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Einleitung

Die Trennung doppelstrangiger
Nukleinsauren in ihre Einzelstrange kann
durch eine Erhdhung der Temperatur
induziert werden. Ab einer gewissen
Temperatur brechen die Wasserstoff
(H)-Briickenbindungen zwischen den
Basenpaaren. Bei einem thermischen
Schmelzexperiment wird der Unterschied
in der Anzahl der H-Briickenbindungen
zwischen Nukleobasen genutzt.
Beispielsweise die H-Briickenbindungen
zwischen den Nukleotiden Adenosin zu
Thymin (A=T) und zwischen Guanin zu
Cytosin (G=C) der DNA oder zwischen
Adenosin zu Uracil (A=U) und den Basen
G zu Cin RNA. Da die G=C-Nukleotide drei
Wasserstoffbriickenbindungen enthalten,
ist die zur Dissoziation der G=C-Bindung
erforderliche Warmeenergie groRer

als die fUr doppelt gebundene Paare.
DNA und RNA mit mehr G=C-Paaren
schmilzt bei einer hoheren Temperatur.
Die Schmelztemperatur (melting
temperature, T ) liefert einen genauen
Hinweis auf die Basenzusammensetzung
(Verhaltnis von G=C zu A=T/U=T) in der
Probe.

Wahrend der Wirkstoffforschung,
-entwicklung und -herstellung von
Nukleinsauren verwenden Forscher und
Hersteller haufig die T zur sekundéren
Identifizierungspriifung (QC-Check). Der
Schmelzpunkt wird in der Regel mittels
UV-Vis-Spektrophotometrie gemessen,
da bei 260 nm, dem Maximum des
Absorptionspeaks fir Nukleinsauren, die
Extinktion einzelstrangiger Nukleinsauren
hoher ist als flr doppelstrangige
Nukleinsauren.! Unter Verwendung von
DNA aus Heringssperma als Beispiel
zeigt Abbildung 1, dass die Extinktion bei
260 nm bei 90 °C erheblich hoher ist als
bei 25 °C.

Thermische Schmelzexperimente von
Nukleinsauren werden typischerweise
durchgefihrt, indem die Anderung

der Extinktion bei 260 nm gemessen
wird. Die Temperatur der Probe

wird allmahlich unter kontrollierten
Bedingungen fur pH-Wert und
lonenstéarke erhoht, in der Regel mit einer
Anstiegsrate von 0,5 °C pro Minute >
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Abbildung 1. Wellenlédngenscan einer Heringssperma-DNA-Probe bei 25 °C (doppelstangig, violett)

und 90 °C (einzelstrangig, grau).

Um genaue und reproduzierbare Daten
sicherzustellen wird eine langsame
Temperaturanstiegsrate verwendet. Leider
bedeutet die langsame Anstiegsrate der
Temperatur auch, dass die Experimente
lange dauern. Um die Temperatur

mit 0,5 °C/min von 20 auf 95 °C zu
erhohen, bendtigt man beispielsweise
2,5 Stunden. Diese Messungen werden
haufig wiederholt, um reproduzierbare
Ergebnisse sicherzustellen, sodass

ein vollstandiges warmeinduziertes
Schmelzexperiment einen erheblichen
Zeitaufwand bedeuten kann.

Es gibt verschiedene Anséatze, um

die Dauer fir die warmeinduzierten
Schmelzmessungen zu verkurzen.
Manche Gerate ermoglichen
beispielsweise, dass ein Experiment in
mehrere Phasen aufgeteilt wird, wobei

fUr jede Phase eine andere Anstiegsrate
fur die Temperatur verwendet wird. Eine
schnelle Anstiegsrate kann fir die Phasen
zu Beginn und am Ende verwendet
werden und eine langsamere Anstiegsrate
in dem Temperaturbereich, in dem die
Probe denaturiert. Neueste Entwicklungen
spektrophotometrischer Gerate bieten
eine erhebliche Zeitersparnis fur

warmeinduzierte Schmelzmessungen
sowie eine hohere Genauigkeit der
Temperatur, als dies zuvor moglich war.

Experimente zur Untersuchung der
erneuten Bindungsbildung zwischen den
Strangen (Reannealing) sollten mit einer
langsameren Rate durchgefiihrt werden,
damit genug Zeit fir das vollstandige
Reannealing der einzelstrangigen
Nukleinsauren bleibt.

Das Agilent Cary 3500 Multizonen-
UV-Vis-Spektralphotometer

verwendet in die Kuvetten integrierte
Temperatursonden, um die Temperatur
der Losungen wahrend des thermischen
Schmelzexperiments genau zu steuern.
Zur Steuerung der Probentemperatur
zwischen 0 und 110 °C wird eine
wasserfreie, luftgekihlte Peltier-
Temperierung verwendet.

Diese Studie untersuchte mit dem
Cary 3500 Multizonen-UV-Vis-
Spektralphotometer den Einfluss, den
die Erhohung der Anstiegsrate der
Temperatur auf die berechnete T_ der
Heringssperma-DNA hat.



Experimentelles

Proben

Es wurde eine Losung von ca.

15 pg/ml Heringssperma-DNA (D6898) in
phosphatgepufferter Salzlésung (0,01 M
Phosphatpuffer, 0,0027 M Kaliumchlorid
und 0,137 M Natriumchlorid, pH 7,4

bei 25 °C) hergestellt. Als Referenzldsung
(Blindprobe) wurde reine
phosphatgepufferte Salzlosung
verwendet. Weiterhin wurden
SemimikrokUvetten aus Quarz von
Agilent (Bestellnummer 5063-6559) mit
Temperatursonden (Bestellnummer
G9889-60005), mit einem
Probenvolumen von 600 plund 10 mm
optischer Schichtdicke (Abbildung 2)
verwendet. Zur Minimierung der
Probenverdampfung wurde die Probe in
der Klvette jeweils mit wenigen Tropfen
Mineraldl (FS-SMO15) Uberschichtet.

Gerate und Methode

Ein Cary 3500 Multizonen-UV-Vis-
Spektralphotometer wurde mit der

Agilent Cary UV Workstation-Software
gesteuert. Die Messungen wurden mit
den in Tabelle 1 zusammengefassten
Methodenparametern durchgefihrt.

Der einzige wahrend der Untersuchung
veranderte Parameter war die Anstiegsrate
der Temperatur. Es wurden insgesamt
sechs Anstiegsraten verwendet: 1, 5, 10,
20, 30 und 40 °C/min. Alle Messungen
verwendeten mindestens drei Aliquote der
Probe, die unter identischen Bedingungen
gleichzeitig gemessen wurden. Jede
Probenkivette wurde zusammen

mit einer Referenzkivette in den
MultikUvettenhalter mit acht Positionen
gestellt. Eine Temperatursonde zur
Verwendung in den Kivetten wurde in jede
Probenkuvette eingefiihrt (Abbildung 2)
und die Messwerte der Sonde wurden zur
Steuerung der Temperatur wahrend des
Experiments verwendet.

Daten wurden alle 1 °C aufgenommen;
das Signal wurde 0,1 Sekunde lang
gemittelt, bevor jeder Datenpunkt
aufgezeichnet wurde. Bei einer
Anstiegsrate der Temperatur von

30 °C/min dauerte die Messung
ungefahr 10 Minuten.

Tabelle 1. Methodenparameter am Agilent Cary 3500 UV-Vis.

Parameter Einstellung
Wellenlénge 260 nm
Signalmittelungszeit 01s
Datenintervall 1°C
Starttemperatur 25°C
Endtemperatur 100°C
Rickkehrtemperatur 25°C

Temperaturanstiegsrate

1, 5,10, 20, 30 und 40 °C/min

Anzahl der Phasen

1

Temperatursteuerung Temperatursonde
Glattungsfilter 11
Glattungsdatenintervall 05°C
Ableitungsfilter 1
Ableitungsdatenintervall 05°C

Abbildung 2. Die Agilent Semimikrokivette
(1) und die Temperatursonde zur
Verwendung in den Kiivetten (2) werden
zur Temperatursteuerung der Temperatur
wahrend der Messungen verwendet.




Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 2. Gemessene T_-Werte flr die Heringssperma-DNA-Probe bei allen Anstiegsraten der Temperatur.

. . Durchschnittliche | Standardabweichung
T_-Werte bei verschiedenen T (C)(n=3), | T, (C)(n=3),
Anstiegsraten der Temperatur Anstiegsrate |  Replikat Replikat Replikat Jeweilige Jeweilige
. . . . Experiment °C/min 1T _(°C 2T _(°C 3T (°C Anstiegsrate Anstiegsrate
Die bei den sechs Anstiegsraten fur ; P ( 1 J 8”7(1 ) 8"‘7(1 ) 8m7(1 ) 8791 03
die Temperatur (1, 5, 10, 20, 30 und ' : ' : '
40 °C/min) aufgenommenen Daten 2 S 87.0 866 865 86,7 02
fur die Extinktion sind in Abbildung 3 3 10 86,7 871 87,0 86,9 02
gezeigt. Die erste Ableitung jedes Scans 4 20 87,1 87,1 87,1 87,1 00
wurde berechnet und ist ebenfalls in 5 30 87,1 87,0 86,6 869 02
Abb”dung 3 abgeb”det Der maximale 6 40 86,6 87,0 87,0 86,9 0,2
Peak jeder ersten Ableitung stellt den Durchschnittliche T_ (°C) oo 0 e
Mittelpunkt der Schmelzkurve, also den (n = 6), Alle Anstiegsraten 6 7, 6
T -Wert dar. W|e in Abb|ldyng 3und ST E
Tabelle 2 gezeigt, liegen die gemessenen fir T, (°C) (1=6), 02 02 02
T.-Werte der Heringssperma-DNA- Alle Anstiegsraten
Proben fur alle sechs im Experiment
verwendeten Anstiegsraten der
Temperatur innerhalb von + 0,2 °C.
A 104 B 0,035
1,02 Anstiegsrate Anstiegsrate
100 1-G/min 0030 — 1°C/min
— 5°C/min 5°C/min
098 — 10 °c/min — 10°C/min
0,96 20 °C/min 0,025 —— 20°C/min
0,94 — 30°C/min — 30 °C/min
o . — 40 °C/mii
0,92 40 °C/min 0,020 min
090 )
+ooss ¥ 0015
0,86
084 0,010
0,82
080 0,005
0,78
0,76 _h.z==_—-j:;/ Durchschnittliche T, = 86,9 °C
0,000
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Abbildung 3. Extinktion der Heringssperma-DNA gegen die Temperatur aufgetragen (A) und entsprechende erste Ableitung als Funktion der Temperaturanstiegsrate (B).



In die Cary UV Workstation
integrierter Rechner fiir Glattung und
Ableitung

Die Cary UV Workstation-Software enthalt
Funktionen zur Glattung und Ableitung, die
die Berechnung der Schmelztemperatur
unterstitzen. Das Glatten kann zur
Reduzierung von Interferenzen und
Rauschen in den Spektren verwendet
werden und die Ableitungsfunktion
berechnet die erste Ableitung.

Die Funktionen zur Glattung und
Ableitung verwenden die Savitzky-Golay-
Technik.® Beide Funktionen erfordern
einen Filter und IntervallgroRen. Die
FiltergrolRe definiert die Anzahl der
Punkte, die zur Erzeugung jeweils eines
Ausgabepunktes verwendet werden.
Wird fUr die Datenanalyse ein anderer
Intervallwert als der Intervallwert der
Datenakquisition verwendet, werden die
berechneten Daten fir das angegebene
Intervall eingestellt. Es wird empfohlen,
fur das Glatten und die Ableitung die
gleichen Intervalle zu verwenden wie fur
die Datenakquisition.

Die Berechnungen der Glattung und

der Ableitung konnen innerhalb einer
Methode gespeichert werden. Dann
werden die Berechnungen am Ende der
Datenakquisition automatisch verwendet
(Abbildung 4).

Schlussfolgerungen

Das Agilent Cary 3500
Multizonen-UV-Vis-Spektralphotometer
wurde zur Messung des Schmelzpunkts
(T.) von Heringssperma-DNA-Proben
bei sechs verschiedenen Anstiegsraten
der Temperatur verwendet. Die bei
jeder Anstiegsrate gemessenen
Schmelzpunkte lagen innerhalb

eines Bereichs von + 0,2 °C. Dieses
Reproduzierbarkeitsniveau bedeutet,
dass Labore schnellere Anstiegsraten
der Temperatur verwenden konnen als
die 0,5 °C/min in Standardprotokollen.
Damit kann die Dauer der Experimente
erheblich verklrzt werden, ohne

die Qualitat der Ergebnisse zu
beeintrachtigen. Die Untersuchung
zeigte, dass ein Experiment, das friher
2,5 Stunden dauerte, mit dem Cary
3500 UV-Vis in ungefahr 10 Minuten
durchgeflhrt werden konnte.

Abbildung 4. Integrierter Rechner fir Glattung und Ableitung in der Agilent Cary UV Workstation.

Die MultikUvetten-Konfiguration mit

acht Positionen des Cary 3500 UV-Vis
ermaoglicht die gleichzeitige Messung
von mindestens drei Probenreplikaten
und Referenzproben. Diese Konfiguration
verkurzt weiterhin die Gesamtdauer der
Messungen des Experiments.

Die Agilent Cary UV Workstation-
Software enthalt integrierte Funktionen
fur die Berechnung der DNA-
Schmelztemperatur (Glattung und
Ableitung), die schnell verwertbare
Ergebnisse liefern. Die Berechnungen,
die innerhalb einer Methode
gespeichert werden konnen, werden
automatisch angewendet und nach der
Datenerfassung angezeigt.

Die Verwendung von schnellen
Anstiegsraten der Temperatur kann
auch auf andere Messungen der UV-Vis-
Extinktion als Funktion der Temperatur
ausgeweitet werden und liefert deutliche

Produktivitatsvorteile fiir Labore, die
Experimente mit Temperatursteuerung
durchfihren. Die Mdglichkeit, in allen
acht Kuvettenpositionen gleichzeitig

Zu messen, bietet eine weitere
Steigerung der Produktivitat fr

Labore, die die Auswirkungen von
Temperaturanderungen ohne Anderung
anderer Experimentparameter auf
flissige Proben untersuchen wollen.

Die Cary UV Workstation-Software kann
auch in die Agilent OpenlLab-Software
integriert werden. Agilent OpenLab

stellt die technischen Kontrollen zur
sicheren Erfassung, Verarbeitung

und Speicherung der Daten sowie der
Berichterstellung bereit. Diese Kontrollen
sind in Laboren erforderlich, die die
Konformitatsanforderungen von 21 CFR
Part 11 der FDA, EU-GMP-Leitfaden
Anhang 11, GAMPS5 sowie ISO/IEC 17025
und 40 CFR Part 160 der EPA erftllen
mussen.
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