewebe.

Einwaage Einwaage _ _ DNA-
zur Homo- zur Reinheit Mg DNA/ 100 mg
genisierung | Extraktion | Azso /A2s0 KO?ZI' homog. Probe
[mg] [mg] okl
150 109 1,68 22,75 2,09
150 128 1,67 31,00 2,42
150 107 1,57 13,00 1,21
153 148 / / /
153 108 / / /
153 117 / / /
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Tabellel7: Ergebnisse der Extraktion mit der CTAB-Methode aus 2007 mit Neutralformol

fixiertem porzinem Gewebe.

157 110 2,13 27,75 2,52
157 108 1,84 18,00 1,67
157 110 1,83 17,00 1,55

/... Aygo nicht messbar
[ ] ..fur PCR-Analyse verwendet

Tabelle 18: Ergebnisse der Extraktion mit der CTAB-Methode und 2 getesteten Varianten

aus 2007 mit nach der Museumsmethode fixiertem porzinem Gewebe.

_ Einwaage Einwaage _ _ DNA- | M9 DNA/
Extraktions- I—!qmo- zur Reinheit Konz. 100 mg
methode genisierung | Extraktion | Aazeo /A2g0 [ng/ul] homog.
[mg] [mg] Probe
155 101 / / /
155 99 / / /
155 107 / / /
153 100 1,00 3,25 0,33
153 105 / / /
153 102 1,27 3,50 0,34
151 108 1,90 5,25 0,49
CTAB 151 136 2,60 7,25 0,53
151 126 2,00 10,00 0,79
152 111 2,10 7,50 0,68
152 104 1,70 13,25 1,27
152 120 1,09 14,25 1,19
154 107 1,57 7,50 0,70
154 106 / / /
154 122 1,05 4,50 0,37
154 111 / / /
CTAB V1 154 105 / / /
154 108 / / /
157 119 / / /
CTAB V2 157 121 / / /

/... Aygo nicht messbar
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet
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Fur die mit der Kaiserlingmethode und mit Neutralformol fixierten Gewebe wur-
den ahnliche Ergebnisse erzielt wie bei den frisch fixierten Proben. Bei den
meisten Proben wurde mit der CTAB-Methode eine ausreichende Reinheit der
DNA-Extrakte erzielt. Die Konzentration der DNA-Extrakte lag zwischen 1 und 4
Mg je 100 mg homogenisierter Probe.

Bei dem nach der Museumsmethode fixierten Gewebe wurde im Vergleich zur
frisch fixierten Probe eine deutlich schlechtere DNA-Ausbeute erzielt. Das Ver-
haltnis von Ass zu Azgo Wwar oftmals aulRerhalb des angestrebten Bereichs. Mit
der CTAB Methode konnte bei dieser Probe kein DNA-Extrakt mit einer Kon-
zentration >20 ng/ul gewonnen werden.

Aus diesem Grund wurde in der Folge die CTAB Methode abgewandelt. Dazu
wurde zunéchst die Verdauzeit verlangert (CTAB V1 und CTAB V2, siehe Kapi-
tel 3.3.4.1 und 3.3.4.2). Da dies bei der nach der Museumsmethode fixierten
Probe ebenfalls keinen Erfolg zeigte, wurden bei den folgenden Extraktionen
100 mg Gewebe homogenisiert und das gesamte homogenisierte Gewebe zur
Extraktion verwendet (siehe Kapitel 3.3.2). Zusatzlich wurden weitere Varianten
der CTAB-Methode getestet. Dies waren eine dreistufige Verdauvariante (CTAB
V4, siehe Kapitel 3.3.4.4), eine Variante mit zusatzlichem Inkubationsschritt vor
dem Zellverdau (CTAB V6, siehe Kapitel 3.3.4.6) sowie eine Variante mit dem
Detergens SDS im Extraktionspuffer (CTAB V7, siehe Kapitel 3.3.4.7). Ein

Uberblick Gber die getesteten Varianten ist in Tabelle 2 in Kapitel 3.3 zu finden.
Die Tabellen 19 bis 21 zeigen die Ergebnisse der getesteten Extraktionsvarian-

ten und der Kits fur die mit den verschiedenen Methoden im Jahr 2007 fixierten

porzinen Gewebe.
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Tabelle 19: Ergebnisse der Extraktion mit den CTAB-Varianten und den Kits fur das 2007

nach Kaiserling fixierte porzine Gewebe.

Einwaage DNA-
Extraktions- zur Reinheit ug DNA/ 100 mg
. Konz.
methode Extraktion Ao 1A250 Gewebe
[ng/ul]
[mg]
97 1,86 116,00 11,96
CTAB 100 1,70 187,50 18,75
102 1,82 69,50 6,81
CTAB V1 102 2,10 58,25 571
99 1,87 195,00 19,70
CTAB V4 100 1,65 191,25 19,13
105 1,89 233,50 22,24
CTAB V6 109 1,73 75,75 6,95
108 1,86 297,00 27,50
101 1,97 87,75 8,69
CTAB V7 96 1,56 56,25 5,86
108 1,74 115,25 10,67
26 1,23 21,05 8,10
. 24 1,29 21,25 8,85
DNA Mini Kit 24 164 22,50 9,38
23 1,47 26,75 11,63
) 31 1,91 57,00 9,19
DNA FFPE Kit 27 201 35,75 6,62

[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Der Einsatz einer grofReren Probemenge zur DNA-Extraktion zeigte bei der
CTAB-Methode den gewtinschten Effekt. Die erforderliche Reinheit und Kon-
zentration der DNA wurde erreicht.

Die Verlangerung der Verdauzeit von 2 h auf 24 h (CTAB V1) bzw. 48 h (CTAB
V2) fuhrte ebenso zu brauchbaren Ergebnissen, schnitt im Vergleich zur Stan-
dardmethode bezlglich der extrahierten DNA-Menge aber schlechter ab. Der
drei Stufenverdau (CTAB V4) und eine 1 h Inkubation bei 90 °C vor dem Zell-
verdau (CTAB V6) lieferten im Vergleich zur urspringlichen CTAB-Methode ho-
here DNA-Ausbeuten. Die Zugabe von SDS zum Extraktionspuffer (CTAB V7)

lieferte ebenfalls DNA-Extrakte ausreichender Qualitat.

Die Extraktion mit dem QlAamp® DNA Mini Kit filhrte zwar ebenfalls zu geni-
gend konzentrierten DNA-Extrakten, diese zeigten aber tendenziell eine gerin-
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gere Reinheit (A2s0/Azg0 zWischen 1,2 und 1,6). Auch der speziell fir Formalin fi-
xierte Gewebe entwickelte DNA FFPE Kit erbrachte ausreichend konzentrierte
DNA-Extrakte mit sehr hoher Reinheit.

Tabelle 20: Ergebnisse der Extraktion mit den CTAB-Varianten und den Kits aus 2007 mit

Neutralformol fixiertem porzinem Gewebe.

Einwaage DNA-
Extraktions- zur Reinheit ug DNA/ 100 mg
. Konz.
methode Extraktion Ao /1A2g0 Gewebe
[ng/ul]
[mg]
104 1,85 141,75 13,63
CTAB 104 1,96 109,75 10,55
103 1,80 90,25 8,76
CTAB V1 106 1,94 74,75 7,05
114 1,94 95,00 8,33
CTAB V4 114 2,10 158,25 13,88
101 1,21 15,75 1,56
CTAB V6 113 1,53 23,75 2,10
102 1,72 25,50 2,50
109 1,36 21,50 1,97
CTAB V7 104 2,05 31,75 3,05
108 1,90 20,00 1,85
24 1,30 9,65 4,02
. 25 1,49 14,50 5,80
DNA Mini Kit 25 154 8.05 3,22
23 1,58 12,00 5,22
) 28 1,34 31,50 5,63
DNA FFPE Kit 30 142 13,50 225

[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Die Ergebnisse fiur mit Neutralformol fixiertes porzines Gewebe waren &hnlich
jenen, die fur nach Kaiserling fixiertes Gewebe erhalten wurden. Durch Erh6-
hung der Probemenge konnte auch hier die Konzentration des erhaltenen DNA-
Extrakts erhoht werden. Eine langere Verdauzeit (CTAB V1) fuhrte jedoch nicht
zu besseren DNA-Ausbeuten. Der drei Stufenverdau (CTAB V4) lieferte bei die-
ser Probe ahnliche Ergebnisse wie die urspringliche CTAB-Methode. Die Ver-

langerung der Inkubationszeit und eine Erhéhung der Temperatur (CTAB V6)
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sowie wie die Zugabe von SDS zum Extraktionspuffer (CTAB V7) hatten keine
Verbesserung der DNA-Extraktion zur Folge.

Der DNA Mini Kit lieferte tberwiegend zu niedrig konzentrierte DNA-Extrakte mit
vergleichsweise niedriger Reinheit. Die Extraktion mit dem DNA FFPE Kit fuhrte
zu ausreichend konzentrierten DNA-Extrakten, jedoch waren auch hier die

Reinheiten vergleichsweise schlecht.

Tabelle 21: Ergebnisse der Extraktion mit den CTAB-Varianten und den Kits aus 2007 mit

der Museumsmethode fixiertem porzinem Gewebe.

_ Einwaage _ _ DNA.-
Extraktions- zur Reinheit ug DNA/ 100 mg
methode Extraktion Azs0 1A250 Konz. Gewebe
[ng/ul]
[mg]
104 1,90 106,25 10,22
113 1,56 39,50 3,50
CTAB 102 1,87 84,25 8,26
100 1,94 40,75 4,08
105 1,96 14,75 1,40
103 3,30 31,50 3,06
CTAB V1 107 1,90 14,25 1,33
97 2,00 30,75 3,17
CTAB V4 118 1,89 65,25 5,53
103 / / /
CTAB V6 110 1,09 3,00 0,27
113 2,00 19,50 1,73
100 1,78 12,50 1,25
CTAB V7 112 / / /
108 1,82 21,00 1,94
25 1,22 9,20 3,68
. 23 1,17 8,75 3,80
DNA Mini Kit 26 1,64 9,70 3,73
25 1,79 6,65 2,66
25 / / /
DNA FFPE KIT 27 2,08 19,75 3,66

/... Aygo nicht messbar
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Fur das porzine Gewebe, das nach der Museumsmethode fixiert wurde, wurde

im Vergleich zu den anderen Fixierungen die schlechtesten Extraktionsergeb-
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nisse erhalten. Generell war die Konzentration der DNA-Extrakte deutlich nied-
riger bzw. die Reinheit der DNA haufig auf3erhalb des angestrebten Bereichs.

Auch hier fuhrte die grél3ere Probenmenge bei der Extraktion zu besseren Er-
gebnissen bezuglich Reinheit und Konzentration. Wie bei den beiden anderen
fixierten Geweben fuhrte eine langere Verdauzeit (CTAB V1) nicht zu héheren
DNA-Ausbeuten. Die Extraktionsmethoden CTAB V4, CTAB V6 und CTAB V7
lieferten DNA-Extrakte mit einer Konzentration zwischen 3 und 65 ng/ul. Die
Reinheit der Extrakte lag jedoch 6fters aul3erhalb des angestrebten Bereichs.

Die Extraktion mit dem DNA Mini Kit war hingegen nicht erfolgreich, da die
DNA-Extrakte zum einen zu gering konzentriert und zum anderen auf Grund
der Reinheit nicht fur die PCR-Analyse verwendbar waren. Die Extraktion mit
dem DNA FFPE Kit lieferte in einem Fall einen DNA-Extrakt mit hoher Reinheit

und ausreichender DNA-Konzentration.

4.1.3 DNA-Extraktion aus nicht fixiertem humanem Ge-

webe

Das nicht fixierte, humane Gewebe wurde vom pathologisch-anatomischen Mu-
seum zur Verfligung gestellt und stammte von einem kurz zuvor verstorbenen,
alteren européischen Mann (siehe Kapitel 3.1.2). Die DNA-Extraktion aus nicht
fixiertem humanem Gewebe mit der CTAB-Methode wurde, wie im Kapitel 3.3.3

beschrieben, durchgefihrt.

Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse, die bei der Extraktion mit der CTAB-Methode

aus nicht fixiertem humanem Gewebe erhalten wurden.
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Tabelle 22: Ergebnisse der Extraktion mit der CTAB-Methode aus nicht fixiertem huma-

nem Gewebe.

Einwaage zur Einwaage zur : . DNA-
Homogen?sierung Extrakgtion Eelr;Zelt Konz. ”r?o[r)nl\:)A/ 1&%&9

[mg] [mg] 0075200 | [ngy/pl] J

155 107 2,04 127,75 11,94
155 111 2,75 24,75 2,23
155 126 1,50 27,00 2,14
154 121 1,98 83,00 6,86
154 105 2,05 72,50 6,90
154 106 2,27 45,50 4,29
152 112 1,99 164,25 14,67
152 114 1,92 107,75 9,45
152 122 1,89 48,25 3,95
154 119 2,10 112,75 9,47
154 120 1,78 122,50 10,21
154 106 2,21 166,75 15,73
155 106 1,88 78,75 7,43
155 126 1,94 149,25 11,85
155 114 2,03 76,75 6,73
153 116 1,78 109,00 9,40
153 110 1,86 107,50 9,77
153 112 1,90 84,25 7,52

[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Die Extraktion der DNA mit der CTAB-Methode aus nicht fixiertem humanem
Gewebe funktionierte sehr gut. Obwohl die extrahierten DNA-Mengen zwischen
2 und 16 pg pro 100 mg homogenisiertem Gewebe schwankten, konnte bei je-
der durchgefuhrten Extraktion ein Extrakt erhalten werden, der beziglich Rein-
heit und DNA-Konzentration die Anforderungen fiir einen PCR-Assay erflllte.

Um den Einfluss verschiedener Parameter bei der Extraktion auf die Ausbeute
und Reinheit der DNA zu prufen, wurden unterschiedliche Varianten der CTAB-
Methode getestet. Aufgrund der Ergebnisse der Extraktion der DNA aus fixier-
tem porzinem Gewebe (siehe Kapitel 4.1.2), wurden die Varianten, die zu keiner
wesentlichen Verbesserung fuhrten (CTAB V1 und CTAB V2), nicht angewen-
det. Auch die Extraktion mit dem DNA Mini Kit wurde nicht durchgefuhrt. Statt
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dessen wurden eine Variante mit verlangerter Lysiszeit bei herabgesetzter
Temperatur (CTAB V3, siehe Kapitel 3.3.4.3), eine Variante mit einem zusatzli-
chen Inkubationsschritt nach dem Zellverdau (CTAB V5, siehe Kapitel 3.3.4.5),
eine Extraktionsmethode mit alkalischem Zellverdau (Hot Alkaliextraktion, siehe
Kapitel 3.3.5) sowie ein Kit fur Formalin fixiertes Paraffin eingebettetes Gewebe
(siehe Kapitel 3.3.7) getestet. Weiters wurden die Varianten Dreistufenverdau
(CTAB V4, siehe Kapitel 3.3.4.4), 1h Inkubation bei 90 °C vor dem Zellverdau
(CTAB V6, siehe Kapitel 3.3.4.6) und die Zugabe von SDS zum Extraktionspuf-
fer (CTAB V7, siehe Kapitel 3.3.4.7) angewendet. Die Ergebnisse sind in Tabel-

le 23 zusammengefasst.

Tabelle 23: Ergebnisse der Extraktionen mit unterschiedlichen Extraktions-Methoden fiir

nicht fixiertes humanes Gewebe.

_ Einwaage _ _ DNA-
Extraktions- zur Reinheit Konz. ug DNA/ 100 mg

methode Extraktion A260/A280 Gewebe
ima [ng/ul]
27 1,81 86,25 31,94

CTAB VS 27 1,85 78,50 29,07
24 1,95 307,50 128,13

CTAB V4 29 1,80 516,75 178,19
117 1,78 161,25 13,78
113 1,77 75,00 6,64

CTAB V5 113 1,96 96,25 8,52
109 1,74 108,75 9,98
122 / / /
103 1,85 348,75 33,86
106 1,75 163,25 15,40

CTAB V6 114 / / /
125 1,59 155,00 12,40
104 1,86 262,75 25,26
102 1,87 467,00 45,78
107 1,62 500,25 46,75
109 1,54 571,00 52,39
116 1,94 297,75 25,67

CTAB V7 113 1,85 113,75 10,07
109 2,06 121,50 11,15
106 1,83 70,50 6,65
117 1,71 46,75 4,00
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Fortsetzung Tabelle 23: Ergebnisse der Extraktionen mit unterschiedlichen Extraktions-

Methoden fir nicht fixiertes humanes Gewebe.

Hot Alkali 98 1.06 8.00 0.82

0.5 % SDS 103 194 8.25 0.80
Hot Alkali 102 / / /

1.0 % SDS 116 179 13.00 112

. 31 184 34275 55.28

DNA FFPE Kit 30 1.92 333,00 55 50

/... Aygo nicht messbar

Mit einer 72-stiindigen Verdauzeit und einer anschliel3enden Inkubation bei 90
°C (CTAB V5) wurden ahnliche Ergebnisse erzielt wie mit der urspringlichen
Methode. Die anderen Varianten lieferten zum Teil h6here DNA-Ausbeuten. Be-
sonders gute Ergebnisse konnten mit dem 3 Stufenverdau (CTAB V4) und
durch die Zugabe von SDS zum Extraktionspuffer (CTAB V7) erzielt werden.
Beim 3 Stufenverdau konnten DNA-Ausbeuten von 128 bis 178 ug je 100 mg
Gewebe erzielt werden, durch die Zugabe von SDS 4 bis 52 ug pro 100 mg
Gewebe.

Der DNA FFPE Kit lieferte @ahnlich gute Ergebnisse, mit einer DNA-Ausbeute
von 55 ug pro 100 mg Gewebe und einer hohen Reinheit.

Lediglich die Hot Alkaliextraktion erwies sich als nicht erfolgreich. Keiner der
Extraktionsanséatze fuhrte zu einem DNA-Extrakt mit ausreichend hoher Reinheit

und Konzentration.

4.1.4 DNA-Extraktion aus fixiertem humanem Gewebe

Bei den fixierten humanen Proben handelte es sich um sechs verschiedene fi-
xierte Herzgewebe unterschiedlichen Alters. Die Auswahl der Proben erfolgte
hinsichtlich ihres Alters, um etwaige altersbedingte Einflisse auf die DNA-
Extraktion erkennen zu kénnen. Insgesamt wurden im Verlauf der Diplomarbeit
dreimal Proben aus den bereitgestellten Herzgeweben entnommen, um die aus
der 1. Probenahme gewonnenen Ergebnisse zu Uberprifen. Die weiteren expe-

rimentellen Details sind in Kapitel 3.1.2 angegeben.
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Die DNA-Extraktion aus den vom pathologisch-anatomischen Bundesmuseum
zur Verfugung gestellten Proben erwies sich als gro3e Herausforderung. Die
Schlusselstelle einer erfolgreichen DNA-Extraktion war der erfolgreiche Verdau
des Gewebes, der in vielen Fallen nicht vollstandig erreicht werden konnte.

Um den vollstandigen Verdau des Gewebes zu bewirken, wurden unterschiedli-
che Varianten der CTAB-Methode ausprobiert. So wurden neben der Standard
Methode (CTAB-Methode, siehe Kapitel 3.3.3) eine Variante mit verlangerter
Verdauzeit bei niedrigerer Temperatur (CTAB V3 siehe Kapitel 3.3.4.3), die Va-
riante Dreistufenverdau (CTAB V4, siehe Kapitel 3.3.4.4), eine Variante mit ver-
langerter Verdauzeit und einem zusatzlichen Inkubationsschritt bei 90 °C nach
dem Zellverdau (CTAB V5, siehe Kapitel 3.3.4.5), eine Variante mit 1h Inkubati-
onsschritt bei 90 °C vor dem Zellverdau (CTAB V6, siehe Kapitel 3.3.4.6), eine
Variante mit verlangerter Verdauzeit und Zugabe von SDS zum Extraktionspuf-
fer (CTAB V7, siehe Kapitel 3.3.4.7), die Hot Alkaliextraktion (siehe Kapitel
3.3.5) sowie ein kommerzieller Kit (siehe Kapitel 3.3.7) getestet.

Da die Varianten CTAB V1 und CTAB V2 bei fixiertem porzinem Gewebe (siehe
Kapitel 4.1.2) zu keiner wesentlichen Verbesserung der Extraktion fuhrten, wur-
den diese Varianten an den in begrenzter Menge vorliegenden fixierten huma-
nen Proben nicht angewendet. Aus diesem Grund wurde auch die Extraktion mit
dem DNA Mini Kit nicht durchgefuhrt.

Aufgrund der limitierten Probemenge wurde eine Methode zuerst anhand eines
Praparats getestet. Nur bei einem erfolgreichen Ergebnis bei zumindest einem
Extraktionsansatz wurde die Methode auf die restlichen finf Proben angewen-
det.

In den Tabellen 24 bis 29 sind die Ergebnisse der Extraktionsvarianten fur die

einzelnen Museumsproben zusammengefasst.

Tabelle 24: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fiir das Museumspra-
parat 504 (Fixierung vor 1820)

Einwaage

Extraktions- zur Reinheit DNA- ug DNA/ 100
. Konz
methode Extraktion Asgo 1Ag0 [ng/plj mg Gewebe
[mg]
105 / / /
CTAB
101 / / /

83



Fortsetzung Tabelle 24: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fir das

Museumspréaparat 504 (Fixierung vor 1820)

CTAB 108
30
27
32
31
112
108
104
103
104
120
100
CTAB V6 113
120
99
CTAB V7 1. Probenahme 124
106
113
113
103
114
104
109
109 2
100
107
114
CTAB V7 3. Probenahme 103
117
101
101
97
28 1,73 51,00 9,11
29 1,61 33,50 5,78

CTAB V3

CTAB V4

CTAB V5

CTAB V7 2. Probenahme

~ |~~~ |~~~ ~|~[~] ==~~~ =~~~ ~|~|~=|~|~|~|~|~]|~

~ |~~~ ~|~[~|~|~|N|~]~|~[~|~|~|~|~[~|~|~|~|~|~|~[~|~|~|~|~[~]|~|~
~| ==~~~ ~=N =]~ ~[=|~|~| |~~~ ~|~|~|~[~|~|~|~|~[~]|~|~

~

DNA FFPE Kit

/... Ay nicht messbar
|:| ... fir PCR-Analyse verwendet

Bei der altesten zur Verfiigung gestellten Gewebeprobe waren alle Extraktions-

versuche mit der CTAB-Methode sowie alle ihre Varianten erfolglos. Das
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Hauptproblem war, wie bereits oben erwéahnt, dass das Gewebe nicht verdaut
werden konnte.

Die Extraktion mit dem DNA FFPE Kit war hingegen erfolgreich und es konnten
DNA-Extrakte ausreichender Reinheit und hoher Konzentration gewonnen wer-
den. Da bei dieser Methode der Verdau des Gewebes funktionierte, ist anzu-
nehmen, dass der im Kit enthaltene Extraktionspuffer (ATL) besser fir den Ver-

dau des Gewebes geeignet ist als der CTAB-Extraktionspuffer.

Tabelle 25: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fir das Museumspréa-
parat 2371 (Fixierung 1850/51)

Einwaage DNA-
Extraktions- zur Reinheit Konz ug DNA/ 100
methode Extraktion Asgo 1Asg0 ; mg Gewebe
[ng/ul]
[mg]
105 / / /
CTAB 100 / / /
106 / / /
103 / / /
107 / / /
107 / / /
CTAB V5
98 / / /
110 1,36 3,75 0,17
110 / / /
112 / / /
CTAB V6 120 / / /
117 / / /
114 / / /
CTAB V7 1. Probenahme 124 / / /
104 / / /
114 3,20 4,00 0,18
106 1,10 10,00 0,47
103 / / /
CTAB V7 2. Probenahme
102 2,40 3,00 0,15
106 1,11 3,00 0,14
108 1,26 3,00 0,14
100 / / /
105 / / /
100 1,75 3,50 0,18
CTAB V7 3. Probenahme
99 / / /
114 / / /
110 / / /
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Fortsetzung Tabelle 25: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fur das

Museumspréaparat 2371 (Fixierung 1850/51)

97 / / /
CTAB V7 3. Probenahme 107 / / /
103 / / /
) 28 2,00 46,75 8,35
DNA FFPE Kit
28 2,00 17,00 3,04

/... Ay nicht messbar
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Die Ergebnisse fur das Museumspraparat 2371 adhneln jenen, die fur die altes-
ten Gewebeprobe erhalten wurden. Bis auf eine Ausnahme, bei der jedoch die
Reinheit des DNA-Extraktes nicht entsprach, konnten auch bei dieser Probe mit
der CTAB-Methode und ihren Varianten keine fir die PCR ausreichenden DNA-
Mengen extrahiert werden.

Der DNA FFPE KIT lieferte auch hier DNA-Extrakte mit hoher Reinheit und aus-

reichender Konzentration.

Tabelle 26: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fiir das Museumspra-
parat 5455 (Fixierung 1893)

Einwaage DNA-
Extraktions- zur Reinheit Konz ug DNA/ 100
Methode Extraktion Asgo 1Ag0 ; mg Gewebe
[ng/ul]
[mg]
104 / / /
CTAB 106 / / /
115 / / /
113 1,86 10,75 0,48
101 5,00 3,75 0,19
109 / / /
CTAB V5
105 1,88 4,25 0,20
117 / / /
112 1,80 2,25 0,10
120 / / /
CTAB V6 110 / / /
127 / / /
103 / / /
CTAB V7 1. Probenahme 102 / / /
100 / / /
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Fortsetzung Tabelle 26: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fur das

Museumspréaparat 5455 (Fixierung 1893)

103 / / /
99 / / /
CTAB V7 2. Probenahme 1ol ! ! !
106 / / /
106 2,66 4,00 0,19
102 / / /
106 2,10 5,25 0,25
109 1,50 3,75 0,17
108 / / /
110 / / /
CTAB V7 3. Probenahme 112 / / /
102 3,23 4,25 0,21
98 / / /
105 / / /
101 / / /
DNA EFPE Kit 30 1,55 28,25 4,71
29 1,78 17,75 3,06

/... Ay nicht messbar
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Die Probe mit der Museumsnummer 5455 lieferte bei einem Extraktionsansatz
mit der Methode CTAB V5 einen DNA-Extrakt mit ausreichender Reinheit und
DNA-Konzentration. Alle anderen CTAB-Methoden fuhrten nicht zum Erfolg.

Die Extraktion mit dem kommerziellen DNA FFPE Kit war wiederum erfolgreich,
wenngleich die extrahierte DNA-Menge niedriger war als bei den anderen Préa-

paraten.

Tabelle 27: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fir das Museumspréa-
parat 16981/87 (Fixierung 1914)

Einwaage DNA-
Extraktions- zur Reinheit Konz ug DNA/ 100
Methode Extraktion Asgo 1Asg0 [ng/ulj mg Gewebe
[mg]
102 / /
CTAB 106 1,42 65,50 6,18
112 / /
107 / / /
CTAB V5
109 / / /
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Fortsetzung Tabelle 27: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fur das
Museumspréaparat 16981/87 (Fixierung 1914)

114 / / /
CTAB VE 102 2,10 3,75 0,18
118 1,90 4,75 0,20
109 2,30 5,75 0,26
108 1,51 10,25 0,47
105 1,94 8,25 0,39
CTAB V6 100 1,00 2,25 0,11
107 2,75 5,50 0,26
108 2,77 6,25 0,29
98 1,60 30,50 1,56
CTAB V7 1. Probenahme 125 1,69 25,00 1,00
111 1,60 26,00 1,17
94 4,00 12,00 0,64
110 2,66 8,00 0,36
CTAB V7 2. Probenahme % 280 8,50 0.44
99 / / /
111 / / /
102 / / /
114 1,15 7,50 0,33
103 1,18 3,25 0,16
119 1,25 2,50 0,11
103 / / /
CTAB V7 3. Probenahme 97 / / /
95 / / /
95 1,42 5,00 0,53
106 1,5 12,75 1,20
108 1,42 10,00 0,92
DNA FEPE Kit 26 1,34 29,25 5,63
32 1,46 24,50 3,83

/... Aygo Nicht messbar
[ ] .. fur PCR-Analyse verwendet

Bei dieser Probe konnte mit der CTAB V7 Methode mehrmals ausreichend
DNA mit hinreichend hoher Reinheit extrahiert werden, wobei die DNA-
Konzentrationen im Bereich von 10 bis 30 ng/pl lagen.

Die CTAB-Methode sowie CTAB V6 lieferten jeweils einen DNA-Extrakt mit
ausreichender Konzentration, wobei das Verhaltnis Azso/A2s0 knapp aulRerhalb

des angestrebten Bereiches lag. Trotzdem konnten diese Extrakte fur eine

88



PCR-Analyse herangezogen werden. Mit allen anderen CTAB-Varianten konn-
te zwar DNA extrahiert werden, allerdings nicht in ausreichender Menge.

Der DNA FFPE Kit lieferte bei diesem Gewebe Extrakte mit ausreichender
Konzentration, die Reinheit der Losungen lag allerdings unterhalb des ange-

strebten Bereichs.

Tabelle 28: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fiir das Museumspra-
parat 17742/1472 (Fixierung 1934)

_ Einwaage _ . DNA-
Extraktions- zur Reinheit Konz. ug DNA/ 100
methode Extraktion Asgo 1A2g0 [ng/ul] mg Gewebe
[mg]
107 / / /
CTAB 123 / / /
111 / / /
112 / / /
101 / / /
CTAB V5 108 / / /
108 1,63 4,50 0,21
105 1,28 4,50 0,21
98 1,00 3,25 0,17
CTAB V6 106 2,50 5,00 0,24
103 / / /
108 / / /
86 1,61 34,75 2,02
CTAB V7 1. Probenahme 103 1,84 17,50 0,85
114 1,66 6,25 0,27
99 / / /
111 / / /
109 2,50 14,00 0,64
CTAB V7 2. Probenahme
11 / / /
123 / / /
114 / / /
112 1,22 2,75 0,12
106 1,20 3,00 0,14
99 1,83 2,75 0,14
108 1,15 5,75 0,27
CTAB V7 3. Probenahme 114 / / /
97 / / /
96 1,62 17,5 1,82
120 1,45 10,5 0,88
100 1,51 13,25 1,33

89



Fortsetzung Tabelle 28: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fur das
Museumspréaparat 17742/1472 (Fixierung 1934)

26 1,49 24,25 4,66
28 1,44 30,25 5,40

DNA FFPE Kit

/... Ay nicht messbar
|:| ... fir PCR-Analyse verwendet

Die Methode CTAB V7 fuhrte bei diesem Gewebe insgesamt sechsmal zu er-
folgreichen Ergebnissen( Konz.210 ng/ul). Die Konzentration lag dabei in e i-
nem Bereich von 14 bis 44 ng/ul mit Reinheiten zwischen 1,4 und 2,5. Alle an-
deren Methoden lieferten Extrakte mit einer zu geringen Konzentration.

Wie bei den anderen Gewebeproben war auch hier die Extraktion mit dem DNA
FFPE Kit erfolgreich und lieferte Extrakte mit ausreichender Konzentration, wo-
bei die Reinheiten mit 1,4-1,5 knapp unterhalb des angestrebten Bereichs la-

gen.

Tabelle 29: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fir das Museumspréa-
parat 9797 (Fixierung 1951)

Extraktions- zilr\év)?t?glf— Reinheit KDc')\lr']A\z ug DNA/ 100
methode tion [mg] Asgo 1Asg0 [ng/ul] mg Gewebe
96 / / /
115 / / /
CTAB 117 / / /
116 2,00 10,50 0,91
118 1,78 8,50 0,36
108 1,63 4,50 0,21
101 1,53 10,00 0,50
CTAB V5 102 ! ! !
104 1,11 4,75 0,23
108 1,43 13,25 0,61
103 1,54 14,25 0,69
106 1,88 2,25 0,11
CTAB V6 108 2,80 3,50 0,16
105 / / /
115 1,60 59,75 2,60
CTAB V7 1. Probenahme 105 1,28 17,00 0,81
88 1,64 53,75 3,05
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Fortsetzung Tabelle 29: Ergebnisse der unterschiedlichen Extraktionsvarianten fur das

Museumspréaparat 9797 (Fixierung 1951)

82 1,54 37,50 2,29
CTAB V7 1. Probenahme

69 1,41 41,25 2,99

107 / / /

96 / / /

92 / / /

CTAB V7 2. Probenahme

109 / / /

103 / / /

107 / / /
108 1,42 6,75 0,31

106 / / /
121 1,28 17,00 0,70
100 1,63 15,50 0,78
CTAB V7 3. Probenahme 98 1,45 1,50 0,08
110 2,07 14,50 0,66
102 1,38 26,00 2,55
95 2,10 40,00 4,21
97 1,40 44,50 4,59

) 108 / / /

Hot Alkali 0,5% SDS
102 / / /
) 109 / / /
Hot Alkali 1,0% SDS

110 / / /

) 30 1,21 54,25 9,04
DNA FFPE Kit

31 1,85 32,50 5,24

/... Aygo nicht messbar
[ ]..fur PCR-Analyse verwendet

Bei der jingsten Museumsprobe fihrten die meisten Extraktionsansatze zum
Erfolg. Die CTAB-Methode und die Variante CTAB V5 lieferten je einmal eine
DNA-L6sung mit ausreichender Konzentration und Reinheit.

Mit der Variante CTAB V7 konnte insgesamt 11 Mal erfolgreich geniigend DNA
extrahiert werden. Die Konzentration der Losungen lag dabei in einem Bereich
von 10 bis 60 ng/pl mit einer Reinheit von 1,3 bis 2,1. Einzig die Variante CTAB
V6 lieferte keinen einzigen brauchbaren DNA-Extrakt.

Auch bei diesem Gewebe war die Extraktion mit dem DNA FFPE Kit erfolgreich.
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Generell fallt auf, dass die Anzahl der erfolgreichen Extraktionen bei den CTAB-
Methoden mit steigendem Alter der Proben stark abnimmt, wéahrend der kom-

merzielle DNA FFPE Kit bei allen Proben zu erfolgreichen Extraktionen fuhrte.

Als effektivste Extraktionsmethode stellte sich bei der 1. Probenahme jene mit
Zugabe von SDS zum Extraktionspuffer (CTAB V7) heraus. Um diese Ergebnis-
se zu uberprifen, wurden von jedem der Gewebe zwei neuerliche Proben ent-
nommen. Bei der 2. Probenahme fuhrte die favorisierte Methode nicht mehr
zum Erfolg. Auch bei jenen Geweben, aus denen zuvor bereits erfolgreich DNA
in ausreichender Konzentration extrahiert werden konnte, lieferte die Variante
CTAB V7 keine DNA mit einer ausreichend hohen Konzentration und Reinheit.
Bei der 3. Probenahme konnten bei jenen Geweben, die bei der 1. Probenah-
me erfolgreich mit der Variante CTAB V7 sowie mit dem DNA FFPE Kit extra-
hiert wurden, wiederum DNA-Extrakte mit ausreichender Konzentration und
Reinheit gewonnen werden. Da die Probenahme durch eine Angestellte des pa-
thologisch-anatomischen Museums durchgefuhrt wurde, kbnnen etwaige Unter-
schiede bei den Probenahmen nicht génzlich ausgeschlossen werden. Bei-
spielsweise kann es durchaus entscheidend sein, an welcher Stelle des Gewe-
bes die Probe entnommen wurde (dickeres/diinneres Gewebe und damit unter-
schiedliche Eindringtiefe des Formalins).

AuRerdem liegt bei den fixierten humanen Proben keine vollstandige Dokumen-
tation vor. Aus diesem Grund gibt es keine genauen Informationen zu Fixie-
rungsart, Aufbewahrungslosung, eventuellen Umbettungen oder Nachfixierun-
gen. Somit ist die Ursache fur den teilweise auftretenden, nicht erfolgreichen

Verdau bei den Proben nicht ermittelbar.
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4.2 Entwicklung einer Real-Time PCR-Methode zur
Amplifikation der DNA aus Formalin fixiertem por-

zinem Gewebe

Als nachstes wurde eine Real-Time PCR-Methode entwickelt, um die Amplifi-

zierbarkeit der aus porzinem Gewebe extrahierten DNA priifen zu kénnen.

4.2.1 Primer und Sonden

Als Zielsequenz bei der Auswahl des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes wur-
de das Gen, welches das Protein Albumin codiert (Albumingen Sus scrofa, Ac-
cession Number: AY663543) gewahlt, da dieses eine hohe Ubereinstimmung
mit dem fur das humane Albumin codierende Gen aufweist, und es so wabhr-
scheinlicher war, eine Sonde zu finden, die sowohl fir humanes als auch fur
porzines Gewebe anwendbar ist.

Die Abbildung 4-1 zeigt die gewéhlten Template in der jeweiligen Gensequenz

mit Primer- und Sondensequenzen.

Lage des 121 bp Templats im Gen, welches das porzine Albumin codiert:

CTRALTTGTC TTGTTATATG TAGTATTTTC CTAGCARCGIT CACATALRLT GTTGCCTGCT
AATAATATTT TGATGGGLAL LATTTATTTT TRGGTCATTR

GACTTTRCAG AGATTTCCRZ GATAGTGACA GATCTTGCAA AAGTCCACRAR
GGRATGCTGC CATGGTGRCC TGCTTGRATG TGCAGATGRC AGGGTALAGR ATCCTCARGTR
TGCTTITTTGG TRACTTGTIGT GGATTAGRAT CACTTGGTTIT AGCATCARLR CRACTGRGRL

Lage des 122 bp Templats im Gen, welches das humane Albumin codiert:

TTTGRATTTT CTTATGRGRZ ATAGTATTTG CCTAGTGITT TCATATARLR TATCGCATGA
TAATACCATT TTGATTGGCG ATTITCITIT TAGGGCAGIR

GAGITTGCAG AAGTITTICCRL GTTAGTGACA GATCTTACCA AAGTCCACLAC
GGRATGCTGC CATGGAGATIC TGCITGRATG TGCIGATGAC AGGGTAARGR GICGICGAIZ
TGCTTITTTGG TAGCTITGCAT GCTCAAGTTG GTAGRATGGR TGCGITTIGGT ATCATTGGIG

Lage des 171 bp Templats im Gen, welches das humane Albumin codiert:

TTTGAARTTITT CTITARTGAGARZ ATAGTATTTIG CCTAGIGITT TCATATAZAR TATCGCATGA
TAATACCATT TTGATTGSCG ATTTTCITIT TRGGGCAGTA

GAGTTTGCAG ALGTTTCCARZ GTTAGTGACAR GATCTTACCA AARGTCCACAC
GGRATGCTIGC CATGGAGATC TGCTTGAATG TGCTGATGAC AGGGTRAAGR GICGICGATA
IGCTITTIGG TAGCTITGCAT GCTCRAGTITG GTAGRATGGA TGCGTITITGGT ATCATITGGIG

_.F-Primer
...R-Primer

I  sonde

Abbildung 4-1: Position der gewdahlten Template in der jeweiligen Gensequenz.
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Die Auswahlkriterien fir das Sonden- und Primerdesign sowie die genaue Vor-

gehensweise zur Auswahl sind in Kapitel 3.5.1 beschrieben.

In der Tabelle 30 sind die Sequenzen der verwendeten Sonde sowie der For-

ward- und Reverseprimer mit ihren wichtigsten Eigenschaften angegeben:

Tabelle 30: Charakteristika der por Alb-Primer

Schmelz-
_ DNA-Sequenz GC-Gehalt

Bezeichnung temperatur

5 -3 . [%]

[°C]

F por Alb-Primer GCCTGCTAATAATATTTTGATGGG 63,1 38
R por Alb-Primer | ACTTTTGCAAGATCTGTCACTATC 60,2 38
TagMan-Sonde CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA 69,0 56

Das erhaltene Amplikon hatte eine Lange von 121 Basenpaaren (bp) und eine

Schmelztemperatur von 80,0 °C.

4.2.2 Optimierung der Annealingtemperatur und der

Primerkonzentration

Um eine effiziente Amplifikation zu gewahrleisten, wurden zunachst die optimale

Primerkonzentration sowie die optimale Annealingtemperatur ermittelt. Die Pri-

merkonzentrationen 100, 200 und 300 nM wurden in allen mdglichen Kombina-

tionen bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen, die mit Hilfe eines Tempe-

raturgradienten von 51,0 bis 59,3 °C eingestellt wurden, getestet. Die genaue

Durchfiihrung der Optimierung ist in Kapitel 3.5.4.1 beschrieben.

In Abbildung 4-2 sind die bei der Optimierung erhaltenen PCR-Kurven sowie die

1. Ableitung der Schmelzkurven dargestellt.
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Abbildung 4-2: Optimierung der por Alb-Primerkonzentration und der Annealingtempera-

tur. PCR-Kurven und 1. Ableitung der Schmelzkurven.

Abbildung 4-3 zeigt die Auswertung der Optimierungsversuche. Dabei sind die

Ci-Werte gegen die getesteten Primerkonzentrationen aufgetragen.

=4—"59,3 °C
=—57,4°C
==54,9 °C
=>¢=53,1°C
=}=51,8 °C
=0-51,0°C

Ci-Wert

22,00 } } } } f f f f !
= = = N N N w w w
o o o o o o o o o
o o o o o o o o o
S~ ~ S~ ~ ~ S~ S~ S~ S~
= N w = N w = N w
o o o o o o o o o
o o o o o o o o o

Primerkonzentration [nM]

Abbildung 4-3: Auswertung der Optimierung der Primerkonzentration und der Annealing-

temperatur.

Jene Bedingungen, die zu den niedrigsten Ci-Werten fihrten, wurden als opti-
mal betrachtet. Fir den Forward- als auch den Reverseprimer ergab sich eine
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optimale Konzentration von 300 nM. Fur die Annealingtemperatur wurde eine

Temperatur von 54,9 °C als optimal ermittelt.

4.2.3 Optimierung der Sondenkonzentration

Als nachstes wurden unterschiedliche Sondenkonzentrationen getestet, um den
TagMan-Assay zu optimieren. Verschiedene Sondenkonzentrationen (25, 50,
100 und 200 nM) wurden bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen, die um
die zuvor optimierte Annealingtemperatur gewahlt wurden, getestet. Die genaue
Durchfiihrung ist in Kapitel 3.5.4.1 beschrieben.

Abbildung. 4-4 zeigt die bei der Optimierung des TagMan-Assays erhaltenen
PCR-Kurven.

Amplification

1300 -

1000 -

RFU

500

Cycles

Abbildung 4-4: Bei der Optimierung der Sondenkonzentration erhaltene PCR-Kurven

Abbildung 4-5 zeigt die Auswertung der Sondenkonzentrationsoptimierung, wo-

bei der Ci-Wert gegen die Sondenkonzentration aufgetragen ist.
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Abbildung 4-5: Auswertung der Optimierung der Sondenkonzentration.

Als optimale Bedingung wurde jene festgelegt, bei der der niedrigste C-Werte
erhalten wurde:
Der niedrigste C--Wert wurde bei einer Sondenkonzentration von 100 nM und

einer Annealingtemperatur von 54,9 °C erhalten.

Somit wurden alle folgenden Versuche zur Amplifizierbarkeit von aus porzinem
Gewebe extrahierter DNA unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
Annealingtemperatur: 54,9 °C

Forwardprimerkonzentration: 300 nM

Reverseprimerkonzentration: 300 nM

Sondenkonzentration: 100 nM

4.2.4 Bestimmung der Effizienz

Zur Bestimmung der Effizienz wurde DNA, die mit der CTAB-Methode aus nicht
fixiertem porzinem Gewebe extrahiert worden war, seriell verdinnt. Dazu wur-
den ausgehend von einem DNA-Extrakt der Konzentration 20 ng/ul serielle Ver-
dinnungen in 1:10 Schritten hergestellt und diese anschlieRend analysiert. Die

DNA-Konzentration betrug 2 pg/ul bis 20 ng/ul, das heif3t, pro Well wurden 10
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pg bis 100 ng DNA aufgegeben. Die genaue Durchfihrung ist in Kapitel 3.5.4.2
beschrieben.

Abbildung 4-6 zeigt die erhaltenen PCR-Kurven.
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Abbildung 4-6: PCR-Kurven fiur seriell verdiinnte DNA aus nicht fixiertem porzinem Ge-
webe.

Bis zu einer Konzentration von 20 pg/ul konnte ein Fluoreszenzanstieg beo-
bachtet werden.

Die Effizienz der PCR-Methode wurde durch Auftragen der Ci-Werte gegen den
Logarithmus der DNA-Startmenge ermittelt (siehe Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7: Standardgerade der Effizienzbestimmung des TagMan-Assays flr porzine
DNA.

Aus der Standardgerade wurde die Effizienz berechnet. Diese betragt 86,1% bei
einem Korrelationskoeffizienten R? von 0,99971.

4.2.5 Anwendung der entwickelten Methode auf fixiertes

porzines Gewebe

DNA, die in ausreichender Menge aus fixierten porzinen Geweben extrahiert
werden konnte, wurde mit dem optimierten TagMan-Assay analysiert, um ihre
Amplifizierbarkeit zu Uberprifen. Aul3erdem sollte geprift werden, ob die Fi-
xiermethode bzw. die Extraktionsmethode die Amplifizierbarkeit der DNA beein-
flusst. Konnten mit einer Extraktionsvariante mehrere DNA-Extrakte gewonnen
werden, so wurde der Extrakt mit der hochsten Reinheit ausgewahlt. Die Ergeb-
nisse der Extraktion sind in den Tabellen 16 bis 21 im Kapitel 4.1.2 zusammen-
gefasst. Die Extrakte, die fir die PCR-Analysen verwendet wurden, sind darin

grau unterlegt.

Abbildung 4-8 zeigt stellvertretend fur alle durchgefiihrten Analysen die erhalte-

nen PCR-Kurven fur DNA aus frisch fixiertem porzinem Gewebe. Gezeigt wer-
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den die Kurven fir unterschiedliche Fixierungs- und zwei Extraktionsmethoden.
(CTAB-Methode und DNA Mini Kit). Tabelle 31 fasst die Ergebnisse zusammen.

Cycles

Amplification
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000 e R P Neutralformol/Kit
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E qooo Lo e Kaiserling/CTAB |, .‘
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o0 4o - | Museumsmethode/CTAB TTr— _._;;i' ; i
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F } } f
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Abbildung 4-8: Amplifikationskurven fir DNA aus frisch fixiertem porzinem Gewebe

Tabelle 31: Zusammenfassung der Ergebnisse fur fixiertes porzines Gewebe.

. . . Ci-Wert
Probe EXtra}[Etlan' Fixierung Eelr}Relt (Mittelwert aus

methode 260777280 | poppelbestimmung)

Positiv- CTAB | keine 1,95 23,67
kontrolle

Kaiserling 1,78 29,96
Frisch fi- CTAB Neutralformol 2,00 29,36
xiertes Museumsmethode 1,77 36,85
Gewebe . | Kaiserling 1,75 27,49
DNQil:/Ilm Neutralformol 1,78 27,57
Museumsmethode 1,67 30,84
Kaiserling’ 2,03 33,07
Neutralformol’ 1,68 33,42
. Museumsmethode” 2,00 36,13
e CTAB  T'Kaiserling 1,86 34,94
fixierte Neutralformol 1,85 32,37
Gewebe Mu_seu_msmethode 1,94 35,53
DNA Mini Kaiserling 1,64 32,45
Kit Neutralformol 1,58 33,02
Museumsmethode 1,64 35,96
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Fortsetzung Tabelle 31: Zusammenfassung der Ergebnisse fir fixiertes porzines Gewebe.

Kaiserling 1,82 32,13

CTAB V1 | Neutralformol 1,80 31,85
Museumsmethode 1,90 36,93

Kaiserling 1,87 32,84

CTAB V4 | Neutralformol 1,94 31,92

. Museumsmethode 2,00 37,19
Jaﬁr"ée;”e Kaiserling 1,73 29,47
fixierte CTAB V6 | Neutralformol 1,72 30,93
Gewebe Museumsmethode 2,00 34,72
Kaiserling 1,97 31,87

CTAB V7 Neutralformol 1,90 30,85
Museumsmethode 1,82 34,34

Kaiserling 1,91 33,32

DNAKIi:tFPE Neutralformol 1,34 34,29
Museumsmethode 2,08 38,16

™... Proben bei denen zuerst 150 mg Gewebe homogenisiert wurde (siehe die Tabellen 16, 17

und 18)

Wie aus Tabelle 31 ersichtlich ist, konnte sowohl bei den DNA-Extrakten aus
frisch konservierten Geweben als auch bei jenen, die 2007 fixiert wurden, das
gewahlte Templat amplifiziert werden.

Bei frisch fixiertem Gewebe zeigt sich, dass Extrakte, die mit dem DNA Mini Kit
gewonnen wurden, niedrigere Ci-Werte lieferten als jene, die mittels der CTAB-
Methode erhalten wurden. Da die DNA-Konzentration pro Well normiert wurde,
bedeutet ein niedrigerer Ci-Wert eine hthere DNA-Qualitat.

Extrakte aus nicht fixierten Geweben lieferten in der Regel C-Werte von 23-24.
DNA aus frisch fixiertem porzinem Gewebe flhrte zu einem Anstieg der Ci-
Werte (29-36 bei der CTAB Methode bzw. 27-30 beim DNA Mini Kit). Auch die
Fixierungsart hatte einen Einfluss auf den Ci-Wert. So fuhrte die Fixierung nach
der Museumsmethode sowohl bei der CTAB-Methode als auch bei der DNA
Mini Kit Extraktionsvariante, verglichen mit den beiden anderen Fixierungsme-
thoden, zu deutlich héheren Ci-Werten.

Auch bei den im Jahr 2007 fixierten Proben zeigte sich ein @hnliches Bild. Die
Ci-Werte waren im Vergleich zu den fur frisch konserviertes Gewebe erhaltenen
hoher, wobei die unterschiedlichen Extraktionsvarianten annahernd gleiche Ci-

Werte fur die jeweiligen Fixierungen lieferte. Die niedrigsten Ci-Werte wurden
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mit den Extraktionsmethoden CTAB V6 und CTAB V7 erreicht, die denn fir
frisch fixiertes Gewebe erhaltenen Werten am &hnlichsten sind. Der hdchste Ci-
Wert wurde auch hier fur mit der Museumsmethode fixiertes Gewebe erhalten.
Die mit dem DNA FFPE Kit erzielten Ci-Werte waren ebenfalls deutlich hoher.

4.3 Entwicklung einer Real-Time PCR-Methode zur
Amplifikation der DNA aus Formalin fixiertem hu-

manem Gewebe

4.3.1 Primer und Sonden

Wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben diente das Gen, welches fur das huma-
ne Albumin codiert, als Zielsequenz (Homo Sapiens Albumin Gen, complete
cds, Accession Number: EF649953).

Nachdem die zum Nachweis der porzinen DNA verwendete Sonde auch zum
Nachweis von humaner DNA verwendet werden sollte, wurden mit dem Beacon
Designer 7.0 zwei zur Sonde passende Primerpaare ausgesucht. Dabei wurde
ein Primerpaar fur ein kirzeres Amplikon (Lange: 122 bp) und ein Primerpaar
fur ein lAngeres Amplikon (L&nge: 171 bp) gewahlt, um einen etwaigen Einfluss
der Amplikonlange auf die Amplifizierbarkeit der DNA aus fixiertem Gewebe
feststellen zu kbnnen.

Die genauen Auswahlkriterien sowie die Durchfihrung sind in Kapitel 3.5.1 be-
schrieben.

Tabelle 32 zeigt die Sequenzen der verwendeten Sonde sowie der Forward-

und Reverseprimer fur beide Amplikonlangen, mit ihren wichtigsten Parametern.
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Tabelle 32: Charakteristika der verwendeten hum Alb-Primer.

Schmelz- GC-
) DNA-Sequenz
Bezeichnung temperatur Gehalt
51 N 3!
[°C] [%0]
122 bp Amplikon:
F hum Alb-Primer | TCGCATGATAATACCATTTTGATTG 65,1 32
R hum Alb- Primer | ACTTTGGTAAGATCTGTCACTAAC 57,0 38
TagMan-Sonde | CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA 69,0 56
171 bp Amplikon:
F hum Alb-Primer | TCGCATGATAATACCATTTTGATTG 65,1 32
R hum Alb- Primer | CCTGTCATCAGCACATTCAAG 63,3 48
TagMan-Sonde | CTCGCCTGAGCCAGAGATTTCCCAA 69,0 56

Die Schmelztemperatur des 122 bp langen Amplikons betrug 81,5 °C, die des
171 bp langen Amplikons 83,5 °C.

4.3.2 Optimierung der Annealingtemperatur und der

Primerkonzentration

In einem SYBR Green Assay wurden zunéchst die Primerkonzentration und
die Annealingtemperatur fir beide Amplikons optimiert.

Fur das 122 bp Amplikon betrugen die getesteten Primerkonzentrationen 100,
200, bzw. 300 nM. Sie wurden in allen mdglichen Kombinationen bei drei unter-
schiedlichen Annealingtemperaturen, die mit Hilfe eines Temperaturgradienten
von 53,1 bis 57,4 °C eingestellt wurden, getestet. Die genaue Durchflhrung ist
im Kapitel 3.5.5.1 zu finden.

Abbildung 4-9 zeigt die PCR-Kurven fir das 122 bp lange Amplikon sowie die 1.

Ableitung der Schmelzkurven.
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Abbildung 4-9: Optimierung der hum Alb-Primerkonzentration und der Annealingtempera-

tur fir das 122 bp Amplikon. PCR-Kurven und 1. Ableitung der Schmelzkurven.

In Abbildung 4-10 ist die Auswertung der Optimierungsversuche fur das 122 bp
lange Amplikon dargestellt, wobei die Ci-Werte gegen die Primerkonzentratio-

nen aufgetragen sind.
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Abbildung 4-10: Auswertung der Optimierung der Primerkonzentration und der Annea-

lingtemperatur fir das 122 bp lange Amplikon.
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Der geringste Ci-Wert wurde bei einer Forwardprimerkonzentration von 200 nM,
einer Reverseprimerkonzentration von 300 nM sowie einer Annealingtemperatur
von 57,4 °C erhalten.

Auch die Primer fir das 171 bp lange Amplikon wurden hinsichtlich ihrer Kon-
zentration und der Annealingtemperatur optimiert. Die Primerkonzentrationen
100, 200 und 300 nM wurden in allen méglichen Kombinationen bei sechs un-
terschiedlichen Annealingtemperaturen zwischen 51,0 und 59,3 °C getestet
(siehe Kapitel 3.5.5.1).

In der Abbildung 4-11 sind die erhaltenen PCR-Kurven sowie die 1. Ableitungen
der Schmelzkurven dargestellt.

Amplification
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200 i

Abbildung 4-11: Ergebnisse der Optimierung der hum Alb-Primerkonzentration und der
Annealingtemperatur fur das 171 bp Amplikon. PCR-Kurven und 1. Ableitung der

Schmelzkurven.

Abbildung 4-12 zeigt die Auswertung der Optimierungsversuche fur das 171 bp
lange Amplikon.
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Abbildung 4-12: Auswertung der Optimierung der Primerkonzentration und der Annea-

lingtemperatur fir das 171 bp lange Amplikon.

Als optimale Bedingungen wurden eine Forwardprimerkonzentration von 300
nM, eine Reverseprimerkonzentration von 200 nM und eine Annealingtempera-
tur von 57,4 °C ermittelt.

4.3.3 Optimierung der Sondenkonzentration

Als nachstes wurde fur beide Amplikons die Sondenkonzentration optimiert. Da-
zu wurden verschiedene Sondenkonzentrationen (25, 50, 100 bzw. 200 nM) bei
drei unterschiedlichen Annealingtemperaturen um die zuvor optimierte Annea-
lingtemperatur getestet. Die genaue Durchfihrung ist im Kapitel 3.5.5.2 be-
schrieben.

In der Abbildung 4-13 sind die Ergebnisse der Optimierungsversuche fur das

122 bp lange Amplikon dargestelit.
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Abbildung 4-13: Bei der Optimierung der Alb-Sondenkonzentration erhaltene PCR-Kurven
(122 bp Amplikon).

Abbildung 4-14 zeigt die Auswertung der Optimierungsversuche fur das 122 bp
lange Amplikon.
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Abbildung 4-14: Auswertung der Optimierungsversuche der Sondenkonzentration fir das

122 bp lange Amplikon.
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Eine Sondenkonzentration von 50 nM und eine Annealingtemperatur von 57,4

°C lieferten den niedrigsten C-Wert.

Alle folgenden Analysen, in denen die Amplifizierbarkeit des Amplikons in hu-
manem Gewebe geprift wurde, wurden bei folgenden Bedingungen durchge-
fuhrt:

Annealingtemperatur: 57,4 °C
Forwardprimerkonzentration: 200 nM
Reverseprimerkonzentration: 300 nM

Sondenkonzentration: 50 nM

Die Abbildung 4-15 zeigt die bei der Optimierung der Sondenkonzentration fur
das 171 bp lange Amplikon erhaltenen PCR-Kurven.
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Abbildung 4-15: Bei der Optimierung der Alb-Sondenkonzentration erhaltene PCR-Kurven
(171 bp Amplikon).

In der Abbildung 4-16 ist die Auswertung der Optimierung der Sondenkonzent-
ration fur das 171 bp lange Amplikon zu sehen.
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Abbildung 4-16: Auswertung der Optimierungsversuche der Sondenkonzentration fur das

171 bp lange Amplikon.

Auch hier erwies sich eine Sondenkonzentration von 50 nM bei einer Annealing-

temperatur von 57,4 °C als optimal.

Somit wurden fur alle weiteren PCR-Analysen, in denen die Amplifizierbarkeit
des 171 bp Amplikons in humanem Gewebe geprift wurde, folgende optimierte

Bedingungen angewendet:

Annealingtemperatur: 57,4 °C
Forwardprimerkonzentration: 300 nM
Reverseprimerkonzentration: 200 nM
Sondenkonzentration: 50 nM

4.3.4 Bestimmung der Effizienz

Die Effizienz der optimierten Methode fir das 122 bp Amplikon wurde durch
Analyse seriell verdiinnter DNA, die aus nicht fixiertem humanem Gewebe mit

der CTAB-Methode extrahiert worden war, bestimmt.
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Die DNA-L6sungen wurden ausgehend von einem DNA-Extrakt der Konzentra-
tion 20 ng/pl durch serielles Verdinnen im Verhaltnis 1:10 mit H,Oq4q hergestellt.
Somit wurde ein Konzentrationsbereich von 20 ng/ul bis 20 fg/ul abgedeckt. Im
Kapitel 3.5.5.3 ist die genaue Durchfiihrung nachzulesen.

Die Abbildung 5-17 zeigt die erhaltenen PCR-Kurven.
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Abbildung 4-17: PCR-Kurven fir seriell verdiinnte DNA aus nicht fixiertem humanem Ge-
webe.

Bis zu einer Konzentration von 2 pg/pl wurde ein Anstieg des Fluoreszenzsig-
nals beobachtet.

Die Standardgerade wurde durch Auftragen des Ci-Wertes gegen den Loga-
rithmus der Startmenge an DNA erstellt (siehe Abbildung 4-18). Die Effizienz
wurde aus der Steigung der Standardgerade bestimmt.
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Abbildung 4-18: Standardgerade fir seriell verdiinnte DNA aus nicht fixiertem humanem
Gewebe.
Aus der Steigung der Standardgerade wurde eine Effizienz von 83,3% berech-

net, der Korrelationskoeffizient R?> betrug 0,99268.

4.3.5 Anwendung der entwickelten Methoden zur Ampli-
fikation von DNA aus fixierten Museumsprapara-

ten

Sofern aus den Museumspraparaten genuigend hoch konzentrierte DNA-
Extrakte erhalten wurden, wurde ihre Amplifizierbarkeit im Hinblick auf das 122
bp Amplikon gepriift.

Jene DNA-Extrakte, die mengenmallig fur einen 2. PCR-Ansatz ausreichten,
wurden zusatzlich mit dem Tagman Assay, in dem das 171 bp Amplikon gebil-

det wird, untersucht.
Die Abbildungen 4-19 und 4-20 zeigen stellvertretend fir alle Analysen die er-

haltenen PCR-Kurven der Assays fur das kurze und das lange Amplikon. Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 33 enthalten.
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Abbildung 4-19: Amplifikationskurven fir DNA aus
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Abbildung 4-20: Amplifikationskurven fiir DNA aus
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Tabelle 33: Zusammenfassung der PCR-Ergebnisse fir DNA aus Museumspréaparaten

122 bp 171 bp
Museums- Extraktions- | Reinheit C-Wert Ci-Wert
praparat methode Azeo/A2go | (Mittelwert aus | (Mittelwert aus
Doppelbest.) Doppelbest.)
Positiv- CTAB 1,98 23,25 23,15
kontrolle
DNA FFPE a
504 KIT 1,73 34,97 -
2371 DNAKIFTFPE 200 32,12 33,11
CTAB V5 1,86 34,90 -»
5455 DNAKIFTFPE 155 34,68 35,69
CTAB 1,42 35,64 c
CTAB V6 1,51 31,31 b
CTAB V7 1,60 32,97 32,98
16981/87 CTAB V7 1,50 33,71 34,28
DNAKIFTFPE 1,46 35,15 36,28
CTAB V7 1,61 32,42 33,30
1744711472 DCNT:EF\QE 1,62 31,65 32,04
KIT 1,49 33,50 35,25
CTAB V5 1,54 32,15 b
CTAB V5 1,53 33,19 b
CTAB V7 1,60 33,62 c
CTAB V7 1,64 33,16 33,91
9797 CTAB V7 1,28 33,83 -»
CTAB V7 1,38 33,92 33,82
CTAB V7 2,10 33,32 33,55
DNA FFPE a
KIT 1,85 35,84 -

-%: nicht amplifizierbar (kein Signalanstieg innerhalb von 40 Zyklen)

o Menge des DNA-Extraktes nicht ausreichend

-° nicht getestet

Die Tabelle 33 zeigt, dass das kiurzere Amplikon in allen DNA-Extrakten amplifi-
ziert werden konnte. Obwohl die DNA aus fixierten Geweben unterschiedlichen
Alters stammte, waren die C-Werte ahnlich und lagen im Bereich von 32 bis

36. Desweiteren scheint die Extraktionsmethode nur einen geringen Einfluss auf

die Amplifizierbarkeit zu haben, wie bei der Museumsprobe 9797 zu sehen ist.
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Die Amplifizierbarkeit des 171 bp Amplikons konnte nicht in allen Extrakten ge-
testet werden. Im Gegensatz zum kirzeren Templat konnte das 171 bp lange
Templat nicht in allen Extrakten amplifiziert werden. Kam es zu einer Amplifika-
tion, so waren die Ci-Werte gleich bzw. etwas hdher als die fiur das kurzere

Amplikon ermittelten Ci-Werte.

4.4 Schlussfolgerungen aus den erzielten Ergebnissen

Die Ergebnisse der in dieser Diplomarbeit durchgefiihrten DNA-Extraktionen
zeigen, dass es grundsatzlich mdglich ist, selbst aus sehr alten Formalin fixier-
ten humanen Proben DNA zu extrahieren, wenngleich die extrahierbare Menge
an DNA aufgrund der Fixierung mit Formaldehyd stark abnimmt.

Das Alter der Proben hat einen wesentlichen Einfluss auf den Extraktionserfolg.
Der entscheidende Schritt fir eine erfolgreiche Extraktion von DNA aus sehr al-
ten Formalin fixierten Geweben scheint eine vollstdndige Gewebeverdauung zu
sein. Diese gestaltet sich bei der CTAB-Methode mit zunehmendem Alter immer
schwieriger und bedarf einer Optimierung der Bedingungen wéahrend des Ver-
daus.

Die Resultate der durchgefuhrten PCR-Analysen zeigen, dass DNA aus sehr al-
ten Formalin fixierten Geweben immer noch zuganglich fir PCR-Anwendungen
ist. Die angewandte Fixierungsmethode scheint jedoch einen Einfluss auf die
Amplifizierbarkeit zu haben. Ungepufferte Formaldehydlésung liefert im Ver-
gleich zu Neutralformol und der historischen Kaiserlingmethode deutlich héhere
Ci-Werte. Daraus kann auf eine starkere Schadigung der DNA bei Fixierung mit
ungepufferter Formalinlésung geschlossen werden.

Allerdings zeigt sich auch, dass die Lange des ausgewahlten, zu amplifizieren-
den Genabschnitts einen Einfluss auf die Amplifizierbarkeit hat. Je langer das
gewéhlte Templat ist, umso wahrscheinlicher ist das Auftreten von Fehlern in-
nerhalb der Sequenz. Diese Fehler kbnnen durch das Alter der Probe oder
durch Quervernetzung entstehen. Sie kdnnen dazu fihren, dass eine PCR-

Amplifikation von langeren Genabschnitten nicht mehr maoglich ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Erforschung des menschlichen Genoms und seiner Funktion ist die Voraus-
setzung fur zukinftige Studien im Bereich der Friherkennung und Heilung von
genetischen Erkrankungen. Anatomische Praparatesammlungen, vor allem
Feuchtpraparate, wie jene des pathologisch-anatomischen Bundesmuseums in
Wien, stellen fur diese Studien einen riesigen Pool an vor allem alter DNA dar.
Voraussetzung dafur ist die erfolgreiche Extraktion intakter DNA aus solchen
Praparaten.

Formaldehyd, das seit Beginn der Praparation als gangiges Fixiermittel einge-
setzt wird, fuhrt zur Bildung von Quervernetzungen innerhalb der DNA, was die
Extrahierbarkeit der DNA erschwert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten
Methoden entwickelt und optimiert werden, um DNA aus humanen Formalin fi-
xierten Museumspréparaten in ausreichender Qualitat und Menge zu extrahie-
ren und ihre Amplifizierbarkeit mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) zu pru-
fen. Weiters sollte der Einfluss der Konservierungsmethode auf die Extrahier-
barkeit und Amplifizierbarkeit der DNA untersucht werden. Da jedoch keine In-
formationen Uber die angewandten Methoden zur Konservierung der Museums-
praparate verfuigbar war, sollte auch DNA aus porzinen Geweben, welche unter
definierten Bedingungen konserviert worden waren, extrahiert und deren Ampli-
fizierbarkeit untersucht werden.

Zur Entwicklung der PCR-Methoden zur Amplifikation von porziner bzw. huma-
ner DNA wurden anhand der Sequenz des Gens, welches das Protein Albumin
codiert, Primer und eine Sonde entworfen. Bei der humanen DNA wurden Pri-
mer fur ein 122 bp langes Amplikon als auch fur ein 171 bp langes Amplikon
ausgewahlt. Alle Methoden wurden hinsichtlich Primer- und Sondenkonzentrati-
on sowie Annealingtemperatur optimiert. Die Effizienzen der TagMan-Assays
betrugen 86,1% fir DNA aus nicht fixiertem porzinem Gewebe und 83,3% fur
DNA aus nicht fixiertem humanem Gewebe.

Um den Einfluss der Konservierungsmethode auf die Extrahierbarkeit der DNA
untersuchen zu kénnen, wurde ein Schweineherz mit drei Fixiermethoden (mit
ungepufferter Formaldehydldésung mit gepufferter Formaldehydlésung und mit

der historischen Kaiserlingmethode) fixiert. Zur DNA-Extraktion wurde eine in
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der Arbeitsgruppe entwickelte CTAB-Methode, verschiedene Varianten dieser
Methode, eine in der Literatur empfohlene Hotalkaliextraktionsmethode sowie
zwei kommerzielle DNA-Extraktionskits angewendet.

Als geeignete Extraktionsmethode erwies sich eine Variante der CTAB-Methode
mit 1% SDS im Extraktionspuffer und anschlieBendem 72 h Verdau mit Protei-
nase K. Allerdings konnte mit dieser Methode nicht aus allen Museumsprapara-
ten DNA extrahiert werden, wobei sich als Schliisselparameter der erfolgreiche
Verdau des Gewebes herauskristallisierte, dieser aber besonders bei den alte-
ren Praparaten nicht erreicht wurde. Die besten Ergebnisse wurden mit einem
speziell fir FFPE Gewebe entwickelten kommerziellen Extraktionskit erzielt. Die
Hotalkaliextraktion erwies sich allerdings nicht als erfolgreich.

Mit der PCR-Methode fir porzine DNA konnte in allen untersuchten DNA-
Extrakten das gewaéhlte Templat amplifiziert werden. Die erhaltenen Ci-Werte
waren von der Fixiermethode abhangig. Die ungepufferte Formaldehydlésung
fuhrte zu einer starkeren Degradation der DNA als die gepufferte Fixierldsung
und die Kaiserlingmethode.

Im Falle der humanen fixierten Proben konnte das 122 bp lange Templat in al-
len untersuchten DNA-Extrakten amplifiziert werden, das 171 bp lange Templat
hingegen nicht. Da bei den Museumspraparaten keine Information tber die Fi-
xiermethode vorlag, kann jedoch keine Aussage Uber den Einfluss der Fixier-

methode auf die Degradation der DNA getroffen werden.
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6 ABSTRACT

Envisioning deep understanding and healing of congenital diseases serves as a
strong driving force towards intensive research of the human genome, its struc-
ture and functions.

Collections of anatomical preparations constitute a large and interesting pool of
old DNA for such research work. One such example is the pathological-
anatomical museum in Vienna which owns a large collection of formalin fixed
preparations. A prerequisite for gene studies is, however, the possibility to ex-
tract intact DNA which can be amplified by PCR.

This diploma thesis describes the development and optimization of real-time
PCR assays for the detection of human DNA from formalin fixed museum prepa-
rations. Furthermore the influence of the fixation method on DNA extraction and
PCR amplification was investigated.

Since no information about the fixation methods of the museum preparations
was available, porcine heart tissue was fixed by three different methods (with
buffered formalin solution, with unbuffered formalin solution and by the historic
Kaiserling method) under defined conditions. These samples were used to de-
velop and optimize a real-time PCR assay for the detection of porcine DNA from
formalin fixed tissue, to find out if the fixation method affects the extraction and
amplification of DNA.

To develop the PCR methods, the gene sequence coding the protein albumin
was chosen to design primers and the probe. In the case of the human DNA as-
say two different primers were designed, one for a 122 bp and one for a 171 bp
template. The efficiencies of the optimized PCR methods for porcine and human
DNA were found to be 86.1 and 83.3%, respectively.

For DNA extraction, the following methods were compared: an in house devel-
oped CTAB protocol, different variants of the CTAB method, two commercial
DNA extraction kits and a method recommended in literature, the so called hot
alkali extraction.

The CTAB variant with 1% SDS in the extraction buffer and 72 h digest with

proteinase K was found to be appropriate. However, this method did not allow
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extraction of DNA from all museum preparations. The key step was complete
digestion of the tissue which could not be achieved in all cases. The most effi-
cient extraction method was extraction with a commercial FFPE DNA extraction
kit. With this kit, it was possible to extract DNA from each museum sample. The
recommended hot alkali extraction method, on the other hand, did not result in
satisfactory results with any of the museum samples.

In the case of porcine samples DNA could be amplified in all extracts from for-
malin fixed tissues. However, the DNA quality depended on the fixation method.
The lowest Ci-value and hence the best DNA quality was achieved with buffered
formalin solution and the historic Kaiserling method, whereas unbuffered forma-
lin solution led to poor DNA quality.

In the case of formalin fixed museum preparations, the shorter template but not
the longer template was amplified in each tested DNA extract. Unfortunately
there is no documentation about the exact fixation solution used and the history
of the sample. Hence conclusions concerning the influence of the fixation me-

thod on DNA quality cannot be drawn.
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7 ANHANG

7.1 Abkilrzungen
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7.2 Chemikalienliste

e Autoklaviertes H,O, Sigma Aldrich

e Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), Sigma Aldrich
e Chloroform 99%, Roth

e Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Sigma Aldrich

e DNA-Exitus PlusTM, AppliChem GMBH

e EDTA Titriplex Ill, Merck

e Ethanol abs, Roth

e Formaldehydl6sung 38%, Sigma Aldrich

e |QTM Supermix 2%, BioRad

e |IQTM SYBR Green Supermix 2x, BioRad

e Isopropanol 99,5%, Sigma Aldrich

e Kaliumdihydrogenphosphat, Sigma Aldrich

e Natriumchlorid, Sigma Aldrich

e Natriumdodecylsulfat, Sigma Aldrich

e Olikonukleotide (Primer, Sigma Aldrich, TagMan Sonde, Metabion)
e Proteinase K from Tritirachium album, Sigma Aldrich

e Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), Trizma base, Sigma Aldrich

7.3 Verwendete Gerate

pH Meter, Metrohm 691

Analysenwaage, AT 400, Mettler

Kugelmiihle MM 2000, Retsch

Photometer Genesys 10 UV, Thermo Scientific

Trockenschrank Model 500, Memmert

Zentrifuge Model 5424, Eppendorf

Vortex Janke & Kunkel, IKA Labortechnik

Kolbenhubpipetten 5 -10 pl, 2-20 pul, 20-200 ul und 100-1000 ul, BioRad
Thermocycler iCycler, BioRad

Detektor iQTM5Multicolor Real-Time PCR Detection System, BioRad
UV-Lampe Transilluminator 312 nm, Herolab UVT-20

96 Well PCR-Platten, BioRad

YV V.V V V V V V V V VYV VY
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