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Zusammenfassung

Mittels Fluoreszenz lassen sich Nukleinsauren sensitiver
und spezifischer bestimmen, als dies mit der herkomm-
lichen Methode liber UV-VIS Spektroskopie moglich ist.
Im vorliegenden Artikel wird beschrieben, wie dsDNA
unter Verwendung des Fluoreszenz-Farbstoffes Pico-
Green® bestimmt wird. Dabei wird insbesondere darauf
eingegangen, wie die Proben fur die Messungen am

Einleitung

Probleme bei Bestimmung von Nukleinsduren iiber
UV-VIS Spektroskopie

Nukleinsaure-Konzentrationen werden in der Regel Uber
Messungen der Lichtabsorption in UV-VIS Spektrometern
bestimmt. Dabei wird die Absorption bei 260 nm gemessen
und mit einem spezifischen Faktor die Konzentration errech-
net. Durch zusatzliche Messungen bei 230 nm, 280, 320
(oder 340) nm konnen Verunreinigungen durch Proteine
oder anderes organisches Material sowie storende Partikel
festgestellt werden. Leider ist die photometrische Bestim-
mung nicht sehr empfindlich. Wird eine gewisse Menge
unterschritten, lasst sich die Menge an Nukleinsaure in der
Regel nicht mehr von Artefakten unterscheiden. Bei hohen
sowie auch bei niedrigen Konzentrationen ist eine spezifi-
sche Konzentrationsbestimmung problematisch, wenn die
Proben durch andere Nukleinsauren verunreinigt sind. So
weisen alle Nukleinsauren bei 260 nm ein Absorptionsmaxi-
mum auf und konnen somit photometrisch kaum unterschie-
den werden. Der einzige Unterschied ist, dass einzelstran-
gige Nukleinsauren eine hohere Absorption aufweisen als
doppelstrangige (s. Abbildung 1). Dieser Effekt wird auch
als Hyperchromie bezeichnet [1], ermoglicht aber natur-

lich keine Unterscheidung der Molekule voneinander. Im
Gegenteil, die eigentliche Konzentrationsbestimmung einer
Nukleinsaure wird durch die Anwesenheit einer weiteren
Nukleinsaure verfalscht.

Eppendorf BioSpectrometer vorbereitet werden und wie
die Programmierung erfolgt. Experimentell werden dabei
die Methoden PicoGreen und PicoGreen - ,,short” mitei-
nander verglichen. Obwohl bei der Methode PicoGreen
-,short” nur mit 2 Standards gemessen wurde, konnte
eine hohe Genauigkeit in der Auswertung festgestellt
werden.
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Abbildung 1: Hyperchromie bei verschiedenen Nukleinsduren

Uberlappendende Absorptionsmaxima machen sich auch
bei der Isolierung von Plasmid-DNA ohne durchgefiihr-

ten RNA-Verdau bemerkbar. Der Anteil an verbleibender
RNA im Eluat liegt bspw. bei einer klassischen Plasmid-
Gewinnung bei 90% [2]. Hinzu kommen bei dieser Form
der Plasmid-Isolierung weitere mogliche Storungen bspw.
durch Kontaminationen mit Phenol oder Proteinen. Dadurch
kann eine genaue photometrische Bestimmung der Plasmid-
Konzentration nicht durchgefuhrt werden.
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Fluoreszenz-Messungen als Alternative

Eine weitere Moglichkeit, Nukleinsauren zu bestimmen,
besteht darin, die Molekule indirekt GUber einen Fluoreszenz-
Farbstoff nachzuweisen. Diese Methode eignet sich hervor-
ragend, um dsDNA, ssDNA und Oligo-Nukleotide, RNA und
auch Proteine spezifisch zu bestimmen. Neben der hoheren
Spezifitat ist diese Art der Quantifizierung zudem um den Fak-
tor 1000-10000 sensitiver als die herkommliche Methode der
Lichtabsorptionsmessung. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht iiber
einige bekannte Fluoreszenz-Farbstoffe und deren Nachweis-
grenze dargestellt.

Der Vorteil ist, dass die Farbstoffe spezifisch an die jeweilige
zu bestimmende Nukleinsaure binden, d.h. dsDNA kann spe-
zifisch und in sehr geringen Konzentrationen nachgewiesen
werden. Ein sehr hohes Maf3 an Spezifitat weist der flr die Be-
stimmung von dsDNA haufig verwendete Farbstoff PicoGreen
der Firma life technologies™ auf. Dieser Farbstoff kann geringe
Mengen an geloster dsDNA nachweisen. Selbst in Anwesen-
heit von gleicher Menge RNA oder einzelstrangiger DNA wird
nahezu ausschlieflich dsDNA mit PicoGreen detektiert. Andere
Fluoreszenz-Farbstoffe wie Ethidiumbromid interagieren dage-
gen auch mit RNA. Auch ist hier die Nachweisgrenze nicht so
niedrig wie mit PicoGreen. Der Farbstoff Hoechst H33258 ist
noch spezifischer fur dsDNA als PicoGreen, aber dafur nicht

so sensitiv. In Tabelle 2 ist eine Ubersicht (iber die genannten
Methoden zur Bestimmung von dsDNA dargestellt.

Wie unterscheiden sich Fluoreszenz- von Absorptions-
messungen?

Grundsatzlich gehen beide Messmethoden davon aus,

dass geloste Molekule mit dem Licht einer bestimmten
Wellenlange interagieren. Bei der Absorption werden mit-
tels Lichtenergie Elektronen des bestrahlten Molekils auf
ein hoheres Energieniveau gebracht. Das Licht wird dabei
absorbiert. Nach dieser Absorption fallen die angeregten
Elektronen auf ihr ursprungliches Energieniveau zurtck. In
einem Photometer kann tber einen Detektor die verbleiben-
de Lichtmenge mit der Ausgangslichtmenge ins Verhaltnis
gesetzt und somit die Absorption bestimmt werden. Uber
eine stoffspezifische Konstante, den so genannten Absorp-
tionskoeffizienten, und die optische Schichtdicke (in der Ku-
vette) kann mittels des Lambert-Beer’schen bzw. Bouguer-
Lambert-Beer'schen Gesetzes A=E*C*L die Konzentration
der Molekule in einer Losung bestimmt werden (wobei
E=Absorptionskoeffizient, C= Konzentration, L=optische
Schichtdicke).

Soll eine Probenkonzentration tber Fluoreszenz nachgewie-
sen werden, wird die Probe ebenfalls mit einer bestimmten
Wellenlange bestrahlt. Das Licht wird zunachst wiederum
absorbiert. Wird ein Fluorophor angeregt, fallt dieser bzw.
dessen angeregte Elektronen nicht direkt auf sein urspring-
liches Energieniveau. Es fallt zunachst auf einen etwas
niedrigen Energielevel und gelangt erst von dort auf den
ursprunglichen Zustand.
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Tabelle 1: Beispiel einiger Fluoreszenz-Farbstoffe zur Bestimmung von Biomole-
kilen. Die Daten beziehen sich auf die Angaben der Reagenzhersteller.

Farbstoff Zielmolekiil Messbereich
PicoGreen dsDNA 0,025 - 1000 ng/mL
Hoechst H33258 dsDNA 0,1-10 pg/mL (dsDNA)
Ethidiumbromid dsDNA, RNA 0,1-10 pg/mL (dsDNA)
RiboGreen® RNA 1-1000 ng/mL
Oligreen® ssDNA, Oligo-DNA 0,1-1000 ng/mL
NanoOrange® Protein 10 ng/mL-10 pug/mL

Tabelle 2: Sensitivitat bekannter Detektionsmethoden fir dsDNA bzw. RNA [3]

Absorption Fluoreszenz

Bestimmungs-  A260 Hoechst Ethidium-  PicoGreen

methode H33258 bromid

DNA- 1-50 0,01-15 0,1-10 0,025-

Messbereich pg/mL pg/mL pg/mL 1000
ng/mL

RNA- 1-40 NA 1-40 Minimal

Messbereich pg/mL pg/mL sensitivity

Verhaltnis 0.8 400 2.2 >100

(DNA/RNA)

Ist das der Fall, wird Fluoreszenz-Strahlung emittiert

(s. Abbildung 2). Die emittierte Strahlung hat dabei immer
eine hohere Wellenlange als die Anregungswellenlange
(Abbildung 3).
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Abbildung 2: Prinzip der Absorptions- und Fluoreszenzmessung

1: Elektron wird durch Lichtabsorption auf einen héheren Energielevel
gebracht (Absorptionsmessung) und

2: Elektron springt zurtick auf seinen urspriinglichen Energielevel

3: Elektron kehrt nicht direkt auf seinen urspriinglichen Energielevel,
sondern zunachst zu einem Zwischenlevel

4: Elektron springt von dem Zwischenlevel auf seinen urspriinglichen
Energielevel (Fluoreszenz-Strahlung wird frei)
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Ein wesentlicher Unterschied zur Konzentrationsbestimmung
Uber Absorptionsmessungen ist, dass der oben genann-

te Fluorophor wie PicoGreen nicht direkt bestimmt wird,
sondern daflr genutzt wird, indirekt Molekile wie dsDNA
nachzuweisen. Die Berechnung der Konzentration erfolgt
Uber eine vorher erstellte Standardkurve. Dabei werden
bekannte Nukleinsaure-Konzentrationen (Standards) mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff versetzt und die relative Fluoreszenz
(RFU) nach Interaktion mit den Standards in einem Fluori-
meter gemessen.

In dem vorliegenden Artikel soll gezeigt werden, wie mittels
eines PicoGreen -Assays der Firma life technologies
(Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Reagent and Kits) dsDNA
unter Verwendung des Eppendorf BioSpectrometer fluore-
scence nachgewiesen werden kann. Neben der herkomm-
lichen Bestimmung Uber 5 Standards, die laut Hersteller
vorgegeben sind, zeigen wir, dass eine zuverlassige Bestim-
mung bei Verwendung von nur 2 Standards moglich ist.
Auch bei den anderen Nukleinsaure-Methoden (RiboGreen,
OliGreen), die im Eppendorf BioSpectrometer Uber Fluores-
zenz ausgewertet werden, werden neben den herkomm-
lichen Methoden diese sogenannten ,,Short protocols”
angeboten (Auswertung Uber 2 Standards: 0 und X ng/mL).
Ein wichtiger Vorteil des BioSpectrometer fluorescence

Material und Durchfuhrung
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Abbildung 3: Das Licht zur Anregung (EX) der Fluorophore hat eine
kirzere Wellenlange als das emittierte fluoreszierende Licht (EM)

ist, dass hier nicht nur ein Fluorimeter vorliegt, sondern
auch ein vollwertiges Spektrometer. Das erweist sich schon
bei Erstellung der Standardlosungen als Vorteil, da die
Standard-Ausgangslosung spektrometrisch tberpruft werden
muss. Somit konnen alle notwendigen Messungen fur die
Auswertung mit dem oben genannten Kit an einem Gerat
durchgefuhrt werden.

Material: BioSpectrometer fluorescence, Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit, VIS-Makroklivetten, Wasser (Molecular Grade),
2 x 50 mL Reagenzgefale, 1,5/2 mL Eppendorf Safe Lock Tubes, Eppendorf MixMate®, Eppendorf UVette®,
dsDNA-Stammldsung (AppliChem®: A5187,1000), Eppendorf Research® Pipetten

Erstellung der Standardkurve mit dsDNA-Standards

Fur die Erstellung der Messlosung wurde die Bedienungsan-
leitung des Quant-iT PicoGreen dsDNA-Kit zugrunde gelegt.
Anstelle von 2 mL wurden nur 1 mL Messvolumen verwendet.
Dies ist moglich, da aufgrund der niedrigen Lichtstrahlhohe
von nur 8,5 mm im Eppendorf BioSpectrometer fluorescence,
1 mL fir die Messung in Makrokuvetten ausreicht.

Bei Erstellung der Standardkurve ist darauf zu achten, dass
die entsprechende Standardkonzentration sich auf das Volumen
des gesamten Messansatzes bezieht. Dies muss auch bei der
Ermittlung der Probenkonzentration berticksichtigt werden.
So mussen naturlich Proben und Standards gleichermaRen
hergestellt werden. Da die Messungen, wie zuvor beschrieben,
deutlicher empfindlicher sind als Absorptionsmessungen,
mussen alle verwendeten Gerate, insbesondere die Pipetten,
sich in einem technisch einwandfreien Zustand befinden.
Daruber hinaus ist es zu empfehlen, alle verwendeten Kit-
Komponenten vor Verwendung zunachst 2h bei RT stehen zu
lassen. Zunachst wird der Assay-Puffer erstellt. Hierflr werden
1 mL des im Kit mitgelieferten 20xTE Puffer mit 19 mL Wasser
(Molecular Grade) in einem 50 mL ReagenzgefaRen verdunnt.
Die Reagenzlosung liegt in konzentrierter Form in 100 pL
Portionen vor. Daraus werden 50 pL entnommen und ebenfalls
in einem Reagenzgefal 200fach mit dem frisch hergestellten

Assay-Puffer auf 10 mL verdinnt (0,05 mL Reagenzlosung +
9,95 mL Assay-Puffer). Diese Menge reicht fur ca. 20 Messun-
gen inkl. Proben und Standards.

Die im Kit mitgelieferte DNA-Stammlosung liegt in einer Kon-
zentration von 100 ng/pL vor. Diese wird mit dem Assay-Puffer
zunachst 1:50 verdunnt. Die finale Konzentration dieser dsDNA
Ausgangslosung fiur die Standards sollte dann 2 ng/plL bzw.
2000 ng/mL betragen. Die so hergestellte Ausgangslosung
sollte daruber hinaus photometrisch tuberprift werden. Eine
dsDNA Losung von 2 ng/pL entspricht einer optischen Dichte
bei 260 nm von 0,04, gemessen in einer Kuvette mit 10 mm
Lichtweg. Da es sich bei dem Eppendorf BioSpectrometer flu-
orescence um ein vollwertiges UV-VIS Spektrometer handelt,
kénnen in diesem Gerat sowohl die photometrische Uberprii-
fung der Ausgangslosung als auch die folgenden fluorimetri-
schen Messungen durchgefiihrt werden.

Fur die photometrischen Messungen kénnen Eppendorf UVet-
ten verwendet werden. Als Blanklosung dient der frisch herge-
stellte 1 x TE Puffer. Fur die photometrische Vorabmessung
wird die Methode dsDNA gewahlt. Um zu uUberprufen,

ob die Ausgangslosung frei von Kontaminationen ist, sollten
der ,Scan”, das Verhaltnis 260/230 und die Hintergrundkorrek-
tur bei 320 bzw. 340 nm vor der Messung im Bereich ,,check
parameters” aktiviert werden (Abbildung 4A und 4B).
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LELIER B check parameters
Cuvette 10 mm Page 1/2
Unit ug/mL
Molar Unit pmol/mL
Factor 50
Decimal places 1
A260/A280 on

| A260/A230 on | A Edit parameters:

"Edit" softkey.
Autoprint off Show more parameters:
"Page up" or "Page dn".

[ Edit J[PageupMPagean Abort ][<Back][ Next>]

eppendorf

LUl check parameters

Page 2/2
| Show scan on | B
Start A 226 nm
Stop A 350 nm
Background on | C
Fdn parameters:
Wavelength 320 nm Edit" softkey.
Show more parameters:
"Page up" or "Page dn".

[ Edit J[PageupJ[Pagedn][ Abort ][<Baok}[ Nexl>]

Abbildung 4: Einstellung fiir die Messung der Ausgangslésung am Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

A: A260/A230
B: Aktivierung des Scans
C: Aktivierung des Backgrounds

In Abbildung 5 ist gezeigt, dass die Ausgangslosung fir die
Standardkurve die vom Hersteller empfohlene Ausgangskon-
zentration aufweist. Falls sich die zu erwartende Konzentration
nicht wiederfinden lasst, konnen die Werte fur die Standard-
kurve entsprechend angepasst werden. Wird zum Beispiel nur

dsDNA: [check parameters measure samples
dsDNA 2012-11-08 12:45:27
Abs. (A) #01
0.450 ‘ : ID:
0.360 3
2 D 1ugme
0.270 i i 0.042 Ay
0.180 H A260/A280 1.84
0.090
L Measure blank or sample:
0.000 "blank";"sample" keys.
240 260 280 300 320 MM
Move A cursor:
A 26()I Abs.: 0.042 4 and P keys.

—_—

Dilution || EditID || Data || Finish || <Back || Next> |

eine dsDNA-Konzentration von 1,6 ng/mL gemessen, kénnen
die Standardkonzentrationen auch folgendermalRen erstellt und
programmiert werden (s.a. Tabelle 3): 800 ng/mL, 80 ng/mL,

8 ng/mL, 0,8 ng/mL und 0 ng/mL.

dsDNA: [check parameters measure samples
dsDNA 2012-11-08 12:45:27
#01

1D:

2 o 1ug/mL

A260/A230 2.26

A230 0.019 Az 0.042 Ay,
A280 0.023 Agsy

Background 0.001 Agzg A260/A280 1.84

Measure blank or sample:
"blank";"sample" keys.

Scroll results:
A and ¥ keys.

| Dilution || Edit1D || Graph || Finish || <Back |[ Next> |

Abbildung 5: Uberpriifung der Konzentration der Ausgangslésung fiir die Standardkonzentrationen.

Nachdem die Konzentration der dsDNA-Ausgangslosung Uber-
pruft wurde, konnen die Losungen fir die Standardmessungen
erstellt werden. Wie oben beschrieben betragt das Messvolu-
men nur 1 mL statt 2 mL, wie vom Kit Hersteller angegeben,
was auch eine erhebliche Einsparung an Reagenz-Ldosung

bedeutet. Idealerweise werden fiur jede Verdinnungsstufe 2-3
identische Standards (Replikate) hergestellt.

In Tabelle 3 ist das entsprechende Pipettierschema fur die
jeweiligen Verdinnung dargestellt.
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Tabelle 3: Pipettierschema fiir die jeweiligen Standardkonzentrationen

eppendorf

Verdiinnungsstufe Volumen des Volumen der dsDNA  Volumen der verdiinnten Endkonzentration dsDNA Standardnummer
Assay-Puffers Ausgangslosung Reagenzlosung im Gesamtansatz
[uLl [puLl [pLl [ng/mL]

1 0 500 500 1000 5

2 450 50 500 100 4

3 495 5 500 10 3

4 499,5% (495) 0,5 (5 pL 1:10) 500 1 2

5 500 0 500 0 1

*Die Ausgangslosung sollte zunachst 1:10 verdiinnt werden (z.B. 5 pL DNA-L6sung plus 45 pL Assay-Puffer). Von dieser verdiinnten Losung werden dann 5 pL

entnommen und mit 495 pL Assay-Puffer vermischt.

Es ist wichtig, dass die Messproben genauso behandelt werden

wie die Standards. In diesem Fall bedeutet

das, es missen

500 pL der Proben (maglichstin 1 X TE Puffer) mit 500 pL

Reagenzlosung versetzt werden. Mussen die Proben aufgrund
eines zu hohen Signals verdiinnt werden, sollte eine entspre-

chende Verdinnung immer mit dem frisch

hergestellten 1x

TE-Puffer erfolgen. Wenn im Gerat die entsprechend ver-

Programmierung und Messung der Standardkurve:
Fur die Bestimmung von dsDNA wird die Methode PicoGreen verwendet.
Die Anzahl der Standards und die Standardkonzentration lassen sich im Bereich “check parameters” programmieren.

A Method Selection
Sub Groups Methods
2 Nucleic acids A PicoGreen®
O Prote & PicoGreen® short
& OliGreen®
& OliGreen® short
o Basic @ RiboGreen®
M| Advancec & RiboGreen® short
' & Qubit® dsDNA BR
Fluorimetry
. & Qubit® dsDNA HS
£ Routine
& Qubit® ssDNA
0 Basic
[ <New Method>
[ Cut ][ Copy ][ Rename J[ Delete J[ Paste ][ Function
C v [RRSRRIY. | casure standards|—{measure samples ..
Std. Conc. 1 0 ng/mL Page 2/2
Std. Conc. 2 1 ng/mL
Std. Conc. 3 10 ng/mL
Std. Conc. 4 100 ng/mL
Std. Conc. 5 1000 ng/mL

Edit parameters:

Show more parameters:

"Edit" softkey.

'Page up" or "Page dn".

[ Edit J [ Page up ] [ Page dn ][ Abort ][

< Back J[ Next > ]

wendete Verdinnung programmiert ist, wird automatisch die
Ausgangskonzentration berechnet und angezeigt. Weiterhin ist
zu beachten, dass der Standard mit der Konzentration 0 ng/mL
gleichzeitig als Blank dient. Zudem sollten die Ansatze zu-
nachst in einem Eppendorf Safe-Lock GefaR vorprapariert und
unmittelbar vor der Messung griindlich zum Beispiel mit einem
Eppendorf MixMate® durchmischt werden.

i check parameters

Wavelength (em) 520 nm Ragepl/2
Wavelength (ex) 470 nm
Unit ng/mL
Standards 5
Replicates 2
Decimal places 0
Edit parameters:
"Edit" softkey.
Autoprint off
Show more parameters:
"Page up" or "Page dn".
[ Edit ] [ Page up ] [ Page dn ][ Abort ][ < Back J[ Next > ]

Abbildung 6: Aufrufen der Methode PicoGreen (A).
B: Programmierung der Standards
C: Programmierung der Standardkonzentrationen
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Alle Parameter sind entsprechend der Vorgaben im Protokoll
des Quant-iT PicoGreen dsDNA Kit von life technologies
programmiert.

Uber den Softkey ,Next” gelangt man in den Bereich ,measure
standards”. Alle Standards und auch die Proben sollten még-
lichst schnell hintereinander weg gemessen werden, da das
Fluoreszenzsignal innerhalb der Ansatze mit der Zeit abnimmt

Conc. | Fluorescence | Linear regression:
ng/mL RFUsz Conc.= 3.4745+RFU
[oanaara 2 T V.7 ||~ +0.0000
X: 0.27
5.17
Standard 3 10 5.16 Coefficient of
_ determination:
X: 5.16 Rz = 0.9999
27.9
Standard 4 100 25.9
X: 26.9
288
Standard 5 1000 || 288
X: 288 | y
{ ] [Curve Fit} [ Graph J [ Abort ] [ < Back ] [ Next >
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(Photobleaching). Wahrend der Messung kann zwischen einer
tabellarischen bzw. graphischen Darstellung gewechselt wer-

den (Abbildung 7). Entscheidend fur die Auswertung ist, dass
die Kurve einen linearen Verlauf zeigt und das Bestimmtheits-
maf R? 0,95 nicht unterschreitet. Bei Unterschreitung gibt das
Gerat einen entsprechenden Warnhinweis.

Eluo Ll (HED) Linear regression:
.
Conc.= 3.4745+-RFU
26000 +0.0000
200.00
Coefficient of
determination:
140.00 R? = 0.9999
80.00
20.00
0 200 400 600 8ogCene ngmLl
|std. 5, Rep. 2 (1000 ng/mL; 287.73 RFU)|

[ J[Curve Fil] [ Table ] [ Abort M < B;ck ][ ‘Next > ]

Abbildung 7: Erstellung der Standardkurve mit definierten dsDNA Standardkonzentration.

A: Tabellarische Form / B: Graphische Form

Verwendung der PicoGreen -, short” Methode:

Bei Messung mit Standardkurven, die streng linear verlaufen,
wie bei der Bestimmung von dsDNA mit PicoGreen,

ist es auch moglich, die Anzahl der Standards zu reduzieren.
Hierflir werden im Eppendorf BioSpectrometer fluorescence
die sogenannten ,, Short methods” angeboten. Dabei werden
nur ein ,,Null”-Standard und ein weiterer Standard mit einer
definierten Konzentration gemessen. Der zweite Standard
muss innerhalb des linearen Bereichs liegen. Die Auswertung
erfolgt in dem Fall Gber lineare Interpolation, da eine lineare

A s e

Fluorescence
RFUszo

0.00

0.00

X: 0.00

0.94

Standard 2 500
% 0.92

Conc.
ng/mL

Linear interpolation:

calculated

Standard 1 0

and ¥ keys.

[ I

J[ Graph J[ Abort ][ < Back N Next >

Regression mit nur 2 Standards nicht moglich ist. Im Eppendorf
BioSpectrometer fluorescence sind in der PicoGreen -,,short”
Methode 0 und 500 ng/mL vorprogrammiert (Abbildung 8).

Die Programmierung der Short-Methode lasst sich einfach und
schnell durchfihren. Im Ergebnisteil wird gezeigt, dass Pro-
benbestimmungen, die mit einer solchen 2-Punkt-Kalibrierung
durchgeflihrt werden, dhnlich genaue Ergebnisse liefern wie
bei herkdmmlicher Auswertung mit 5 Standards.

LI OE T 3l measure standards / new—
Fluor. (RFU) Linear interpolation:
: calculated

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00 :

0 9 180 270 30 o (M) - o
Std. 2, Rep. 2 (500 ng/mL; 0.91 RFU) ¥/ 4 and » keys.

[ |

][ Table N Abort ][ < Back ][ Next > ]

Abbildung 8: Erstellung einer Standardkurve mittels der PicoGreen short Methode

A: Tabellarische Darstellung / B: Graphische Darstellung
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Bestimmung von RNA, ssDNA und Oligo-DNA

Im Eppendorf BioSpectrometer sind neben der PicoGreen-
Methode auch Methoden fur die Bestimmung von RNA Uber
RiboGreen und ssDNA bzw. Oligo-DNA mittels OliGreen vor-
programmiert. Die Methoden orientieren sich dabei an den Kits
von Life Technologies Quant-iT,RiboGreen RNA Reagent and
Kit (RNA)” bzw. Quant-iT ,,OliGreen ssDNA Reagent and Kit".
Die Bearbeitung dieser Methoden erfolgt analog der Auswer-
tung Uber PicoGreen. Das gilt auch fir die Short-

Methoden, die fur diese Kits ebenfalls vorprogrammiert sind.
Bei dem RiboGreen-Kit ist es eventuell besser, wenn man fur
die Standardkurve statt einer linearen Regression (wie in der
Kit-Beschreibung angegeben) eine nicht-lineare Regression
anwendet. Wahrend der Erstellung der Standardkurve lasst
sich die Regression im Eppendorf BioSpectrometer fluores-
cence auch wahrend der Messung der Standards beliebig an-
passen. In jedem Fall sollte die Regression verwendet werden,
die optimal zum Verlauf der Standardkurve passt. Dieses

wird durch die Determinationskonstante R? dargestellt

(Min.: 0,95/ Max.: 1).

Durchfiihrung von fluorimetrischen Messungen mit dem
Eppendorf BioSpectrometer fluorescence

Fluorophoren wie die oben genannten Farbstoffe sind sehr
lichtempfindlich. Die Eigenschaft der Fluoreszenz wird mit
zunehmender Zeit durch Lichteinfluss abnehmen (,,Photo-
bleaching”). Aus diesem Grund sollten die entsprechenden
Reagenzien maoglichst dunkel und kiihl gelagert werden. Auch
wahrend der Messungen macht sich der Effekt des ,,Photo-
bleaching” bemerkbar. Daher sollten die Standardkurve und
die Proben moglichst schnell hintereinander weg gemessen
werden.

Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Methoden ,,PicoGreen” und
.PicoGreen -,short” gegeniiber gestellt. Die vorprogrammier-
ten ,,short”-Methoden zeichnen sich dadurch aus, dass zum
einen die Standards wesentlich schneller gemessen werden
konnen, zum anderen eine erhebliche Menge an Reagenzien
gespart werden kann. Es werden nur zwei Standards gemes-
sen. Im BioSpectrometer fluorescence sind das fur PicoGreen
-,short” 0 ng/mL und 500 ng/mL. Auch hier wird der Nullstan-
dard gleichzeitig fur die Blank-Messung verwendet.

Da die Standard-Reihe fur die Auswertung mit PicoGreen,
wie in Abbildung 7b gezeigt, mit 5 Standards linear verlauft,
ist davon auszugehen, dass eine Auswertung mit nur 2 Stan-
dards moglich sein muss.
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Die Stabilitat der Fluorophoren ist sehr unterschiedlich: Pico-
Green ist relativ stabil, wohingegen RiboGreen seine Eigen-
schaft zur Fluoreszenz unter Lichteinfluss recht schnell verliert.
Eine Standardkurve sollte fur jede Bestimmung neu erstellt
werden, da sich aufgrund der Empfindlichkeit der Messungen
durch leichte Anderungen in der Lichtintensitit oder Tem-
peratur keine 100%ig reproduzierbaren Messbedingungen
erzeugen lassen. Daher sollten Messungen einer Messreihe
immer unter gleichbleibenden Lichtverhaltnissen durchgefihrt
werden.

Da die Vorbereitungen fur die Messungen somit recht aufwen-
dig sind im Vergleich zu Bestimmungen tuber UV-VIS Spektros-
kopie, empfiehlt es sich, die Proben zu sammeln, bevor eine
Messreihe gestartet wird. Dadurch lassen sich auch Reagenzi-
en sparen.

Bei allen Messungen ist der verwendete Null-Standard auch
immer gleichzeitig die Blank-Losung. Wie oben erwahnt,

sollte immer Gberpruft werden, ob die Standardkurve zu der
voreingestellten Regressionsauswertung (,curve fit") passt.
Eine nachtragliche Anpassung ist wahrend der Erstellung der
Standardkurve jederzeit moglich. Die Auswertemethode kann
durch die Funktion ,Curve Fit” jederzeit wahrend der Messun-
gen geandert werden.

Genauer ware es, die Standardkurve immer mit Doppel- oder
Dreifachbestimmungen pro Standard zu erstellen. Dadurch ist
es eher moglich zu sehen, ob ein Standard aus der Messreihe
herausfallt. Wahrend der Messung der Standards kann jeder
einzelne Standard neu gemessen werden.

Wahrend der Messungen sollte auf die Hohe der RFU geachtet
werden. Werte unter 1 sollten nicht verwendet werden.

Beim Vorbereiten der Messlosung muss insbesondere bei den
Standards darauf geachtet werden, diese vor der Messung
ausreichend zu mischen.

Fur die Gegenuberstellung beider Methoden wurden jeweils
eine Standardkurve mit 2 Standards (0 und 500 ng/mL) und
eine Standardkurve mit 5 Standards erstellt (0, 1, 10, 100 und
1000 ng/mL). AnschlieBend wurden Konzentrationen von
Proben mit 10, 100 und 1000 ng/mL mit beiden Standard-
kurven bestimmt. Das Ergebnis ist in Abbildung 9 gezeigt.
Die Screenshots 9 A-C basieren auf einer Auswertung mit 5
Standards. 9 D-F zeigen die Ergebnisse basierend auf einer
Auswertung mit 2 Standards.
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PicoGreen® short: measure samples print & export
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Abbildung 9: Bestimmung von dsDNA Proben (10, 100 und 1000 ng/mL) mit der Methode PicoGreen und PicoGreen -,short”
A-C: Methode PicoGreen

D-F: Methode PicoGreen -, short”
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Wie aus Abbildung 9 zu entnehmen ist, sind die Ergebnisse
beider Methoden vergleichbar.

Eine Auswertung tber 5 Standards ist in diesem Beispiel etwas
genauer. Fiir eine schnelle Uberpriifung von einzelnen Proben
ist die ,,short”-Methode aber ausreichend.
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Dies zeigt sich auch, wenn man die Ergebnisse basierend auf
der Methode PicoGreen -,,short” und einer 2-Punktkalibration
auf einem Vergleichsgerat misst (Tabelle 4). Die Ergebnisse
liegen in dem zu erwartenden Bereich und weichen nur mini-
mal voneinander ab.

Tabelle 4: Vergleich von dsDNA Bestimmungen mittels der ,,PicoGreen short” am BioSpectrometer fluorescence und einem Vergleichsgerat

Standards - Soll-
konzentration

Ergebnis im
Vergleichsgerat
(2 Standards)

Abweichung vom
Sollwert

Ergebnis im
BioSpectrometer mit
PicoGreen -,short”
(2 Standards)

Abweichung vom
Sollwert

Abweichung
zwischen Bio-
Spectrometer und
Vergleichsgerat

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL1/ [%] [ng/mL] [ng/mL1/ [%] [%]
10 11,2 1,2/12 11 1/10 2,4
100 97,2 -28/2,8 97 -3/3 0,8
1000 993,1 -710,7 993 -710,7 0,0

Wie aus Tabelle 4 als auch aus Abbildung 9 ersichtlich, lassen
sich mittels der PicoGreen -,short” Methode ausreichend ge-
naue DNA-Konzentrationen ermitteln. Die Ergebnisse weichen
nur geringfugig vom Sollwert ab und auch die Abweichungen
zum Referenzgerat sind minimal.

Ein groBer Vorteil beim Eppendorf BioSpectrometer ist, dass
bei Messungen mit einer Standardkurve die Ergebnisse in
einem Graphen immer direkt in Relation zu der Standardkurve
abgebildet werden. Dadurch lasst sich genau abschatzen, ob
die Probenkonzentration mit dem gemessenen Bereich der
Kurve ubereinstimmt. Fehleinschatzungen von Ergebnissen
konnen dadurch leicht eliminiert werden.

Die oben dargestellten Messungen sind alle in Makrokiivetten
aus PMMA (Polymethylmethacrylat) mit 1 mL Messvolumen
durchgefiihrt worden. Das BioSpectrometer fluorescence

kann aber mit allen gangigen Kivetten betrieben werden. Fir
Fluoreszenz-Messungen konnen Makrokuvetten aus Quarzglas,
Halbmikrokuvetten aus PMMA, Ultramikrokivetten aus Quarz-
glas oder auch die Eppendorf UVette eingesetzt werden.
Durch die Verwendung der Eppendorf UVette konnte das

Fazit

Das Eppendorf BioSpectrometer fluorescence ist ein vollwer-
tiges UV-VIS Spectrometer mit integriertem Fluorimeter. Alle
Methoden, die im Eppendorf BioSpectrometer basic imple-
mentiert sind, stehen auch hier zur Verfiigung. Durch das
integrierte Fluorimeter konnen zusatzlich Standard-Methoden
zur Nukleinsauren- und Proteinbestimmung Uber Fluoreszenz
durchgefiihrt werden. Die vorprogrammierten Methoden ori-
entieren sich an den Quant-iT Kits der Firma life technologies.
Neben den in den Kits empfohlenen Auswertungen Uber 5
Standards, werden daruber hinaus auch fir alle Nukleinsaure-
Methoden ,Short methods” angeboten, die eine Auswertung

Messvolumen nochmals deutlich reduziert werden, da hier

fur die Messung 60 pL ausreichend sind. Zu beachten ist
dabei, dass bei einem geringen Einsatz von Reagenz auch das
Fluoreszenz-Signal reduziert wird. Dies kann bei Messungen an
der Untergrenze des Messbereichs zu groBeren Ungenauigkei-
ten bei der Probenbestimmung fihren.

Mittels Nukleinsaure-Bestimmung tber Fluoreszenz lassen
sich, wie gezeigt, deutlich geringere Konzentrationen an
dsDNA messen als tUber die Standardbestimmung mittels UV-
VIS Spektroskopie. Da das Eppendorf BioSpectrometer
fluorescence in der Lage ist, dsSDNA sowohl liber Fluores-
zenz als auch Uber Absorptionsmessungen zu bestimmen,
ergibt sich hier ein bisher von anderen Geraten im Markt nicht
erreichter Messbereich. Dieser wird sogar noch erweitert,
wenn das Messsystem mit einer Mikrovolumenkivette, wie der
Eppendorf pCuvette G1.0 erweitert wird (4). Dadurch ergibt
sich ein theoretischer Messbereich fiir dsDNA von 1 ng/ml bis
zu 1500000 ng/mL (=1,5 mg/mL).

mittels 2 statt 5 Standards ermoglichen. Mit PicoGreen als
Beispiel konnte gezeigt werden, dass eine Auswertung ohne
Verlust der Genauigkeit moglich ist. Dieses wurde auch bei
Messungen in einem Vergleichsgerat bestatigt. Durch ,,Short-
Methods” und Reduzierung des Messvolumens unter Verwen-
dung der Eppendorf UVette lasst sich zudem eine erhebliche
Menge an Reagenzien sparen.

In Kombination mit der Eppendorf pCuvette G1.0 und dem
Eppendorf BioSpectrometer fluorencence ist es weiterhin mog-
lich, dsDNA in einem Bereich von 1-1.500 000 ng/mL

(=1,5 mg/mL) zu bestimmen.
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