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Zusammenfassung

Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um die am besten beschriebene epigenetische
Markierung in Sdugetieren. Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster sind mit einer
Vielzahl von Krankheiten, wie z. B. Krebs assoziiert. Eine frithe Diagnose ist fiir den
Behandlungserfolg sowie die Uberlebenschancen entscheidend. Minimalinvasive Testver-
fahren sind ein vielversprechender Ansatz um die Akzeptanz der angebotenen Vorsorge-
programme zu erhohen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die fiir die Analyse der DNA-
Methylierung benétigten Verfahren in die mikrofluidische Lab-on-Chip (LoC) Plattform
(Vivalytic) integriert, um eine automatisierte Analyse von DNA-Methylierungsmarkern zu
ermoglichen. Die Bisulfitkonvertierung in der Reaktionskammer der Vivalytic Kartusche
lieferte mit einer im Rahmen dieser Arbeit etablierten NGS-basierten Qualitatskontroll-
methode Konvertierungseffizienzen unmethylierter Cytosine von 97,3 % + 1,4 %. Zudem
wurde eine neue Aufreinigungsmethode unter Verwendung silikabeschichteter magneti-
scher Partikel sowie eines polymerbasierten Waschpuffers (Bosch) entwickelt. Mit dieser
Methode konnten bisDNA-Ausbeuten von 63,0 % + 10,9 % in der Vivalytic Kartusche er-
zielt werden. Lyophilisierte Mastermix Beads konnten identifiziert werden, mit welchen der
Nachweis des SEPT9 Methylierungsmarkers sowie die Desulfonierungsreaktion wéhrend
der initialen Denaturierungsphase der qPCR (10 min, 95 °C) moglich war. Die blockerba-
sierte HeavyMethyl-qPCR (HM-qPCR) wurde durch die Identifizierung eines geeigneten
Thermoprogramms, mit Hilfe eines simulationsbasierten Ansatzes erfolgreich in die Vi-
vayltic Kartusche integriert. Im Rahmen dieses proof-of-principle konnte die Machbarkeit
der Analyse von DNA-Methylierungsmarkern mit der Vivayltic Plattform gezeigt werden,
womit ein wichtiger Schritt fiir die Anwendung epigenetischer Tests in der Point-of-Care
(PoC) Diagnostik mit Hilfe von LoC-Systemen geleistet wurde.
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Abstract

Aberrations in DNA-methylation patterns are associated with many diseases, e. g. can-
cer. An early diagnosis is critical for treatment succes and survival chances of cancer
patients. Minimally invasive tests are a promising approach to increase the acceptance
of cancer pre-screening programs. Within this work the complex opperations needed for
DNA-methylation analysis have been integrated into the microfluidic Lab-on-Chip (LoC)
platform ( Vivalytic) to enable an automated analysis of DNA-methylation markers. The
bisulfite conversion within the reaction chamber of the Vivalytic cartridge resulted in
conversion efficiencies of unmethylated cytosines around 97,3 % + 1,4 % applying a de-
veloped NGS-based quality control method. Additionally a purification method, using
silica-covered magnetic particles and a polymer-based wash buffer (Bosch) was develop-
ped. With this method DNA yields of up to 63,0 % £ 10,9 % were achieved in the Vivalytic
cartridge. Lyophilized mastermix beads could be identified suitable for the detection of
the SEPT9 methylation marker as well as the performance of the desulfonation reaction
within the initial denaturation phase (10 min, 95 °C) of the qPCR reaction. The blocker-
based HeavyMethyl (HM) qPCR was succuessfully integrated into the Vivalytic cartridge
using a simulation-based approach for identification of a suitable temperature program.
Within this proof-of-principle the feasibility of DNA-methylation analysis with the Viva-
lytic platform could be demonstrated, which was an important step for the application of
epigenetic testing in point-of-care (PoC) diagnostics within LoC-systems.
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1 Theoretischer Hintergrund und
derzeitiger wissenschaftlicher
Kenntnisstand

In diesem Abschnitt soll eine kurze theoretische Einfithrung in die Epigenetik, mit be-
sonderem Fokus auf die Methylierung von DNA, sowie deren Assoziation mit Krank-
heiten, wie Krebserkrankungen, gegeben werden. Dariiber hinaus soll der Einsatz von
DNA-Methylierungsmarkern in der Diagnostik mittels Methoden der Liquid Biopsy sowie
der fiir dessen Nachweis notwendigen, gangigen Methoden veranschaulicht werden. Des
Weiteren werden bisher in der Literatur beschriebene Ansdtze zur Analyse von DNA-
Methylierungen in Lab-on-Chip (LoC) Systemen aufgefiihrt und das Funktionsprinzip der
Vivalytic Plattform der Firma Robert Bosch GmbH erlédutert.

1.1 Einfiihrung in die Epigenetik

Die Epigenetik ist ein sich rasant entwickelndes Forschungsgebiet mit grofler Bedeutung
fir die Medizin und Diagnostik, sowie fiir die Biologie und Biotechnolgie [1]. Im Gegensatz
zur herkdmmlichen Genetik, welche sich mit der DNA und deren Sequenz beschéftigt, sind
bei regulatorischen Mechanismen der Epigenetik sogenannte epigenetische Markierungen
des Chromatins involviert [1]. Dazu zéhlen die DNA-Methylierung, chemische Aminoséu-
remodifizierungen der Histonproteine, verschiedene Histonvarianten sowie nicht kodieren-
de RNAs [2]. Diese Markierungen konnen die Konformitét der Erbsubstanz verandern und
auf einer der Genetik iibergeordneten Ebene die Expression von Genen regulieren [I]. Sie
werden von enzymatischen writern, readern und erasern gesetzt, gelesen und entfernt [IJ.
Da diese epigenetischen Markierungen untereinander wechselwirken ist es wichtig, Infor-
mationen tiber das gesamte Epigenom zu generieren und in Datenbanken einzupflegen [1].
Dies wird zum Beispiel durch die Forschungsprojekte IHEC (international human epige-
nome consortium) und ENCODE (encyclopedia of DNA elements) vorangetrieben [1].

Die Epigenetik wird héufig als Schnittstelle zwischen Umwelt und Genetik bezeichnet, da
externe Faktoren und Umwelteinfliisse eine Veranderung der epigenetischen Markierun-
gen hervorrufen konnen [I]. Im Vergleich zu genetischen Verédnderungen der DNA-Sequenz
sind epigenetische Verdnderungen umkehrbar [I], 3]. Dies macht sie fiir klinische Anwen-
dungen und die Diagnostik, insbesondere die preventive Diagnostik, interessant [I]. Eine
Weitergabe der in der epigenetischen Markierungslandschaft festgehaltenen, erworbenen
Eigenschaften kann sowohl durch mitotische als auch meiotische Vorgange erfolgen, des-
sen genaue Mechanismen noch nicht génzlich verstanden sind [4] [5]. Aus diesem Grund
spricht man besonders bei DNA-Methylierungsmustern auch vom zellularen Gedéachtnis
[6]. Auf die DNA-Methylierung, deren regulatorische Mechanismen sowie die enzymatische
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DNA-Methylierungsmaschinerie wird im folgenden Abschnitt genauer eingegangen.

1.1.1 Die Methylierung der DNA und ihre Mechanismen

Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um eine der am haufigsten auftretenden und am
besten untersuchten epigenetischen Markierungen im Erbgut von Saugern [7], 8]. Die Me-
thylgruppe befindet sich hierbei mit iiberwiegender Mehrheit kovalent an das 5"C-Atom
von Cytosinen (5-mC) gebunden (Abb. [1)) [§], welche sich im Kontext mit Guaninen, in
sogenannten Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CpG), befinden [9]. Durch die Methylierung
der Cytosinbase wird die Watson-Crick-Paarung der doppelstriangigen DNA nicht beein-
flusst, da die Methylgruppe in der groflen Furche der DNA-Doppelhelix liegt. Methyliertes
Cytosin bindet also genauso wie unmethyliertes Cytosin iiber drei Wasserstoftbriickenbin-
dungen an Guanin. Die genetische Funktion der DNA wird somit nicht verédndert. Ist eine
Cytosinbase des CpG Dinukleotids in einem der beiden Striange methyliert, so ist haufig
auch die palindrome Sequenz des Gegenstrangs methyliert [10].

NH> DNMT1 NH;
DNMT3A CH
NF DNMT3B NZ
PP NP
0 N /—\ 0 N
H  sam SAH H
Cytosin Methylcytosin

Abbildung 1: Darstellung der Strukturformeln von unmethyliertem Cytosin (links) und
methyliertem Cytosin (rechts). Die Methylgruppe wird von sogenannten
DNA-methyltransferasen (DNMTs) unter Verwendung von S-Adenosyl-L-
Methionin (SAM) als Methylgruppendonor an das 5°-C Atom des Cytosins
angebracht. In Anlehnung an [11], [12].

DNA-Methyltransferasen (DNMT) katalysieren die Ubertragung der Methylgruppe an
die Cytosinbase des CpG Dinukleotids, wobei S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) als Me-
thylgruppendonor verwendet wird (Abb. [13, 14]. Das Enzym DNMT1 wird auch
als Instandhaltungs-DNMT bezeichnet, da es an der Replikationsgabel lokalisiert, he-
mimethylierte DNA (Abb. [2)) erkennt und Methylgruppen an CpGs im neusynthetisierten
DNA Strang anbringt [I5]. Trotzdem kann es wéhrend des Replikationsvorgangs, zur
passiven DNA Demethylierung kommen [I2]. Die Enzyme DNMT3A und DNMT3B kén-
nen in gewissem Ausmafl;, durch ihre Affinitdt zu hemimethylierter DNA, ebenfalls zur
Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung beitragen. Thre Hauptaufgabe besteht aller-
dings in der Etablierung des DNA-Methylierungsmusters wahrend der Embryogenese [16].
Das Enzym DNMT3L besitzt hingegen selbst keine katalytische Aktivitdt, unterstiitzt
die Enzyme DNMT3A und DNMT3B hingegen bei ihrer Methylierungsfunktion [12].
Fiir die aktive oxidative Demethylierungskaskade von 5’-Methylcytosin (5-mC) iiber 5 -
Hydroxymethylcytosin (5-hmC) und 5’-Formylcytosin (5-fC) hin zu 5’-Carboxylcytosin
(5-caC) sind die ten-eleven-translocation (TET) Enzyme zustandig (Abb. [2)) [17]. Im An-
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schluss an die oxidative Kaskade, wird noch das Enzym TDG (thymine DNA glycosylase)
benotigt, um das 5-caC durch Cytosin zu ersetzen [1§].
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Abbildung 2: Darstellung der Mechanismen der Auf- und Abmethylierung der DNA. Un-
methylierte CpG Positionen sind in weifl und methylierte CpG Positionen
in schwarz dargestellt. DNMT1 ist an der Replikationsgabel lokalisiert und
bringt Methylgruppen am neusynthetisierten DNA-Strang an. Wahrend des
Replikationsvorgangs kann es trotzdem zur passiven Demethylierung kom-
men. DNMT3A und 3B (DNMTS3) sind fiir die de novo DNA-Methylierung
wahrend der Embryogenese zustindig und tragen dariiber hinaus eben-
falls zur Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung bei. Die aktive DNA-
Demethylierung findet iiber eine oxidative Demethylierungskaskade mittels
TET Enzymen statt. In Anlehnung an [17].

Y
O

Die DNA-Methylierungsstruktur in Saugetieren ist in gewissem Mafl dynamisch und va-
riabel in Raum und Zeit. Ca. 58 Mio Positionen kénnen im humanen Genom poten-
tiell methyliert sein, wovon etwa 70-80 % aller CpG Dinukleotide methyliert vorliegen
[10, 19, 20]. Durch die spontane Deaminierung von 5-mC zu Thymin sind CpG Dinukleo-
tide im Genom von Saugern relativ selten [10, 2I]. Durch diese Ausdiinnung von CpG
Dinukleotiden lassen sich im Genom, neben der oben genannten ungleichméfligen Vertei-
lung auch bestimmte Muster an CpG Dinukleotiden beobachten. Sogenannte CpG Inseln
stellen Anhaufungen dieser CpG Dinukleotide dar. Man geht von etwa 27000 CpG In-
seln in nicht-repetitiven Bereichen des menschlichen Genoms aus [10), 22H25]. Diese CpG
Inseln reichen von 300 bp bis zu 3 kb Lange und konnen in Promotorregionen gefunden
werden. Von ungefahr 70 % aller menschlichen Gene tiberlappt die CpG Insel noch das
erste Exon. Innerhalb dieser CpG Inseln liegen die CpG Dinukleotide hdufig unmethyliert
vor. Liegen sie jedoch methyliert vor, so sind sie im Genkorper (erstes Exon) mit einer
erhohten Genexpression und im Promotorbereich mit einer Unterdriickung der Genexpres-
sion assoziiert [§]. Auch in wiederholenden Abschnitten des Genoms (engl. repeats) und
transposablen Elementen wie LINE-1, kommen methylierte CpG Dinukleotide vermehrt
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vor, wo sie mit einer Unterdriickung der Genexpression und Mobilitdt von transposablen
Elementen assoziiert sind [10}, 26]. Die Methylierung der DNA ist also mafigeblich an der
Regulation der Genexpression beteilig [27]. Die Bindung von Transkriptionsfaktoren an
den hypermethylierten Promoterbereich, kann zum einen durch die sterische Hinderung
der Methylgruppe selbst und zum anderen durch Proteine welche an methylierte CpGs
binden verhindert werden [8] 28].

1.1.2 Die biologische Rolle der DNA-Methylierung und ihre
Assoziation mit Krankheiten

Die Epigenetik, insbesondere die DNA-Methylierung, ist aufgrund ihrer oben aufgefiihrten
regulatorischen Mechanismen in essentiellen biologischen Prozessen, wie der Zelldifferen-
zierung, der Embryonalentwicklung, der X-Chromosomeninaktivierung, dem Imprinting
sowie Alterungsvorgangen involviert [I} 25, 29-32]. Daher liegt es nahe, dass Verdnderun-
gen der DNA Methylierungslandschaft eng mit der Entstehung von Krankheiten assoziiert
sind. Neben Herz-Kreislauferkrankungen spielt die Verdnderung der DNA-Methylierung
auch bei Autoimmun- und Infektionskrankheiten eine wichtige Rolle [33-36]. Auch in der
Forensik [37, 38|, der pranatalen Diagnostik [39, [40], der Reinheitskontrolle beim Tissue
Engineering [41] und der Stammzelltherapie [42] sowie bei der Immun-checkpoint-response
[43, [44] bis hin zu psychologischen Erkrankungen wie Schizophrenie und Traumata wer-
den stetig mehr Zusammenhénge mit Verdnderungen der DNA-Methylierung beschrieben
[45H48]. Mit einem Anteil von 44,8 % am globalen Epigenetikmarkt, nimmt der Sektor
der Onkologie allerdings den grofiten Anteil ein. Bis zum Jahr 2028 wird ein Wachstum
mit einer Compound Annual Growth Rate (CAGR) von 19,2 % auf bis zu 7,11 Mrd. US
$ vermutet [49]. Dartiber hinaus handelt es sich bei Krebserkrankungen inzwischen um
die héufigste Todesursache weltweit [50]. Des Weiteren sind epigenetische Mechanismen,
welche zur Krebsentstehung beitragen, in der Literatur beschrieben [511, 52]. Im folgenden
Abschnitt wird genauer auf die Unterschiede gesunder Zellen im Vergleich zu Krebszellen
eingegangen.

1.1.3 Veranderungen der DNA-Methylierung in Krebszellen

Anders als lange Zeit gedacht, tréagt nicht nur die Anhdufung genetischer sondern auch
epigenetischer Veranderungen zur Krebsentstehung bei (Abb. [3)) [53]. Je nach Krebstyp ist
der epigenetische oder der genetische Beitrag zur Krebsentstehung unterschiedlich hoch
[54]. Besonders interessant ist der Umstand, dass sich epigenetische und genetische Ver-
anderungen des Genoms bzw. Epigenoms gegenseitig beeinflussen und in der onkogenen
Transformation sogar zusammenspielen kénnen [51) [55]. Auch wenn schon seit lingerer
Zeit bekannt ist, dass Krebszellen epigenetische Veranderungen durchlaufen, hat man
erst recht spét die Vielzahl an Mutationen in epigenetischen Regulatoren, die damit zu-
sammenhangenden Veranderungen des Epigenoms und die daraus resultierende Verdnde-
rung der Genexpression erkannt [2 55]. Verdnderungen in epigenetischen Mechanismen
konnen zu genetischen Mutationen fiihren und genetische Mutationen in epigenetischen
Regulatoren kénnen wiederum zu Verédnderungen des Epigenoms fithren. Genetische Ver-
anderungen des Epigenoms tragen demnach also genauso zur Krebsentsehung bei, wie
epigenetische Prozesse Punktmutationen hervorrufen koénnen, welche z.B. die Funktio-
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nen der DNA-Reparatur ausschalten. Wahrend genetische Verdnderungen hauptséchlich
durch Alterung, mutagene Chemikalien, ultraviolettes (UV) Licht, Radikale Sauerstoffs-
pezien (engl. radical ozygen species, ROS) und weitere Faktoren induziert werden, wer-
den epigenetische Veranderungen hauptsichlich durch Alterung und chronische Entziin-
dungen ausgelost [53), [56H63]. Dartiberhinaus konnen epigenetische Verdnderungen auch
durch chemische Mutagene des Zigarettenrauchs sowie durch Ostrogenbehandlungen her-
vorgerufen werden [64H66]. Als Hauptfaktoren, welche das Krebsrisiko erhohen, werden
heute allerdings Alterungsprozesse angesehen [67]. Auflerdem ist die Gesamtanzahl der
Stammzellteilungen stark mit dem Krebsrisiko korreliert [68]. Schon lange bevor es zur
Krebsentstehung kommt, sind bereits Veranderungen in Zellen, wie z. B. Veranderun-
gen der DNA-Methylierung, zu erkennen. In normalen Zellen spiegelt die Anh&dufung und
Struktur von Veranderungen die umweltbedingte Schadstoffexposition und den gefiihr-
ten Lebensstil wieder. Der genetisch bestimmte Weg zur Krebsentstehung verlauft relativ
geradlinig. Die Mutation von Tumorsuppressoren oder Onkogenen verursacht entweder
einen Verlust oder eine Zunahme der Aktivitdt des entsprechenden Enzyms sowie eine
abnorme Expression.

Der epigenetische Weg zur Krebsentstehung hingegen ist deutlich komplizierter und be-
trifft alle Ebenen des Epigenoms [2], [69]. Die Methylierung der CpG Positionen auBerhalb
CpG-reicher Positionen (CpG Inseln) kann in Krebszellen von ca. 80 % auf ungefahr 40 -
60 % abnehmen. Diese Hypomethylierung der DNA fiihrt zu einem der Hauptmerkmale
von Krebszellen, ndmlich der Genominstabilitat [70), [71]. Am starksten tragt die Deme-
thylierung von sich wiederholenden Sequenzregionen zur globalen Demethylierung bei.
Diese Regionen machen bis zu 50 % des Genoms aus. Zu diesen Sequenzen gehoren z.B.
LINE-1 (engl. long interspersed nuclear element) und Alu (Arthrobacter luteus) Sequen-
zen [(2H74]. Eine Hypomethylierung kann dartiberhinaus aber auch an regulatorischen
Elementen der Transkription, wie Promotoren oder Enhancern, auftreten. Dadurch kann
die Expression von Genen wie Protoonkogenen, die normalerweise inaktiv sind, aktiviert
werden [71, [75].

In Krebszellen sind Promotorbereiche in wichtigen Genen der Zellzykluskontolle, der DNA
Reparatur, Apoptose und Differenzierung haufig hypermethyliert (Abb. [23, [71], [76].
Hierzu zdhlt zum Beispiel Septin 9 (SEPT9) aus der Klasse der Septine [77, [78]. Mit
fortschreitender Tumorerkrankung kann sowohl die Anzahl an hypermethylierten Promo-
toren, sowie die Haufigkeit einer bestimmten Promotorhypermethylierung zunehmen [79],
[80], [81], [82]. Durch die Inaktivierung von wichtigen Genen der DNA Reparatur, werden
in vielen Tumoren eine Anhéufung genetischer Mutationen begtinstigt [71], [83]. Durch be-
reits vorhandene epigenetische Modifikationen werden die Gene markiert, die spéter einer
Verdnderung des DNA-Methylierungszustands unterliegen [84]. Besonders Gene mit hohen
Anteilen an H3K27me3 Methylierung, d.h. Trimethylierung der Aminoséure Lysin an Po-
sition 27 am Histon H3, sind dabei anféllig fiir eine veranderte DNA-Methylierung [85-87].
Des Weiteren scheinen Gene, welche eine verringerte RNA-Polymerase II Bindung aufwei-
sen, mit einer héheren Wahrscheinlichkeit methyliert zu werden [88]. Der H3K27me3 Me-
thylierungszustand sowie die Verteilung der RNA-Polymerase II sind je nach Gewebetyp
verschieden. Deren Verteilungen kénnen durch Aussetzung mit verschiedenen Induzierern
wie oxidative Schaden und Kolitis, verdndert werden [89,[90]. In Leberzellkarzinomen und
Leberzirrhose konnten durch eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus an mehr als 18000
CpG Stellen Verdnderungen der DNA-Methylierung festgestellt werden. Bei einer Infek-
tion mit dem Hepatitis B Virus und durch Alkohol hingegen eine Verédnderung an 400
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bis 600 CpG Stellen [91) 92]. Ist eine veranderte DNA-Methylierung an spezifischen Ge-
nen erst einmal ausgelost, kann dieses Methylierungsprofil iiber viele Zellteilungen hinweg
beibehalten werden. Der Umfang der Anhdufung epigenetischer Verédnderungen spiegelt
nicht nur den Induzierer sondern auch die Dauer der Aussetzung gebeniiber diesem wieder
[93]. Die Hypermethylieurung an spezifischen Positionen sowie die globale Hypomethylie-
rung sind verkettete Vorgénge, welche in einer Vielzahl von Tumoren auftreten und zur
genomischen Instabilitat, fehlerhaften Genexpression und zum Grad der Bosartigkeit bei-
tragen [71), 94 95]. Aufgrund dieser eindeutigen Unterschiede in der DNA-Methylierung
zwischen gesunden und entarteten Zellen bietet deren Verwendung als Biomarker in der
Diagnostik enormes Potential.
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Abbildung 3: Verdanderungen der DNA-Methylierung in Tumoren. Weifle Kreise stellen
unmethylierte Regionen und schwarze Kreise methylierte Regionen dar.
Oben ist der unmethylierte Promotor eines TSG in einer normalen Zelle
dargestellt. Unten ist der hypermethylierte Promotor eines TSG in einer
Krebszelle dargestellt. Aulerdem ist die in Krebszellen im Vergleich zu nor-
malen Zellen abnehmende globale DNA-Methylierung auflerhalb regulativer
Elemente dargestellt. In Anlehnung an [71].

Dissertation
Janik Kéarcher



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 1 Theoretischer Hintergrund

1.2 DNA-Methylierungsmarker in der Liquid Biopsy und
deren Eignung in der Krebsdiagnostik

Die Verwendung von Korperfliissigkeiten wie Blutplasma, Urin, Speichel und Cerebro-
spinalfliissgkeit usw. als Probenmaterial wird auch als Liquid Biopsy bezeichnet. Daraus
konnen Biomolekiile mit diagnostischem Informationsgehalt wie Zellen, Vesikel wie z. B.
Exosomen, Proteine, DNA und RNA isoliert und im Anschluss analysiert werden (Abb. .
Der Einsatz von Liquid Biopsy basierten Methoden zur Uberwachung des Fortschreitens
von Krebserkrankungen sowie der Wirkung einer therapeutischen Intervention gewinnt
zunehmend an Bedeutung [96-99).

DNA Fragmente, welche in diesen Korperfliissigkeiten gefunden werden kénnen, bezeich-
net man als zellfreie DNA (engl. cell free DNA, ¢fDNA). Diese ¢fDNA und besonders
die bei Tumorpatienten vorkommende zellfreie Tumor-DNA (ctDNA) stellt ein vielver-
sprechendes Probenmaterial in der Krebsdiagnostik dar (Abb. . Uber Mechanismen wie
aktive Sekretion, Apoptose und Nekrose gelangt die ¢fDNA in den Blutkreislauf [96], TO0-
102]. Diese ist stark fragmentiert und weist eine durchschnittliche Lange von ca. 170 bp auf
[96, T03H105]. Bei gesunden Personen kommt ¢fDNA hauptséchlich von Leukozyten. Die
Konzentration an ¢fDNA im Plasma liegt bei gesunden Personen bei bis zu 100 ng/ml und
kann bei Tumorpatienten mehr als 1000 ng/ml betragen [106], [79]. Der Anteil der ctDNA
im Plasma kann von 0,01 % bis tiber 50 % reichen [107]. In der Regel nimmt der Anteil
der ¢tDNA mit fortschreitender Tumorerkrankung, bzw. mit der Gréfle des Tumors zu
und ist besonder zu Beginn der Tumorerkrankung duBerst gering [108]. Wie auch gesunde
Zellen anhand ihrer zelltypspezifischen DNA-Methylierung unterschieden werden kénnen,
so konnen auch Tumorzellen anhand ihres Methylierungsmusters unterschieden werden
[8, 53, 109, 1T0]. Auch konnte bereits gezeigt werden, dass die Zellsignatur der urspriing-
lich gesunden Zelle wahrend der Krebsentstehung erkennbar bleibt [111]. Die ct DNA weif3t
dabei die selbe tumorspezifische DNA-Methylierung und Mutationen wie der Primértumor
und seine Metastasen auf [106, 112} 1T3]. Die Detektion von DNA-Methylierungsprofilen
zellfreier DNA ist ein bedeutender Fortschritt im klinischen Einsatz der Liquid Biopsy
fir die Diagnose, Prognose und Therapietiberwachung [79]. Bereits in Vorlduferlisionen
konnen Verdnderungen in der DNA-Methylierung beobachtet werden, was die Analyse
von DNA-Methylierungsmarkern zu einem vielversprechenden Ansatz fir die Krebsfrih-
erkennung macht [7, TI4-H116]. Die Analyse von c¢fDNA im Blut, gilt im Vergleich zur
Analyse von Gewebeproben, als minimalinvasive Form der Probenentnahme. Diese Form
der Probennahme zusammen mit der Analyse der DNA-Methylierung konnte also eine
breitere Fritherkennung von Krebserkrankungen ermdéglichen und somit die Chancen ei-
ner erfolgreichen Behandlung verbessern sowie die Uberlebenschancen erhohen. Dies ist
entscheidend, da einer der Hauptgriinde fiir die hohe Mortalitat von Krebserkrankungen
deren spate Detektion ist, wodurch in vielen Fallen bereits eine Metastasierung des Tu-
mors erfolgte [25] [71l 117, 118]. Neben dem Potential zur verbesserten Fritherkennung
von Krebserkrankungen weisen DNA-Methylierungsmarker, gegeniiber anderen Markern
weitere Vorteile auf. Proteinmarker oder RNA-basierte Marker sind weniger stabil, was
sich auf die Probennahme, -lagerung und -prozessierung auswirken kann [25, 119, [120].
Mit Hilfe von PCR-basierten Methoden lédsst sich durch die Amplifikation der Sequenz
des Methylierungsmarkers ein dufierst sensitiver Nachweis erméglichen [7]. Bei genetischen
Biomarkern ist die Anzahl wiederkehrender Mutationen héufig gering. Bei hypermethy-
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lierten Promotoren éndern sich hédufig mehrere CpGs gleichzeitig, wodurch im Vergleich
zu genetischen Biomarkern, eine sensitivere Detektion moglich ist [I13], T18]. Trotz vieler
Vorteile stellt die Analyse der DNA-Methylierung von ¢fDNA, aufgrund der limitierten
Verfiigbarkeit, der starken Fragmentierung sowie aufgrund des grofien Hintergrunds an
unmethylierten Sequenzen, eine grofle Herausforderung dar [108| [117]. Nichts desto trotz
werden bereits einige Methylierungsmarker in minimalinvasiven, Liquid Biopsy basierten
IVD Tests verwendet.
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Abbildung 4: Aus Primartumoren stammende Tumormarker im Blut. Tumorspezifische
Verdanderungen der DNA-Methylierung sowie genetische Mutationen kon-
nen in ctDNA detektiert werden. Neben ctDNA und ¢fDNA aus gesunden
Zellen, kénnen auch zirkulierende Tumorzellen (engl. circulation tumor cells,
CTCs), welche sich aus dem Primértumor ablésen sowie virale DNA und
Mikro RNA (miRNA) im Blut detektiert werden. In Anlehnung an [79)

1.2.1 Die Analyse des SEPT9 Methylierungsmarkers in der
minimalinvasiven Darmkrebsvorsorge

Fur das proof-of-principle im Rahmen dieser Arbeit wurde der Methylierungsmarker Sep-
tin 9 (SEPTY) ausgewahlt [121], [122]. Hierbei handelt es sich um einen Marker, welcher
ausfiihrlich in der Literatur beschrieben ist und im von der FDA zugelassenen Darm-
krebsfritherkennungstest Epi proColon® 2.0 der Firma Epigenomcis AG, Anwendung fin-
det [79, 119, 123HI31]. Dieser blutbasierte, diagnostische Test, analysiert lediglich den
SEPT9 Marker. Als Amplifikationskontrolle und somit zur quantitativen Normalisierung
dient ACTB (Beta-Aktin). Mit Hilfe einer PCR (siehe Abschnitt 2.4.3), wird hierbei der
Methylierungsstatus der v2 Region des SEPT9 Promotors, nach erfolgter Bisulfitkonver-
tierung (Abschnitt 2.4.1), untersucht. Die Hypermethylierung der v2 Region des SEPT9
Promotors ist ein validierter und zugelassener Methylierungsmarker, welcher typisch fir
kolorektale Karzinome (engl. colorectal carcinoma, CRC) ist und bereits in frithen Stadien
sowie Vorlauferlasionen wie Adenomen nachgewiesen werden kann [132] [133]. Auch wenn
bereits bekannt ist, dass eine frithe Erkennung von Darmkrebs die Behandlungs- und
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Uberlebenschancen erhoht, fillt die Teilnahme an Darmkrebsvorsorgeprogrammen relativ
gering aus [I34]. Dies liegt vor allem daran, dass Methoden wie die Koloskopie (Darm-
spiegelung) und Sigmoidoskopie ("kleine"Darmspiegelung), durch ihre hohe Invasivitat,
eine geringe Patientencompliance aufweisen [120, [135]. Eine Verbesserung der Patienten-
compliance konnte auch nicht mit dem fakalen immunochemischen Test (FIT) oder dem
fakalen okkulten Bluttest (FOBT), erreicht werden. Dartiber hinaus weisen diese Metho-
den eine geringere Sensitivitdt als die endoskopischen Methoden auf [128 136]. Durch
den Einsatz minimalinvasiver blutbasierter Darmkrebsvorsorgetests erhofft man sich des-
halb eine hohere Akzeptanz der Darmkrebsvorsorgeprogramme [119]. Der Epi proColon®
2.0 Test wurde in Fall-Kontroll-Studien fiir die klinische Anwendung zur Detektion von
Darmkrebs validiert. Der Anteil der gesunden Probanden mit positivem Test (falsch po-
sitiv) wird durch die Spezifitit angegeben und der Anteil der erkrankten Probanden mit
positivem Test durch die Sensitivitit. Mit dem Epi proColon® 2.0 Test lieen sich Sen-
sitivitidten zwischen 75 % und 81 % und Spezifititen zwischen 96 % und 99 % erreichen
[128, [137]. Ein zusétzlicher Vergleich des Epi proColon® 2.0 Test mit dem FIT Test zeigte
eine hohere Sensitivitat und gleiche Spezifitdt als der FIT Test (Sensitivitat: 74,8 % (Epi
proColon® 2.0) und 58,0 % (FIT); Spezifitit: 96,3 %)[138]. Im Vergleich zum FOBT Test
wurden mit dem Epi proColon® 2.0 sowohl fiir die Sensitivittit als auch fiir die Spezifitit
héhere Werte erzielt (Sensitivitit: 79,3 % (Epi proColon® 2.0) und 68,2 % (FOBT); Spe-
zifitdt: 98,9 % gegeniiber 70,6 %) [139]. Die frithen Darmkrebsstadien I und II konnten
in den Studien mit mindestens 60 % Sensitivitét detektiert werden [I38H140]. Das Sta-
dium I konnte in zwei Studien jedoch mit einer geringeren Sensitivitéit als die Stadien II
bis IV detektiert werden [138] [139]. Wie bereits erwahnt, gestalten die in frithen Stadien
vorliegenden geringen Mengen an ctDNA, eine Detektion duBerst schwer [136]. Es kann
dariiber hinaus vorkommen, dass bei Patienten mit Prostata-, Lungen- und Brustkrebs,
nicht-rheumatischer Arthritis, chronischer Gastritis und Osophagitis sowie im Falle einer
Schwangerschaft ein positives Testergebnis angezeigt wird [140]. Aus diesem Grund ersetzt
der Epi proColon® 2.0 Test noch nicht die als Goldstandard geltende Koloskopie und dient
somit lediglich als Vorsorgemethode und nicht als Diagnosemethode. Genau wie bei einem
positiven FIT und auch FOBT Test, wird auch beim Epi proColon® 2.0 Test, eine zusitz-
liche Koloskopie empfohlen [119, [140]. Da sich der Epi proColon® 2.0 Test dennoch als
Vorsorgemethode eignet und dadurch eventuell die Akzeptanz der Darmkrebsfriitherken-
nungsprogramme erhoht werden kann, wurde der Test in der USA als erster blutbasierter
Methylieungsbiomarker bereits 2016 von der FDA zugelassen [119, [136]. Inzwischen wird
der Epi proColon® 2.0 Test, neben dem FOBT Test, auch von chinesischen Behorden
empfohlen [I41]. Im Folgenden werden die Methoden, welche zur Analyse solcher DNA-
Methylierungsmarker verwendet werden, ndher erlautert.
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1.3 Methoden zur Analyse von DNA-Methylierungen

Aufgrund der essentiellen Rolle epigenetischer Signale im gesunden und erkrankten Zu-
stand ist die Erfassung epigenetischer Markierungen, wie der DNA-Methylierung von
grofler Bedeutung. In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Methoden entwickelt,
welche die Analyse der DNA-Methylierung an spezifischen Loci aber auch genomweit
moglich machen. Heute ist es moglich, das Epigenom bzw. das Methylom mit einer Auf-
l6sung auf der Ebene einzelner Basen zu analysieren. Dariiber hinaus gibt es Techniken
die dazu in der Lage sind, verschiedene Oxidationsformen des Methylcytosin, wie z.B. 5°-
Hydroxymethylcytosin (5-hmC) zu detektieren. Je nach Fragestellung gilt es hierbei auf ei-
ne geeignete Methode zuriickzugreifen. Da sich 5-mC nicht durch Hybridisierungs-basierte
Methoden von unmethyliertem Cytosin unterscheiden lasst und da die Methylgruppe in
PCR-basierten Methoden verloren geht, miissen vor PCR-, Array- oder Sequenzierungs-
basierten Techniken, Methoden eingesetzt werden, welche eine Differenzierung von methy-
lierten und unmethylierten Cytosinen erméglichen. Eine dieser Methoden ist der Endonu-
kleaseverdau mittels eines Paares aus methylierungssensitiven (z. B. Hpall) und methylie-
rungsinsensitiven (z. B. Mspl) Restriktionsenzymen mit anschlieBender Fragmentanalyse
oder PCR, bei welcher die Primer die Restriktionsschnittstellen abdecken. Diese Methode
ist allerdings sehr anféllig fiir falsch positive Ergebnisse durch unvollstandigen Verdau
der DNA. Auflerdem konnen nicht alle Sequenzen die als potentielle Biomarker in Frage
kommen analysiert werden, aufgrund mangelnder Restriktionsschnittstellen. Neben diesen
Methoden kann das Ergebnis des Restriktionsverdaus auch mittels Arrayhybridisierung
und Sequenzierung analysiert werden. Eine weitere Methode ist die Affinitatsanreiche-
rung mittels gegen 5-mC gerichteten Antikérpern und MBDs (engl. methyl-CpG-binding
domain). Anschliefend konnen die angereicherten Sequenzen z.B. an einen Array der auf
CpG Inseln ausgelegt ist hybridisiert werden. PCR-basierte Methoden fiir die Analyse
spezifischer Gene der angereicherten DNA Fragmente sind eine weitere Analysemetho-
de. Allerdings kénnen keine Informationen tiber den Methylierungszustand individueller
CpG Dinukleotide erhoben werden, weshalb auch bei der Affinitatsanreicherung vermehrt
NGS (engl. next generation sequencing Methoden angewendet werden. Auflerdem wei-
sen Antikorper und auch Methylbindeproteine eine Kreuzreaktivitit auf, wodurch es zu
falsch positiven Ergebnissen kommen kann [142]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die in
den 1990er Jahren entwickelte Bisulfitkonvertierung, welche noch heute als Goldstandard
in der Untersuchung von 5-mC gilt, fiir die Analyse der DNA-Methylierung ausgewéahlt
[143-1145).
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Abbildung 5: Uberblick iiber die im Rahmen dieser Arbeit ausgewihlten Methoden fiir
die Analyse der DNA-Methylierung. (A) Bisulfitkonvertierung der Ausgangs
DNA (Abschnitt 1.3.1). (B) Aufreinigung mittels in Zentrifugenséulchen
verbauten Silikamatrices oder mit Hilfe von silikabeschichteten magneti-
schen Partikeln (Abschnitt 1.3.2). (C) Detektion des Methylierungsmarkers
SEPT9 mit einer Heavymethyl (HM) qPCR (Abschnitt 1.3.3). Die Desul-
fonierung kann wahrend der Aufreinigung mit Desulfonierungspuffern oder
wahrend einer verlangerten initialen Denaturierungsphase der qPCR durch-
gefithrt werden. In der qPCR konnen sowohl fliissige als auch lyophilisierte
Mastermixe eingesetzt werden.

1.3.1 Die Bisulfitkonvertierung als Goldstandard

Die Bisulfitkonvertierung ist die Methode der Wahl fiir die Analyse von DNA-Methy-
lierungsmarker innerhalb diagnostischer IVD Tests. Hierbei wird die epigenetische Infor-
mation in eine genetische Sequenzinformation umgewandelt. Es wurde beobachtet, dass
bei chemischer Behandlung von denaturierter DNA mit hochmolaren Bisulfitsalzen, un-
methyliertes Cytosin viel schneller deaminiert als 5-mC (Abb.. Es ist entscheidend, die
DNA entweder chemisch oder durch Anwendung hoher Temperaturen, angemessen zu de-
naturieren, da die Reaktion der Bisulfitkonvertierung am Einzelstrang ablauft [146]. Des
Weiteren ist es wichtig, die Dauer und die Temperatur der Konvertierungsreaktion genau
einzustellen, um eine moglichst vollstandige Konvertierung aller Cytosine, ohne eine Um-
wandlung der methylierten Cytosine, zu erreichen [143], [145], [147H149]. Wie in Abb. @ auf-
gefiihrt ist, fihrt die Inkubation mit Natrium- oder Ammoniumbisulfit zur Sulfonierung
unmethylierter Cytosine. Uber eine hydrolytische Desaminierung ensteht im Anschluss
Uracilsulfonat. In dieser Arbeit wird die nach Inkubation mit den Bisulfitreagenzien unter
Temperatureinfluss (Konvertierungstemperatur) generierte DNA als bisulfitkonvertierte
DNA bzw. bisDNA bezeichnet. Durch eine Desulfonierungsreaktion im alkalischen Milieu
wird die vollstdndige Konvertierung zu Uracil erreicht. Dieser Schritt erfolgt in der Regel
wahrend des Aufreinigungsprotokolls mit Hilfe von sogenannten Desulfonierungspuffern
oder wahrend der verldngerten initialen Denaturierungsphase der PCR. Die SO3™-Gruppe
wirkt sich negativ auf PCR-basierte Methoden aus, in welchen das Uracil dann zu Thymin
umgewandelt wird [I50} 151]. Nach der Bisulfitkonvertierung ist das Probenmaterial durch
die Konvertierungsreagenzien kontaminiert und liegt in fragmentierter, tiberwiegend ein-
zelstréangiger Form vor, weshalb es zu Ausbeuteverlusten kommen kann [149]. Deshalb ist
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eine angemessene Aufreinigung der konvertierten DNA vor der eigentlichen Detektion des
Methylierungsmarker notwendig. Diese wird im folgenden Abschnitt ndher beschrieben.

H303
NH4 Hso3
Sulfomerung 0 S hydrolynsche S alkalische

05 05"
3 Deamlmerung 3 Desulfonlerung

Cytosm- UraC|I-

Uracil
sulfonat sulfonat

Cytosin
Abbildung 6: Ubersicht des Reaktionsmechanismus der Bisulfitkonvertierung. Unmethy-
liertes Cytosin wird in einer Sulfonierungsreaktion zu Cytosinsulfonat um-
gewandelt. Im Anschluss entsteht iiber eine hydrolytische Desaminierung
Uracilsulfonat. Die SO3™-Gruppe wird tiber eine alkalische Desulfonierung,
entweder mit Hilfe von Desulfonierungspuffern wiahrend der Aufreinigung
oder wahrend einer verlangerten initialen Denaturierung der qPCR, durch-

gefithrt. In Anlehnung an [150, 152].

1.3.2 Aufreinigung von bisulfitbehandelter DNA

Die Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA (bisDNA) erfolgt in der Regel mittels magne-
tischer Partikel oder mittels Zentrifugenséulchen (AbbJ5) [130,145]. Fiir die magnetischen
Partikel wird anstelle einer Zentrifuge ein externer Magnet bendtigt, um die Partikel von
den verwendeten Puffern abzutrennen. In beiden Fallen macht man sich aber die Ei-
genschaft der Nukleinsdure, an feste Phasen aus Silikamaterialien (SiOg) zu binden, zu
nutzen. Die magnetischen Partikel aus Magnetit sind dabei silikabeschichtet und in den
Zentrifugensdulchen kommen Matrices bzw. Filtermaterialien und Silika bzw. Kieselsdure
zum Einsatz [I53-159]. Im neutralen Zustand weisen sowohl die Silikaoberfliche als auch
die Nukleinsaure negative Ladungen auf. Die Bindung der Nukleinsaure an die Silikaober-
flache iiber Wasserstoffbriickenbindungen erfolgt unter Anwesenheit chaotroper Salze oder
Ethanol sowie verschiedener Kationen, wobei idealerweise ein leicht saurer pH-Wert ein-
gestellt wird, um die negative Ladung der Silikaoberfliche und somit die elektrostatische
AbstoBung zwischen dieser und der Nukleinsédure zu reduzieren. Sowohl die chaotropen
Salze, als auch Alkohol, haben die Eigenschaft die geordnete Hydrathiille um die Nuklein-
sdure sowie dem Silikamaterial aufzuheben, um somit eine Interaktion der Bindepartner zu
ermoglichen. Nach diesem Bindeschritt wird die bisDNA in der Regel mit alkoholhaltigen
Waschpuffern gewaschen, um die Verunreinigungen zu entfernen und dabei die Nuklein-
sédure nicht von der Silikaoberflache zu l6sen. Verunreinigungen, welche eine spatere qPCR
negativ beeinflussen konnen, kommen hierbei vor allem von den Bisulfitreagenzien aus der
Bisulfitkonvertierung sowie von den chaotropen Salzen des Bindeschritts. Auch polymer-
haltige Waschpuffer sind moglich, wobei das Polymer die Nukleinsdure auch ohne Alkohol
durch Quervernetzung auf dem Silikamaterial hélt. Nach diesem Waschschritt kann die
aufgereinigte Nukleinsaure von der Silikaoberflache eluiert werden. Hierftir reicht in der
Regel ddH50 aus, um die Bindung aufzuheben und die aufgereinigte Nukleinsdure in das
gewiinschte Volumen ddH;O aufzunehmen. Durch Temperatureinwirkung sowie hohere
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pH-Werte kann der Elutionsvorgang beschleunigt und die Ausbeute verbessert werden
[T58-165]. Nach der Entfernung potentieller Inhibitoren und Verunreinigungen durch die
Aufreinigung kann die Detektion mit Hilfe von PCR-basierten Methoden erfolgen.

1.3.3 Analyse des Methylierungsstatus mittels qPCR

Mittels sogenannter gerichteter Methoden kann der Methylierungsstatus einzelner Me-
thylierungsmarker gezielt analysiert werden [166]. Anders als mit ungerichteten Metho-
den, zu welchen zum Beispiel die Sequenzierung des gesamten Genoms (whole genome
sequencing, WGS) zéhlt und welche bis zu 5 - 10 % ctDNA in der Probe bendtigen, wer-
den fiir den klinischen Einsatz als Routine-Diagnosemethode gerichtete Anséitze bevor-
zugt [79, 108, 167]. Um klinisch relevante DNA-Methylierungsmarker schnell und effektiv
zu untersuchen, bietet sich vor allem die Detektion mit Hilfe von quantitativen PCR
Reaktionen (qPCR) an [79 10§]. Durch die Fluoreszenzsonde ist eine Echtzeitmessung
des Fluoreszenzsignals, sowohl qualitativ als auch quantitativ, in jedem Zyklus moglich
[163), 168, 169]. Hierbei kommen in der Regel zwei Arten von Sonden zum Einsatz. Bei
FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer) Sonden, kommt es nur bei ausreichender
Néahe des Donor- und Akzeptorfluorophor zum Energietransfer und somit zur Generierung
eines Fluoreszenzsignals [163, [169]. Bei Hydrolysesonden hingegen befindet sich an einem
Ende der Sonde das Fluorophor und am anderen Ende ein Quencher, welcher das Fluo-
reszenzsignal unterdriickt. Wahrend der Synthese des neuen Strangs wird der Quencher
durch die DNA-Polymerase abgespalten, wodurch das Fluorophor sein Fluoreszenzsignal
abgibt [146, 163, 170]. Durch die Reduzierung der Komplexitat der DNA Sequenz durch
die Bisulfitbehandlung auf drei statt vier Basen (A,T,G) in unmethylierten DNA Ab-
schnitten, wird die Anwendung von hybridisierungsbasierten Methoden erschwert [142].
Auflerdem erschwert der hohe Hintergund an unmethylierten Sequenzen die Detektion der
methylierten Sequenzen. Fir die Analyse des Methylierungsstatus bestimmter Loci wur-
den verschiedene Techniken entwickelt. Eads et al. (2000) entwickelten die MethyLight
Methode [I71], welche sowohl methylierungsspezifische Primer wie auch eine methylie-
rungsspezifische Sonde verwendet. Mit dieser sensitiven und spezifischen Methode, konn-
te ein relatives Detektionslimit von 1:10000 erreicht werden [I71]. Eine weitere Methode
namens HeavyMethyl (HM-qPCR) wurde 2004 von Cottrell et al. entwickelt [152, [172].
Hierbei werden im Gegensatz zur MethyLight Methode, methylierungsunspezifische Pri-
mer verwendet. Durch den Einsatz eines methylierungsspezifischen Blockers sowie einer
methylierungsspezifischen Sonde, wird eine spezifische und sensitive Detektion von Me-
thylierungsmarkern erreicht (AbbJ5)). Hierbei werden unmethylierte Primerbindestellen,
durch den Blocker besetzt und somit eine Amplifikation unmethylierter Sequenzen, mit
erhohter analytischer Sensitivitét, erreicht (Abb. [7)), [152, 172]. Bei der Bestimmung des
relativen Detektionslimits konnten mit dieser Methode noch 30 pg methylierte DNA, was
einem relativen LOD von 1:8000 entspricht, detektiert werden [I72]. Durch den Blocker
wird eine Sperzifitdt fiir methylierte Sequenzen erreicht, welche in jedem Zyklus der qP-
CR gleich bleibt. Arbeitet man lediglich mit methylierungsspezifischen Primern, kénnen
diese durchaus an unmethylierte Sequenzen binden, welche dann in jedem qPCR Zyklus
weiter vermehrt werden [I72]. Um die Amplifikation unvollstdndig konvertierter oder gar
unbehandelter DNA zu vermeiden, ist es von Vorteil, wenn die Primer Cytosine abdecken,
welche nicht im CpG Kontext stehen (Abb. . Durch den Einsatze eines methylierungs-
spezifischen Blockers werden aber generell weniger methylierte CpGs in den Bereichen,
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welche die Primer und die Sonde abdecken, benétigt [25]. Durch den Einsatz von Sonden
mit unterschiedlichen Fluorophoren, konnen mit unterschiedlichen Fluoreszenzkanélen,
verschiedene Zielgene (Multiplex) detektiert werden [I73]. Die in dieser Arbeit einge-
setzte qPCR basiert auf dem Prinzip der HeavyMethyl Technologie. Das hier generierte
Amplikon der v2 Region des SEPT9 Promotors ist mit 65 bp recht kurz. Dies wurde
durch den Einsatz von sich tiberlappenden Oligonukleotiden erreicht (Abb. . Von der
Detektion eines kurzen Amplikons erhofft man sich eine Steigerung der Sensitivitéit, da
ctDNA, welche durch die Bisulfitkonvertierung weiter fragmentiert wurde, als Templat
verwendet wird [130]. Im epi proColon® Test wird dariiber hinaus noch das Referenzgen
ACTB mit amplifiziert. In dieser Duplexreaktion konnte fiir das SEPT9 Amplikon ein
relatives Detektionslimit von 1:5000 erreicht werden, wobei noch 9,4 pg methylierte DNA
in 50 ng Hintergrund DNA detektiert werden konnten [130, 140]. Dies veranschaulicht
die hohe Sensitivitdt der Detektionsmethode, welche allerdings auch sehr empfindlich ge-
geniiber Inhibitoren ist. Chaotrope Salze, welche z. B. in Bindepuffern verwendet werden
oder Ethanol aus Waschpuffern, konnnen die verwendeten DNA-Polymerasen inhibieren
und beeintrachtigen. Auch EDTA, welches zum Teil in Puffern vorhanden ist, wirkt sich
nachteilig auf die qPCR aus [162, [168] [174]. Des Weiteren kann sich eine Kontamination
mit DNAse oder anderen Nukleinsduren negativ auf die gPCR auswirken [168]. Auch die
in der qPCR eingesetzten Oligonukleotide konnen miteinander interagieren und durch die
Ausbildung von Sekundérstrukturen und Primerdimeren eine Amplifikation der eigent-
lichen Zielgene verhindern [163] 168, [I75]. Eine héufige Ursache hierfiir ist eine falsche
Annealingtemperatur, welche mafigeblich die Hybridisierungskinetik beeinflusst. Eine zu
niedrige Annealingtemperatur fithrt in der Regel zu unspezifischen Amplifikaten, wobei
eine zu hohe Annealingtemperatur hingegen die Hibridisierung der Oligonukleotide mit
dem Templat verhindert und somit zu einer geringeren Amplifikationseffizienz fiithrt. Ein
weiterer Grund fiir Oligonukleotidinteraktionen sind zu starke Komplementaritédten der
verwendeten Oligonukleotide [163] 174, 176]. AuBerdem gibt es Substanzen, welche die
Hybridisierung der Fluoreszenzsonde verhindern oder das Fluoreszenzsignal durch einen
Quenching-Effekt reduzieren [I74) [I76]. Neben diesen, sich negativ auf die qPCR auswir-
kenden Substanzen und Effekten, kann die qPCR allerdings auch optimiert werden. Mg?*
Kationen werden von Polymerasen als Cofaktoren benotigt. Durch eine Optimierung der
Mg?** Konzentration, lisst sich die Aktivitit der Polymerase durch deren Stabilisierung
erhohen [163], 168, [174]. Aulerdem sollte der qPCR Ansatz idealerweise einen pH Wert
zwischen 8,0 und 8,5 aufweisen [163]. Aus der Literatur bekannte Stabilisatoren sind unter
anderem Polyethylenglykol (PEG), Dimethylsulfoxid (DMSO), Polysorbat 80 und Rinder-
serumalbumin (engl. bovine serum albumine, BSA). Diesen Substanzen wird ein positiver,
stabilisierender Effekt fiir die Amplifikation GC-reicher Sequenzen zugeschrieben, sowie
ein positiver Effekt auf die Sensitivitdt und die Spezifitat der qPCR Reaktion [173] [176].
Das Design der Oligonukleotide sowie deren eingesetzte Konzentrationen sind ebenfalls
auflerst wichtig fiir eine zuverldssige Amplifikationsreaktion. Eine zu hohe Konzentrati-
on der Oligonukleotide kann allerdings auch zu vermehrten Oligonukleotidinteraktionen
fiuhren [163] [168]. Die Hybridisierung der Primer an das Templat wird maBgeblich von
der Annealingtemperatur beeinflusst. In der Regel sollte die Annealingtempertur 5 °C bis
10 °C unter der Schmelztemperatur der Primer liegen, welche wiederum von der Sequenz
der Primer abhéangt. Bei der Verwendung von zusatzlichen Sonden und Blockern sollten
deren Schmelztemperaturen idealerweise 7 °C bis 10 °C iiber denen der Primer liegen, um
eine Bindung der Sonde vor den Primern zu gewéhrleisten [163] [168]. Bei dieser Vielzahl
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an optimierbaren Parametern fiir eine sensitive und robuste qPCR liegt es nahe, dass die
Etablierung einer qPCR mit steigendem Multiplexgrad an Komplexitiat zunimmt.

<<
GAUXG TGIITATTAGHATIATGTCGGA T CGCGGTIAACGCG AG TGGATGGGTATTT

> ©

Abbildung 7: Uberblick der SEPT9 Sequenz und HeavyMethyl (HM) qPCR Komponen-
ten. CpG Dinukleotide sind in blau dargestellt. Ein kleines t (gelb) stellt
ein durch die Bisulfitkonvertierung konvertiertes Cytosin dar. Die schwarzen
Pfeile stellen sowohl den reverse als auch den forward Primer dar, welche
in Regionen ohne CG Dinukleotide binden und somit methylierungsunab-
héangig sind. Der reverse Primer fligt eine abasische Stelle ein, welche als X
dargestellt ist. In rot ist der Blocker mit seinem C3 Spacer am 3° Ende dar-
gestellt, welcher eine Elongation des Blockers verhindert. Die Bindestellen
der Primer sowie des Blockers tiberlappen sich. Die SEPT9 Hydrolysesonde
mit FAM als Fluorophor und BHQ1 als Quencher ist in schwarz dargestellt.
In Anlehnung an [130] [177].

1.4 Lab-on-Chip (LoC) Systeme

Wie bereits unter 1.1.2 aufgefiihrt, gibt es ein imenses Anwendungsgebiet fiir diagnosti-
sche Testverfahren zur Bestimmung verdnderter DNA-Methylierungsmuster. Diese erfor-
dern auf der einen Seite 6konomische und auf der anderen Seite robuste und zuverlassige
Nachweismethoden mit hoher Sensitivitdat und Spezifitdt. Ein Ansatz diesen Anforderun-
gen gerecht zu werden bieten miniaturisierte, mikrofluidische Lab-on-Chip (LoC) Systeme
mit welchen komplexe Laborvorginge kompakt in einem einzigen Gerat realsiert wer-
den koénnen [I78, [179]. Dadurch kénnte die Analyse der DNA-Methylierung schon bald
in der point-of-care (PoC) Diagnostik, also direkt am Patienten und ohne lange Wege
zu entfernten spezialisierten Laboren, ermoglicht werden. Zusatzlich ist durch den hohen
Automatisierungsgrad dieser Systeme eine Entlastung der Testkapazitat durch Wegfallen
arbeits- und zeitintensiver Ablaufe, fiir welche bisher gut geschultes Personal benotigt
wurde, moglich. Besonders die Analyse der DNA-Methylierung ist sehr zeitintensiv und
setzt sich aus einer Vielzahl komplexer Schritte zusammen. In der Literatur werden bereits
erste Ansétze zu deren Analyse mit Hilfe von mikrofluidsichen LoC-Systemen aufgefiihrt.

1.4.1 Lab-on-Chip basierte Ansatze zur Analyse der
DNA-Methylierung

Im folgenden werden die vielversprechendsten Ansétze der Bisulfit-basierten Analyse der
DNA-Methylierung mit Hilfe von LoC-Systemen aufgefiihrt. Die Arbeiten von Zhang et
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al. (2009) beschreiben ein System, in welchem PCR Ansitze von einer Olphase komparti-
mentiert werden, um darin methylierungsspezifische PCRs durchzufiithren [I80]. Die DNA
Extraktion sowie die Behandlung mit Bisulfitreagenzien und die anschliefende Desulfonie-
rung und Aufreinigung finden nicht im System statt. Durch die Vorlagerung verschiedener
Primerpaare im System, kann ein hoher Multiplexgrad in den neun schneeflockenférmigen
Funktionseinheiten aus jeweils zwolf Reaktionskammern erreicht werden. Es konnen bis
zu neun verschiedene Proben in 108 verschiedenen PCR Reaktionen untersucht werden.
Allerdings stehen die offenen Reaktionskammern im Kontakt zur Umgebung, weshalb
auflerst vorsichtig gearbeitet werden muss, um die PCR Reaktionen nicht zu kontami-
nieren. Auflerdem werden hier Ansétze fiir die Vorlagerung von Primern untersucht, um
eine spitere Lagerung zu ermoglichen. Der Boden der Reaktionskammer wurde dafiir mit
0,1 % BSA beschichtet, um eine Adsorption der Polymerasen zu verhindern und um die
Effizienz der PCR zu verbessern. Die Primer wurden vordosiert und die Fliissigkeit der
Primerlésung verdunstet. Die mikrofluidischen Systeme werden bei 4 °C gelagert [180].
Da hier lediglich die PCR im LoC-System durchgefiihrt wird, ist man noch weit von ei-
ner vollautomatisierten Losung entfernt. Dartiber hinaus ist die Durchfithrung mit einem
erheblichen Vorbereitungsaufwand verbunden und es wird keine qPCR und auch keine
HeavyMethyl PCR mit Blockern durchgefiihrt, welche fiir eine spatere diagnostische An-
wendug entscheidend wéren.

Mae et al. (2018) beschreiben ein mikrofluidisches System, welches auf einem diffusions-
getriebenem Reagenzienaustausch basiert [I81]. Mittels pneumatisch gesteuerter Ventile
kann die Verbindung zwischen einer zentralen Reaktionskammer und zwei Beladungs-
kammern hergestellt und unterbrochen werden. Mit diesem System ist es moglich ei-
ne Bisulfitkonvertierung durchzufiihren, sowie Teile der anschliefenden Desulfonierung
und Aufreinigung der konvertierten DNA automatisiert durchzufiihren. Hierbei wird das
unterschiedliche Diffusionsverhalten von DNA und den Salzen aus den Reagenzien der
Bisulfitkonvertierung ausgenutzt. Allerdings wird angemerkt, dass es bei kleinen DNA
Fragmenten wie cfNDA, welche gerade fir die blutbasierte Diagnostik interessant sind,
zu Problemen kommen kann. Auch die mit TRIS-EDTA Puffer aus dem System eluier-
te DNA muss anschliefend noch einer weiteren Ethanolprizipitation unterzogen werden
[I81]. Da dieses Verfahren eigentlich zur Vorbereitung fiir die Sequenzierung von bisDNA
etabliert wurde, ist anzunehmen, dass auch fiir eine anschlieBende Methylierungsanalyse
mittels qPCR, eine weitere Aufreinigung benétigt wird. Auch dieses System eignet sich
nicht fiir den breiten Einsatz in der Routinediagnostik, da man in der Etablierung eines
Gesamtablaufs durch die mangelnde Aufreinigunseffizienz, sowie das Fehlen einer Optik
zur Durchfithrung einer qPCR, stark eingeschrankt ist.

Bereits Jahre zuvor haben Shin et al. (2013) eine in sich geschlossene, magnetisch be-
triebene Tropfchenkartusche fir die Bisulfitbehandlung von genomischer DNA entwickelt
[182]. Hierbei kommt auch die von Bailey et al. (2010) entwickelte ,,methylation on be-
ads* (MOB) Methode zum Einsatz [183]. Mit dieser Methode kann DNA aus Zelllysaten
oder Patientenproben in chaotroper Losung (Guanidiniumhydrochlorid in Zitronenséure-
puffer) an silikabeschichtete, paramagnetische sphéarische Partikel gebunden werden. An
diese Partikel gebunden, durchlauft die DNA die Bisulfitkonvertierung und Aufreinigung.
Mittels eines PCR-Puffers, wird die DNA anschlieBend von den magnetischen Patikeln
eluiert, wodurch eine Amplifikation des Zielgens in einer anschliefenden spezifischen qP-
CR direkt durchgefiihrt werden kann. Somit sind alle Schritte in einem einzelnen Gefaf3
moglich. Es wird eine Durchfiihrungsdauer von 9 h sowie eine DNA Ausbeute, die das

Dissertation

Janik Kéarcher 16



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 1 Theoretischer Hintergrund

6,61-fache iiber den Ausbeuten des Standardprotokolls liegt, beschrieben. Der Methy-
lierungsmarker des CDKN2A Promotors konnte mit dieser Methode laut Bailey et al.
(2010) [I83] bei 74 % der Lungenkrebspatienten detektiert werden und zuvor, mit den
herkémmlichen Methoden ohne LoC-System, nur bei 45 % der Patienten [I83]. Shin et al.
(2013) verwenden diese Methode in ihrer Tropfchenkartusche um die Partikel mit der dar-
an gebundenen DNA von Kammer zu Kammer zu bewegen [182]. In diesen zylindrischen
Kammern, die iiber 1 mm breite Kanédle miteinander verbunden sind, miissen die benotig-
ten Reagenzien aufwendig vorgelagert werden. Die Bewegung der magnetischen Partikel
erfolgt iber einen von auflen hiandisch bewegten Magneten. Durch die verengten Auslésse
der Kammern soll eine minimale Verschleppung der Reagenzien gewéahrleistet werden. Bei
der Wahl der Bisulfitreagenzien, ist man mit diesem System allerdings stark engeschrénkt.
Da eine Mischung von Reagenzien bzw. deren definierte Beférderung mittels pneumatisch
ansteuerbarer Ventile und Pumpkammern nicht moglich ist, ist man auf Bisulfitreagenzi-
en beschrankt, welche lediglich aus einer Komponente bestehen. Zudem kann noch kein
PCR-basiertes Nachweisverfahren integriert werden. Es wurde ein Temperaturgradient
fiir die Bisulfitkonvertierung gefahren und im Anschluss die Durchfithrbarkeit der gPCR
getestet um die Temperatur der Konvertierung auf ein akzeptierbares Minimum von 83 °C
herunter zu setzen. Die qPCR scheint hier auf bisulfitbehandelter DNA, die im mikroflui-
dischen System behandelt wurde, zwei Zyklen frither als auf herkémmlich behandelter
DNA detektierbar zu sein. Stark et al. (2018) haben dieses System weiterentwickelt, um
von der Probeneingabe bis zum Ergebnis nach der Analyse mittels qPCR Detektion, alle
Schritte innerhalb von 4,5 h durchfithren zu kénnen [I84]. Allerdings ist weiterhin kein
Mischen von Reagenzien moglich, weshalb die qPCR Reagenzien auflerhalb des Systems
gemischt werden miissen. Die benotigten Reagenzien miissen aufwendig vorgelagert wer-
den und auch mit diesem System ist eine definierte Bewegung der Reagenzien nicht mog-
lich. Anstelle dessen werden erneut silikabeschichtete magnetische Partikel eingesetzt. Als
Probe werden Zellen aufgetragen, aus welchen mittels eines Bisulfit-Lyse Reagenz DNA
isoliert und zudem bisulfitkonvertiert wird. Weitere LoC-Ansétze zur Analyse von DNA-
Methylierungen wurden bereits in Review Artikeln publiziert [178] [179, I85HI87]. Bisher
beschriebene LoC-basierte Ansétze fiir die Analyse einer veranderten DNA-Methylierung,
erfordern zum Teil noch handisch durchgefithrte Schritte, lange Vorbereitungszeiten und
sind somit nur beschrinkt automatisiert durchfithrbar. Eine definierte Bewegung kleins-
ter Volumina ist aufgrund fehlender, pneumatisch gesteuerter Ventile nicht moglich. Ein
Transfer von Gesamtablaufen aus Bisulfitkonvertierung, Aufreinigung der bisulfitbehan-
delten DNA sowie anschliefender qPCR-basierter Detektion von Methylierungsmarkern
ist nur selten moglich. Eine sichere und kontaminationsfreie Prozessierung von Proben
ist dariiber hinaus in vielen Systemen nicht gewéhrleistet, da es sich nicht um geschlos-
sene mikrofluidische Systeme handelt. Ein weiterer Punkt ist, dass viele dieser Systeme
nicht fiir den breiten Einsatz in der PoC-Diagnostik geeignet sind, da eine serienmafige
Massenfertigung iiber gangige Verfahren, wie dem Spritzguss, nicht moglich sind. Dartiber
hinaus sind fiir die in der Literatur beschriebenen Systeme keine universellen Analysegera-
te vorhanden (siehe unter 1.4.2). In den gefundenen Veréffentlichungen werden aulerdem
Aspekte zur Langzeitlagerung sowie zu den Lagerbedingungen héufig auler Acht gelassen,
welche fiir einen spéateren Einsatz in der klinischen Diagnostik unabdingbar sind.
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1.4.2 Das mikrofluidische Lab-on-Chip-System Vivalytic der Robert
Bosch GmbH

Mit der Entwicklung der Vivalytic Plattform hat die Firma Bosch einen grofien Schritt
in Richtung PoC-Diagnostik mittels LoC-Systemen geleistet. Hierbei handelt es sich um
eine universelle Plattform fiir die molekulare Diagnostik. Das System besteht aus einer
Prozessiereinheit (Analyzer), welche alle mechanischen Bauteile wie Heizer, Druckluft-
und Vakuumanschlisse, die Optikeinheit zur Analyse von Fluoreszenzintensitdten und
Aufnahme von Bildern, Ultraschall usw. enthédlt (Abb. 7 sowie einer mikrofluidischen
Vivalytic Kartusche (Abb. [9).

A B
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Abbildung 8: Der Vivalytic Analyzer als Prozessiereinheit fiir die mikrofluidischen Viva-
lytic Kartuschen. (A) Innenansicht der wichtigsten Komponenten des Vi-
valytic Analyzers. (B) AuBenansicht des Vivalytic Analyzers. In Anlehnung

an [170].

Bei der Vivalytic Kartusche handelt es sich um eine Einwegkartusche auf welcher alle,
fiir den molekularbiologischen Test benotigten Reagenzien, vorgelagert sind. Somit muss
lediglich der fiir die diagnostische Fragestellung geeignete Test ausgewéhlt werden und der
auf der Kartusche vorhandene QR-Code am Analyzer gescannt werden, um den geeigneten
Ablauf fiir den jeweiligen Test zu starten. Nach dem Eingeben der Probe in die Proben-
kammer, kann die Kartusche in den Analyzer gegeben werden, wo diese vollautomatisiert
prozessiert wird. Die Kartusche besteht aus zwei spritzgussgefertigten Polycarbonatteilen,
welche tiber einen Laserschweiiprozess mit einer thermoplastischen Polyurethanmembran
(TPU) miteinander verbunden sind (Abb. |§| (links)). Eine Ubersicht beider im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Kartuschentypen ist in Abb. [J] (rechts) dargestellt. Fir die
Reagenzienvorlagerung stehen in beiden Kartuschentypen neun Kammern zur Verfiigung.
Dariiber hinaus gibt es jeweils eine Probenkammer fiir die Eingabe der Probe sowie 32
pneumatikgesteuerte Ventile und zwei Pumpkammer, welche fiir das Offnen und Ver-
schliefen definierter mikrofluidischer Wege benotigt werden. Des Weiteren gibt es eine

Dissertation

Janik Kéarcher 18



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 1 Theoretischer Hintergrund

Reaktions- und Mischkammer. Im Kartuschentyp 1 gibt es zwei Kammern fiir die Vor-
lagerung lyophilisierter qPCR Mastermixe und im Kartuschentyp 2 drei Kammern. Aus
Platzgriinden ist im Kartuschentyp 2 deshalb nur ein PCR Strang, bestehend aus drei mi-
krofluidischen Kammern, anstelle von zwei PCR Strangen vorhanden. Anders als in PCR
Thermocyclern wird die Temperatur nicht wie in statischen Reaktionsgefdafien geheizt und
gekiihlt, sondern ein Flissigkeitsplug wird zwischen den drei PCR-Kammern, in welchen
die jeweils benotigte Temperatur eingestellt wird, hin und her bewegt. Somit konnen die
fiir die PCR benoétigten Schritte, bestehend aus Denaturierug, Annealing und Elongation
realisiert werden und im Falle einer qPCR, der Anstieg der Fluoreszenzintensitit mittels
Optikeinheit detektiert werden. Silikabasierte Matrices konnen flexibel in die Filterkam-
mer integriert werden, um Nukleinsduren aufzureinigen. Die vom Filter eluierte Probe
kann im Anschluss direkt zum Losen des lyophilisierten Mastermixes verwendet werden
und in den gewiinschten PCR-Strang iiberfiihrt werden. Alle Schritte sind automatisiert
iiber ein zuvor generiertes und optimiertes fluidisches Ablaufprotokoll durchfithrbar.
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Abbildung 9: Darstellung des Aufbaus der Vivalytic Kartusche (links) und Vergleich des
Kartuschentyp 1 und 2 (rechts). Kompartimente mit der selben Bezeich-
nung, ibernehmen in beiden Kartuschentypen die selben Aufgaben. In An-

lehnung an [170].

In Abb. [I0]ist ein Querschnitt eines Ventils der Vivalytic Kartusche dargestellt, um das
Prinzip der definierten Fliissigkeitshewegung durch das mikrofluidische System zu veran-
schaulichen. In der Mitte befindet sich die auslenkbare TPU Membran. Die Membran wird
von zwei Polycarbonatschichten umgeben, wodurch sich eine Fluidikschicht (oben) sowie
eine Pneumatikschicht (unten) ergibt. An der Pneumatikschicht wird iiber die Steuerein-
heit des Analyzers ein Kontrolldruck P, angelegt. In der Fluidikschicht liegt ein hydrau-
lischer Druck Py, vor. Durch eine Druckdifferenz zwischen P}, und P, wird ein Offnen und
VerschlieBen der Ventile erreicht. Mit Hilfe dieses pneumatikgesteuerten mikrofluidischen
Systems, ist es moglich, verschiedenste molekulardiagnostische Ablédufe und Tests auf die
Vivalytic Plattform zu transferieren. Die Zielsetzung der hier durchgefithrten Arbeit wird
im folgenden Abschnitt erldutert.
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Abbildung 10: Darstellung des Prinzips der definierten Beférderung von Fliissigkeiten in
der Vivalytic Kartusche mittels pneumatikgesteuerter Ventile. In Anleh-

nung an [I88], [189)].
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2 Zielsetzung

Auch wenn inzwischen DNA-Methylierungsmarker fiir eine Vielzahl von Erkankungen
bekannt sind, findet deren Analyse bisher kaum Einsatz in der Routinediagnostik. Ein
Grund hierfiir sind die zeit- und arbeitsintensiven Protokolle fiir die Analyse solcher Mar-
ker. Im Rahmen dieser Arbeit sollen deshalb die fiir die Analyse notwendigen Schritte
auf eine mikrofluidische LoC-Kartusche transferiert werden. Damit wéren erste Schritte
in Richtung eines autmatisierten Nachweises von DNA-Methylierungsmarkern ohne ge-
schultes Personal sowie komplexe Laborinfrastruktur, direkt an Ort und Stelle, getan.
Beginnend mit der Bislufitkonvertierung, gefolgt von der Aufreinigung und Desulfonie-
rung sowie einer blockerbasierten qPCR, sollen alle Schritte in die Vivalytic Kartusche
integriert und optimiert werden. Es soll anhand eines proof-of-principle mit dem SEPTY
Methylierungsmarker gezeigt werden, dass die Vivalytic Plattform, auch fiir den Nachweis
epigenetischer Marker geeignet und mit den dafiir benotigten Methoden und Reagenzien
kompatibel ist. Mit der erfolgreichen Durchfithrung des proof-of-principle, konnte gezeigt
werden, das die universelle Analyse jedes beliebigen Methylierungsmarkers moglich ist,
was ein imenses Anwendungsgebiet fiir diagnostische Nachweisverfahren mit sich bringt.
In Anbetracht eines erwarteten Wachstums des globalen Epigenetikmarktes, mit einem
CAGR von 15,2 %, und 4,17 Mrd. US $ (2021) auf 12,51 Mrd. US $ (2028), weifit diese
Gebiet ein enormes Potential fiir die LoC-basierte PoC Diagnostik auf [49].
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 1: Verwendete Kits mit Herstellerangabe sowie REF- oder LOT-Nummer

Bezeichnung Hersteller REF/LOT
Blood & Cell Culture QIAGEN GmbH 13343
DNA Midi Kit
EpiBiS Kit Epigenomics AG M7-01-001
EZ DNA Methylation Zymo Research Corp. D5030
Lightning®
Genomic DNA 50 kb Kit Agilent Technologies, DNF-467-0500
HS NGS Fragment Analysis Agilent Technologies, DNF-474-0500
Kit (1-6000 bp) Inc.
Premium Bisulfite Kit Diagenode SA 02030030
QIAamp® DNA Mini Kit QIAGEN GmbH 51304
Qubit * 1X dsDNA Invitrogen Q33231
HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
Qubit  ssDNA Invitrogen Q10212
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

22



Universitdt des Saarlandes 3 Material und Methoden

Epigenetik

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien mit Herstellerangabe sowie REF- oder LOT-Nummer

Bezeichnung Hersteller REF/LOT
D-(+)-Trehalosedihydrat Sigma Aldrich T0167-1004 /
> 99 % #SLDHO477V
Tween80 Carl Roth GmbH /
und Co.KG
PEG 6000 Sigma-Aldrich, Inc. /
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco /
Fluoresceindiacetat Acros Organics B.V.B.A. A0404012
Guanidinium Hydrochlorid Sigma Aldrich, Inc. G3272-500G
Lebensmittelfarbe Brauns Heitmann /
GmbH & Co. KG
ddH,O G-Biosciences 786-292C
Natriumacetat Sigma-Aldrich, Inc. S2889-250G
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Inc. 0001443365
PBS 1X pH 7.0 Gibco 12549079
Oligonukleotide biomers.net GmbH /
qPCR ProbesMaster Jena Bioscience GmbH PCR-156S /
Lyophilisate 117.254
MM Beads Evik Diagnostics /
20 x TE Puffer Invitrogen P11496
(Thermo Fisher Scientific)
5 x Hot FIRE POL® Solis BioDyne 08-01-0000S
Multiplex qPCR Mix
Solis BioDyne 08-17-0000S

5 x Hot FIRE POL® Probe
Universal gPCR Mix

CIR-DNA-S-1000-01

Fluorogenics LTD

CIRRUS"™ Strips
DNA PCR Master Mix 20181015A
illustra” Hot Start Mix GE Healthcare 28900653
1708562
28-41-0000S

RTG™ 0.2 mL, 96 RXN

Solis BioDyne

SolisFAST"™ SolisGreen®

qPCR Mix (no ROX), 5x
STAT-NAT® SENTINEL CH. SpA 1N001 / 00698
DNA-Mix
Trypan Blue Solution Gibco 11538886
0,4% Gibco™ (Thermo Fisher Scientific)
1X Trypsin - EDTA Solution Biochrom GmbH L 2163
(0.25% Trypsin and 0.02% EDTA)
DMEM (1X) Gibco 42430025
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Tabelle 3: Verwendete Gerédte mit Modell- und Herstellerangabe sowie REF- oder LOT-

Nummer
Bezeichnung Modell Hersteller
Automatischer Cell Counter Olympus
Zellzahler model R1
Bioruptor® Pico Diagenode SA
Bohrer Dremel 4200 Dremel
3D-Drucker Fortus 450mc Stratasys Ltd.
Fluorometer Qubit 4° Invitrogen
Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific)
CNC- EVO KERN Microtechnik
Frasmaschine GmbH
Kapillar- Fragment Agilent
elektrophorese Analyzer 5200° Technologies Inc.
Kiihlrack 1,5 CoolRack® CORNING,
und 2 mL Tubes M15 Inc.
Kiihlrack I[sofreeze Deltalab
96-Well-Platte Rack
Kiihlzentrifuge Zentrifuge Eppendorf
5425 R AG
Lab-on-Chip Processing Robert Bosch
Prozessiereinheit Station 1/2/3 GmbH
Lotkolben / Weller
Mehrfach- HandyStep® BRAND GmbH
dispenser touch & Co.KG
Magnete Neodym 2 x 10 mm Magnetversand
2 x 10 mm
Temperatur- NI-Karte National
messmodul Instruments
pH Meter FiveEasy™ Mettler
Toledo
Pipettensatz Eppendorf Reference® 2 Eppendorf
AG
Pipettensatz PIPETMAN, Gilson
P2L, P10L, P20L, AG
P200L, P1000L
Plattenzentrifuge PlateFuge Benchmark
Microplate Scientific
Micro Centrifuge
qPCR-Cycler 7500 Fast Real-Time Applied
PCR Instrument Biosystems
Stanze 3.2 mm und Gedore
3.4 mm Stanze Werkzeugfabrik
Sterile Werkbank Sicherheitswerkbank Berner
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Claire® XL International GmbH
Thermocycler Thermo Eppendorf
Mixer C AG
Thermocycler Veriti 96 Well Applied
Thermal Cycler Biosystems
Widerstands / Labfacility
-temperaturfithler Limited
Tischzentrifuge MYSPIN 6 Thermo Fisher
Scientific
Tischzentrifuge Mini Star VWR
Tischzentrifuge CD1008 Phoenix
CD1008 Instrument
Ultraschallgerat Bioruptor® Diagenode
Pico SA
UV-Bench DNA/RNA Kisker Biotech
UV-Cleaner GmbH & Co. KG
UVT-S-AR
Vivalytic Vivalytic Robert Bosch
Analyzer One GmbH
Vortexer Analog VWR
Vortex Mixer
Vortexer Vortex Scientific
Genie 2 Industries
Waage Excellence Mettler
Toledo
Zentrifuge MiniSpin® Eppendorf
plus AG
Zentrifuge (15 ml Zentrifuge Eppendorf
und 50 ml Tubes) 5810 R AG
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Tabelle 4: Verwendete Software- und Computerprogramme mit Hersteller- und Verwen-

dungsangabe.
Bezeichnung

Hersteller

Verwendung

BiQ Analyzer HT

https://biq.mpi-inf. mpg.de/
Max Planck Institute
for Informatics

Auswertung der
Bisulfitsequenzierdaten

BiSearch Web Server

bisearch.enzim.hu

Bisulfite Primer

Institute of Enzymology Design
Dfam Database https://www.dfam.org/home Indentifizierung
NHGRI ISB bisulfitunabhéngiger
repetitiver
Primerbindestellen
Cell counter Olympus Automatische
model R1 Zellzahlung
LabVIEW National Durchfithrung
Instruments fluidischer Ablaufe
(Processing Station)
Fluculator Robert Bosch Erstellen
GmbH fluidischer Ablaufe
Fragment Analyzer Advanced Analytical Durchfithrung
Version 1.2.0.11 Technologies, Inc. Fragment Analyse
MatLab MatLab v80, MathWorks
v91, v93
PROSize 3.0 Advanced Analytical Auswertung
Version 3.0.1.6 Technologies, Inc. Fragment Analyzer
VPhotoStar Robert Bosch Durchfithrung

GmbH

fluidischer Abléufe
(Vivalytic Analyzer)

7500 Software
v2.0.5

Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific)

Durchfithrung und
Auswertung von
qPCR Experimenten

Warmeleitmodell

Robert Bosch
GmbH

Durchfithrung von

Temperatursimulationen
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Tabelle 5: Verwendete Einwegmaterialien mit Herstellerangabe.

Bezeichnung

Hersteller

Adhesive PCR
Sealing Foil Sheets

Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific)

Bioruptor® MikrogefiBe

Diagenode SA

Cell culture flask, red filter screw cap

Greiner Bio-One GmbH

Falcons (15 ml, 50 ml) VWR
Filtermembran (Filter F) Kooperationspartner
Filtermembran (Filter B) Kooperationspartner

Filtermembran aus BiS Kit rBiopharm

nicht mehr vertrieben

Filtermembran aus BiS Kit
nicht mehr vertrieben

Analytik Jena

Fisherbrand™DeepWell™
Polypropylen-Mikrotiterplatten, 96-Well

Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific)

Frittenmaterial

Kooperationspartner

MicroAmp™Optical
96-Well Reaction Plate

Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific)

MicroAmp™Optical
Adhesive Film

Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific)

Mikrogefafl LoBind (1.5 mL; 2 mL)

Eppendorf AG

Multiply®-uStrip Pro Ser-Kette

Sarstedt AG & Co.KG

Peelable adhesive
PCR film

Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific)

pH-Indikatorstibchen, pH 7.5 — 14, Alkalit®

Merck KGaA

Precision Dispenser Tip (500 pL; 1.25 ml)

BRAND GmbH & Co.KG

Qubit™agsay tubes
Qubit™agsay tubes

Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Twin.tec PCR Plate 96 LoBind, semi-skirted

Eppendorf AG

Vivalytic Kartuschen

Robert Bosch GmbH

Zellkulturflaschen (25 cm?)

Carl Roth GmbH & Co. KG
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Tabelle 6: Verwendetes Probenmaterial mit Bezeichnung und Herstellerangabe.

Bezeichnung Hersteller
HCT116 DSMZ (ACC 581)
PBL Human Genomics DNA Roche Diagnostics GmbH
methylierte DNA (MDNA) Zymo Research
unemthylierte DNA (UMDNA) Zymo Research
UMDNA WGA Zymo Research
Bisulfite Converted Universal Zymo Research
Methylated Human DNA Standard

Tabelle 7: Verwendete selbstangesetzte Puffer fiir die Aufreinigung bisulfitkonvertierter

DNA
Bezeichnung Zusammensetzung
Waschpuffer (WP) 30% Polymere
Zuséatzliche Komponenten
pH 5.6-8
Elutionspuffer (EP) Detergenz
pH 7

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung und Generierung von Probenmaterial

Als Probenmaterial diente die humane Darmkrebszelllinie HCT116. Diese wurde mit
DMEM Medium (15 ml) in T25 Zellkulturflaschen kultiviert. Fir die Zellernte wurden die
adhérenten Zellen mit 3 ml PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin EDTA von Zellkultur-
flasche gelost und mit 5 ml DMEM Medium abgestoppt. Das Waschen in PBS erfolgte in
15 ml Falcons bei 150 x g fiir 3 min bei 4 °C. Zellen in PBS wurden mit dem Cell Counter
gezihlt, je 5%10° Zellen in 2 ml Reaktionsgefifie aliquotiert und erneut in PBS gewaschen.
Die Zellen wurden entweder bei -80 °C gelagert oder mit dem QIAamp DNA Mini Kit
bzw. QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) lysiert und die genomische HCT116 DNA
isoliert (30 ul Elutionsvolumen). Genomische DNA (gDNA) wurde mit ddH,O auf 100 -
300 ng/pL in 100 ul verdiinnt (0,65 mL Bioruptor™Mikrogefafl) und bei 4 °C mit dem
Bioruptor™Pico (Diagenode) fir 10 Zyklen mittels Ultraschall auf ca. 200 bp geschert.
Optional konnen die Proben vor der Ultraschallbehandlung fiir 10 min auf Eis gestellt
werden.

3.2.2 Analyse von Nukleinsauren mittels Kapillargelelektrophorese

Die Qualitdtskontrolle von Nukleinsduren wie gDNA, gescherter DNA und Amplikons
erfolgte entsprechend den Herstellerprotokollen mit dem 5200 Fragment Analyzer (Agilent
Technologies Inc.) sowie dem DNF-474 High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit sowie
dem DNA-468-0500 HS Genomic DNA 50 kb Kit.

Dissertation

Janik Kéarcher 28



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 3 Material und Methoden

3.2.3 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von Nukleinsduren erfolgte mit dem Qubit 4™Fluorometer (Invitro-
gen), entweder mit dem Qubit™1xdsDNA HS Assay Kit fir doppelstrangige DNA (dsD-
NA) oder dem Qubit™ssDNA Assay Kit fir bisulfitkonvertierte DNA (bisDNA). Fur
besonders niedrig konzentrierte Proben wurde der CFF Assay nach Devos et al. (2009)
verwendet [I30]. Da die Aufreinigungen bisulfitkonvertierter DNA, wenn nicht explizit be-
schrieben, ohne Desulfonierungsschritt durchgefiihrt wurden, war es notwendig, die mittels
Qubit Fluorometer gemessenen Werte, um einen zuvor ermittelten Korrekturfaktor von
1,81 + 0,11 zu korrigieren. Dieser Korrekturfaktor wurde anhand der Konzentrationsun-
terschiede zwischen sulfonierter und desulfonierter DNA in Triplikaten mit dem Qubit
bestimmt. Die ohne Desulfonierung vorhandene SO3™-Gruppe wirkt sich negativ auf die
fluoreszenzbasierte Messung mit dem Qubit Fluorometer aus.

3.2.4 Bisulfitkonvertierung

In dieser Arbeit wird die nach Inkubation mit den Bisulfitreagenzien unter Temperatu-
reinfluss (Konvertierungstemperatur) generierte DNA als bisulfitkonvertierte DNA bzw.
bisDNA bezeichnet. Die nachfolgende Desulfonierung, erfolgt entweder wahrend der Auf-
reinigung, mit Hilfe eines alkalischen Desulfonierungspuffers oder in einer verlangerten
initialen Denaturierungsphase, zu Beginn der qPCR. Fiir die Bisulfitkontrolle, wurde die
DNA-Lo6sung, durch ddH5O ersetzt.

off-Chip

Fir die Generierung von bisDNA wurden das Premium Bisulfite Kit (Diagenode), das
EpiBiS Kit (Epigenomics) sowie das Zymo Lightning Kit (Zymo Research) nach Herstel-
lerangaben verwendet.

on-Chip

In der Vivalytic Kartusche wurden bei Verwendung des EpiBiS Kit, die Reagenzien bereits
auBerhalb der Kartusche mit der DNA gemischt und in der Mischkammer (MK) vorge-
lagert. Die Konvertierung erfolgte in der Reaktionskammer einer Prototypen Vivalytic
Kartusche, mit einem Fassungsvolumen von 243 pl. Die fiir die Konvertierungsreaktion
benotigten 80 °C konnen in der Reaktionskammer der Vivalytic Kartusche ohne Proble-
me erreicht werden. Bei der Verwendung des Bisulfite Premium Kit (Diagenode) wurde
das Bisulfitreagenz (350 pl) in R22 vorgelagert, wobei die Losung der gescherten HCT116
DNA (40 pl) in der gewiinschten Konzentration in der Probenkammer vorgelagert wurde
(siehe 4.1.2, Abb. . Mittels 17 Pumphiiben wurde das Bisulfitreagenz in die Proben-
kammer gepumpt und dort durch 6ffnen und schliefen der Pumpkammer (30 x) mit der
DNA Losung gemischt. Im Anschluss wurde die Probe fir die Bisulfitkonvertierung mit
8 Pumphiiben in die Reaktionskammer gepumpt. Die initialen 98 °C (8 min) kénnen in
der Reaktionskammer der Vivalytic Kartusche nicht erreicht werden. In Thermomessun-
gen wurde eine maximale Temperatur von ca. 83 °C in der Reaktionskammer gemessen,
welche anstelle der eigentlichen 98 °C angelegt wurden.
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3.2.5 Qualitatskontrolle bisulfitkonvertierter DNA mittel NGS
Amplikonsequenzierung

Fir die Qualitatskontrolle wurde gescherte methylierte DNA (MDNA) sowie unmethy-
lierte DNA (UMDNA) sowohl off-Chip als auch on-Chip mit dem Premium Bisulfite Kit
(Diagenode) konvertiert. Mit der aufgereinigten bisulfitkonvertierten DNA wurden die
Amplikons LTR5 Amplikon 1 und LTR5 Amplikon 2 aus genomischen repeat Bereichen

generiert (siehe Tab. [§]- [10).

Tabelle 8: Ansatzschema (1 x) fiir die LTR5 Amplikon 1 und Amplikon 2 singleplex PCR.

Reagenz Volumen [pl]
Q5U Mastermix (2x) 12,5
F-Primer (10 pM) 0,5
R-Primer (10 uM) 0,5
ddH20 6,5
bisDNA 5
Gesamtvolumen 25

Tabelle 9: Temperaturprofil der LTR5 Amplikon 1 und Amplikon 2 singleplex PCR.

Zeit [s] | Temperatur [°C] | Zyklenzahl
30 98 1
10 98 40
30 60 40
30 65 40
300 65 1

Tabelle 10: Oligonukleotidsequenzen fiir die LTR5 Amplikon 1 und Amplikon 2 singleplex
PCR. Die Sequenzbereiche der Sequenzieradaptoren sind kursiv abgebildet. F:
forward; R: reverse.

Oligonukleotid- Oligonukleotidsequenz
bezeichnung

F-Primer TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
LTR5 Amplikon 1 TGTGTAGAAAGAAGTAGA

R-Primer GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
LTR5 Amplikon 1 CCCTTAATCCATTTAACTCT

F-Primer TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
LTR5 Amplikon 2 TGAGGAGGATTAGTAAAAGAGG

R-Primer GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
LTR5 Amplikon 2 CATACACATAAACATCTC

Die generierten bisulfitkonvertierten Amplikons wurden mit dem MiSeq (Ilumina) nach
dem NGS basierten lokalen Amplikonsequenzierungsverfahren von Gries et al. (2013) se-
quenziert [190]. Dieses Verfahren basiert auf der sequencing-by-synthesis Technologie. Es
wurde das MiSeq Reagent Kit v3 verwendet und folgende Einstellungen, 600-cycle, 2 x
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300 bp paired-end, mit dem Ziel 10.000 Reads pro Amplikon zu erzeugen. Nachdem die
Sequenzierdaten durch eine R basierte Pipeline prozessiert wurden, wurden die Daten
der Bisulfitsequenzierung mit Hilfe des BiQQ Analyzer HT ausgewertet (https://biq.mpi-
inf.mpg.de/) [191]. Es wurden die Filterkriterien mazimum fraction of unrecognized sites
= 0,1 und Minimal Sequence Identity > 0,9 verwendet. Die Matrices des Sequenzierexpe-
riments sind im Anhang (Tab. 19 -25) dargestellt.

3.2.6 Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA mit Hilfe von
Silikamatrices

off-Chip

Die off-Chip Aufreinigung der bisulfitkonvertierten DNA mit Hilfe von Silikamatrices, er-
folgte nach Herstellerangaben des Premium Bisulfite (Diagenode) und Lightning (Zymo
Research) Kit sowie mit den Puffern aus diesen Kits. Um mogliche Abweichungen des
Probenmaterials zu reduzieren, wurden die einzelnen Bisulfitanséitze vor der Aufreinigung
gepoolt. Fir den Aufbau der Filter F und Filter B Filtersdulchen, wurden die Silicamatri-
ces aus den Macherey-Nagel Filtersaulchen ausgebaut und die gestanzten Silicamatrices in
der gewiischten Anzahl an Lagen (max. drei), mit Fritte in das Zentrifugensdulchen einge-
baut. Als Elutionspuffer wurden 20 - 30 pl ddH,O verwendet. Erfolgte eine Aufreinigung
ohne Desulfonierung, wurde der entsprechende Waschschritt vom Protokoll gestrichen.
In diesem Fall wurde die Ausbeute an an bisulfitkonvertierter DNA durch einen zuvor
ermittelten Faktor korrigiert (siehe Ergebnisteil 4.2.1).

Im Ergebnisteil 4.2.3 wurde die off-Chip Aufreinigung unter on-Chip Bedingungen durch-
gefithrt und die Eluate anschlieBend mit einer off-Chip durchgefithrten SEPT9/ACTB-
HM-qPCR analysiert. In Tab. sind die Ansatzschemata dargestellt. Es wurde stets
eine konstante Menge von 2 ng konvertierter und gescherter HCT116 bisDNA in die
SEPT9/ACTB-HM-qPCR eingesetzt. Es wurden unterschiedliche Volumina an Eluat in
der qPCR eingesetzten. Anhand des eingesetzen Eluatvolumens, wurde die fir die Kon-
vertierung benétigte Menge an gescherter HCT116 DNA berechnet. Die Elution erfolgte
in 40 pl ddH,0.

Tabelle 11: Ubersicht Versuchsdurchfiihrung zur Verifizierung der LoC-Kompatibilitit der
silikamatrixbasierten Aufreinigung von bisDNA. In Anlehnung an [I77].
Eluatvolumen (qPCR) 20pl 16 pl 12pl 8 pul 4pl 2ul

Finale Menge HCT bisDNA [ng] 2 2 2 2 2 2
Erforderliche Eluatkonz. [ng/nl] 0,1 0,125 0,167 0,25 0,5 1
Fir die Bisulfitkonvertierung 4 5 6,7 10 20 40

benotigte HCT116 DNA [ng]

on-Chip

Die Filterkammer der Vivalytic Kartusche wurde mit Hilfe einer Mikrofrafle auf 1,4 mm
vertieft um den manuellen Einbau von drei Lagen des Filter F mit Durchmesser 3,4 mm
zu ermoglichen. Eine Fritte wurde nicht verbaut.
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Fiir eine Aufreinigung on-Chip wurde zunichst die Pumpkammer mit Bindepuffer (Dia-
genode) aus R31 gespiilt (Abb. [L1| A) und im Anschluss die verbaute Silicamatrix mit
Bindepuffer konditioniert (Abb.[11|B). Im Anschluss wurde der in der Mischkammer vor-
gelegte Bindepuffer-Bisulfitansatz tiber die Silicamatrix gepumpt (Abb. C). Es folg-
te ein Waschschritt mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer aus R21 (Abb. D). Im
Anschluss wurden Pufferreste mit Luft (R32) aus dem Filter und dem mikrofluidischen
System entfernt (Abb. [11] E, F) und mit Hilfe eines Pumpschritts Luft iiber den Filter
gepumpt (Abb. G). Um weitere Kontaminationen zu entfernen, wurde das mikroflui-
dische System mit Elutionspuffer aus R11 gespiilt (Abb. H - O). Schritt I ist dabei
optional, da hier bereits Elutionspuffer iiber den Filter bewegt wird. Das Verwerfen erster
Elutionsfraktionen kann hier die Pufferverschleppung und Eintragung moglicher inhibie-
render Substanzen reduzieren, geht allerdings auch mit einem Ausbeuteverlust und somit
einer Reduzierung der Sensitivitat einher. Nach den Spiilschritten werden die Heizer der
PCR Kammern fiir den Elutionsvorgang auf 60 °C erwarmt und zwei Plugs an frischem
Elutionspuffer fiinf mal tiber den Filter bewegt (Abb. [11) P, Q).
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Abbildung 11: Fluidischer Ablauf der Silicamatrix-basierten Aufreinigung mit alkoholi-
schem Waschpuffer im Vivalytik Kartuschentyp 1. (A) Spiilen der Pump-
kammer mit Bindepuffer (Diagenode). (B) Konditionieren der Silcamatrix
mit BP. (C) Bindepuffer-Bisulfit-Mischung iiber Silicamatrix pumpen. (D)
Spulschritt mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer (Diagenode). (E, F)
Puffereste mit Luft aus Filter und rechtem PCR Strang entfernen. (G) Wei-
tere Luft tiber Filter pumpen. (H - O) System mit Elutionspuffer spiilen.
(I) Optional Elutionspuffer iiber Silicamatrix pumpen. (P, Q) Temperie-
ren der Heizer und Elution der aufgereingten bisDNA von der Silicamatrix
durch finf maliges Zirkulieren des EB tiber den Filter.

3.2.7 Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA mit Hilfe
silikabeschichteter magnetischer Partikel

off-Chip

Es wurden magnetische Partikel der Firma Epigenomics verwendet und die Aufreinigung
in 2 ml Reaktionsgefiflen (Aufreinigung nach Epigenomicsprotokoll) oder 1,5 ml Reak-
tionsgefaflen (alle abgednderten Aufreinigungen) durchgefiihrt. Die verwendeten Kits fiir
die Bisulfitkonvertierung sowie die Aufreinigung und die entsprechenden Volumina und In-
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Tabelle 12: Alkohlfreie Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA (Diagenode) mit Hilfe von
silikabeschichteten magnetischen Partikeln in der Vivalytic Kartusche. Siehe

Ergebnisteil Abbildung [31] -

vMagBeads 30 lll
Vgina (Diagenode) 1020 nl
tBind 18,2 min
ttrocken -

Vwp (Bosch) 652 pl
twatschen 1 min
Vaan,o 652 pl
13waschen 1 min
Vaan,o 652 1l
tElution 2,9 min

VEp beliebige Fiillung der
AK mit EP moglich

kubationszeiten sind im Ergebnisteil 4.3.1, Abb. 31| dargestellt. Fiir den Bindeschritt wur-
den die Bisulfitansatze (150 pl, 1000 ng gescherte HCT116 DNA) mit 600 nl Bindepuffer
(Diagenode) durch mehrmaliges auf- und abpipettieren gemischt und fiir die angegebene
Dauer inkubiert Abb. 31} Mit Hilfe eines externen Magnetstanders wurden die magne-
tischen Partikel an der Innenwand des Reaktionsgefafies abgeschieden (2 min) und der
Uberstand abpipettiert. Der Waschschritt erfolgte mit 400 pl alkoholfreiem Waschpuffer
auf Polymerbasis auf dem Magnetsténder. Nach 30 s wurde der Waschpuffer vollstandig
abpipettiert und die aufgereinigte bisulfitkonvertierte DNA in 30 pl ddH50 von den ma-
gnetischen Partikeln eluiert. Die magnetischen Partikel wurden durch pipettieren oder
vortexen in Abwesenheit des Magneten resuspendiert. Nach einer Inkubationsdauer von
5 min wurde erneut fiir 2 min auf dem Magnetsténder inkubiert und im Anschluss die
aufgereinigte bisDNA in ein frisches Reaktionsgefaf} iiberfiihrt.

on-Chip

Die fluidischen Abléufe der Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA sind im Ergebnisteil
Abschnitt 4.3.2 dargestellt. Die verwendeten Volumina und Bindezeiten aller Aufreinigun-
gen mittels magnetischer Partikel sind im Ergebnisteil Abschnitt 4.3.1 (Abb. sowie in
Tab. [12] dargestellt .

3.2.8 SEPT9/ACTB-HM-gPCR
off-Chip:

Der Pipettieransatz der off-Chip qPCR fiir die Durchfiihrung in 96-well Platten mit Hilfe
des 7500 Fast Real-Time PCR Instrument (Applied Biosystems), ist in Tabelle [13| darge-
stellt. Fur die NTC (engl. no template control) wurden 2 nl ddH5O als Templat eingesetzt
und fiir die Bisulfitkontrolle, 2 pl des Bisulfitkontrollansatz (Bisulitreagenzien und dd,O
ohne DNA). Da die Desulfonierung, die bei einem standardméBigen off-Chip Ablauf im
Rahmen der Aufreinigung stattfindet, hier wahrend der initialen Denaturierung durchge-
fihrt wird, wurde das Thermoprogramm entsprechend abgeéndert Tab. [14]
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Tabelle 13: Reaktionsansatz fir die SEPT9/ACTB-HM-qPCR mit lyophilisierten Mas-
termix (Jena Bioscience). Bei lyophilisierten Mastermixen mit 25 pul Reakti-
onsvolumen (Evik Diagnostics) wurden entsprechend 1,5 pl je Oligonukleotid
eingesetzt. Die Eluatmenge kann durch Reduzierung der Menge des ddH20
sowie durch Eintrocknen von Oligonukleotiden erhoht werden. Die singleplex-
qPCR wurde entsprechend nur mit den ACTB oder den SEPT9 Oligonukleo-
tiden durchgefiihrt.

Komponente Konz. Stammlsg. | Vol. Stammlsg. | Endkonz.
SEPTY9 F-Primer 6,67 ptM 1,2 pL 0,4 nM
SEPT9 R-Primer 6,67 nM 1,2 uLL 0,4 pM

SEPT9 FAM-Sonde 5 pM 1,2 pL 0,3 nM

SEPTY9 Blocker 12,5 nM 1,2 pL 0,75 pM
ACTB F-Primer 3,75 M 1,2 uLL 0,225 pM
ACTB R-Primer 3,75 nM 1,2 uLL 0,225 pM
ACTB Cy5-Sonde 5 pM 1,2 pLb 0,3 nM

lyophilisiertes 2 X lyophilsiert 1x
Mastermix Bead

ddH,0O - - 9,6 nl
Templat variabel variabel variabel

Tabelle 14: Thermoprogramm der off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR mit lyophilisierten
Mastermixen (Jena Bioscience und Evik Diagnostics)

Schritt Temperatur | Zeit | Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 15s 50
Annealing 56 °C 30 s 50
Elongation 65 °C 30 s 50
Abkiihlung 40 °C 30 s 1

Dissertation

Janik Kéarcher 35



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 3 Material und Methoden

on-Chip:

Fiir die Durchfithrung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurden 1200 pl Elutionspuffer in die
Reagenzienkammer R11 pipettiert. In die Probenkammer wurden 200 pl Probe mit der
gewiinschten Konzentration an bisDNA pipettiert. Da die Probe dem Eluat entsprechen
soll, wurden 0,2 % Tween80 zugegeben. Die benotigten Oligonukleotide wurden in der
Beadkammer eingetrocknet und ein lyophilisierter Mastermix (siehe Abb. @ mit eingebaut
(permanent geoffnete Kammer (griin dargestellt)) . In der off-Chip qPCR werden 20 pl
der Probe eingesetzt. Zunachst wurde das mikrofluidische System mit dem Elutionspuffer
(Abb. A - F) sowie mit der Probenlosung (Abb. G - I) gespiilt. Im Anschluss
werden die lyophilisierten qPCR Reagenzien sowie die eingetrockneten Oligonukleotide
mit der Probenlésung, iiber einen peristaltischen Pumpschritt gelost (Abb. J). Die
Probenlosung welche nicht zum Losen der qPCR Reagenzien verwendet wurde, wurde
in die Abfallkammer verworfen (Abb. 12| K), werden die Heizer aktiviert und der gPCR
Ansatz fiir die initiale Denaturierung in die obere PCR Kammer (PCR21) befordert. Im
Anschluss wird der Ansatz zwischen den drei unterschiedlich temperierten PCR Kammern
in bis zu 50 Zyklen, hin und her bewegt. Der qPCR Ansatz lasst sich durch Anbohren der
Kartusche fiir weitere Analysen entnehmen.

Fir die on-Chip Etablierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurden die lyophiliserten
Mastermixe zunachst zu Beginn im Probenansatz gelost und die entsprechende Menge
an Oligonukleotiden hinzugegeben. Bei diesen Experimenten ist der fluidische Ablauf bis
auf das peristaltische Befiillen der Beadkammer, identisch. Der linke PCR Strang wurde
nach dem Spiilschritt direkt mit dem qPCR Ansatz befillt.
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Abbildung 12: Fluidischer Ablauf der SEPT9/ACTB-HM-qPCR im Vivalytik Kartu-
schentyp 1. (A) Spiilen der Pumpkammer mit Elutionspuffer. (B, C) Spii-
len des linken PCR Strangs. (D, E) Spiilen des linken und rechten PCR
Strangs. (F) Spiilen des linken PCR Strangs sowie des unteren fluidischen
Pfades. (G, I) Spiilen des linken PCR Strangs mit Probe (bisDNA in Eluti-
onspuffer). (J) Losen der qPCR Reagenzien und Oligonukleotide mit Hilfe
eines peristaltischen Pumpschritts. (K) Verwerfen der restlichen Probe.
(L) Temperierung der PCR Kammern auf die benétigten Temperaturen
und Beforderung des qPCR Ansatz in die obere PCR Kammer (PCR21)
zur Durchfithrung der initialen Denaturierung. Im Anschluss erfolgt die
qPCR durch hin- und herbewegen des qPCR, Ansatzes in den unterschied-
lich temperierten PCR Kammern.

3.2.9 Etablierung fluidischer Ablaufe

Die fluidischen Abldufe werden mit Hilfe der Fluculator Software generiert, bei welcher es
sich um eine Bosch eigene, matlabbasierte Software handelt. Diese besitzt eine Benutzero-
berfliche, welche das Erstellen von fluidischen Ablaufen durch Visualisierung, erleichtert
Abb. [I3] Alle verwendeten Funktionen der on-Chip Probenprozessierung werden in Tabel-
le 15 aufgefiihrt. Bei Schaltschritten, lésst sich das gewiinschte Ventil oder die gewiinschte
Kammer auswahlen und die Dauer des Schaltschritts einstellen. Bei Pumpschritten muss
eine Pumpkammer sowie ein Ein- und Auslassventil definiert werden, welche sich beim
Pumpschritt abwechselnd 6ffnen und schlielen um einen Fluidstrom zu erzeugen. Pump-
schritte benotigen mindestens einen vorgeschalteten Schaltschritt, bei dem alle weiteren
Ventile und Kammern entlang des fluidischen Pfades gedffnet werden. Die gewtinschte
Pumpfrequenz sowie die Anzahl der Zyklen, kann nach Bedarf angepasst werden, wobei
vom Programm das theoretisch bewegte Fluidvolumen ausgegeben wird. Bei der Loop
Funktion handelt es sich um hintereinander geschaltete Schaltschritte, welche beliebig oft
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wiederholt werden konnen, wie z.B. PCR-Zyklen oder peristaltische Pumpschritte. Der
Take-Pic Befehl kann z. B. wiahrend der Annealingphase der gPCR. eingbaut werden, um
eine automatisierte Bildaufnahme in jedem Zyklus der qPCR zu erreichen. Mit dem Pau-
sen Befehl, wird der fluidische Ablauf an einer gewtiinschten Stelle unterbrochen, bis die
Pause durch weiter klicken oder nach einer festgelegten Zeitdauer aufgehoben wird. Dies
ist besonders fiir die Etablierung und Optimierung von fluidischen Abldufen entscheidend,
da somit genug Zeit zur optischen Bewertung der fluidischen Einzelffunktionen bleibt. Au-
Berdem lassen sich die Temperatureinstellungen der einzelnen Heizer vornehmen.

B NHES | ATLDAD | EEBEBEE R4V IGP (2P HeloE9 v 82
Schrite : i YT - worl..
wl screren suppresssu| Duplizieren, Einfiigen, Loschen, [
ki Schaiten: Suppress stif = . Abbrecher Ubernehmen
32| scraien suppressst| Bearbeiten von Schritten 45
33 Schalten: Suppress sticking al V15 and Va3 Ronveruerungsreagenz aus R22 in SK
34 Schalten: Suppress sticking at V19
35 Schalten: Suppress sticking at V22 B Pumpen e — n
36 Schalten: Suppress sticking at V25 L/ — ‘
k1) Schalten: Suppress sticking at V28 = Ra
38 Schalten: Suppress sticking at V28 Funktion und Loop Funktion z.B.
39 Schalten: Suppress sticking at V29 d R2
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Abbildung 13: Benutzeroberfliche der von Bosch entwickelten Fluculator Software. Mit
Hilfe dieser Software ist die visuelle Generierung von fluidischen Ablaufen
moglich. Das generierte Programm wird als Exceldatei ausgegeben, welche
in das zur Prozessierung bendétigte Programm VPhotoStar (Abb. im-
portiert werden kann. In Anlehnung an [177].

3.2.10 Bildaufnahme, Bildauswertung und Aufnahme vergleichbarer
Amplifikationskurven

Auch fiir die Aufnahme und Auswertung von Bilder mit der Vivalytic Plattform, wurde
die Bosch eigene Software (VPhotoStar) verwendet (Abb. [L4). Unter sample insert kann
das System fiir einen Lauf vorbereitet werden, sowie die Kartusche in den Analyzer ge-
geben und eingespannt werden. Nachdem Versuch lasst sich die Kartusche dariiber auch
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Tabelle 15: Beschreibung der einzelnen Funktionen zur Etabalierung von fluidischen Ab-
laufen. In Anlehnung an [177].

Funktion Beschreibung Dauer
Schalten offnen und schlieffen von Kammern 6ffnen 2 s,
Ventilen und Kammern schlieflen 1 s;
Ventile 0,3 s
Loop Wiederholungsschleife von abhéangig von Anzahl und
Schaltschritte Dauer der Schritte
z. B. PCR Zyklen sowie der Wiederholungen
Pumpen | Pumpen mittels definierter Pumpkammer | abhéngig von Zyklenzahl
sowie Einlass- und Auslassventil und Frequenz
Take Pic Bildaufnahme abhéngig von Bildgrofie
Pause Pausierung des fluidischen Ablaufs endlos oder
zeitlich definiert

wieder auswerfen. Unter MiniSequencer kann der zuvor mit der Fluculator Software ge-
nerierte Ablauf in Form einer Exceltabelle importiert gestartet und gestoppt werden. Mit
der Funktion PictureTools konnen die an die jeweilige qPCR Reaktion angepassten Auf-
nahmeeinstellungen vorgenommen werden und automatisch Bilder aufgenommen werden.
Unter ImageAnalysis kann ein Bildbereich fiir die Auswertung der Fluoreszenzintensitéit
ausgewahlt werden, um die Rohdaten fiir die Generierung der Amplifikationskurven zu
erzeugen. Das System gibt keine Ct-Werte ausgibt, weshalb diese anhand der Rohdaten in
Excel ermittelt werden miissen. Fiir die Definition des Threshold wurde die 10-fache Stan-
dardabweichung der ersten 20 Zyklen, zum Mittelwert der ersten 20 Zyklen addiert. Im
Anschluss lasst sich der Wert, welcher erstmals den Threshold tiberschreitet, extrahieren
und als eine Art Ct-Wert in Betracht ziehen.
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Abbildung 14: Benutzeroberfliche der Bosch eigenen VPhotoStar Software. Mit dieser

Software, konnen die fluidischen Abldufe und automatischen Bildaufnah-
men sowie deren Auswertung, durchgefiihrt werden. In Anlehnung an [177].

Die Optik, welche das Bild aufnimmt, wird auf die Kammer PCR23 fokusiert. Der manu-
elle Aufbau der Kartuschen sowie die Entstehung von Blasen in der Kartusche wahrend
deren Prozessierung, fithren zu Abweichungen in den Fluoreszenzintensititen. Trotz der
manuellen Auswahl des auszuwertenden Bildausschnitts, verlaufen die Kurven nicht durch
den selben Ursprung (Abb. 15| A). Aus diesem Grund ist eine Normierung der Kurven
notwendig, um einen Vergleich der Kurven untereinander zu ermoglichen. Damit alle Kur-
ven um Ursprung 0 beginnen, wird der Ct-Wert jedes Zyklus mit dem des ersten Zyklus
subtrahiert (Abb. 15| B). Durch eine exponentielle Glattung mit Gléttungsfaktor a= 0,5
(Formel wurden die durch die Blasen verrauschten Kurven, gegliattet (Abb. |15 C).
Hierbei entspricht x; dem geglatteten Mittelwert zum Zeitpunkt i und y; dem Messwert
zum Zeitpunkt i.

ri=axy + (1 — )z (3.1)
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Rohdaten Standardisierung exponentielle Glattung (a = 0,5)
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Abbildung 15: Normierung und exponentielle Glattung von Amplifikationskurven. Es
wurden vier Kartuschen mit je 1,25 ng/ul bisDNA (gescherte HCT116
DNA) prozessiert. Jede Amplifikationskurve entspricht einer prozessierten
Kartusche. Die Rohdaten wurden in Excel ausgewertet und die Amplifika-
tionskurven generiert. (A) Amplifikationskurven der Rohdaten. (B) Am-
plifikationskurven nach Normierung. (C) Amplifikationskurven nach Nor-
mierung und exponentieller Glattung mit einem Glattungsfaktor von o=
0,5. In Anlehnung an [177].

3.2.11 Durchfithrung von Thermomessungen und Anwendung des
Thermomodells

Um die in den Kompartimenten vorherrschende Temperatur zu bestimmen, wurden beim
Autbau der Vivalytic Kartusche, Thermoelemente in der Reaktionskammer oder den PCR
Kammern verbaut (siche Abb. [1€]). Diese Thermokartuschen wurden mit ddH,O befiillt
und die entsprechenden mikrofluidischen Ablaufe durchgefithrt. Um die SEPT9/ACTB-
HM-qPCR auf die Vivalytic Kartusche zu transferieren, wurde ein simulationsbasierter
Ansatz mit Hilfe eines Bosch internen Wérmeleitmodells der Vivalytic Kartusche verwen-
det. Das Modell sowie die Versuchsbeschreibungen wurden als Publikation (J. Karcher et
al. (2022), “Transfer of blocker-based qPCR reactions for DNA methylation analysis into
a microfluidic LoC system using thermal modeling, Biomicrofluidics (BMF)) eingereicht.

Abbildung 16: Thermokartusche mit Thermoelementen in den PCR Kammern. Mit Hil-
fe dieser Thermoelemente lésst sich die dort vorherrschende Temperatur
iiberpriifen. (1) Denaturierungskammer, (2) Annealingkammer, (3) Elon-
gationskammer.
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Fir die Analyse der DNA-Methylierung, muss die epigenetische Information in eine ge-
netische Sequenzinformation umgewandelt werden. Daher beginnt der Ablauf der DNA-
Methylierungsanalyse mit der Bisulfitkonvertierung, um eine Unterscheidung von methy-
lierten und unmethylierten Cytosinen zu ermoglichen. In dieser Arbeit wird die nach Inku-
bation mit den Bisulfitreagenzien unter Temperatureinfluss (Konvertierungstemperatur)
generierte DNA als bisulfitkonvertierte DNA bzw. bisDNA bezeichnet. In der Literatur
findet man auch haufig die Bezeichnung sulfonierte DNA, da die Probe bis dahin noch kei-
ner Desulfonierung ausgesetzt wurde. Im Anschluss an die Bisulfitkonvertierung muss die
bisulfitkonvertierte DNA (bisDNA) entweder mit Hilfe von Silikamatrices oder silikabe-
schichteten magnetischen Partikeln aufgereinigt werden, um eine Detektion des gesuchten
Methylierungsmarkers mit Hilfe PCR-basierter Methoden, zu ermoglichen (Abb. . Fir
die Integration dieser komplexen Ablaufe in die Vivalytic Kartusche, sind daher zunéicht
Anpassungen und Optimierungen auflerhalb der Kartusche notwendig. Fiir die Integra-
tion der off-Chip optimierten Einzelfunktionen, Bisulfitkonvertierung, Aufreinigung und
qPCR, mussten zudem fluidische Abldufe und Funktionen etabliert und optimiert werden.
AuBerdem war in einigen Féllen eine aufwendige Prototypisierung der Vivalytic Kartusche
notwendig. Sind die einzelnen Arbeitsschritte in der Vivalytic Kartusche durchfithrbar, be-
darf es fir deren Verschaltung meist weitere Optimierungsiterationen und Anpassungen
der fluidischen Abléufe. Im folgenden werden die Ergebnisse der Etablierung und Opti-
mierung der einzelnen Prozessschritte, sowie deren Verschaltung zu einem Gesamtablauf,
fiir die automatisierte Durchfithrung der DNA-Methylierungsanalyse in der Vivalytic Kar-
tusche dargestellt (Abb. [17)).
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Abbildung 17: Ubersicht des automatisierten, mikrofluidischen Ablaufs fiir die Detektion
von DNA-Methylierungsmarker in der Vivalytic Kartusche. (A) Definiertes
mikrofluidisches Zusammenfithren und Mischen der DNA-Probe mit den
Bisulfitreagenzien. (B) Bisulfitkonvertierung unmethylierter Cytosine in
der temperierbaren Reaktionskammer. (C) Aufreinigung der konvertierten
Probe tiber ein alkoholfreies, polymerbasiertes Aufreinigungsprotokoll mit
Hilfe von magnetischen Partikeln in der Reaktionskammer. (D) Peristalti-
sches Losen der eingetrockneten Oligonukleotide sowie des lyophilisierten
Mastermix mit dem aufgereinigten Eluat. (E) Desulfonierung der Probe
wahrend der initialen Denaturierungsphase (10 min). (F) Amplifikation
des SEPT9 Methylierungsmarkers mit Hilfe einer HM-qPCR.

4.1 LoC-Transfer der Bisulfitkonvertierung

Das Prinzip der Bisulfitkonvertierung wurde bereits im Abschnitt 1.3.1 erlautert. Fiir eine
zuverlassige Bisulfitkonvertierung, ist das Erreichen und Halten vorgegebener Tempera-
turen wiahrend der Konvertierung entscheidend. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Epi
BiSKit der Firma Epigenomics, sowie das Premium Bisulfite Kit der Firma Diagenode
fir die Bisulfitkonvertierung ausgewahlt (siche Abschnitt 3.1.1 und 3.1.2). Standardmé-
Big werden Bisulfitkonvertierungen entweder in PCR Reaktionsgefafien mit Hilfe von PCR
Cyclern (Diagenode) oder in EppendorfreaktionsgefdBen mit Hilfe von Heizinkubatoren
(Epigenomics) durchgefiihrt. In LoC-Systemen kann das Aufheizen grolerer Flissigkeits-
volumina, bzw. grofler Reaktionskammern, aufgrund der unzureichenden Heizleistung, ein
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Problem darstellen. In PCR Kammern (20 pl) ist das Erreichen von 98 °C ohne weiteres
moglich. Dariiber hinaus befinden sich hier Heizer iiber und unter den entsprechenden
Kammern. Die Reaktionskammer (Abb. @ welche standardmafBig 90 pl fasst und nur
tiber einen Heizer verfiigt, ist in der Heizleistung limitiert (siehe Abb. 20). Da man
aber ein grofies Fassungsvolumen benétigt, um einen Bisulfitansatz (Minium 150 pl) oder
zumindest einen stochiometrischen Anteil eines Bisulfitansatzes zu fassen, bietet sich die
Reaktionskammer an. Diese kann mit einem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Pro-
totypisierungsverfahren (siehe Material und Methoden) auf ein Fassungsvolumen von
150 pl und sogar bis zu 243 nl vergroflert werden. Bei noch grofieren Volumina, kann
ein zuverlassiges Verschweiflen der Kartusche im Aufbauprozess nicht mehr gewéhrleistet
werden. Die Reaktionskammer verfiigt im Gegensatz zur ebenfalls temperierbaren Misch-
kammer (Abb. @ iiber kein Entliftungssystem. Bei Inkubationszeiten zwischen 45 min
und 68 min, bei gleichzeitigem Warmeeintrag, kommt es zu Verdunstungseffekten, was
zu einer Verdnderung der Reaktionsbedingungen bis hin zum Aussalzen der Bisulfitrea-
genzien fithrt. Dies kann zum Verblocken des mikrofluidischen Systems fithren. Da die
Mischkammer ein noch gréfleres Volumen fasst und iiber einen grofien Kopfraum verfiigt,
ist die Heizleistung geringer als in der Reaktionskammer. In LoC-Systemen kann es bei ho-
hen Temperaturen, welche fiir langere Zeiten aufrechterhalten werden, zu Undichtigkeiten
und Beeintrachtigungen der TPU und somit der pneumatischen Ventile kommen. Insbe-
sondere im Zusammenspiel mit Alkoholen, Losemitteln sowie den Bisulfitreagenzien. In
der Reaktionskammer ist die TPU ausgespart, da dieses Kompartiment keine pneumati-
sche Funktion erfiillt, sondern tiber Pumpkammern oder peristaltisch iiber hintereinander
geschaltete Ventilbewegungen, befiillt wird.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des LoC-Transfers der Bisulfitkonvertie-
rung in der Reaktionskammer, mit dem EpiBiS Kit (Epigenomics) sowie mit dem Premi-
um Bisulfite Kit (Diagenode) aufgefithrt. Das EpiBiS Kit wurde aufgrund seiner geringen
Konvertierungstemperatur (80 °C) ausgewahlt. Das Premium Bisulfite Kit wurde ausge-
wahlt, da hier fiir die Bisulfitkonvertierung nur ein Reagenz benoétigt wird.

4.1.1 Bisulfitkonvertierung mittels EpiBiS Kit (Epigenomics AG)

Zunéchst sollte die Durchfithrbarkeit der Bisulfitkonvertierung in der Reaktionskammer
der Vivalytic Kartusche mit Hilfe einer Thermomessung verifiziert werden. Hierfiir wurde
der Temperatur-Zeitverlauf, mittels eines in der Reaktionskammer (243 pl maximales
Volumen) verbauten Thermofiihlers, ermittelt (Abb. . Die benotigte Temperatur von
80 °C konnte erreicht und fiir die benotigte Zeit gehalten werden. Hierfiir mussten die
Heizer der Reaktionskammer auf die maximale Temperatur von 105 °C eingestellt werden.
Fiir eine zusétzliche Heizleistung sorgten die Heizer der benachbarten PCR Kammer,
welche auf 60 °C gestellt wurden (Abb. [1§)).
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Abbildung 18:

Temperatur-Zeitverlauf der Bisulfitkonvertierung in der Reaktionskammer.
In der Reaktionskammer werden die bendtigten 80 °C erreicht und auf-
rechterhalten. T = 105 °C (Heizer Reaktionskammer, rot), T = 60 °C
(Heizer PCR Kammer, gelb). Die Temperatur wurde mit Hilfe eines in der
Kammer verbauten Temperaturfiithlers gemessen. Die Messung wurde in

einem offenen Versuchsanalyzer durchgefiihrt.

Trotz des Erreichens der benotigten 80 °C, wurde ein Gradient der Konvertierungstempe-
ratur von 80 °C bis 65 °C, mit je 300 ng gescherter HCT116 DNA, off-Chip durchgefiihrt
(Abb. . Dadurch lasst sich zeigen, dass die Bisulfitkonvertierung, bei Unterbindung
der Verdunstungseffekte, auch in Kompartimenten mit geringerer Heizleistung, wie z.B.
der Mischkammer, durchfiihrbar ist. Mit den off-Chip aufgereinigten bisDNAs, wurde im
Anschluss eine SEPT9/ACTB-HM-qPCR durchgefithrt. Es konnte gezeigt werden, dass
auch mit niedrigeren Konvertierungstemperaturen von 75 °C und 70 °C, eine vergleichbare
Amplifikation des SEPT9 Methylierungsmarkers erreicht wird, wie bei der Standardtem-
peratur von 80 °C. Lediglich bei 65 °C, nimmt die Amplifikation ab. Das Referenzgen
ACTB wird unabhéngig von der Konvertierungstemperatur, stabil auf allen Templaten

amplifiziert.
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Abbildung 19: Temperaturgradient der Bisulfitkonvertierung mit dem Kit der Firma Epi-
genomics. TStand = 80 oCa TlGradient =75 oC’ T2Gradient =70 oC’ T3Gradient
= 65 °C. Es wurden je 300 ng gescherte HCT116 DNA eingesetzt. 2 pl
bisDNA wurde in jeder SEPT9/ACTB-HM-qPCR eingesetzt. Die NTC
(no template control) und BK (Bisulfitkontrolle) zeigen keine Amplifikati-
on.

Trotz der erfolgreichen Amplifikation des SEPT9 Methylierungsmarkers, auch bei nied-
rigeren Temperaturen, wurde die Konvertierungseffizienz in der Vivalytic Kartusche, mit
Hilfe einer Amplikonsequenzierung bestimmt. Hierfiir wurde ein off-Chip gemischter Bi-
sulfitansatz (275 pl) in die Mischkammer pipettiert und im Anschluss in die Reaktions-
kammer (243 nl) gepumpt. Insgesamt wurden 750 ng an Leukozyten gDNA eingesetzt,
also ca. 663 ng Leukozyten gDNA in der 243 nl Reaktionskammer konvertiert. Es konn-
te eine gemittelte Konvertierungseffizienz aller 65 Cytosine des HSPA5up Amplikons von
99,22 % =4 0,53 % und aller 70 Cytosine des MLH1up Amplikons von 99,17 % 4= 0,61 % be-
stimmt werden (Abb. [51{im Anhang). Trotz der vielversprechenden Ergebnisse, stellt die
stabile Langzeitlagerung des sauerstoffsensitiven Protecion Buffers eine Herausforderung
dar. Aulerdem miissen hiervon weit mehr als die benotigten 25 pl vorgelagert werden, um
Totvolumina und Riickstande im Vorlagerkammer auszugleichen. Dartiber hinaus sind
aufwendige fluidische Optimierungen fiir das Zusammenfithren und Mischen der DNA-
Probe mit dem Protection Buffers und dem Bisulfitreagenz notwendig. Deshalb wird im
nédchsten Abschnitt das Premium Bisulfite Kit der Firma Diagenode auf die Vivalytic
Kartusche transferiert.

4.1.2 Bisulfitkonvertierung mittels Premium Bisulfite Kit
(Diagenode)

Beim Premium Bisulfite Kit der Firma Diagenode, handelt es sich um ein Kit, welches le-
diglich ein Reagenz fiir die Bisulfitkonvertierung benétigt. Dadurch wird die Vorlagerung
sowie das mikrofluidische Zusammenfiithren und Mischen der Reaktionskomponenten er-
leichtert. Bei diesem Kit wird zu Beginn der Konvertierung, eine hohere Temperatur von
98 °C fir 8 min vorgeschrieben (Denaturierung der DNA) und im Anschluss fiir 60 min
bei 54 °C konvertiert. Da fiir dieses Protokoll laut Herstellangaben héhere Temperatu-
ren benotigt werden, wurde ein weiterer Temperatur-Zeitverlauf gemessen, wobei an den
Heizern der PCR-Kammer 80 °C angelegt wurden. Die Messung wurde sowohl in einem
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offenen Versuchsanalyzer, sowie im Vivalytic Analyzer durchgefithrt (Abb. [20). Wie der
Temperaturgradient (Abb. zeigt, reicht die maximal erreichbare Temperatur von

83 °C (Abb. in der Reaktionskammer aus, um den SEPT9 Methylierungsmarker,
nach erfolgter Bisulfitkonvertierung zu amplifizieren. Wie anhand der Kurvensteigung zu
erkennen ist, lauft das Aufheizen und Abkiihlen im Vivalytic Analyzer schneller ab als im
offenen Versuchsanalyzer. Die Abkiihlung auf 54 °C, wird sowohl im Vivalytic Analyzer,
als auch im offenen Versuchsanalyzer, erreicht.
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Abbildung 20: Temperatur-Zeitverlauf in der Reaktionskammer wéhrend der Bisulfitkon-
vertierung im Vivalytic Analyzer sowie an einem offenen Versuchsanalyzer.
Bei einer Einstellung des Heizers der Reaktionskammer auf 105 °C sowie ei-
ner Einstellung der Heizer der benachbarten PCR Kammer auf 80 °C wird
eine maximale Temperatur T; i von 83 °C erreicht. Die im Anschluss be-
notigten 54 °C werden in beiden Féllen erreicht. Ty: Standardtemperatur
der Denaturierungsphase; Ty: Standardtemperatur der Konvertierungspha-
se. Die Temperatur wurde mit Hilfe eines in der Reaktionskammer verbau-
ten Temperaturfiihlers gemessen.

Fiir eine Einschitzung der Durchfiithrbarkeit dieses Konvertierungsprotokolls in der Viva-
lytic Kartusche, wurde auch hier ein Temperaturgradient fiir die Denaturierungsphase
(8 min) des Protokolls durchgefiihrt (Abb. 21). Im Anschluss wurde fir 60 min bei 54 °C
konvertiert. Die Amplifikation der SEPT9/ACTB-HM-qPCR funktioniert auch in diesem
Fall bei deutlich geringeren Temperaturen von 85 °C und 80 °C. Erst ab einer Temperatur
von 75 °C ist eine Verschiebung zu hoheren Ct-Werten im Vergleich zur Standartempera-
tur von 98 °C zu erkennen. Die Amplifikation des Referenzgens ACT ist unabhingig von
der Konvertierungstemperatur.
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Abbildung 21: Temperaturgradient der Bisulfitkonvertierung mit dem Kit der Firma Epi-
genomics. Tstana = 98 oC’ Tlaradient = 85 oC’ T2qradiens = 80 OCa T3cradient
= 75 °C. Es wurden je 300 ng gescherte HCT116 DNA eingesetzt. 2 pl
bisDNA wurde in jeder SEPT9/ACTB-HM-qPCR eingesetzt. Die NTC
und BK zeigen keine Amplifikation.

Fiir eine vollautomatisierte Durchfiihrung der Bisulfitkonvertierung in der Vivalytic Kar-
tusche ist es wichtig, das Bisulfitreagenz auf der Kartusche vorzulagern und dieses mit den
exakten Volumenverhéltnissen mit der DNA-Probe zu mischen (Abb. 22). Hierfiir werden
350 nl des Bisulfitreagenz in die Vorlagerkammer R22 gegeben sowie 40 nl DNA-Probe in
die Probenkammer (PK). Mit 17 Pumphiiben (0,2 Hz) werden 260 pl Bisulfitreagenz in
die Probenkammer pipettiert. Durch dreiigfaches SchlieBen und Offnen der Pumpkam-
mer, wird eine Durchmischung des Bisulfitreagenz mit der DNA-Probe erreicht. Dieser
gemischte Reaktionsansatz wird anschliefend durch 8 Pumphiibe (0,5 Hz) in die Reakti-
onskammer gepumpt, wo dieser fiir 8 min bei T, = 83 °C und anschliefen fiir 60 min
bei 54 °C konvertiert wird. Dieser Ablauf kann sowohl fiir den Kartuschentyp 1 sowie fiir
den Kartuschentyp 2 verwendet werden und lédsst sich durch Erhohung der Pumphiibe,
in Richtung Reaktionskammer, fiir verschiedene Ansatzvolumina verwenden. Wichtig ist,
dass die verwendeten Kanale, wahrend des Hochheizen der Reaktionskammer, ausreichend
mit HoO gespiilt werden, um eine Kontamination des mikrofluidischen Systems mit dem
Bisulfitansatz zu reduzieren.
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Abbildung 22: Feinjustierung der Mikrofluidik fiir die Durchfithrung der Bisulfitkonver-
tierung in der Viwvalytic Kartusche. Das BiS Reagenz wird in R22 vorge-
lagert (350 pl) und die zu konvertierende DNA-Probe (40 pl) wird in die
Probenkammer (PK) pipettiert. 260 pl des Bisulfitreagenz werden mit 17
Pumphiiben in die Probenkammer gepumpt und dort durch 30 maliges
Offnen und SchlieBen der Pumpkammer, mit der DNA-Probe gemischt.
Im Anschluss wird die Reaktionskammer durch 8 Pumphitibe mit dem Re-
aktionsansatz gefiillt.

Fiir eine umfangreichere Verifizerung der automatisierten Bisulfitkonvertierung in der Vi-
valytic Kartusche, wurde eine Qualitatskontrolle mittels Amplikonsequenzierung etabliert
und durchgefiihrt.

4.1.3 Qualitatskontrolle der on-Chip generierten bisDNA mittels
NGS Amplikonsequenzierung

Da bei der Analyse der DNA-Methylierung, die epigenetische Information in eine gene-
tische Sequenzinformation umgewandelt wird, liegt es nahe, dass man die bestmogliche
Qualitatskontrolle der Bisulfitkonvertierung, iiber die Sequenzierung der konvertierten
DNA, erzielen kann. Da eine Sequenzierung des gesamten Genoms fiir eine Qualitéts-
kontrolle der Bisulfitkonvertierung zu teuer und aufwendig ist, wurden PCR Reaktionen
fiir genomische Repeat Bereiche etabliert (Abschnitt 3.2.5 Tab. [§] - [L0). Somit kann mit
einer einfachen Amplikonsequenzierung ein groflerer genomischer Bereich, als es bei Ein-
zelgenabschnitten der Fall ist, abgedeckt werden. Es konnten PCR Reaktionen fiir zwei
Amplikons aus dem LTRS5 Bereich, LTR5 Amplikon 1 und LTR5 Amplikon 2, erfolgreich
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etabliert werden (Abb. . Diese Amplikons werden bisulfitunabhégig amplifiziert, um
ein Bias durch Amplifizierung ausschlielich erfolgreich konvertierter Sequenzen zu ver-
meiden. Die generierten Amplifikate tragen bereits die fiir die Sequenzierung bendtigten
Sequenzieradapter. Fiir die eigentliche Qualitatskontrolle wurde vollstdndig methylierte
DNA (MDNA) sowie whole genome amplifizierte (WGA) unmethylierte DNA (UMDNA)
sowohl nach dem Standardverfahren (off-Chip) als auch vollstandig automatisiert in der
Vivalytic Kartusche (on-Chip) bisulfitkonvertiert. Dadurch lasst sich sowohl die Konn-
vertierungseffizienz von Cytosinen sowie die ungewollte Konvertierung von methylierten
Cytosinen im CpG Kontext, bestimmen. Dies ist entscheidend, da eine unvollstindige
Umwandlung von Cytosinen zu falsch positiven Ergebnissen und eine Umwandlung von
methylierten Cytosinen zu falsch negativen Ergebnissen fithren kann.
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Abbildung 23: Etablierung von bisulfitunabhidngigen PCR Reaktionen genomischer Re-
peat Bereiche fir die Qualitatskontrolle der Bisulfitkonvertierung mittels
NGS Amplikonsequenzierung. Es wurden zwei PCR Reaktionen fiir LTRS

Bereich (LTR5 Amplikonl und LTR5 Amplikon2) etabliert. Die Primer
tragen bereits Sequenzieradapter von insgesamt 63 bp Léange.

Fiir den Vergleich der Konvertierungseffizienz der Standardmethode (off-Chip) mit der im
Rahmen dieser Arbeit etablierten automatisierten Methode, wurde sowohl MDNA als auch
UMDNA mit beiden Methoden konvertiert und off-Chip aufgereinigt. Je Konvertierungs-
ansatz wurde gescherte Ausgangs-DNA mit einer Konzentration von 20 ng/pl eingesetzt.
Auf dieser bisulfitkonvertierten DNA, wurden dann die beiden bisulfitunabhdngigen Am-
plikons LTR5 Amplikon 1 sowie LTR5 Amplikon 2 amplifiziert und mit Hilfe einer NGS
Amplikonsequenzierung analysiert. Es wurden alle Daten beider Amplikons der beiden
Methoden im Rahmen eines t-Tests miteinander verglichen. Die Konvertierungseffizienz
der off-Chip Methode ist mit (99,2 % + 0,6 %) im Vergleich zur on-Chip Methode

(97,3 % + 1,4 %) signifikant unterschiedlich (p = 0,006) (Abb. 24).
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Abbildung 24: Vergleich der Konvertierungseffizienzen der off-Chip und on-Chip Methode.
Es wurde ein zweiseitiger t-Test vom Typ 2 in Excel mit den Werten aller
Cytosine der beiden LTR5 Amplikons durchgefiihrt. Der Unterschied in
der Konvertierungseffizienz zwischen off-Chip (99,2 % + 0,6 %) und on-
Chip (97,3 % + 1,4 %) ist nach dem t-Test (p=0,006) signifikant.

Fiir den Vergleich der ungewollten Konvertierung von methylierten Cytosinen, wurden
die 5 CpG Positionen des auf MDNA amplifizierten LTR5 Amplikon 2 herangezogen.
Da bei enzymatisch aufmethylierter MDNA der Methylierungsgrad nicht genau bestimm-
bar ist und dieser offenbar je nach CpG Position, stark unterschiedlich ist, wurden die
einzelnen CpG Positionen beider Methoden miteinander verglichen (Abb. . Fir das
CpG13 wurden mit 67,5 % + 1,0 % (off-Chip) und 67,2 % + 0,3 % (on-Chip) im Rahmen
der Messgenauigkeit identische prozentuale Methylierungswerte ermittelt. Beim CpG22
wurden mit 21,4 % + 0,8 % off-Chip etwas hohere Werte gemessen als mit der on-Chip
Methode mit 20,0 % + 0,1 %. Fiir das CpG23 wurden mit 92,9 % + 0,2 % (off-Chip)
sowie mit 92,5 % + 0,5 % on-Chip im Rahmen der Messgenauigkeit, identische Werte
ermittelt. Sowohl beim CpG29 als auch beim CpG34 lagen die off-Chip Werte mit 34,4 %
+ 0,6 % bzw. 44,2 % 4 0,8 % leicht iiber denen der on-Chip Werte mit 33,2 % 4+ 0.4 %
bzw. 42,4 % + 0,5 %. Mit Hilfe der NGS-basierten Amplikonsequenzierung konnten fiir
die standardméfige off-Chip Bisulfitkonvertierung sowie fiir die im Rahmen dieser Arbeit
etablierte automatisierte on-Chip Bisulfitmethode nahezu vollstandig tibereinstimmende
prozentuale CpG Methylierungswerte ermittelt werden.
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Abbildung 25: Vergleich der CpG Methylierung nach der Bisulfitkonvertierung mit der
off-Chip und on-Chip Methode. Fiir die Bisulfitkonvertierung wurden ca.
243 ng MDNA verwendet. Die Methylierungswerte der einzelnen CpG Stel-
len des LTR5 Amplikon 2 wurden nach der Konvertierung mit der off-Chip
und on-Chip Methode verglichen, um eine ungewollte Konvertierung von
methylierten Cytosinen durch die etablierte Methode zu demonstrieren.
n: Anzahl der durchgefithrten off-Chip bzw. on-Chip Konvertierungen.

0

Mindestens genauso essentiell wie eine zuverlassige Bisulfitkonvertierung ist die darauf fol-
gende Aufreinigung der bisDNA. Dieser Schritt ist fiir die Detektion von DNA-Methylierungs-
markern mittels PCR-basierter Methoden unabdingbar. Die Aufreinigung von bisDNA
erfolgt in der Regel mit Hilfe von Silikamatrices oder mit silikabeschichteten magneti-
schen Partikeln. Im folgenden werden die Ergebnisse des LoC-Transfers fiir beide Ansétze
dargestellt.

4.2 LoC-Transfer einer silikamatrixbasierten
alkoholhaltigen Aufreinigungsmethode

Die Aufreinigung von bisDNA ist besonders herausvordernd, da es sich um stark fragmen-
tierte und hauptséachlich einzelstrangige DNA (ssDNA) handelt, welche zusétzlich durch
die Reagenzien der Bisulfitkonvertierung, wie z.B. hochmolare Bisulfitsalze, kontaminiert
ist. Die Etablierung der silikamatrixbasierten Aufreinigung mit alkoholhaltigen Wasch-
puffern, wurde im Rahmen der Abschlussarbeit von Denise Briinig [11] bearbeitet.

4.2.1 Identifizierung LoC-kompatibler Silikamatrices fiir die
Aufreinigung von bisDNA

Zunéchst galt es, ein geeigentes Material fiir die Aufreinigung von bisDNA in der Vivalytic
Kartusche zu identifizieren. Daher wurden verschiedene Filtersdulchen aus kommerziell er-
héaltlichen Bisulfitkonvertierungs Kits sowie Rohmaterial, welches ausgestanzt und in Ma-
cherey Nagel Filtersdulchen verbaut wurde, off-Chip auf ihre DNA-Ausbeute untersucht
(Abb. . Hierfiir wurden die Konvertierungs- und Aufreinigungsreagenzien des Premium
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Bisulfite Kit (Diagenode) sowie des Lightning Kit (Zymo Research) verwendet. Fir die
Bisulfitkonvertierung wurde zwischen 300 ng und 1000 ng gescherte HCT116 DNA als Re-
ferenzmaterial eingesetzt. Diese DNA-Menge entspricht der vom Hersteller angegebenen
Menge und gleichzeitig befindet man sich noch iiber der Detektionsgrenze des Qubit Fluo-
rometers. Abb. [53]im Anhang, veranschaulicht, dass die eingesetzte DNA-Menge, keinen
nennenswerten Einfluss auf die Ausbeute nach der Aufreinigung hat. Uber den jeweiligen
Balkendiagrammen in Abb. 26} sind die Aufbauschemata der verschiedenen Filtersdulchen
dargestellt. Bei den ersten beiden Filtersaulchen handelte es sich um die Standardfilter-
sdulchen aus den verwendeten Bisulfit Kits. Diese werden industriell gefertigt und zeigten
mit 73,90 % + 8,34 % (Diagenode) sowie 5820 % + 15,69 % die hochste Ausbeute.
Die silikamatrixbasierten Filter F und Filter B konnten als Rohmaterial bezogen werden.
Daraus wurden mit einer Stanze, 3,4 mm grofle Filterscheibchen ausgestanzt und in die
Filtersédulchenrohlinge von Macherey-Nagel in drei Lagen verbaut. Der Filter F zeigte mit
19,01 % =+ 4,89 % (Diagenode) und 11,36 % =+ 5,18 % (Zymo Research) eine etwas bessere
DNA-Ausbeute als der Filter B mit 8,07 % + 0,66 % (Diagenode) und 6,56 % =+ 0,66
% (Zymo Research). Des Weiteren wurden die industriell gefertigten Filtersaulchen von
r-Biopharm 50,00 % =+ 1,54 % sowie Analytik Jena 45,90 % =+ 1,41 % mit dem Diagenode
Kit getestet. Trotz der hohen Ausbeuten und der geringen Standardabweichung, wurden
keine weiteren Versuche mit dem Zymo Research Kit durchgefiihrt, da sich die Filter der
r- Biopharm und Analytik Jena Filtersaulchen nicht ohne Beschédigung des Filtermate-
rials ausbauen liesen. Somit standen diese fiir eine spéatere Integration in die Vivalytic
Kartusche, nicht zur Verfiigung. Neben hohen DNA-Ausbeuten, ist es entscheidend, dass
sich die Silikamatrices biindig in die Kartusche integrieren lassen. Im Folgenden wurde
deshalb mit den Silikamatrices von Diagenode sowie dem Filter F weitergearbeitet (Abb.
grime Umrandung). Fir die Konvertierung und Aufreinigung wurden die Reagenzien
von Diagenode verwendet.
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Abbildung 26: Identifizierung geeigenter LoC-kompatibler Silikamatrices fiir die Aufreini-
gung von bisDNA. Es wurden die Konvertierungs- und Aufreinigungsrea-
genzien des Diagenode Premium Bisulfite Kits (schwarz) sowie des Zymo
EZ Methylation Lightning Kits (grau) verwendet. Neben den Filtersaul-
chen aus den beiden Kits, wurden noch die Filtersaulchen von rBiopharm
sowie von Analytic Jena verwendet. Dartiber hinaus wurden die Filter F
und Filter B, welche als Rohmaterial beziehbar sind, ausgestanzt (3,4 mm
Durchmesser) und mit je drei Lagen in Macherey-Nagel Filtersaulchen ver-
baut. Die Filtersdulchen von rBiopharm und Analytic Jena wurden ledig-
lich mit den Reagenzien von Diagenode getestet, da sich die Filter nicht
ohne Beschadigung aus den Filtersaulchen, ausbauen liesen. Griine Rah-
men heben die Filtermaterialien hervor, welche fiir on-Chip Versuche in
die Vivalytic Kartusche integriert wurden. In Anlehnung an [11].

Auffillig war, dass alle kommerziell erhéltlichen Silikamatrices, welche fiir die Aufreini-
gung von bisDNA standardméafig verwendet werden, besonders dick sind. Die Dicke der
Filter stellt eine Herausforderung bei deren Integration in die Vivalytic Kartusche dar,
da zum Einen ein hoher Druck aufgebracht werden muss, damit die Reagenzien die Filter
passieren konnen und zum Anderen sind die Filter zum Teil deutlich hoher, als die Fil-
terkammer der Vivalytic Kartusche. Trotz des Auffrdfien der Filterkammer, wodurch die
Hohe der Filterkammer in Prototypen, von 0,8 mm auf 1,4 mm erhéht werden konnte,
musste die Silikamatrix von Diagenode noch gekiirzt werden. Der Durchmesser der Stan-
dardfilterkammer betrigt 3,2 mm. Beim Filter F handelt es sich nicht explizit um eine
Silikamatrix fiir die Aufreinigung von bisDNA. Allerdings konnte auch hier gezeigt wer-
den, dass mehrere Lagen an ausgestanzten Filterscheibchen, eine bessere DNA-Ausbeute

lieferten (Abb. [27).
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Standardméfig werden fiir die Aufreinigung von bisDNA, alkoholhaltige Waschpuffer ver-
wendet. Da Alkohol, je nach Kontaktdauer, die TPU beschédigen kann und da Alkohol-
ddmpfe im mikrofluidischen System, zur Inhibierung oder Beeintrachtigung von Polymera-
sen fithren konnen, wurden verschiedenen Alternativen an polymerhaltigen Waschpuffern
getestet und optimiert. Die hohe Viskositéit dieser Waschpuffer, erschwert zusétzlich das
Durchdringen der dicken Silikamatrices. Aulerdem wurde die gebundene bisDNA von der
Silikamatrix gewaschen, was zu hohen Ausbeuteverlusten fithrte (Daten nicht gezeigt)
[T1]. Aus diesen Griinden, wurden diese Ansétze nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 27: Off-Chip Aufreinigung von bisDNA mittels unterschiedlicher Lagen an Si-
likamatrices. Die ausgestanzten Filterscheibchen des Filter F' mit 3,4 mm
Durchmesser, wurden als einfache, zweifache und dreifache Lage im Mache-
rey Nagel Konus verbaut. Fiur die Bisulfitkonvertierung mittels Premium
Bisulfite Kit (Diagenode) wurden 500 ng an gescherter HCT116 DNA ein-
gesetzt. Die konvertierte DNA wurde mit den Reagenzien des Premium
Bisulfite Kits (Diagenode) konvertiert. In Anlehnung an [I1].

Anders als der Filter F, welcher als Rohmaterial bezogen und mit Hilfe einer Stanze auf
die richtige Grofle gebracht werden konnte, mussten fiir die biindige Integration der Diage-
node Filter in die Filterkammer der Vivalytic Kartusche, verschiedene Anséitze entwickelt
werden, welche im Folgenden veranschaulicht werden.

4.2.2 Integration LoC-kompatibler Silikamatrices in die Vivalytic
Kartusche und automatisierte Aufreinigung von bisDNA

Einige Filtermaterialien sind nicht als Rohmaterial, sondern nur in Filtersdulchen ver-
baut beziehbar, was eine Integration in mikrofluidische Systeme, erschwert. Haufig lassen
sich diese Filtermaterialien nicht ohne dessen Beschadigung ausbauen. Auflerdem sind die
Durchmesser der Filtermaterialien im Filtersdulchen zu klein oder die Filtermaterialie zu
dick fiir eine biindige Integration in die Vivalytic Kartusche. Um solche Filtermaterialien
trotzdem in der Vivalytic Kartusche einsetzen zu kénnen, wurden zwei Ansétze fir die
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biindige Integration von Filtermaterialien aus den Filtersdulchen entwickelt (siehe Abb.
. In Ansatz A wurde mit einer Mikrofrdse, der Plastikkonus der Filtersdulchens von
aufen abgetragen, so dass der Durchmesser des Filtersaulchens mit Silikamatrix, genau
3,2 mm betrug. Aulerdem wurden zwei Einkerbungen mit 1,4 mm Abstand gesetzt, wo-
durch der Filter in der Plastikummantelung, mit einem Skalpell sauber durchtrennt wer-
den konnte und die Fritte sowie die untere Plastikstiitzstruktur abgetrennt werden konn-
ten. Am oberen Rand des Plastikrings wurde mit der Frése zusitzlich eine Vertiefung
angebracht, um die Mikrofluidik durch den integrierten Plastikring nicht zu blockieren.
Mit diesem Baukastenprinzip, lassen sich die Filter ohne den Einsatz von Klebstoff, biin-
dig in die Filterkammer der Vivalytic Kartusche integrieren.

Im Ansatz B wird ein 3D gedruckter Ring gefertigt, welcher dem gefriasten Plastikring
des Filtersdulchens aus Ansatz A entspricht. Plastikstutzstruktur, Fritte und iiberschiis-
siger Filter werden durch ein Skalpel an der Einkerbung abgetrennt. Somit betragt die
Hohe des Filters im Filtersdulchen noch 1,4 mm. Setzt man das Filtersdulchen auf den
3D gedruckten Ring, kann man den Filter aus dem Sédulchen in den Ring iiberfithren und
diesen biindig in die Kartusche einbauen. Fiir beide Ansatze, wurde die Filterkammer mit
einer Mikrofrase auf eine Tiefe von 1,4 mm vergroflert. Beim Einbau des Filter F wurde
zusatzlich zur Tiefe, zum Teil auch noch der Standarddurchmesser der Filterkammer von
3,2 mm auf 3,8 mm und 4,5 mm vergroBert. Fiir die Aufreinigung von bisDNA mit diesen
verbauten Silikamatrices, wurde ein fluidischer Ablauf etabliert und optimiert (siche Ab-
schnitt 3.2.6). Dabei wurden alkoholische Waschpuffer eingesetzt. Der Diagenode Filter
zeigt sowohl mit dem Integrationsansatz A 5,43 % + 1,44 % als auch mit Ansatz B

6,64 % + 4,30 % deutlich geringere DNA-Ausbeuten als mit der off-Chip Methode (Abb.
28). Bei Filter F hingegen konnten Ausbeuten von bis zu 14,48 % =+ 3,51 % bei einem
Durchmesser der Filterscheibchen von 3,4 mm und dem Standardfilterkammerdurchmes-
ser von 3,2 mm erreicht werden. Aus diesem Grund und da sich der Filter F deutlich
einfacher in die Filterkammer integrieren lasst, wurden alle Folgeversuche mit diesem
Filter durchgefiihrt.
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Abbildung 28: Integration von Silikamatrices in die Vivalytic Kartusche. (A) Anpas-

sung der Filtersiulchen (Diagenode) mit Hilfe einer Mikrofrése. (B) Uber-
fihrung des Filters (Diagenode) in einen passgenauen 3D gedruckten
Kunststoffring. Aulerdem wurden gestanzte Filterscheibchen des Filter F
mit verschiedenene Durchmessern in Filterkammern mit unterschiedlichem
Durchmesser integriert. Die Hohe der Filterkammer betrug in allen Fallen
1,4 mm. Es wurden 700 ng an gescherter HCT116 DNA off-Chip mit dem
Diagenode Kit konvertiert und in der Kartusche aufgereinigt. Der griine
Rahmen markiert den Ansatz, der die grofite Ausbeute lieferte und mit
welchem in den Folgeversuchen weitergearbeitet wurde. In Anlehnung an

[11].
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Im Folgenden wurden ausschliellich drei Lagen des Filter F mit 3,4 mm Durchmesser in
eine 1,4 mm tiefe Filterkammer mit 3,2 mm Durchmesser, verbaut. Fir die Aufreinigung
in der Kartusche wurde der optimierte fluidische Ablauf (siche Abschnitt 3.2.5) mit alko-
holischen Waschpuffern verwendet. Um die Eignung der etablierten Aufreinigungsmethode
sowohl fiir priaparative als auch diagnostische Anwendungen zu demonstrieren, wurden 500
ng, 50 ng, 5 ng und 0,5 ng an gescherter HCT116 DNA in Triplikaten off-Chip konver-
tiert und on-Chip aufgereinigt (Abb. . Die Quantifizierung der aufgereinigten bisDNA
erfolgte mit Hilfe des CFF Assay nach [130], aufgrund der niedrigeren Nachweisgrenze die-
ser Methode. Wenn auch mit hohen Standardabweichungen, konnten alle DNA-Mengen in
der Kartusche aufgereinigt werden, was die Eignung des Verfahrens sowohl fiir praparative
Anwendungen als auch fiir diagnostische Anwendungen, veranschaulicht. Im Rahmen der
Messgenauigkeit, lagen die DNA-Ausbeuten bei allen eingesetzen DNA-Mengen im selben
Bereich. Beim Ansatz mit 500 ng gescherter HCT116 DNA konnten 9,27 % =+ 3,18 % der
eingesetzen DNA mit der geringsten Standardabweichung wiedergewonnen werden. Auch
der 5 ng Ansatz zeigte mit 10,48 % 4 4,48 % eine dhnliche Ausbeute und Standardab-
weichung. Die 50 ng sowie die 0,5 ng Ansitze wiesen mit 21,51 % + 13,14 % sowie 20,26
% + 14,74 % die groBten Standardabweichungen auf.

E i 10'48
5ng

500 ng 50 ng 0,5ng
praparative | | diagnostische
Anwendungen | "l Anwendungen

I
o

N W W
v o uv

[y
(53]

bisDNA Ausbeute [%)]
) ]

wu

o

Abbildung 29: On-Chip Aufreinigung verschiedener DNA Mengen in der Vivalytic Kartu-
sche. Es wurden 500 ng, 50 ng, 5 ng und 0,5 ng in Triplikaten (n = 3) mit
dem etablierten Aufreinigungsverfahren mit verbautem Filter F aufgerei-
nigt [192]. Die Quantifizierung der aufgereinigten bisDNA erfolgt mit dem
CFF Assay nach [130]

4.2.3 Verifizierung der silikamatrixbasierten Aufreinigung fiir den
Einsatz im LoC-System

Wie bereits erwédhnt, ist die Aufreinigung von bisDNA, aufgrund der starken Konta-
mination mit den Bisulfitreagenzien, besonders herausfordernd, da auch noch nach der
Aufreinigung, Verunreinigungen vorhanden sein kénnen, welche PCR-basierte Methoden
inhibieren konnen. In qPCR Reaktionen mit fliissigen Mastermix Komponenten, werden
in der Regel 2 bis 5 pl an aufgereinigter DNA-Losung eingesetzt. In mikrofluidischen
Systemen werden stattdessen lyophilisierte Mastermixe verwendet, welche nur ein sehr
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geringes Eigenvolumen aufweisen und eine Lagerung bei RT ermdoglichen, was fiir eine
LoC-basierte PoC Diagostik unabdingbar ist. Daher konnen bis zu 20 pl Eluat in qPCR
Reaktionen eingesetzt werden. Dies ist besonders bei diagnostischen Anwendungen mit
limitiertem Probenmaterial von Vorteil, da somit die Sensitivitdt der Detektion gestei-
gert werden kann. Dies stellt besondere Anforderungen an das vorgeschaltete Aufreini-
gungsverfahren, da mehr potenzielle Verunreinigungen mit inhibierenden Eigenschaften
in die qPCR Reaktion eingebracht werden kénnen. Aus diesem Grund wurde das Stan-
dard off-Chip Aufreinigungsverfahren (Diagenode) so durchgefiihrt, dass in der nachfol-
genden SEPT9/ACTB-HM-qPCR trotz unterschiedlicher Eluatvolumina im Reaktions-
ansatz, stets die selbe DNA-Menge eingesetzt wurde, um einen méglichen inhibierenden
Effekt auch tatsdachlich auf Verunreinigungen im Eluat und nicht auf unterschiedliche
Templatmengen zurtick zu fithren (Tab. [11).

Bei der Elution der bisDNA von der Kartusche, erhédlt man zwei Plugs mit jeweils 20 pl
Volumen, wobei der erste Plug in der Regel verworfen wird, da die verwendeten lyophili-
sierten Mastermix Beads i.d.R. fiir 20 pnl ausgelegt sind, was dem Fasungsvolumen einer
PCR Kammer entspricht. Aulerdem beinhaltet der erst Plug mehr Blasen, was die qPCR,
insbesondere die Aufnahme des Fluoreszenzsignals, stéren kann. Im hier durchgefiihrten
Experiment wurden neben 20 pl Eluat, 16 pl, 12 pl, 8 pl, 4 ul und 2 pl eingesetzt und
jeweils mit ddH2O auf 20 pl aufgefillt. Durch die konstante Amplifikation von ACTB
(Abb. , lasst sich erkennen, dass in allen Verdiinnungen, die selbe DNA-Menge vor-
handen war. Fir den SEPT9 Marker konnten lediglich bis zu 4 pl Eluat, was einer 1:5
Verdiinnung entspricht, saubere qPCR Kurven generiert werden. Bei 8 pl Eluat (1:2,5),
erhohte sich der Ct-Wert bereits auf 39,5 4 2,1, wobei noch 3/3 Kurven detektiert werden
konnten. Beim Einsatz von 12 nl, 16 pl und 20 pl Eluat, konnten keine geeigenten Kurven
mehr generiert werden und in allen Féallen lagen die Ct-Werte bei iiber 40. Bereits mit
der Standard off-Chip Aufreinigungsmethode, konnte ein deutlicher inhibierender Effekt
beim Einsatz groflerer Eluatvolumina gezeigt werden.
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Abbildung 30: Kompatibilitatsuntersuchungen der Standard off-Chip Aufreinigungsme-
thode mit der etablierten LoC-kompatiblen SEPT9/ACTB-HM-qPCR Me-
thode. Es wurden konstant 2 ng an gescherter HCT116 DNA in der Bisul-
fitkonvertierung eingesetzt und von 2 nl, 4 pl, 8 pl, 12 pnl, 16 ul sowie 20
pl Eluat in der qPCR. eingesetzt. Links sind die gemittelten Kurven der
SEPT9 Amplifikation und rechts der ACTB Amplifikation abgebildet (n =
3). Des Weiteren wird die Anzahl der erfolgreich Amplifikationen sowie der
gemittelte Ct-Wert mit Standardabweichung angegeben. Die qPCR wurde
mit dem lyophilisierten Mastermix von Jena Bioscience durchgefithrt und
die Oligonukleotide auf der qPCR Platte vorgetrocknet. In Anlehnung an
177,

Das gewonne Eluat, lasst sich in den PCR Stréangen nur schlecht weiter verdiinnen, um die
Konzentration an moglichen Inhibitoren herab zu setzen. Auflerdem lassen die geringen
Ausbeuten an bisDNA eine weitere Verdiinnung nahezu nicht zu. Aufgrund der ungenii-
genden Aufreinigungseffizienz dieser Methode, sowie der Notwendigkeit der Verwendung
von alkoholischen Waschpuffern, wurde eine weitere alkoholfreie Aufreinigungsmethode,
unter Verwendung silikabeschichteter magnetischer Partikel, entwickelt.

4.3 Etablierung einer alkoholfreien Aufreinigungsmethode
mittels silikabeschichteter magnetischer Partikel
sowie deren Transfer in das LoC-System

Da die Prozessiereinheiten fiir die Vivalytic Kartusche, sowie der Analyzer noch keine Ma-
gneten aufweisen, musste fiir die Etablierung und den Transfer der Aufreinigungsmethode,
mit einem externen Magneten gearbeitet werden. Fiir die Verwendung magnetischer Par-
tikel, musste kein aufwendiger Prototypenbau betrieben werden, da die Suspension mit
den magnetischen Partikeln einfach an der gewtiinschten Stelle in die Kartusche gegeben
werden kann. Die Suspension lédsst sich dann mit Hilfe von Pumpschritten durch das mir-
kofluidische System befordern. Es wurden der Kartuschentyp 2 (siehe Abschnitt 1.4.2,
Abb. @ fir alle Experimente mit magnetischen Partikeln, verwendet. Aufgrund dhnlicher
Bedingungen off-Chip und on-Chip, lassen sich die off-Chip etablierten und optimierten
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Protokolle der Aufreinigung mit magnetischen Partikeln leichter in die Vivalytic Kartusche
integrieren, als es bei den Protokollen mit Silikamatrix der Fall ist. Aulerdem kénnen bei
der Aufreinigung mit magnetischen Partikeln, hochviskose Puffer und Reagenzien wie al-
koholfreie, Polymer-basierte Waschpuffer verwendet werden, ohne dass es zum Blockieren
von Filtern kommt.

4.3.1 Vergleich der etablierten alkoholfreien on- und off-Chip
Aufreinigunsmethoden mit der alkoholhaltigen Standard
off-Chip Methode

Da das Standardprotokoll (Epigenomics) neben alkoholhaltigen Waschpuffer auch alkohl-
haltige Waschpuffer einsetzt, wurde zunéchst ein alkoholfreies off-Chip Protokoll mit geei-
genten magnetischen Partikeln (Epigenomics) etabliert (siche Abschnitt 3.2.7). Auch hier
wurde wihrend der Aufreinigung keine Desulfonierung durchgefiihrt, weshalb die mittels
Qubit Fluorometer bestimmten Werte, mit dem zuvor ermittelten Korrekturfaktor korri-
giert wurden. Auch hier wurde gescherte HCT116 DNA eingesetzt. Als Referenzmethode
wurde die Standard Konvertierungs- und Aufreinigungsmethode von Epigenomics (Epi
Std off-Chip) verwendet (Abb. [31]). Mit dieser alkoholhaltigen Methode konnte 78,9 % =+
2,3 % der eingesetzten DNA wiedergewonnen werden. Im nachsten Schritt wurden die mit-
tels Epigenomics Kit konvertierten Ansitze mit der in dieser Arbeit etablierten Methode
(Epi Off-Chip), ohne alkoholhaltige Waschpuffer und mit hochmolarem GuHCI Bindepuf-
fer (Diagenode), aufgereingt (Abb. [31]). Mit dieser Methode konnten Ausbeuten von 62,9
% £ 8,5 % erzielt werden. Da fiir den Gesamtablauf das Premium Bisulfite Kit (Dia-
genode) verwendet werden soll, wurde die gescherte HCT116 DNA nun mit diesem Kit
konvertiert und im Anschluss mit der neuen alkoholfreien Methode aufreinigt (Diag off-
Chip). Hier konnten &hnlich hohe Ausbeuten von 56,2 % + 3,3 %, wie bei der Aufreinigung
mit der Silikamatrix, erreicht werden (Abb. [26). Die etablierte Aufreinigungsmethode in
der Vivalytic Kartusche (on-Chip) zeigte im Rahmen der Messgenauigkeit, vergleichba-
re Ausbeuten wie die off-Chip Methode. In der Tabelle unter der Abbildung (Abb.
werden dariiber hinaus die Bindezeiten (tpinq), Trocknungszeiten (tyocknen) und Elutions-
zeiten (tguuion) sSowie die Volumina des Bindeschritts (Vginq) der verschiedenen Methoden
aufgefithrt. Durch die Optimierung des Protokolls kann nicht nur ein alkoholfreier Puffer
eingesetzt werden sondern auch eine deutliche Zeitreduktion erzielt werden. Auflerdem
wird kein Trocknungsschritt zum Verdunsten des Alkohols benétigt.
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Abbildung 31: Aufreinigung von bisDNA mit Hilfe von silikabeschichteten magnetischen
Partikeln. Epi_Std off-Chip: Epigenomics Standardprotokoll mit alkohol-
haltigen Puffern (schwarzer Balken). Epi off-Chip: Epigenomics Bisulfit-
konvertierung, Aufreinigung mit alkoholfreien Puffern (dunkelgrauer Bal-
ken). Diag off-Chip: Diagenode Bisulfitkonvertierung, off-Chip Aufreini-
gung mit alkoholfreien Puffern (hellgrauer Balken). Diag on-Chip: Diageno-
de Konvertierung, on-Chip Aufreinigung mit alkoholfreien Puffern (weifler
Balken). Die Tabelle zeigt das verwendete Bisulfit Kit (BiS), das Vorhan-
densein von EtOH, die Bindevolumina (Vgjq), Bindezeiten (tginq), Trock-
nungszeiten (tiocknen) Und Elutionszeiten (tgition). Es wurden 1000 ng ge-
scherte HCT116 DNA je Bisulfitkonvertierungsreaktion eingesetzt.

4.3.2 Etablierung und Optimierung eines mikrofluidischen Ablaufs
fiir die alkoholfreie Aufreinigungsmethode mit

silikabeschichteten magnetischen Partikeln

Fiir die Durchfithrung der automatisierten Aufreinigung mit Hilfe von magntischen Par-
tikeln in der Vivalytic Kartusche, musste zundchst ein mikrofludischer Ablauf generiert
und optimiert werden. Bei der Aufreinigung mit magnetischen Partikeln in mikrofludi-
schen Systemen, konnen die magentischen Partikel leicht durch die grofien Kréafte die
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bei den Pumpschritten entstehen, aus dem System ausgetrieben werden. Dies wiirde zu
Verlusten der an die Partikel gebundenen bisDNA fithren. Durch peristaltisches Pum-
pen mit Hilfe dreier hintereinander geschalteter Ventile, lassen sich zwar die erzeugten
Krafte durch Generierung eines anndhernd laminaren Flusses reduzieren, allerdings kon-
nen somit die groffen Volumina an Puffern und Wasser nicht schnell genug transportiert
werden. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Aufreinigungsprotokoll etabliert,
welches die Reaktionskammer und die rechts davon gelegene Pumpkammer und Ventile
des Kartuschentyp 2 verwendet (siche Abschnitt 1.4.2, Abb. @ Die Reaktionskammer
eignet sich durch ihre Geometrie ideal fiir die Aufreinigung mit magnetischen Partikeln,
da somit die Magnetkraft des handisch aufgelegten Magneten ausreicht, um die mit jedem
Pumpschritt in die Kammer beférderten magnetischen Partikel abzufangen und auch am
Magneten zu halten. Somit lassen sich grofie Volumina schnell und reproduzierbar prozes-
sieren und der Verlust von magnetischen Partikeln auf ein Minimum reduzieren. Die Dauer
des Bindeschritts betrégt on-Chip 18,2 min (Abb. [31)), da zunéichst Bindepuffer (BP) zu
den magnetischen Partikeln in die Mischkammer (MK) gepumpt und anschliefend der
Bisulfitansatz aus der Reaktionskammer dazu gepumpt wird. Die Reaktionskammer wird
dreimal mit frischem Bindepuffer gespiilt, um eine moglichst grofie Ausbeute an bisDNA
zu erreichen. Um die magnetischen Partikel mit dem Bindepuffer sowie dem Bisulfitan-
satz zu mischen, werden diese 50 mal im Kreis gepumpt und im Anschluss fiir 2 min
inkubiert (Abb. . Fiir die Durchfithrung der Aufreinigung wurde ein Volumen von 30
nl an magnetischen Partikel verwendet. Diese Menge an magnetischen Partikeln lief3 sich
noch ohne Probleme im fluidischen System prozessieren und zeigte bereits im off-Chip
Protokoll eine schnelle Bindung der bisDNA an die Partikel (Abb. [32)). Die im Rahmen
dieser Arbeit etablierte off-Chip Methode, welche die gleichen Reagenzien verwendet wie
die on-Chip Methode, ist mit 5 min Bindezeit sogar noch schneller. Die 18,2 min der on-
Chip Methode ergeben sich also hauptséchlich durch die mikrofludische Prozessierung der
Reagenzien. Weitere Optimierungen kénnten hier zu einer weiteren Zeitersparnis fiihren,
da die Inkubations- und Mischschritte sowie die Entleerung der Reaktionskammer mit
dreifachen Nachspiilung mit frischem Bindepuffer, recht grofiziigig gewahlt wurden. In
beiden Fallen, sowohl on-Chip als auch off-Chip, ist der Bindeschritt in der im Rahmen
dieser Arbeit etablierten und optimierten Methode schneller, als die Standardmethode
mit alkoholhaltigen Reagenzien.
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Abbildung 32: Mikrofludischer Ablauf des Bindeschritts. (A) 3 Pumphiibe (PHs) BP
(Diagenode) aus R31 in PK verwerfen (nicht gezeigt). BP zu magnetischen
Partikeln (30 pl) in MK (10 PHs). (B) Bisulfitansatz von der Reaktions-
kammer (RK) in die MK (12 PHs). (C, D) Frischer BP in RK pumpen,
dann in die MK (3 x wiederholen). (E) Magnetische Partikel, BP und Bi-
sulfitansatz im Kreis zirkulieren (50 PHs), anschliefend 2 min Inkubation

(MK).

Nach dem Bindeschritt, in welchem die bisDNA unter chaotropen Bedingungen an die
silikabeschichteten magnetischen Partikel gebunden wurde, wird die Suspension iiber die
Reaktionskammer in Richtung Abfallgefal gepumpt mit 50 PHs (0,3 Hz) gepumpt (Abb.
. Durch Anlegen eines externen Magneten an die Reaktionskammer konnen die magne-
tischen Partikel effizient abgefangen werden und somit deren Austreibung aus dem System,
verhindert werden. Der Waschschritt wird on-Chip wie auch off-Chip mit einem polymer-
haltigen Waschpuffer durchgefiihrt, welcher iiber das vom Magneten gehaltene Pellet aus
magnetischen Partikeln mit gebundener bisDNA, gepumpt wird. Optional kann das Pellet
im Waschpuffer, wie beim Elutionsschritt (Abb. , Schritt A-C), durch ein zirkulierenden
Pumpen, resuspendiert und im Anschluss durch erneutes Anlegen des Magneten, wieder
abgeschieden werden. Durch die eckige Form der Reaktionskammer, ist es von Vorteil,
zunachst den Grofiteil des Inhalts durch Verwendung der benachbarten Pumpkammer,
zu entfernen. Durch einen peristaltischen Pumpschritt mit Hilfe von drei hintereinander
geschalteten Ventilen, lasst sich der Fillstand der Reaktionskammer gleichméflig senken
und sich diese nahezu riickstandslos entleeren. Im Anschluss werden die Waschschrit-
te noch einmal mit ddH,O wiederholt, um den polymerhaltigen Waschpuffer moglichst
riickstandslos aus dem mikrofluidischen System zu entfernen.Um weitere Verschleppungen
von Reagenzien zu vermeiden, ist es entscheidend, das mikrofluidische System stets aus-
reichend mit ddH,O zu spiilen (nicht gezeigt). In der Regel wird auch das ddH,O wieder
mit Luft aus dem mikrofluidischen System verdrangt. Vor dem Elutionsschritt, wird das
System mit Elutionspuffer anstatt mit ddH,O gespiilt.
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Abbildung 33: Mikrofludischer Ablauf des Waschschritts. (A) Abscheiden der magneti-
schen Partikel mit Hilfe eines externen Magneten in der Reaktionskammer
(50 Phs, 0,3 Hz). (B) Spiilen des Pellets an magnetischen Partikeln mit
einem polymerhaltigen Waschpuffer (20 PHs, 0,5 Hz). (C - F) Entleerung
der Reaktionskammer durch Befiillen und Ausdriicken der nebenliegenden
Pumpkammer (2-4 Mal). (G - I) Restliche Entleerung der Reaktionskam-
mer mit Hilfe eines peristaltischen Pumpschritts (Reihenfolge der benétig-
ten Ventile ist durchnumeriert). (J) Wiederholung der vorherigen Schritte
mit ddH,O zur Entfernung von Polymerriicksténde des Waschpuffers.

Fir die Elution der bisDNA von den magnetischen Partikeln wird die Reaktionskammer
iiber das bereits mit Elutionspuffer vorgespiilte mikrofluidische System mit vier Pumphii-
ben mit Elutionspuffer befiillt (Abb. . Fiir die Elution kénnen je nach gewtinschtem
Verdiinngsgrad, zwischen zwei und vier Pumphiibe an Elutionspuffer in die Reaktions-
kammer gepumpt werden. Auch eine weitere Feinjustierung des Volumens an Elutions-
puffer ist mittels peristaltischem Pumpen méoglich. Die Verdiinnung des Eluats ist durch
die Verwendung der Reaktionskammer fiir die Aufreinigung, deutlich einfacher als es in
den PCR Kammern bei der silikamatrixbasierten Aufreinigung der Fall ist. Der Elutions-
vorgang benotigt bei der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten automatisierten on-Chip
Aufreinigung lediglich 2,9 min (Abb. . Durch die Verwendung der Pumpkammer rechts
neben der Reaktionskammer, kann das Pellet an magnetischen Partikeln durch zirkulie-
rendes Pumpen im Kreis, resuspendiert werden. Hierbei wurden 80 PHs (0,5 Hz) gewéhlt,
um die bisDNA schnell von den magnetischen Partikeln abzulésen. Dariiber hinaus kann
durch den Heizer der Reaktionskammer eine Temperatur von 60 °C angelegt werden,
was sich ebenfalls positiv auf den Elutionsvorgang auswirkt. Durch ein erneutes im Kreis
pumpen (30 PHs), mit aufgelegtem Magneten, konnen die magnetischen Partikel in der
RK abgeschieden werden. Um ein maximales Eluatvolumen in der Reaktionskammer zu
erhalten, kann das Eluat aus dem mikrofluidischen Kanal sowie den Ventilen und der
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Pumpkammer des Kreislaufs, durch peristaltisches Pumpen in die Reaktionskammer be-
fordert werden. Die Reihenfolge der hierfiir verwendeten Ventile sind in Abb. Schritt
D dargestellt. Das Eluat kann an dieser Stelle durch Anbohren der Reaktionskammer,
aus der Vivalytic Kartusche entfernt werden und fir off-Chip qPCR Reaktionen verwen-
det werden oder nach weiterem Spiilen des mikrofluidischen Systems mit ddH,O, zum
Losen des vorgelagerten lyophilisierten Mastermix und der vorgetrockneten Oligonukleo-
tide, verwendet werden. Hierfiir wird die entsprechende Kammer mit 25 peristaltischen
Pumpzyklen befillt. Wahrend sich der Mastermix und die Oligonukleotide l6sen, wer-
den die bendtigten PCR Kammern bereits mit Elutionspuffer und im Anschluss mit Luft
gespiilt. AuBlerdem werden bereits die Heizer der PCR Kammern vorgeheizt. Die Etablie-
rung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR sowie deren Transfer auf die Vivalytic Kartusche wird
im nachfolgenden Kapitel behandelt.

Abbildung 34: Mikrofludischer Ablauf des Elutionsschritts. (A) Befiillung der Mischkam-
mer mit vier PHs an Elutionspuffer und Anlegung von 60 °C an den Hei-
zern der Reaktionskammer. (B) Resuspendierung der magentischen Parti-
kel durch zirkuldres Pumpen im Kreis mit 80 PHs. (C) Erneutes Abschei-
den der magnetischen Partikel durch zirkuldres Pumpen im Kreis mit 30
PHs. (D) Maximale Gewinnung des Eluats durch Entleerung des mikroflui-
dischen Kanals sowie der Ventile und der Pumpkammer mittels peristalti-
schem Pumpen. Die Reihenfolge der verwendeten Ventile ist durch Zahlen
markiert. (E) Die Kammer mit dem lyophilisierten Mastermix sowie den
vorgetrockneten Oligonukleotiden wird mit 25 peristaltischen Pumpzyklen
an Eluat befiillt. Die Reihenfolge der verwendeten Ventile ist durchnum-
meriert.

4.4 Etablierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR als
Detektionsmethode fiir die DNA-Methylierungs-
analyse

Nach dem die epigenetische Information mit Hilfe der Bisulfitkonvertierung in genetische

Sequenzinformation tiberfithrt wurde und die generierte bisDNA durch die im Rahmen
dieser Arbeit etablierte alkoholfreie Aufreinigungsmethode mittels magnetischer Partikel,
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in aufgereinigter Form vorliegt, kann die eigentliche Detektion des Methylierungsmarker,
durchgefiihrt werden. Fiir das im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrte proof-of-principle
zur Bestimmung von DNA-Methylierungsmarkern, wurde die SEPT9/ACTB-HM-qPCR
ausgewdahlt. Beim SEPT9 Methylierungsmarker, handelt es sich um einen Darmkrebsme-
thylierungsmarker, welcher gut beschrieben ist und im FDA zugelassenen epi proColon®
Test der Firma Epigenomics analysiert wird. Fiir die Integration in die Vivalytic Kartu-
sche, wurde der PCR Assay mit den Sequenzen wie von Devos et al. (2009) beschrieben
aufgebaut und an die Durchfithrung in der Vivalytic Kartusche angepasst [130]. In einem
Temperaturgradient von 50 °C bis 60 °C in 2 °C Schritten, wurde eine Annealingtempera-
tur von 56 °C als ideale Temperatur fiir die SEPT9/ACTB-HM-qPCR ermittelt [189]. Fiir
die ACTB Sonde, wurde Cy5 als Fluorophor und BHQ2 als Quencher verwendet um eine
bessere Auslesung in den Fluoreszenzkanélen des Vivalytic Analyzer zu ermoglichen. Die
Etablierung der qPCR wurde im Rahmen der Abschlussarbeit von Elisa Schiele bearbeitet
[189].

4.4.1 ldentifizierung eines geeigneten Mastermixes fiir die
Durchfithrung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Fir die Durchfithrung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR, wurden zundchst mehrere Fliissig-
mastermixe sowie lyophilisierte Mastermixe auf ihre Eignung in der Duplexreaktion so-
wie zur Desulfonierung wahrend der initialen Denaturierungsphase der qPCR, untersucht
(Abb. . Eine Desulfonierung wahrend einer verldngerten initialen Denaturierungspha-
se bietet mehrere Vorteile fiir den Einsatz in LoC-Systemen. Zum einen muss kein zu-
sitzlicher Desulfonierungspuffer vorgelagert werden zum anderen entfallen die nach der
Desulfonierung notwendigen Spiilschritte. Desulfonierungspuffer beinhalten in der Regel
Ethanol, Propanol sowie NaOH, was zu Materialinkompatibilitaten mit dem LoC-System
fithren kann. Da off-Chip standardméfig fliissige Mastermixe verwendet werden, wurden
zunachst verschiedene fliissige Mastermixe untersucht. Parallel dazu wurden lyophilisierte
Mastermixe getestet, um spéater einen moglichst produktnahen Gesamtablauf (siehe Ab-
schnitt 4, Abb. 9) auf die Vivalytic Kartusche zu transferieren. Lyophilisierte Mastermixe
bieten neben der Lagerbarkeit bei Raumtemperatur (RT), weitere Vorteile. Durch das
geringe Eigenvolumen der lyophilisierten Mastermixe, konnen grofie Eluatvolumina ein-
gesetzt werden, was die Sensitivitat steigern kann. AuBerdem konnen die lyophilisierten
qPCR Reagenzien direkt neben den PCR Kammern vorgelagert werden.

Alle fliissigen Mastermixe von Solis Biodyne (HOTFirePol® Multiplex, HOTFirePol® Pro-
be Universal, SloisFast® SolisGreen®) eignen sich sowohl fiir die Durchfiihrung der Du-
plexreaktion als auch fiir die Desulfonierung wéhrend der initialen Denaturierung (Abb.
B5). Lyophilisierte Mastermixe wie die Illustra™ Beads (Illustra™ Hot Start Mix RTG™)
und die STAT-NAT Beads (STAT-NAT® DNA-Mix) (Abb. [35), mit welchen keine Du-
plexreaktion moglich war, wurden auch nicht auf ihr Potenzial zur Durchfithrung der
Desulfonierung getestet. Mit den Cirrus Beads (Cirrus™ Strips PCR Master Mix 8 wells)
konnte zwar die Duplexreaktion durchgefiihrt werden, aber nicht die Desulfonierung (Abb.
. Mit den ProbesMaster Beads (qPCR ProbesMaster Lyophilisate) konnte sowohl die
Duplexreaktion als auch die Desulfonierung durchgefithrt werden (Abb. [35]). Aus diesem
Grund wurde fiir den Transfer sowie die Charakterisierung der qPCR dieser lyophilsierte
Mastermix verwendet (sieche Abschnitt 3.4.3). Aufgrund von Chargenschwankungen war
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eine robuste Reproduzierung der qPCR nicht moglich. Fiir die on-Chip Verschaltung der
Einzelschritte wurden daher die Evik MM Beads verwendet. Sowohl mit den ProbesMas-
ter Beads (Abb. sowie den Evik MM Beads war eine Desulfonierung moglich. Die

Daten der Untersuchung der einzelnen Mastermixe sind in der Abschlussarbeit von Elisa

Schiele (2021) aufgefiithrt ([189)].

m wophiIiSien'

Duplex qPCR v v v X v X
Desulfonierung v v v - X - v v

Abbildung 35: Funktionalitatsuntersuchung fliissiger sowie lyophilisierter qPCR Master-
mixe im Zusammenhang mit der SEPT9/ACTB-HM-qPCR. Es wurden
stets 2 ng bisDNA (5 ul) pro qPCR Reaktion eingesetzt. Untersuchte Flis-
sigmastermixe: HOTFirePol® Multiplex, HOTFirePol® Probe Universal,
SolisFast® SolisGreen®. Untersuchte lyophilisierte Mastermixe: Illustra’,
Cirrus™', STAT-NAT® (Sentinel Diagnostics), ProbesMaster Beads (Jena
Bioscience), Evik MM (Evik Diagnostics). Griiner Rahmen: fiir die Cha-
rakterisierung der SEPT9/ACTB und den LoC-Transfer verwendete Mas-
termixe. Griiner Haken: erfolgreiche Durchfithrung; Oranger Haken: erfolg-
reiche Durchfithrung abhangig von Charge; rotes Kreuz: keine erfolgreiche
Durchfithrung. In Anlehnung an [189].

4.4.2 Desulfonierung der konvertierten DNA wahrend der initialen
Denaturierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Desulfonierungsexperimente fiir die Pro-
besMaster Beads (Jena Bioscience) dargestellt (Abb. [37). Da Mastermixe in der Regel
einen leicht alkalischen pH-Wert (i.d.R. pH 8,2 bis pH 9) aufweisen [193], wurde die Desul-
fonierung wahrend einer verlangerten initialen Denaturierungsphase der qPCR durchge-
fithrt. Auch im epi proColon® Test findet die Desulfonierung nicht wihrend der Aufreini-
gung mit Hilfe von Denaturierungspuffern, sondern wahrend der initialen Denaturierung
der PCR statt [194]. Somit lasst sich die Anzahl der bendtigten Reagenzien reduzieren
und auch die nach dem Desulfonierungsschritt zusétzlich notwendigen Waschschritte um-
gehen. Auflerdem kann auf harsche Desulfonierungspuffer verzichtet werden und somit
Materialinkompatibilitdten mit der TPU ausgeschlossen werden.
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Abbildung 36: StandardméBig durchgefithrte off-Chip Bisulfitkonvertierung und Aufrei-
nigung. Der Desulfonierungsschritt findet auf der Silikamatrix mit Hilfe
von Desulfonierungspuffern statt (Premium Bisulfite Kit). In Anlehnung

an [11].
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Die initiale Denaturierungsphase wurde fiir 2 min, 10 min und 15 min in der Duplexreakti-
on durchgefithrt und mit dem Standardprotokoll (Abb. verglichen. Die standarméafig
verwendeten initialen Denaturierungszeiten reichen von 10 s Cirrus' bis zwei Minuten
bei den restlichen Mastermixen. Fiir die Amplifikation des SEPT9 Gens, konnten mit
Inkubationszeiten von 10 min und 15 min, Amplifikationskurven generiert werden, die
nahezu identisch zum Standard verlaufen. Lediglich bei 2 min Inkubationszeit, konnte
keine geeignete Amplifikation erreicht werden. Beim ACTB Gen, bei welchem die Pri-
mer bisulfitunabhangig binden, war zwischen 10 min und 15 min Inkubationszeit mit Ct
Werten von 28,47, kein Unterschied zu erkennen. Hier wurde mit dem Standardprotokoll
(Abb. mit einem Ct Werte von 26,95 eine etwas bessere Amplifikationskurve generiert.
Auch hier waren 2 min Inkubationszeit nicht ausreichend fir die Erzeugung geeigenter
Amplifikationskurven. In den folgenden Versuchen wurde daher mit einer initialen Dena-
turierungsdauer von 10 min weiter gearbeitet.
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Abbildung 37: Einfluss verschiedener initialer Denaturierungszeiten auf die Desulfonie-
rung. Die SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurde mit unterschiedlichen initialen
Denaturierungszeiten (2 min, 10 min, 15 min) durchgefithrt und die Ct-
Werte mit denen der Standardmethode (Abb. [36| verglichen. Es wurden die
qPCR Probes Master Beads (Jena Bioscience) verwendet und die qPCR
Reaktionen in Triplikaten mit 2 ng bisDNA durchgefithrt. Die BK sowie
die NTC waren negativ. In Anlehnung an [189].

4.4.3 Charakterisierung der etablierten SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Die im Rahmen dieser Arbeit fiir den Einsatz in der Vivalytic Kartusche angepasste
SEPT9/ACTB-HM-qPCR wird im folgengenden auf ihre Amplifizierungseffizienz sowie
das analytische sowie relative Detektionslimit charakterisiert. Dies wurde durchgefiihrt,
da nur eine qPCR, welche auch off-Chip zuverlassig funktioniert, in die Kartusche inte-
griert werden kann. Fiir alle Versuche wurde mit den lyophilsierten qPCR ProbesMaster
Beads gearbeitet und gescherte HCT116 DNA, welche zuvor mit dem Premium Bisulfite
Kit (Diagenode) konvertiert wurde, als Probenmaterial verwendet. Wie in Abb. 38| gezeigt,
konnten sowohl fur SEPT9 mit 102,06 % als auch fir ACTB mit 95,29 % gute Amplifi-
zierungseffizienzen erreicht werden. Die etablierte qPCR weifit eine geringe Abweichung
zwischen den einzelnen Messpunkten der Triplikate auf (R? > 0,99).
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Tabelle 16: Erfolgreich amplifizierte qPCR Reaktionen fir SEPT9 und ACTB. Die qPCR
wurde als Duplexreaktion mit 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg, 6,25 pg, 3,125 pg
und 0 pg an bisDNA durchgefiihrt. Es wurden jeweils 10 Replikate durchge-
fithrt. In Anlehnung an [I77).

bisDNA [pg] 100 25 125 6,25 3,125 0
positive SEPT9 Kurven 10/10 10/10 10/10 10/10 9/10 5/10 0/10
positive ACTB Kurven 10/10 10/10 10/10 6/10 5/10 2/10 0/10

SEPT9 ACTB
31 34
y=-3,2736x + 29,318 : v =-3,4403x + 32,345
30 i'*-.“\ R?=0,9909 33 Sl R?=0,0984
See E=102,06% ~ E=9529%
£ 2 . ERET S
-2 S 0 T
5 28 “*3._,_\ 5 3 \;._\
20 T . 30 \“‘-.
26 29
-0,4 -0,2 0 02 0,4 0.6 038 -0,4 -0,.2 0 0.2 04 0,6 08

log(DNA-Menge in ng)

log(DNA-Menge in ng)

Abbildung 38: Bestimmung der Amplifizierungseffizienz von SEPT9 und ACTB in der
Duplexreaktion. Es wurden Standardkurven mit 5 ng, 2,5 ng, 1 ng und 0,5
ng an gescherter und konvertierter HCT116 DNA in Triplikaten generiert.
E: Amplifizierungseffizienz; R?: Bestimmtheitsmaf. In Anlehnung an [189)].

Fir die Bestimmung der analytischen Sensitivitdt, bzw. des LOD90, wurde gescherte
HCT116 DNA bisulfitkonvertiert, quantifiziert und anhand dieser Quantifizierung, die
Berechnung der eingesetzen bisDNA-Mengen, in den qPCR Reaktionen, vorgenommen.
Es wurden 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg, 6,25 pg, 3,125 pg, 0 pg in jeweils 10 Replikation
eingesetzt. Unabhéingig des Ct-Werts, wurde jedes Replikat gezahlt, welches eine Ampli-
fikationskurve lieferte (Tab. . Mit Hilfe des Statistik Program R, wurde das LOD90
sowie Detektionswahrscheinlichkeitskurven tiber ein logistisches Regressionsmodell, ermit-
telt. Fir SEPT9 konnte ein LOD90 von 5,7 pg + 1,0 pg und fiir ACTB von 17,3 pg +
3,3 pg erreicht werden (Abb. [39).
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Abbildung 39: Detektionswahrscheinlichkeitskurven und LOD90 fir SEPT9/ACTB-HM-
qPCR. Die Kurven wurden mittels einer logistischen Regression mit Hilfe
des Statistik Programm R bestimmt. Es wurden 200 pg, 100 pg, 50 pg, 25
pg, 12,5 pg, 6,25 pg und 0 pg bisDNA in der SEPT9/ACTB-HM-qPCR
eingesetzt (n=10). In Anlehnung an [I89).

Fir die Bestimmung des relativen Detektionslimits, wurde gescherte HCT116 DNA quan-
tifiziert und davon 1600 pg, 800 pg, 400 pg, 200 pg, 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg und 0 pg
zu 50 ng Leukozyten DNA dazu gegeben. Diese Mischungen wurden dann bisulfitkonver-
tiert, aufgereinigt (Diagenode Kit) und jeweils 2 pl davon in der Duplexreaktion mit und
ohne SEPT9 Blocker eingesetzt (Abb. . Es ist deutlich zu erkennen, dass ohne Blocker,
nur bis 800 pg, noch alle drei SEPT9 Amplifikationskurven generiert wurden und bereits
ab 200 pg keine einzige Amplifikationskurve mehr generiert wird. Mit Blocker werden hin-
gegen noch bei 25 pg alle drei Amplifikationskurven und sogar bei 12,5 pg noch zwei von
drei Amplifikationskurven generiert. Somit liegt das relative Detektionslimit mit SEPTY
Blocker bei 1:2000. Ohne SEPT9 Blocker hingegen lediglich bei 1:62,5. Bei 0 pg HCT116
DNA in 50 ng Leukozten DNA, wurde kein ACTB und kein SEPT9 mehr amplifiziert.

Dissertation

Janik Kéarcher 72



Universitdt des Saarlandes 4 Ergebnisse

Epigenetik
W w/o SEPT9 Blocker - SEPT9 @ w SEPT9 Blocker - SEPT9
2/3 Ow/o SEPT9 Blocker - ACTB Ow SEPT9 Blocker - ACTB 2/3
50 481 3/3 47,5
3/3 3/3 3/3 45,5
3/3 43,1 3/3 3/3 42,9 12,8
39,9 3/3 0,4 41,1
3/3 38,3

40 36,2

30
'5 25,5 24,5 53255 25,5255 05,2253 25,6250 25,4246 25,525,2 25,325,2 25,3253
; — —=— = — = =] —— =1 1= =
: W +
o

20

10

0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/30/3
0
1600 pg 800 pg 400 pg 200 pg 100 pg 50 pg 25 pg 12,5pg 0pg
HCT116 bisDNA [pg]

Abbildung 40: Vergleich der Ct-Werte sowie der Anzahl positiver Amplifikationen fiir
SEPT9 und ACTB, mit und ohne SEPT9 Blocker. Es wurden verschie-
dene Mengen gescherte HCT116 DNA mit Leukozyten DNA gemischt, so
dass durch den Einsatz von 2 jl Eluat, theoretisch 1600 pg, 800 pg, 400 pg,
200 pg, 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg und 0 pg konvertierte HCT 116 DNA
und 50 ng konvertierte Leukozyten DNA in der SEPT9/ACTB-HM-qPCR
eingesetzt wurden (n=3). In Anlehnung an [177].

4.4.4 Funktionalitatsuntersuchung oberflachengetrockneter
Oligonukleotide

Um ein lyophilisiertes Mastermix Bead zu simulieren, welches wie im spéteren Endpro-
dukt, neben den qPCR Reagenzien auch die benétigten Oligonukleotide enthélt, wurden
die Oligonukleotide auf der Kartuschenoberfliche der Kammer in welcher ein universelles
Mastermix Bead vorgelagert wird, eingetrocknet. Die Eintrocknung erfolgte mit Trehalose
(56 mM) als Stabilisator sowie ohne Stabilisator. Thre Funktion wurde in der etablier-
ten SEPT9/ACTB-HM-qPCR untersucht. Aus den Ct-Werten wurde die Differenz (ACt)
aus eingetrockneten Oligovarianten und frischen fliissigen Oligovarianten gebildet (Abb.
41)). Beim SEPT9 Gen ist der ACt-Wert nach einem Tag sowie nach einer Woche, oh-
ne Trehalose, tendenziell etwas geringer als mit Trehalose. Nach einem Monat und zwei
Monaten hingegen ist der ACt-Wert mit Trehalose deutlich geringer als ohne Trehalo-
se. Beim ACTB Gen hingegen scheint es nach einem Tag sowie einer Woche, bei beiden
Eintrocknungsvarianten noch keinen Unterschied zu den frischen, fliissigen Mastermixen
zu geben. Mit Trehalose lasst sich beim ACTB auch nach einem und zwei Monaten mit
ACt-Werten von 0,270 und 0,037 eine nahezu gleichbleibende Funktionalitat der Oligonu-
kleotide beobachten. beobachtet. Ohne Trehalose hingegen, wurden ACt-Werte von 1,45
und 1,88 ermittelt. Da die aufgebauten Kartuschen in der Regel direkt verwendet werden,
wurden trotz vielversprechender Ergebnisse der Trehalose Uberschichtung, die Protoy-
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penkartuschen ohne Trehalose-tiberschichtete Oligonukleotide aufgebaut. Trehalose kann
aber durchaus zur Stabilisierung der Oligonukleotide beitragen und deren Funktionalitét
auch bei Lagerzeiten von mindestens 2 Monaten bei RT aufrechterhalten.

SEPT9 ACTB
50 2,5
4,5 W ohne Trehalose W ohne Trehalose 1882
2,0 . ’

40 | @mit Trehalose 3,584 O mit Trehalose 1454

35 15
~ 3.0 4+

@]

2 2,5 2,168 < 10

29 0,270

15 05 | 0,164 0,223 g

0,037
10 ores O 0,714 0,583 0o phy I |—I—|
0,313 ' ’ - I_I_I
oo L_ma sl []
0,0 -0,5 -
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Abbildung 41: Funktionalitdtsuntersuchung oberflichengetrockneter Oligonukleotide bei
RT Lagerung mit und ohne Verwendung von Trehalose. Die ACt-Werte
stellen die Differenzen der auf einer qPCR Platte eingetrockneten Oligo-
nukleotide im Vergleich zu fliissigen Oligonukleotiden dar. Es wurde der
Einfluss von Trehalose (56 mM) auf die Funktionalitat der eingetrockneten
Oligonukleotide nach einem Tag, einer Woche, einem Monat sowie zwei Mo-
naten Lagerzeit untersucht. Die Funktionalitdtsuntersuchung erfolgte mit
der etablierten SEPT9/ACTB-HM-qPCR (n=3). In Anlehnung an [I89).

4.4.5 Optimierung des Losens lyophilisierter Mastermixe im
LoC-System

Nach der erfolgreichen Etablierung der LoC-kompatiblen SEPT9/ACTB-HM-qPCR ist
es entscheidend, das lyophilisierte Mastermix Bead in der Vivalytic Kartusche vollstandig
zu 1osen und den qPCR Ansatz unter minimaler Blasenbildung in den PCR Strang (siehe
Abschnitt 1.4.2, Abb. E[) zu beférdern. Da die aufgebauten Prototypenkartuschen kurze
Zeit nach dem Zusammenbau genutzt wurden, wurde beim Eintrocknen auf eine Zugabe
der Trahalose zu den Oligonukleotiden verzichtet.

Mittels peristaltischem Pumpen wurde das Eluat in die linke Beadkammer gepumpt, um
ein Austragen der qPCR Reagenzien zu vermeiden und um ein sauberes Befiillen und
Losen des lyophiliserten Mastermix ohne Schaumbildung zu gewahrleisten. Beim Peristal-
tischen Pumpen, werden drei hintereinandergeschaltete Ventile abwechselnd ge6ffnet und
geschlossen um einen quasi laminaren Fluidstrom zu erzeugen. Die Befiillung der Bead-
kammer mit den qPCR Reagenzien ist entscheidend fiir die Blasenbildung in den PCR
Kammer, in welche der Fluidplug mit den gelosten qPCR Reagenzien befordert wird. Wie
in Abb. 42 dargestellt, konnte mit 90 Zyklen dieser hintereinander geschalteten Ventilbe-
wegungen (peristaltisches Pumpen), eine geringe Blasenbildung erreicht werden. Mit 100
Zyklen scheint die Blasenbildung zwar noch geringer zu sein, allerdings verlasst dadurch
bereits zu viel Fluid wieder die Kammer und somit kommt es eventuell zum Verlust von
gPCR Reagenzien. Daher wurden fiir die folgenden on-Chip Versuche 90 Zyklen zum Be-
filllen der Beadkammer mit den qPCR Reagenzien verwendet. Diese Einstellung gilt fiir
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den Kartuschentyp 1 (siche Abschnitt 1.4.2, Abb.[9)). Im Kartuschentyp 2 (siehe Abschnitt
1.4.2, Abb. E[) werden aufgrund groflerer Ventile, lediglich 16 peristaltische Pumpzyklen,
fiir ein angemessenes Losen des lyophilisierten Mastermix benotigt.

70 Zyklen 80 Zyklen 85 Zyklen 90 Zyklen 100 Zyklen

Analyzer 1

Analyzer 2

Abbildung 42: Fluidische Optimierung des Lésens lyophilisierter qPCR Reagenzien. Be-
urteilung der Blasenbildung nach dem Losen des Mastermix Beads mit
unterschiedlichen peristaltischen Pumpzyklen und dessen Transfer in den
PCR Strang (Kartuschentyp 1, siehe Abschnitt 1.4.2, Abb. @ mit Hilfe
von im Analyzer aufgenommenen Hellfeldbildern in der Annealingkammer
(PCR 23). Die Aufnahme erfolgte in zwei verschiedenen Analyzern. In An-
lehnung an [177].

4.4.6 Durchfithrung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR im LoC-System

Fir die Durchfithrung der LoC-kompatiblen SEPT9/ACTB-HM-qPCR in der Vivalytic
Kartusche, wurde ein fluidischer Ablauf etabliert und optimiert (siche Material und Me-
thoden 3.2.8). Da sich der Einsatz von Tween80 in on-Chip durchgefiihrten qPCR Expe-
rimenten als vorteilhaft erwiesen hatte, wurde auch hier standardmafBig 0,2 % Tween80
zugegeben [170), [189]. Der Transfer einer qPCR, Reaktion, in die Vivalytic Kartusche, stellt
aufgrund zahlreicher Unterschiede im Vergleich zur Durchfithrung mittels qPCR Cyclern,
eine grofle Herausforderung dar. Im Vergleich zum qPCR Cycler, wird der Reaktionsmix
nicht statisch aufgeheizt und abgekiihlt, sondern zwischen drei Kammern mit definierten
Temperaturen hin und her bewegt. Aulerdem weilen LoC-Systeme zum Teil andere Heiz-
und Kiihlraten auf, als es bei qPCR Cyclern der Fall ist. Aufgrund dieser Unterschie-
de, miissen die urspriinglichen qPCR Programme, fiir die Durchfiihrung im LoC-System
angepasst werden. Die Experimente des LoC-Transfers der SEPT9/ACTB-HM-qPCR,
wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Britta Schulze [I77] durchgefithrt und sind
zum Teil mit der Publikation [I95] eingereicht. Bei der on-Chip Durchfithrung der off-
Chip etablierten qPCR Detektionsmethode, konnten zunéchst keine Fluoreszenzsignale
generiert werden. Wie in Abb. dargestellt, kommt es beim Einsatz aller Oligonuleo-
tide der SEPT9/ACTB-HM-qPCR, zu Oligointeraktionen, wodurch eine Amplifikation
des SEPTY9 sowie des ACTB Gens verhindert wird. Verzichtet man in der qPCR auf
den SEPT9 Blocker oder die SEPT9 Sonde, kommt es zur Amplifikation von SEPTY
und ACTB. Jedoch kann Weder auf die Fluoreszenzsonde noch auf den Blocker (Abb.
40]) verzichtet werden, soll diese fiir diagnostische Zwecke verwendet werden. Alle qPCR
Ansétze fir mit Hilfe des Fragment Analyzer (FA) untersucht (Abb. [43). Im nachfolgen-
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den Abschnitt soll das Problem der Oligonukleotidinteraktionen durch eine Optimierung
des Thermoprogramms der gPCR mit Hilfe eines simulationsbasierten Ansatzes behoben
werden.

2) 3 4

128 S
74 s N

|2) Primer + Blocker J&
| JS LN

RFU

74 128

:3) Primer + Sonde _JUL N

4) Primer + Sonde [:——'—

56 —_—

+ Blocker ) k |- ——
A NN ' 7
- & ; 5 ¥ 8 8 Egﬁ_ﬁﬁg § SEPTQ
GréBe (bp)

Abbildung 43: Untersuchung von  Oligonukleotidinterkationen bei der on-Chip
SEPT9/ACTB-HM-qPCR. Dargestellt sind die FErgebnisse des Elek-
tropherogramms der Fragmentanalyse mittels FA (links) sowie der
Gelbilder der Kapillargelelektrophorese mittels FA (rechts). Als Templat
wurden 10 ng gescherte und bisulfitkonvertierte HCT116 DNA verwendet
(on-Chip). Als Stabilisator wurden 0,2 % Tween80 zugegeben. Es wurden
stets alle Oligonukleotide fiir die Detektion von ACTB (Primer und Sonde)
verwendet und lediglich die Zusammensetzung der SEPT9 Oligonuklotide
variiert. 1) SEPT9 Primer, 2) SEPT9 Primer und Blocker, 3) SEPT9
Primer und Sonde, 4) SEPT9 Primer, Sonde und Blocker. Der Peak
fir SEPT9 wird bei 65 bp und der von ACTB bei 130 bp erwartet. In
Anlehnung an [I77].

4.4.7 Simulationsbasierte Optimierung des Thermoprogramms zur
Durchfiihrung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR im LoC-System

Um die Oligointeraktionen zu verhinden, wurden Versuche unternommen, um das Tempe-
raturprofil der qPCR, insbesondere des Annealingschritts sowie der Abkiihlung vom Dena-
turierungsschritt zum Annealingschritt, zu optimieren. Hierfiir wurde ein Bosch internes
mathematisches Warmeleitmodell verwendet, um die bei bestimmten Heizertemperatu-
ren vorliegenden Temperaturen in den PCR Kammern sowie im Fluidplug, zu simulieren
[195]. Somit kann der experimentelle Versuchsaufwand deutlich reduziert werden, da durch
die Simulation eine Ergénzung der moglichen Temperaturprofile erfolgen kann. Dies ist
besonders bei LoC-Experimenten, in welchen aufwendige einweg Prototypen verwendet
werden sowie teure Reagenzien, von Vorteil. Die qPCR ist in eine Denaturierungs-, An-
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Tabelle 17: Temperatureinstellungen fiir die Simulation der ersten Phase des Annealing-
schritts. In Anlehnung an [177].
undershoot-Temperatur undershoot-Zeit

Simulation 1 20 °C 10 s
Simulation 2 25 °C 10 s
Simulation 3 30 °C 10 s
Simulation 4 35 °C 10 s
Simulation 5 40 °C 10 s
Simulation 6 20 °C 7s
Simulation 7 25 °C 7s
Simulation 8 30 °C 7s
Simulation 9 35 °C 7s
Simulation 10 40 °C 7s

nealing und Elongationsphase aufgeteilt. Fiir die Hybridisierung der Oligonukleotide ist
allerdings der Annealingschritt besonders relevant [196], [I73]. Aus diesem Grund, wurde
ausschlieBlich der Annealingschritt mit Hilfe des Simulation optimiert. Hierfiir wurde der
Annealingschritt in zwei Phasen aufgeteilt. In der ersten Phase wurde mit einem soge-
nannten undershoot versucht, eine moglichst schnelle Abkiithlung und somit Reduzierung
der Oligonukleotidinteraktionen zu erreichen. Hierbei wurden verschiedene Temperaturen
(20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C) unter der eigentlichen Zieltemperatur gewéhlt (Tab.
[L7). Die erste Phase wird fiir 7 s bzw. 10 s durchgefiihrt (Tab. [I7)). In der zweiten Phase,
welche fur 23 s bzw. 20 s durchgefithrt wird, wird die eigentliche Zieltemperatur (56 °C),
analog zur off-Chip Methode, vorgegeben. Von den generierten Simulationsdaten, wur-
den verschiedene Thermoprogramme abgeleitet (Tab. . Diese wurden mit sogenannten
Thermokartuschen, welche in die PCR Kammern integrierte Temperaturfiihler aufweisen,
verifiziert. Die Verifizierung der Thermoprogramme erfolgte mit Wasser, welches anstelle
der qPCR Reagenzien, durch den PCR Strang bewegt wurde. Fiir die Messungen wurde
die Anzahl von 50 PCR Zyklen, auf 10 PCR Zyklen reduziert. Durch undershoot Tem-
peraturen, welche mit 30 °C, 25 °C und sogar 20 °C, deutlich unter der Zieltemperatur
liegen, lassen sich die Kiihlraten in der ersten Phase des Annealingschritts, verstarken.
Dadurch lassen sich im zweiten Schritt der Annealingphase, langer konstante Temperatu-
ren einstellen. Neben der undershoot Temperatur, wirkt sich die Dauer dieses Schrittes (7
s oder 10 s), auf die minimal erreichbare Temperatur aus. Wéhrend mit der Simulation
5 (40 °C, 10 s) eine minimale Temperatur von 51,5 °C erreichen lasst, konnte mit den
Simulationen 2 (25 °C, 10 s) und 3 (30 °C, 10 s), Temperaturen zwischen 50 °C und 51
°C, erreicht werden. Mit der Simulation 1 lieflen sich Temperaturen unter 50 °C erreichen
(siehe Anhang, Abb. . Durch die starke Temperaturabnahme, muss in der zweiten
Phase der qPCR, der Fliissigkeitsplug wieder erhitzt werden. Bei Haltezeiten von 7 s der
undershoot Temperaturen, lassen sich &hnliche Ergebnisse erkennen, lediglich mit etwas
hoheren Temperaturen. Undershoot Temperaturen von 35 °C (Simulation 9) und 40 °C
(Simulation 10), welche fiir 7 s angelegt werden, resultieren in geringeren Kiihlraten. Da
somit zu Beginn der zweiten Phase des Annealingschritts, die Zieltemperatur noch nicht
erreicht wird, nimmt auch in dieser Phase die Temperatur weiterhin ab, anstatt sich bei
einem konstanten Wert zu halten (siche Anhang, Abb. . Die Zieltemperatur von 56 °C
lasst sich in allen Simulationen nur anndhernd erreichen und halten.
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Tabelle 18: Optimierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR durch Anpassung der Tempera-
tureinstellungen der Annealingphase auf Basis der ermittelten Simulationser-
gebnisse. Als Zieltemperatur wird die Temperatur bezeichnet, welche vor und
nach der Annealingphase angelegt wird. Zusétzlich sind die Temperaturen des
undershoot sowie die Dauer der undershoot Phase (Haltezeit undershoot) an-
gegeben (TP: Thermogrogramm). In Anlehnung an [177].

TP1 TP2 TP3 TP4 TP5 TP6 TP7 TPS8

Zieltemperatur 56 °C 56 °C 25°C 40°C 60 °C 60°C 40°C 40 °C

Temperatur 25°C 25°C 60°C 40°C 20°C 20°C 64 °C 74 °C
undershoot

Haltezeit 10 s 78 30s 30s 78 10s 30s 30s
undershoot

Aufgrund der hohen Kiihlraten der Simulation 2 (25 °C, 10 s) und Simulation 7 (25 °C,
7 s) wurden diese fiir die ersten Thermomessungen mittels Thermokartuschen verwen-
det. Diese werden nun entsprechend als Thermoprogramm 1 und 2 bzw. TP1 und TP2
bezeichnet. Auf Basis dieser ersten Messungen dieser Messungen wurden weitere Ther-
moprogramme etabliert und ebenfalls mit Hilfe von Thermomessungen verifiziert. Alle
praktisch verifizierten Thermoprogramme sind in Tab. [18 aufgefithrt. Als Zieltemperatur
wird in diesem Fall die Temperatur bezeichnet, welche vor und nach dem Annealings-
chritt in der unteren PCR Kammer, PCR23 (Abb. @ angelegt wird. Diese kann wie in
TP4 identisch sein wie die undershoot Temperatur, welche ebenfalls in Tab. 18| aufgefiihrt
wird. Da die Annealingphase stets 30 s betrégt, ist die zeitliche Differenz zur undershoot
Haltezeit, die restliche Haltezeit der Annealingphase. Wie in TP3, TP4, TP7 und TP8
zu erkennen ist, besteht in diesen Thermoprogrammen, die Annealingtemperatur nur aus
einer Phase, weshalb dort fiir 30 s eine konstante Temperatur angelegt wird. In Abb.
C werden die Temperatur-Zeit-Kurven der verschiedenen Thermoprogramme wéahrend
der Annealingphase aufgefithrt. Neben der Annealingphase Abb. C, sind in Abb.
A die Temperatur-Zeit-Verldufe wéhrend der Denaturierungs-, Annealing- und Elongati-
onsphase fiir die PCR Kammern PCR21, PCR22 und PCR23, bespielhaft dargestellt. In
Abb. B sind die Temperatur-Zeit-Verlaufe aller untersuchten Thermoprogramme fiir
die PCR Kammer PCR 23 abgebildet, in welcher der Annealingschritt stattfindet. Wie
sich in Abb. 44] A erkennen lasst, weiflen die Thermoprogramme TP1, TP2 und TP5, im
Gegensatz zu den restlichen Thermoprogrammen, eher eine linare Temperaturabnahme
auf. Die niedrigsten erreichten Temperaturen weiflen mit 45,6 °C 4+ 2,5 °C und 45,2 °C +
0,1 °C die Thermoprogramme TP3 und TP4 auf. Wobei die niedrigste Temperatur beim
TP3 sogar bei 43 °C lag. Das Thermoprogramm TP5 zeigte hingegen mit 68,2 °C £ 1,6
°C und 54,9 °C + 0,1 °C die hochsten Start- und Endtemperaturen. Die Thermoprogram-
me TP6, TP7 und TP8 verlaufen die ersten 12 s recht ahnlich und beginnen auch bei
ahnlichen Temperaturen 64,1 °C £+ 2,7 °C, 65,1 °C £ 1,2 °C sowie 63,6 °C £+ 0,9 °C (Tab.
19). Da die Thermoprogramme zu unterschiedlichen Zeitpunkten in den linearen Verlauf
iibergehen, weiflen sie recht unterschiedliche Endtemperaturen von 49,8 °C + 1,5 °C, 52,1
°C £ 0,5 °C bzw. 54,8 °C £ 1,1 °C auf (Tab. 19). Beim TP8 lésst sich ein erneuter Anstieg
der Temperatur gegen Ende erkennen, weshalb die minimale Temperatur bei ca. 53 °C
liegt. Beim Thermoprogramm TP6 wurden die undershoot Temperatur von 20 °C bereits
3 s vor dem Befordern des qPCR Ansatz in PCR23, angelegt.
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Abbildung 44: Temperatur-Zeit-Verlaufe der mittels Thermomessungen verifizierten
Thermoprogramme (TP). (A) Beispielhafte Darstellung der Temperatur-
Zeit-Verldufe wiahrend der Denaturierungs-, Annealing- und Elongations-
phase fir die PCR Kammern PCR21 (blau), PCR22 (gelb) und PCR23
(grun). (B) Temperatur-Zeit-Verlaufe der Denaturierungs-, Annealing-
und Elongationsphase (TP1 - TP8) fiir die PCR Kammer PCR23. (C)
Temperatur-Zeit-Kurven (TP1 - TP8) wéihrend der Annealingphase in der
PCR Kammer PCR23. In Anlehnung an [I77].

Die gemessenen Anfangs- und Endtemperaturen der Annealingphase sind in Tab. [I9] ab-
gebildet. Des Weiteren wird in dieser Tabelle die Zeitdifferenz (At) bis zum Erreichen von
60 °C bzw. 56 °C dargestellt. Aus diesen Werten wurden die Kiihlraten und Haltezeiten
aus Abb. |45 ermittelt. Aufgrund der grofien Standardabweichungen der Replikate, ist es
schwer, eine Aussage iiber die unterschiedlichen Kiihlraten zu treffen (siche Abb. [45). Das
Thermoprogramm TP4 weist im Rahmen der Messgenauigkeit die hochsten Kiihlraten
auf. Hierbei werden sowohl 60 °C mit 3,1 °C/s £ 0,9 °C/s als auch 56 °C mit 2,5 °C/s
+ 0,5 °C/s am schnellsten erreicht. Bei diesem Thermoprogramm wurde mit 25,9 s +
0,3 s eine der ldngsten Haltezeiten fiir Temperaturen unter 56 °C erreicht. Bis auf das
Thermoprogramm TP3, scheint die Kiihlrate zum Erreichen von 60 °C tendenziell grofier
zu sein, als die zum Erreichen von 56 °C. Beim Thermoprogramm TP3 liegt zu Beginn
der Annealingphase mit 58,9 °C + 2,0 °C die niedrigste Temperatur vor (siche Anhang

Tab. .
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Abbildung 45: Aus den Thermomessungen ermittelte Kiihlraten und Haltezeiten der ver-
schiedenen Thermoprogramme. (A) Kiihlraten welche bis zum Erreichen
von 60 °C (blau) sowie bis zum Erreichen von 56 °C (grau) vorliegen.
(B) Haltezeiten fiir den Temperaturbereich von 60 °C bis 56 °C (hellblau)
sowie Temperaturen unter 56 °C (hellgrau). Die Mittelwerte und Standard-

abweichungen wurden aus den Messwerten der zehn analysierten Zyklen
gebildet. In Anlehnung an [177].

Die Thermoprogramme TP2, T4, TP7 und TP8 wurden in on-Chip qPCR Versuchen
verifiziert (Abb. [A6). TP2 wurde ausgewdhlt, da es eine héhere Kiihlrate als TP1 und
TP5 aufweist. Auflerdem wird der Temperaturbereich zwischen 56 °C und 60 °C lan-
ge gehalten. TP4 wurde lediglich aufgrund der hohen Kiihlrate ausgewahlt (Abb. .
TP7 und TP8 wurden aufgrund der hohen Kiihlraten und langen Haltezeiten ausgewéhlt.
Mit allen Thermoprogrammen, konnte ACTB in der Duplexreaktion, in allen Replikati-
on amplifiziert werden. Es lasst sich aber erkennen, dass die Kurven der Replikate recht
unterschiedlich verlaufen. Mit dem simulationsbasierten Ansatz konnte jedoch ein Ther-
moprogramm, namlich TP4 identifiziert werden, mit dem sowohl fiir SEPTY, als auch
fir ACTB, Amplifizierungskurven generiert werden konnten. Bei einem der Replikate ist
nur ein leichter Anstieg der SEPT9 Amplifizierungskurve zu erkennen. Auch ACTB wir
in dieser Kartusche schleichter amplifiziert, als beim anderen Replikat. Beim TPS ist bei
einem Repilkat, eine leichte Amplifizierung des SEPT9 erkennen.

Dissertation

Janik Kéarcher 80



Universitdt des Saarlandes 4 Ergebnisse

Epigenetik
SEPTS ACTB
1200 1000
TP2 TP2 ——TP2 ——TP2
1000 gop | ——TP4 ——TP4
TP 7 TP 7
800 - -
600 TP 8 TP 8
= c
% 600 e
400
400
200 200
0 0 e —
1 11 21 31 41 1 11 21 31 41
Zyklus Zyklus

Abbildung 46: Verifizierung der Thermoprogramme mit der on-Chip SEPT9/ACTB-HM-
qPCR. Es wurden jeweils zwei Kartuschen mit dem Thermoprogramm
TP2, TP4, TP7 und TP8 durchgefiihrt. Es wurde gescherte und bisul-
fitkonvertierte HCT116 DNA mit einer theoretischen Menge von jeweils
100 ng on-Chip in der qPCR eingesetzt. In Anlehnung an [177].

4.4.8 Stabilisierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Um die on-chip qPCR weiter zu optimieren, wurden neben der standardméafig verwende-
ten 0,2 % Tween80, weitere Konzentrationen an Tween80 sowie an PEG6000 eingesetzt
und deren Wirkung auf die SEPT9/ACTB-HM-qPCR untersucht. Es wurde gescherte
HCT116 DNA konvertiert und 200 ul dieser bisDNA-Lésung mit 5 ng/pl in die Proben-
kammer gegeben. Da die Stabilisatoren spater on-Chip im Elutionspuffer enthalten sind,
wurden die entsprechenden Konzentrationen an Stabilisator in den 200 pl Probe bereits
integriert. Dariiber hinaus wurden 1200 ul an H,O mit den entsprechenden Stabilisatoren
versetzt und als Elutionspuffer in R11, zum Spiilen des mikrofluidischen Systems vor der
qPCR, vorgelagert. Neben der bisher verwendeten Konzentration von 0,2 % Tween80,
sollten mit 0,1 % und 0,4 % Tween80 noch eine niedrigere und eine hohere Konzentration
getestet werden (Abb. . Lediglich mit Tween80 in finalen Konzentrationen von 0,2 %
und 0,4 %, konnten Amplifikationskurven erzeugt werden, wobei die Amplifikation mit
0,4 % Tween80, schlechter funktionierte. Mit den Konzentrationen von 0,5 %, 1 % und 2
% an PEG6000, konnten keine positiven Effekte auf die Amplifikation, beobachtet wer-
den (Abb. . Zur Kontrolle wurden zwei Kartuschen ohne Stabilisator prozessiert, bei
welchen keine Amplifikation beobachtet werden konnte.
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Abbildung 47: Untersuchung des Effekts von Stabilisatoren auf die SEPT9/ACTB-HM-
qPCR. Es wurde gescherte HCT116 DNA so angesetzt und konvertiert,
dass eine theoretische Menge bisDNA von jeweils je 100 ng on-Chip in der
qPCR eingesetzt wurde (n=2). Der Stabilisator Tween80 wurde mit Kon-
zentrationen von 0,1 %, 0,2 % sowie 0,4 % und der Stabilisator PEG6000
mit Konzentrationen von 0,5 %, 1 % und 2 % eingesetzt. Als Kontrolle
wurden Kartuschen ohne Stabilisator prozessiert. In Anlehnung an [177].

4.4.9 Charakterisierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR im
LoC-System

Nachdem ein geeignetes Temperaturprofil etabliert und der Einsatz von 0,2 % Tween80 in
der SEPT9/ACTB-HM-qPCR verifiziert wurde, wurde die analytische Sensitivitét dieser
Detektionsmethode in der Vivalytic Kartusche bestimmt. Hierfiir wurden 200 ng, 100 ng,
50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng und 3,125 ng an gescherter HCT116 DNA in Triplikaten
Bisulfit-konvertiert und aufgereinigt. Die Eluate wurden dann in der on-chip qPCR mit
den ProbesMaster Beads (Jena Bioscience) eingesetzt. Die Ct-Werte wurden aus Bal-
kendiagramme fiir SEPT9 und ACTB mit Angabe der Anzahl erfolgreich generierter
Amplifizierungskurven aufgetragen (Abb. 48] A). Mit 12,5 ng bisDNA konnten alle drei
qPCR Kurven sowohl fir SEPT9 mit einem Ct-Wert von 42,3, als auch fir ACTB mit
einem Ct-Wert von 35,7 generiert werden. Mit 3,125 ng bisDNA zeigten zwei von drei An-
séitze ein positives Signal fiir SEPTY, mit einem Ct-Wert von 42,0 sowie von ACTB mit
einem Ct-Wert von 33,5. Die gemittelten Amplifizierungskurven sind in Abb. (B, C)
dargestellt. Trotz der deutlichen Reduzierung der Templatmenge in der on-Chip qPCR,
befindet man sich noch ca. drei Groflenordnungen tiber der Templatmenge der off-Chip
durchgefiihrten qPCR (siehe Abschnitt 3.4.3).

Dissertation

Janik Kéarcher 82



Universitdt des Saarlandes 4 Ergebnisse

Epigenetik
60
W SEPT9 B ACTB
2/3
50 p 3/3 45,0 2/3
3/3 42,3
3/3 3/3 40,3 3/3 2/3 420 2/3
40 38,3
£ 30
(]
=
-+
© 20
10
0
200 ng 100 ng 50 ng 25ng 12,5ng 6,25 ng 3,125 ng
HCT116 bisDNA [ng]
SEPT9
2000 1000 ACTB
1800 | —200ng(3/3) —200 ng (3/3)
1600 | ——100ng(3/3) s00 | —100ng (3/3)
1400 | —50ne(3/3) —50 ng (3/3)
1200 | ——25n8(3/3) 600 | —25n8(3/3)
< 1000 ——12,5ng (3/3) = —12,5 ng (3/3)
< gop | —625n8(2/3) oo | —6,25ng(2/3)
600 3,125 ng (2/3) 3,125 ng (2/3)
400 NTC 200
200 /
0 0
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46
Zyklus Zyklus

Abbildung 48: Bestimmung des analytischen Detektionslimit. (A) Balkendiagramme mit
gemitteltel Ct-Werten sowie der Anzahl erfolgreich amplifizierter Replika-
te fir SEPT9 (blau) und ACTB (grau), n=3. (B) Gemittelte Amplifikati-
onskurven mit Anzahl erfolgreich amplifizierter Replikate fiir SEPTY. (C)
Analog fiir ACTB. Fir die SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurden 200 ng, 100
ng, 50 ng, 12,5 ng, 6,25 ng und 3,125 ng an bisDNA eingesetzt. In Anleh-

nung an [177].

4.5 On-Chip Verschaltung von Einzelfunktionen der
DNA-Methylierungsanalyse

Nachdem alle Einzelfunktionen erfolgreich auf die Vivalytic Kartusche transferiert wor-
den sind, wurde die Verschaltung der einzelnen Schritte vorgenommen. Hierfiir wurde
der Kartuschentyp 2 verwendet (Abschnitt 1.4.2, Abb. E[) Zunachst wurde die Bisulfit-
konvertierung (sieche Abschnitt 4.2) zusammen mit der Aufreinigung mit Hilfe silikabe-
schichteter magnetischer Partikel (siche Abschnitt 4.5) on-Chip verschaltet. Die Sauber-
keit der on-Chip aufgereinigten Eluate wurde im Anschluss mit der etablierten off-Chip
SEPT9/ACTB-HM-qPCR verifiziert (Abschnitt 4.7.1). Im letzten Schritt des proof-of-
concept wurden alle Schritte der DNA-Methylierungsanalyse, die Bisulfitkonvertierung,
die Aufreinigung mit silikabeschichteten magnetischen Partikeln sowie die SEPT9/ACTB-
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HM-qPCR als Gesamtablauf in einer einzigen Vivalytic Kartusche durchgefithrt (Ab-
schnitt 4.7.2).

4.5.1 Analyse der on-Chip konvertierten und mittels magnetischen
Partikeln aufgereinigten bisDNA mit der off-Chip
SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Um die Kompatibilitdt der on-Chip durchgefiihrten Bisulfitkonvertierung und Aufreini-
gung mittels magnetischer Partikel mit der qPCR-basierten Detektionsmethode zu un-
tersuchen, wurden die on-Chip generieren Eluate zunachst mit der etablierten off-Chip
SEPT9/ACTB-HM-qPCR analysiert. Hierfiir wurden die benétigten Oligonukleotide in
einer 96-well Platte vorgetrocknet. Als qPCR Mastermix wurde das lyophilisierte Bead
der Firma Evik Diagnostics verwendet. Dadurch konnten 20 pl Eluat je qPCR verwen-
det werden. Es wurden 263 ng gescherte HCT116 DNA in der Reaktionskammer (90 pl)
konvertiert. Durch die Moglichkeit zur einfachen Verdiinnung des Eluats in der Reak-
tionskammer sowie durch eine nahezu vollstindige Riickgewinnung des Eluats aus dem
mikrofluidsichen System, mit Hilfe eines peristaltischen Pumpschritts, konnte ausreichend
Eluat fir die off-Chip qPCR (Triplikat) gewonnen werden.
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Abbildung 49: Off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR Analyse der on-Chip konvertierten
und aufgereinigten bisDNA. In der Standardreaktionskammer des Kar-
tuschentyp 2 (90 pl) wurden 263 ng gescherte HCT116 DNA Bisulfit-
konvertiert und im Anschluss mit Hilfe silikabeschichteter magnetischer
Partikel aufgereinigt (n=2). Fir die off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR
wurden die Evik MM Beads (Evik Diagnostics) verwendet (n=3).

4.5.2 On-Chip Gesamtablauf der DNA-Methylierungsanalyse

Fir die Analyse von DNA-Methylierungsmarkern mit der Vivalytic Kartusche, wurde im
letzten Schritt, neben der Bisulfitkonvertierung und der Aufreinigung der bisDNA mit ma-
gnetischen Partikeln auch noch der letzte Schritt, die qPCR-basierte Detektion des SEPT9
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Methylierungsmarkers, auf die Vivalytic Kartusche transferiert. Wie in Abb. [50] A sind
alle im Kartuschentyp 2 vorgelagerten Reagenzien, welche fiir den Gesamtablauf benotigt
werden, dargestellt. Auch die Reagenzienvorlagergefafie, von denen aus Luft durch das
System gepumpt wird, um Fluide aus dem System zu entfernen, sind abgebildet. Fiir den
Gesamtablauf wurden 444 ng an gescherter HCT116 DNA in der Standardarraykammer
des Kartuschentyp 2 konvertiert und anschlieend mit magnetischen Partikeln aufgerei-
nigt. Das aufgereintige Eluat wurde dann zum Losen des lyophilisierten Mastermix Bead
und fiir die qPCR Reaktion verwendet. Da aufgrund von Chargenschwankungen, das
lyophilisierte Mastermix Bead gewechselt werden musste, wurden Kartuschen mit dem
neuen Evik MM Bead (Evik Diagnostics), lediglich mit eingetrockneten SEPT9 Oligonu-
kleotiden aufgebaut. Da bei der Durchfithrung der Aufreinigung mit Hilfe magnetischer
Partikel, ein externer Magnet an die Kartusche angelegt werden muss, ist eine Detekti-
on des Fluoreszenzsignals wahrend der qPCR nicht moglich. Die Durchfiihrbarkeit einer
automatisierten SEPT9/ACTB-HM-qPCR mit Detektion des Fluoreszenzsignals, wurde
bereits in den vorherigen Abschnitten demonstriert (Abschnitt 4.6.8, Abb.[46)). Hier wurde
lediglich ein Nachweis des SEPT9 Amplikons mit Hilfe des Fragment Analyzers durchge-
fithrt. In beiden Kartuschen konnte das SEPT9 Amplikon erfolgreich amplifiziert werden
B. Lediglich in der Kartusche 1 ist noch ein leichter Nebenpeak sichtbar, welcher durch
Verunreinigungen aus dem Prototypenbau verursacht worden sein konnte.
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Abbildung 50: Geamtablauf der DNA-Methyierungsanalyse. (A) Kartuschenbelegung der
fir den Gesamtablauf benétigten Reagenzien. (B) Fragment Analyse des
on-Chip amplifizierten DNA-Methylierungsmarker SEPT9. Es wurden 444
ng gescherte HCT116 DNA in der on-Chip Bisulfitkonvertierung einge-
setzt. Die generierte bisDNA wurde on-Chip mit Hilfe von magnetischen
Partikeln aufgereinigt. Der Gesamtablauf erfolgte in einer Vivalytic Kar-
tusche (n=2).
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5.1 Transfer der Bisulfitkonvertierung in die Vivalytic
Kartusche

Als erster Teilschritt in der Analyse der DNA-Methylierung, wurde die Bisulfitkonvertie-
rung zur Unterscheidung von methylierten und unmethylierten Cytosinen, als Methode
der Wahl ausgewéhlt. Fiir den Transfer der Bisulfitkonvertierung in die Vivalytic Kartu-
sche, mussten zunéchst geeignete Bisulfit Kits identifiziert werden. Fiir die Durchfithrung
in LoC-Systemen sind neben den in der Literatur bereits untersuchten Aspekten wie der
Konvertierungseffizienz sowie der Fragmentierung der Ausgangs-DNA durch den sauren
pH-wert und die hohen Temperaturen der Bisulfitkonvertierung, weitere Aspekte entschei-
dend [197-200]. Hierzu zéhlen vor allem die benétigten Temperaturen fiir die Denaturie-
rung und Konvertierung sowie die Dauer der Konvertierungsreaktion. Auflerdem ist es
aus Platz- und Handhabungsgriinden entscheidend, so wenig Reagenzien wie moglich zu
verwenden. Aus diesen Griinden, wurden das EpiBiS Kit (Epigenomics), bestehend aus
einem Bisulfit Reagenz und einem Protection Puffer und das Premium Bisulfite Kit (Dia-
genode) mit nur einem Konvertierungsreagenz ausgewahlt. Die maximale Temperatur des
EpiBiS Kits liegt bei lediglich 80 °C (45 min) und die des Premium Bisulfite Kit bei 98 °C
(8 min) gefolgt von 54 °C (60 min). Neben dem Erreichen ausreichender Temperaturen,
ist dariiber hinaus die Kompatibilitédt des LoC-Systems mit den verwendeten Reagenzien
entscheidend. Im folgenden werden die Ergebnisse des Transfers der Bisulfitkonvertierung
in der Vivayltic Kartusche, sowie der Qualtitatskontrolle der Bisulfitkonvertierung disku-
tiert.

5.1.1 Bisulfitkonvertierung mit dem EpiBiS Kit in der Vivalytic
Kartusche

Es wurde zunéchst das EpiBiS Kit ausgewdahlt (siehe Abschnitt 4.1.1), da es sich hierbei
um die Bisulfitkonvertierung handelt, wie sie auch im FDA zugelassenen Epi proColon®
Test verwendet wird. Auflerdem wurden in einer Testreihe mit verschiedenen, kommerzi-
ell erhaltlichen Bisulfitkonvertierungskits von Tierling et al. (2018) mit dieser Methode,
bereits gute Konvertierungseffizienzen unmethylierter Cytosine (ca. 99 %) bei gleichzeitig
geringer Fragmentierung erzielt [197].

5.1.1.1 Bestimmung der Konvertierungstemperatur in der Vivalytic Kartusche

Trotz der Verwendung einer Reaktionskammer mit einem maximalen Volumen von 243
nl (275 pl Ansatzvolumen fir off-Chip Konvertierungsreaktion), konnte die gewtinschte
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Temperatur von 80 °C erreicht und gehalten werden (Abb. [18). Um ein Fassungsvolumen
von 243 pl zu erreichen, musste die Reaktionskammer in der die Konvertierung stattfand
mit Hilfe einer Microfrafle vergroflert werden. Dadurch ist weniger Kunststoff zwischen
dem Konvertierungsansatz und den Heizern, was vermutlich zu einer besseren Heizleistung
beitragt. In Abb. [1§|ist zu erkennen, dass sich die Temperatur zunéchst einem Wert < 40
°C annéhert, was auf die Betriebstemperatur des Analyser von ca. 40 °C zuriick zu fiihren
ist. Erst nachdem aktiv geheizt wird, steigt die Temperatur steil an, da nun Temperatu-
ren von 60 °C an den Heizern der unteren PCR Kammer und von 105 °C an den Heizern
der Reaktionskammer angelegt werden. Mit diesen Temperatureinstellungen konnte die
Zieltemperatur von 80 °C innerhalb weniger Minuten in der Reaktionskammer erreicht
werden. Durch die Distanz der aktiven Heizer zur Kammer, in welcher ein lyophilisierter
Mastermix vorgelagert werden kann, ist eine Vorlagerung ohne thermische Beeintréchti-
gung des Mastermix moglich (Abb. @ Dies ist entscheidend fiir die Etablierung eines
mikrofluidischen Gesamtablaufs (Abb. [17)). Es bleibt zu beachten, dass Thermomessun-
gen mit Hilfe von verbauten Temperaturfithlern, fehlerbehaftet sein kénnen. Zum einen
konnen diese nach mehrmaligem Gebrauch beschédigt sein, zum anderen gibt es Unter-
schiede zwischen verwendeten Thermofiihlern, wie dem verwendeten Material und der
Materialdicke sowie dem Widerstand. Durch ein verbautes Thermoelement wird wieder-
um Warme abgefiihrt und das zu beheizende Kompartiment ist weniger dicht. Aulerdem
konnen Fertigungsabweichungen der Kartuschen zu Abweichungen in der Kontaktierung
der Kartusche mit den Heizern fithren und somit zu einer verdnderten Warmeiibertra-
gung. Des Weiteren ist zu beachten, dass Thermomesssungen im Rahmen dieser Arbeit
stets mit ddH5O durchgefithrt wurden, anstatt mit der hochmolaren Bisulfitlosung. Beim
Aufheizen von Fliissigkeiten in der Kartusche, lasst sich dartiiber hinaus hdufig die Bildung
kleiner Blaschen beobachten, welche den Warmeiibergang sowie die eigentliche Messung
durch Anlagerung am Temperaturfiihler, beeinflussen kénnen. Aulerdem koénnen auch die
Temperaturregelung im LoC-System (PID-Regler) sowie die NI-Karte, welche als Mess-
system verwendet wird, fehlerhaft sein und somit zu Messabweichungen fiihren. All diese
Aspekte machen eine weitere Qualtitdtskontrolle der Bisulfitkonvertierung notwendig und
veranschaulichen, dass eine Thermomessung mit Hilfe von Temperaturfithlern lediglich
als grober Anhaltspunkt der tatséchlich erreichten Temperaturen dient. Bei Stark et al.
(2018) wurde eine Abnahme der Temperatur im LoC-System iiber die Zeit beobachtet, da
sich das Polydimethylsiloxan (PDMS) bog und somit der Kontakt zum Heizer abnimmt.
Da die in der Literatur beschriebenen Systeme auf einfache Protokolle und Bisulfit Kits
beschrankt sind, wurde hier in der Regel das Zymo Lightning Kit verwendet [184] 201].
Eine weitere Qualitatskontrolle der bisDNA erfolgte aber in keinem der in der Literatur
beschriebenen Ansétze.

5.1.1.2 Evaluierung reduzierter off-Chip Konvertierungstemperaturen mit Hilfe des
SEPT9 Methylierungsmarkers

Im folgenden Schritt wurde ein Gradient der Konvertierungstemperatur off-Chip durch-
gefithrt, um die Machbarkeit der Bisulfitkonvertierung bei niedrigeren Temperaturen und
somit in anderen Kompartimenten der Vivalytic Kartusche mit geringerer Heizleistung,
wie z. B. der Mischkammer (MK), zu demonstrieren (Abb. [19). Fir diese Arbeit wurde die
Reaktionskammer als Ort der Bisulfitkonvertierung festgelegt. Eine Analyse der bei nied-
rigeren Temperaturen konvertierten bisDNA, erfolgte mit der SEPT9/ACTB-HM-qPCR,
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da der Methylierungsmarker SEPT9 nur auf erfolgreich konvertierter, urspriinglich methy-
lierter DNA, amplifiziert wird (Abb. . Es konnte gezeigt werden, dass off-Chip sowohl
mit den Standardkonvertierungsbedingungen von 80 °C sowie mit reduzierten Tempera-
turen von 75 °C und 70 °C eine vergleichbare Amplifikation des SEPT9 Methylierungs-
markers erreicht werden konnte. Da in diesem Versuch gescherte HCT116 DNA verwen-
det wurde, konnte dies eine Erkldarung fiir die erfolgreiche Amplifikation sein, da kleinere
DNA Fragmente, leichter denaturiert werden [202H204]. Da die Bisulfitkonvertierung am
Einzelstrang statt findet, ist die Denaturierung der DNA fiir den Erfolg der Bisulfitkon-
vertierung entscheidend [146]. Es wurde schon mehrfach in der Literatur beschrieben, dass
die Bisulfitkonvertierung zu starken Verlusten an DNA durch deren Degradierung, haupt-
sachlich durch Depurinierung, fithrt [147, 205-H207]. Dies kann sich auch auf die Ausbeute
der Aufreinigung sowie auf die Anzahl intakter Primerbindestellen auswirken, wodurch es
zu Sensitivitatsverlusten kommen kann [205] 206}, 208, 209]. Kleine Fragmente, wie z. B.
c¢fDNA, werden durch die Bisulfitkonvertierung, verhéltnisméaflig weniger stark weiter de-
gradiert, wie grofie Fragmente (z. B. gDNA) [101], 205, 208, 210]. Da beim EpiBiS Kit mit
einer Standardtemperaturen von lediglich 80 °C gearbeitet wird und auch schon Tierling et
al. (2018), eine geringe Degradierung durch dieses Kit nachgewiesen haben, ist die Ampli-
fikation auch bei geringeren Konvertierungstemperaturen, wohl eher auf die Verwendung
von gescherter HCT116 DNA, welche sich leichter denaturieren lasst, zurtick zu fithren
[197]. Ein Grund fiir die geringe Degradierung, konnte der separate und dadurch vermut-
lich wirksamere Protection Puffer sein, welcher den Radikalfanger Trolox, ein Vitamin E
Derivat, enthélt und somit vor Degradierung durch Abfangen radikaler Sauerstoffspezies
(engl. radical oxygen species, ROS) schiitzt [211]. Die Standardtemperatur von 80 °C ist
im Vergleich zu anderen Kits (z. B. Premium Bisulfite, Zymo Lightning), welche zumin-
dest zu Beginn Temperaturen von 98 °C verwenden, recht gering. In manchen Protokollen
werden sogar sogenannte Thermospikes eingesetzt, um durch wiederholtes Autheizen auf
Temperaturen von bis zu 99 °C, die vollsténdige Denaturierung und somit Konvertierung
von Cytosinen zu gewihrleisten [I97]. Andere Kits (z. B. CpGenome ™ Turbo Bisulfite
Modification Kit, Merck) wiederum wéhlen den Ansatz einer chemischen Denaturierung
der DNA, bei welchen die eigentliche Konvertierung der DNA bei lediglich 70 °C liegt.
Hier wird mit 3 M NaOH denaturiert, weshalb im Anschluss, fiir die Bisulfitkonvertierung
im sauren Bereich um pH 5, mit 12 N HCI angeséuert werden muss. Sowohl der Einsatz
hoher Temperaturen als auch die Verwendung starker Séduren und Basen, sind fiir LoC-
Systeme kritisch. Das EpiBiS Kit stellt daher einen guten Kompromiss dar und vermutlich
auch eine Mischung aus beiden Denaturierungsmethoden. Aus dem Sicherheitsdatenblatt
und der Literatur lasst sich entnehmen, dass Tetrahydrofurfurylalkohol im Protection
Puffer enthalten ist [145]. In der Literatur wird auch DMSO, DME und 1,4-Dioxan eine
denaturierende Wirkung zugeschrieben, welche im Bisulfitreagenz enthalten sein kénnen
[130,, 197, 211, 212].

5.1.1.3 Bestimmung der Konvertierungseffizienz in der Vivalytic Kartusche

Fiir eine Qualtitétskontrolle der Bisulfitkonvertierung, wurde Leukozyten gDNA (ca. 663
ng) in der Kartusche bei 80 °C konvertiert und anschlieBend off-Chip aufgereinigt. Auf
diesem Material wurden HSPASup sowie MLH1up amplifiziert. Die ermittelten Konver-
tierungseffizienzen des HSPA5up Amplikons (Abb. [51] im Anhang) mit 99,22 % + 0,53
% (65 Cytosine) sowie des MLHIup Amplikons (Abb. 52| im Anhang) mit 99,17 % =+
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0,61 % (70 Cytosine) liegen in Bereichen, wie sie auch von Tierling et al. (2018) in off-
Chip Experimenten mit einem anderen Amplikon (15 Cytosine) ermittelt wurden [197].
Fiir die Probengenerierung der Qualitdtskontrolle wurde eine Kartusche prozessiert. Die
Standardabweichung ergibt sich aus der Schwankung der Konvertierungseffizienzen der
einzelnen Cytosine jedes Amplikons. Es wurden trotz des Einsatzes von gDNA, hohe
Konvertierungseffizienzen erzielt, welche aber in weiteren Prototypenkartuschen repro-
duziert werden sollten. Die Mischung des Bisulfitansatzes erfolgte off-Chip. Der Ansatz
wurde in die Mischkammer pipettiert und in die Reaktionskammer gepumpt. Mégliche
negative Effekte durch Abweichungen in den Volumenverhéaltnissen oder durch unzurei-
chendes Mischen der Komponenten in der Kartusche sind somit nicht mit abgebildet. Bei
den verwendeten PCR Reaktionen handelt es sich um bisulfitabhéngige PCR Reaktio-
nen, weshalb es zur bevorzugten Amplifiaktion, zuverlassig konvertierter Sequenzbereiche
kommen kann. Dadurch kann die Konvertierungseffizienz tiberschétzt werden. Fiir einen
vollstandig automatisierten Ablauf miisste das Konvertierungsreagenz sowie der Protecti-
on Puffer auf der Kartusche vorgelagert werden und mit einem entsprechenden fluidischen
Ablauf in den richtigen Verhéltnissen mit der zu konvertierenden DNA Probe gemischt
werden. Besonders die geringen Mengen des Protection Puffer (25 nl), sowie dessen Sensi-
bilitat gegentiiber Sauerstoff, stellen bei der Vorlagerung und dem mikrofluidischen Zusam-
menfithren, eine Herausforderung dar. Beim EpiBis Kit handelt es sich trotzdem um ein
LoC-kompatibles Kit, welches sich mit einem geeigneten fluidischen Ablauf vollautomati-
siert in der Vivalytic Kartusche durchfithren lasst. Im Gegensatz zu den in der Literatur
aufgefiihrten Systemen hat man mit der Vivalytic Kartusche die Moglichkeit Mischvor-
génge durchzufiihren und mit Hilfe der pneumatisch angesteuerten Ventile und Pump-
kammern, definierte Fluidvolumina durch das mikrofluidische System zu bewegen. Somit
ist man flexibel dazu in der Lage, auch komplexe Protokolle auf die Vivalytic Kartusche
zu integrieren, wie sie bei der Bisulfitkonvetierung der Fall ist [181] [182] [184], [188) 201].
Die deutliche Amplifikation des SEPT9 Methylierungsmarkers bei reduzierten Konver-
tierungstemperaturen gab Anlass, das Premium Bisulfite Kit (Diagenode), welches eine
noch hohere anféngliche Denaturierungstemperatur (98 °C) benotigt, auf die Kartusche
zu integrieren.

5.1.2 Bisulfitkonvertierung mit dem Premium Bisulfite Kit in der
Vivalytic Kartusche

Fir das Premium Bisulfite Kit (Diagenode) wird nur ein Reagenz fiir die Konvertierung
der Probe benétigt, was fiir die Vorlagerung in miniaturisierten LoC-Systemen ideal ist.
AufBlerdem schnitt dieses Kit bei der off-Chip Validierung von Leontiou et al. (2015) be-
ziiglich Konvertierungseffizienz und DNA Fragmentierung am zweitbesten ab [199]. Das
Protokoll dieser Konvertierungsreaktion besteht aus einer Denaturierungsphase (98 °C, 8
min) sowie einer Konvertierungsphase (54 °C, 60 min).

5.1.2.1 Optimierung der initialen Denaturierungstemperatur in der Vivalytic
Kartusche

Fiir den Transfer des Premium Bisulfite Kit wurde eine Standardreaktionskammer mit
90 pnl Fassungsvolumen verwendet, um den aufwandigen Prototypenbau zu umgehen. Das
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Ansatzvolumen des off-Chip Protokolls betriagt bei diesem Kit 150 pl. An den Heizern der
unteren PCR Kammer wurden 80 °C und am Heizer der Reaktionskammer wurden

105 °C angelegt. Dadurch konnte in der Reaktionskammer eine maximale Temperatur
von ca. 83 °C erreicht werden (Abb. [20). Im Vivalytic Analyzer geht das Aufheizen und
Abkiihlen schneller, da es sich um ein geschlossenes Gerét handelt, welches dariiber hinaus
iiber ein Peltier-Element sowie eine Liiftung verfiigt.

5.1.2.2 Amplifikation des SEPT9 Methylierungsmarkers bei reduzierten off-Chip
Konvertierungstemperaturen

Auch mit dem Premium Bisulfite Kit (Diagenode) wurde ein Temperaturgradient der in-
itialen Denaturierung (8 min) durchgefithrt und im Anschluss bei 54 °C konvertiert (siehe
Abb. Abschnitt 4.1.2). Bereits Shin et al. (2013) fithrten mit einem Bisulfit Kit, wel-
ches dasselbe Temperaturprofil aufweist (Zymo Research Lightning Kit), einen solchen
Temperaturgradienten mit 100 ng unmethylierter humaner gDNA durch. Mit einer mini-
malen Temperatur von 83 °C war eine Amplifikation der untersuchten Amplikons moglich
[182]. In der hier durchgefithrten Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Amplifikation
des SEPT9 Methylierungsmarkers off-Chip auch noch mit 80 °C verlésslich funktionierte
(Abb. 21)). Mit Denaturierungsstemperaturen von 80 °C und 85 °C werden sogar besse-
re Amplifikationskurven generiert wie mit der Denaturierungstemperatur von 98 °C aus
dem Standardprotokoll. Dies ist vermutlich auf die geringere Fragmentierung der DNA bei
niedrigeren Temperaturen zurtick zu fithren, welche aber aufgrund des Einsatzes kurzer
DNA Fragmente fiir eine zuverlédssige Denaturierung ausreicht.

5.1.2.3 Automatisierte Durchfiihrung der Bisulfitkonvertierung in der Vivalytic
Kartusche

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse des off-Chip Temperaturgradienten wurde
ein fludischer Ablauf fir die vollautomatisierte Durchfithrung der Bisulfitkonvertierung
etabliert und optimiert (Abb. . Hierbei ist es moglich, eine homogene Mischung des
vorgelagerten Bisulfitreagenz mit der DNA Probe zu erreichen und diesen Reaktionsan-
satz fiir die Bisulfitonvertierung definiert in die Reaktionskammer zu pumpen. Andere in
der Literatur beschriebene LoC-Systeme bendtigen aufwendige Vorbereitungen des LoC-
Systems, wobei die verwendeten Protokolle nur bedingt automatisiert durchfithrbar sind
[18T, 182, 184, 201]. Um die Zuverlissigkeit dieser automatisierten Methode zu verifi-
zieren, ist eine Qualitdtskontrolle, der mit Hilfe des automatisieren Ablaufs generierten
bisDNA notwendig. Diese wird im néchsten Abschnitt diskutiert.

5.1.2.4 Qualitatskontrolle der automatisierten Bisulfitkonvertierung mit Hilfe einer
NGS-basierten Amplikonsequenzierung

Fiir die Qualitatskontrolle der on-Chip generierten bisDNA mittels NGS Amplikonsequen-
zierung, wurden zwei bisulfitunabhangige PCR Reaktionen genomischer repeat Bereiche
(LTR5) etabliert und mit Hilfe eines NGS basierten Ansatzes sequenziert. Die Durchfiih-
rung eines t-Test ergab, dass es sich mit 99,2 % + 0,6 % (off-Chip) und 97,3 % + 1,4 % (on-
Chip), um einen signifikanten Unterschied der Konvertierungseffizienzen beider Verfahren
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handelt. Die maximal erreichbare Temperatur von 83 °C war zwar, wie beim Temperatur-
gradient gezeigt, fiir eine Amplifikation des Methylierungsmarkers ausreichend, eventuell
aber nicht fiir eine vollstdndige Konvertierung aller Cytosine. Aulerdem koénnte eine wei-
tere Optimierung der Durchmischung sowie der Einhaltung der Volumenverhéltnisse der
Komponenten, z. B. durch peristaltisches Pumpen, dazu beitragen, die Konvertierungseffi-
zienz zu steigern. Nach der Bisulfitkonvertierung wurde der Bisulfitansatz durch Anbohren
der Reaktionskammer aus der Kartusche entnommen. Hierbei kann es passieren, dass un-
konvertierte Probe aus den mikrofluidischen Kanélen nachlauft und somit in die Probe
gelangt. Durch die bisulfitunabhéngige PCR werden auch schlecht bzw. nicht konvertier-
te Sequenzen amplifiziert, was zu einer Reduzierung der Konvertierungseffizienz fiihren
kann. Fiir zukiinftige Versuche sollten die Kanéle, welche die Reaktionskammer umgeben,
ausgiebig gespiilt und entleert werden. Auflerdem ist darauf zu achten, dass der Inhalt
der Reaktionskammer nicht vollsténdig entleert wird. Shin et al. (2013) und auch andere
in der Literatur beschriebene Anséitze zur Bisulfitkonvertierung in LoC-Systemen, haben
keine Qualitatskontrolle mittels NGS Sequenzierung durchgefithrt [I82] 184, 212] 213].
Mit anderen off-Chip Kits wurden allerdings ebenfalls niedrige Konvertierungseffizienzen
erzielt. Beim Zymo Lightning Kit werden von bis zu 23 % unkonvertierter Cytosine be-
richtet [I97] und auch weitere Kits erreichen lediglich 93,2 % + 9,3 % (Imprint® DNA
Modification Kit (Sigma-Aldrich, MOD50)), 98,0 % + 2,2 % (Epitect® Fast DNA Bisulfite
Kit (Qiagen, 59824)), 98,3 % =+ 0,7 % (Epitect® Bisulfite Kit (Qiagen, 59110)) sowie 97,7
% £ 2,0 % (Methyleasy™ Xceed (Human Genetic Signatures, ME001)) [148]. Durch wei-
tere Reproduzierungsversuche sowie Optimierungsarbeiten der automatisierten on-Chip
Bisulfitkonvertierung sowie der anschlieenden Probennahme, sollte gezeigt werden, dass
mit der Vivalytic Kartusche vergleichbare Konvertierungseffizienzen wie mit der off-Chip
Methode erreicht werden konnen.

5.2 Aufreinigung bisulfitkonvertierter DNA

Die Aufreinigung Bisulfit-konvertierter DNA (bisDNA) gilt aufgrund der starken Frag-
mentierung und des vorwiegend einzelstrangigen Charakters als besonders herausfordernd.
Zudem ist die bisDNA durch die Bisulfitkonvertierung mit hochmolaren Bisulfitsalzen und
anderen Reagenzien verunreinigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ansétze und Ablaufe
fiir die automatisierte Aufreinigung von bisDNA in der Vivalytic Kartusche erarbeitet. Ein
Ansatz beruht auf der Verwendung von Silikamatrices in Kombination mit alkoholhalti-
gen Waschpuffern, ein weiterer auf der Verwendung von silikabeschichteten magnetischen
Partikeln, wobei der alkoholhaltige Waschpuffer durch einen alternativen, polymerhalti-
gen Waschpuffer ausgetauscht werden konnte. Die Ergebnisse der LoC-Integration dieser
Verfahren werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.2.1 Silikamatrixbasierte Aufreinigung in der Vivalytic Kartusche

Beim Transfer einer silikamatrixbasierten Aufreinigungsmethode in die Vivalytic Kartu-
sche ist zu beachten, dass es sich beim Standard off-Chip Verfahren, um eine Methode
handelt, welche auf Zentrifugalkriaften beruht. In der Vivalytic Kartusche hingegen, wer-
den Bisulfitansatz und Puffer, pneumatisch iiber den Filter bewegt. Zunachst wurde ein
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moglichst LoC-kompatibles off-Chip Protokoll, etabliert und optimiert. Auffallend ist zu-
dem, dass fiur die off-Chip Aufreinigung von bisDNA, dicke Filter verwendet werden,
welche aufgrund des limitierten Platzes in der Kartusche nicht vollstandig integriert wer-
den konnen. Der Einsatz polymerbasierter Waschpuffer war somit nicht moglich, da diese
hochviskosen Puffer on-Chip nicht pneumatisch iiber die 1,4 mm dicken Silikamatrices
bewegt werden konnten. Die Anpassung und Integration der silikamatrixbasierten Aufrei-
nigung wird in den folgenden Abschnitten diskutiert.

5.2.1.1 Identifizierung LoC-kompatibler Silicamatrices

Zunachst wurden verschiedene kommerzielle Silikamatrices in off-Chip Aufreinigungsex-
perimenten getestet, wobei die Machbarkeit der Integration dieser Silikamatrices in die
Vivalytic Kartusche, stets im Vordergrund stand. Hierbei wurde bisDNA, welche mit
dem Lighting Kit (Zymo Research) und dem Premium Bisulfite Kit (Diagenode) konver-
tiert wurde, mit den Aufreinigungspuffern dieser Kits, unter Verwendung verschiedener
Silikamatrices, aufgereinigt (siche Abschnitt 4.2.1). Fir die Konvertierung wurden zwei
verschiedene Kits verwendet, da sich die Bisulfitreagenzien in ihrer Zusammensetzung hau-
fig unterscheiden und dementsprechend auch die Aufreinigung eigens auf den jeweiligen
Bisulfitansatz abgestimmt ist. Beide Kits weisen, was die Temperaturen und Inkubations-
zeiten, sowie die Anzahl der verwendeten Reagenzien angeht, identische Protokolle auf,
weshalb es sich auch beim Kit von Zymo Research um einen potentiellen Kandidaten
fiir eine LoC-Integration handelt. Aulerdem wird dieses Kit haufig auch bei den in der
Literatur aufgefithrten LoC-Systemen eingesetzt [I81], [184), 201]. Wie in Abb. |26|zu erken-
nen ist, konnten mit dem Diagenode Kit, tendenziell bessere Ausbeuten erzielt werden,
weshalb auch weiterhin mit diesem Kit gearbeitet wurde. Unterschiedliche DNA Ausbeu-
ten von ungefahr 75 % (Diagenode) und 60 % (Zymo), wurden in der Literatur auch
von Kint et al. (2018) beschrieben und auf die unterschiedliche Puffer- und Reagenzien-
zusammensetzungen zuriick gefithrt [148]. Ein Grofteil des Ausbeuteverlustes ist jedoch
bereits auf die hohen Temperaturen und den niedrigen pH-Wert (ca. pH 5) wahrend der
Bisulfitkonvertierung zurtick zu fithren [147, 148, 206]. AuBerdem kann die unterschied-
lich starke Degradierung der Ausgangs DNA durch die verschiedenen Bisulfitkonvertie-
rungsreagenzien, zu unterschiedlichen Ausbeuten fithren [197, 199, 214]. Beim Vergleich
von Ausbeuten an bisDNA, ist es dariiber hinaus entscheidend, die verwendete Quanti-
fizierungsmethode zu betrachten, da es hier deutliche Unterschiede gibt [214]. Durch die
Mischung aus einzelstriangiger und doppelstriangiger DNA nach der Bisulfitkonvertierung,
sowie die unterschiedlich starke Fragmentierung und somit unterschiedliche Verfiigharkeit
von Primerbindestellen, kann es z. B. zu starken Schwankungen zwischen qPCR-basierten
Detektionsmethoden und fluoreszenzbasierten Methoden wie dem Qubit® kommen [215].
Die vorhandenen doppelstringigen Sequenzen sind in der Regel auf eine unvollstindige
Denaturierung, auf Sequenzen in welchen keine Konvertierung statt gefunden hat sowie
auf die Ausbildung von Sekundérstrukturen in der einzelstrangigen DNA zurtickzufiihren
[215]. Mit den Filtersaulchen aus dem Diagenode und dem Zymo Kit konnten die besten
Ausbeuten erzielt werden (73,90 % =+ 8,34 % bzw. 58,20 % + 15,69 %). Hierbei handelt
es sich um industriell gefertigte Filtersaulchen mit biindig integrierten, watteartigen Sili-
kamatrices. Auch mit den Filtersdulchen von r-Biopharm und Analytic Jena, welche aus
mehreren Schichten an Silikamatrix aufgebaut sind, konnten Ausbeuten von 50,00 % =+
1,54 % bzw. 45,90 % + 1,41 % erzielt werden. Die etwas geringeren Ausbeuten konnen
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daher kommmen, dass diese Filtersdulchen nicht fiir die Konvertierungs- und Aufreini-
gungsreagenzien von Diagenode optimiert wurden. Eine Aufreinigung mit den Reagenzien
des Zymo Kit wurde hier nicht durchgefiihrt, da sich die Filter nicht ohne Beschadigung
aus den Filtersdulchen ausbauen lieen und somit ein Einbau in die Vivalytic Kartusche,
nicht moglich war. Lediglich die Filter F und B, konnten als Rohmaterial bezogen werden.
Der Unterschied zwischen dem Filter F und dem Filter B kénnte auf eine unterschiedliche
Beschaffenheit des Materials, wie der Dichte der Fasern sowie der Struktur der Fasern
selbst zuriick zu fithren sein. Durch die unterschiedliche Materialbeschaffenheit, sind die
Filter auch unterschiedlich sensitiv gegentiber deren Bearbeitung und Einbau in die Fil-
tersaulchen. Ausgestanzte Filterscheiben wurden in Macherey-Nagel Rohlinge eingebaut
(drei Lagen). Ein Grund fiir die geringen Ausbeuten koénnte eben dieser manuelle Zusam-
menbau sein, da die Silikamatrix deutlich weniger kompakt verbaut ist und somit leichter
umstromt werden kann. Trotzdem bietet der Filter F, mit welchem knapp 20 % Ausbeu-
te erzielt werden konnte, einen entscheidenden Vorteil, da dieser fiir dessen Integration
in die Vivalytic Kartusche, nicht erst aus einen Filtersdulchen ausgebaut werden muss.
Auch hier konnte gezeigt werden, dass es von Vorteil ist, mehrere Lagen der ausgestanzten
Filterscheibchen, zu verwenden (Abb. 27)). Aufgrund dieser Daten wurden daher Ansétze
entwickelt, um sowohl den Filter F, als auch den Diagenode Filter, in die Kartusche zu
integrieren.

5.2.1.2 Automatisierte Aufreinigung in der Vivalytic Kartusche

Nachdem ein geeignetes mikrofluidisches Protokoll etabliert wurde (siehe 3.2.6, Abb. ,
wurden on-Chip Versuche mit den integrierten Filtern durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.2.2,
Abb. . Da on-Chip keine Zentrifugalkrafte wirken, wurde aus Platzgriinden keine Fritte
in die Vivalytic Kartusche eingebaut. Da fiir die Aufreinigung von bisDNA dicke Filter
verwendet werden, wurde die Hohe der Filterkammer mit Hilfe einer Mikrofrase auf 1,4
mm vergofert. AuBlerdem war es mit dieser Methode moglich, Kartuschen mit Filterkam-
mern zu fertigen, welche verschiedene Durchmesser aufweisen. Trotz der VergrofSerung der
Hohe der Filterkammer, musste der Diagenode Filter fiir dessen Einbau gekiirzt werden.
Die Verwendung eines gekiirzten Filters kann zu Ausbeuteverlusten fithren. Vermutlich
wird gerade beim Aufreinigen von stark fragmentierter DNA, ein ausreichend dicker Filter
benotigt, um eine effektive Aufreinigung durch Abfangen kleiner Fragmente, zu ermog-
lichen. Eventuell kann auch die Bearbeitung des Filtersaulchens, zu Beeintrachtigungen
des Filtermaterials, z. B. durch entstehenden Frisstaub, fiihren. Auflerdem kann das Ab-
schneiden des Filters dessen Oberfliche verandern und somit die Ausbeute reduzieren.
Bei beiden Einbaumethoden (Abb. 28] (A, B)), lassen sich die Kunststoffringe zwar pass-
genau, ohne den Einsatz von Klebstoff in die Filterkammer integrieren, jedoch ist auch
hier nicht auszuschliefen, dass das Filtermaterial zum Teil umstromt wird. Beim Trans-
fer des Diagenode Filters aus dem Filtersaulchen in den 3D gedruckten Ring, sind Be-
schadigungen und Beeintrachtigungen des Filters moglich. Auflerdem kann es sein, dass
besonders bei den dicken, watteartigen Filtern von Diagenode, Zentrifugalkréfte fiir ein
tiefes Eindringen der bisDNA in den Filter benotigt werden, damit diese dort unter den
geeigneten Bindebedingungen (pH-Wert, Salzkonzentrationen) mit der Silikaoberfliche
wechselwirken kann. Experimente mit verdnderten Pumpfrequenzen fiihrten zu keiner
Veranderung in der Ausbeute (Daten nicht gezeigt). In der Vivalytic Kartusche liegt ein
anderes Oberflache-Volumen-Verhéltnis als in den Zentrifugensdulchen vor, was zum Ver-
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lust an Probe durch dessen Interaktionen mit der Oberfliche des mikrofluidischen Sys-
tems fithren kann [216]. Die Vivalytic Kartusche weist ein grofieres Totvolumen als ein
Zentrifugensdulchen auf. Durch die fehlende Zentrifugalkraft, kommt es zu vermehrten
Rickstdnden an Probe und Reagenzien im mikrofluidischen System. Auffillig war, dass
gerade mit dem Diagenode Filter, welcher in den off-Chip Experimenten, Ausbeuten von
bis zu 73,90 % =+ 8,34 % lieferte, mit beiden Einbaumethoden (sieche Material und Metho-
den 3.2.6) in den on-Chip Experimenten, deutlich geringere Ausbeuten von ca. 5 % erzielt
wurden. Beim Filter F konnten bei der Wahl des richtigen Durchmessers der Filterscheib-
chen sowie der Filterkammer, Ausbeuten von bis zu 14,48 % =+ 3,51 % erreicht werden. Im
Rahmen der Schwankungsbreite, waren die Ausbeuten damit nur tendenziell schlechter
wie mit den off-Chip Experimenten. Durch die Wahl von Filterscheibchen (& 3,4 mm),
welche etwas grofier sind als die Filterkammer (& 3,2 mm), konnten die besten Ergebnis-
se erzielt werden. Vermutlich wird dadurch eine geringere Umstromung des Filters sowie
ein geringerer Verlust an Probenmaterial erreicht. Groflere Filterkammern bereiten beim
Verschweiflen der Kartuschen Probleme und erhéhen zudem das Totvolumen. In den fol-
genden Experimenten wurde daher mit Filterkammern mit einem Durchmesser von 3,2
mm weitergearbeitet. Da beim Filter F, sowohl off-Chip als auch on-Chip, ein manueller
Zusammenbau erfolgte, konnten die mangelnde Kompaktheit und Integritiat des Filters
im Filtersdulchen sowie in der Kartusche, fiir die niedrigen Ausbeuten verantwortlich sein.
Das wiirde auch den enormen Unterschied zwischen den industriell gefertigten Diagenode
Filtersdulchen und deren manuellen Einbau in der Vivalytic Kartusche erklaren. Mit ei-
nem geeigneten industriellen Fertigungsverfahren, konnten somit eventuell die Ausbeuten
sowie die Reproduzierbarkeit gesteigert werden.

5.2.1.3 Aufreinigung unterschiedlicher Mengen bisulfitkonvertierter DNA mit dem
etablierten Aufreinigungsprotokoll in der Vivalytic Kartusche

Im néchsten Schritt wurden mit dem Filter F on-Chip verschiedene DNA Mengen (500
ng, 50 ng, 5 ng und 0,5 ng) aufgereinigt (Abb. 29). Aufgrund der geringen DNA Mengen,
wurde die Quantifizierung mit Hilfe des CFF Assay durchgefithrt. Da es sich auch hier
um manuell aufgebaute Prototypen handelte, lasst sich eine starke Standardabweichung,
besonders bei 50 ng und 0,5 ng erkennen. Im Rahmen der Standardabweichung wurden
fir alle aufgereinigten DNA Mengen, ungefahr die selben Ausbeuten erzielt (9,27 % +
3,18 %, 21,51 % =+ 13,14 %, 10,48 % + 4,48 %, 20,26 % + 14,74 %). Da zuvor sogar 700
ng mit dhnlichen Ausbeuten aufgereinigt wurden (Abb. , ist hier nicht von einer Uber-
siattigung der Bindekapazitat auszugehen. Die Ergebnisse zeigen, dass man mit diesem
System, sowohl gréflere Mengen fiir praparative Anwendungen, als auch geringe Mengen
an bisDNA fiir diagnostische Anwendungen, aufreinigen kann.

5.2.1.4 Einfluss verschiedener Eluatvolumina auf die gPCR

Ein wichtiger Unterschied zwischen off-Chip und on-Chip Ablaufen, wird im Abschnitt
4.2.3 aufgezeigt. In off-Chip Experimenten werden in der Regel 2 - 5 nl Eluat in qPCR
Reaktionen eingesetzt, wohingegen in on-Chip Experimenten zum Losen der lyophilisier-
ten und getrockneten qPCR Komponenten, 20 pl eingesetzt werden. Dadurch kann zum
einen eine sensitivere Detektion durch mehr Probenmaterial erreicht werden, allerdings
werden dadurch auch mehr potentielle Inhibitoren in die qPCR Reaktion eingebracht.
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Dabei handelt es sich um ein Problem, mit welchem man sich in off-Chip Experimenten
(2 - 5 ul Eluat) nicht befassen muss, weshalb auch in der Literatur kein Einsatz grofierer
Eluatvolumina beschrieben ist. Besonders bei der Aufreinigung von bisDNA, welche durch
die Bisulfitkonvertierung stark kontaminiert ist, ist der Einsatz groflerer Eluatvolumina
kritisch. Wie in Abb. [30]dargestellt, kommt es bereits beim Einsatz von 8 ul Eluat zu einer
deutlichen Abnahme der Amplifikaton von SEPTY. Bei 12 pl, 16 pl und 20 pl wird kaum
noch eine Amplifikation erreicht. Eine Moglichkeit diesen Effekt zu reduzieren, wire die
Verdiinnung des Eluats vor der qPCR mit ddH,O. Dies gestaltet sich bei der Aufreini-
gung mit Silikamatrices allerdings als schwierig, auflerdem kénnen durch die bereits durch
die Bisulfitreagenzien kontaminierten mikrofluidischen Kanéle, weitere Inhibitoren einge-
schleppt werden. Die Amplifikation von ACTB erfolgt weiterhin ohne Beeintrichtigung.
Dies konnte daran liegen, dass Loci des ACTB Gen, auch in Form von Pseudogenen, auf
dem Templat vorhanden sind, weshalb es die Polymerase, trotz Inbibierung statistisch
gesehen leichter hat, dieses Amplikon zu amplifizieren. Auflerdem haben es Polymera-
sen umso schwerer, je mehr Uracile, bzw. umgewandelte Cytosine, vorhanden sind. Eine
geringere Menge konvertierter Cytosine auf dem ACTB Templat, konnte also zu einer
besseren Amplifikation fithren. Kommt es zudem zu einer ungeniigenden Desulfonierung
dieser konvertierten Cytosine, wird die Amplifikation zusétzlich erschwert. Auch die Lange
und Anzahl von sogenannten Homopolymer-stretches in der Sequenz des langeren ACTB
Amplilons, konnten die Amplifikation beeinflussen. Es konnte zwar ein fluidischer Ablauf
sowie eine Methode zur Aufreinigung von bisDNA in die Kartusche integriert werden,
fiir dessen Verschaltung mit der qPCR ist allerdings noch weitere Optimierungsarbeit
zu leisten. Aufgrund der Verschleppung von Inhibitoren, sowie der limitierten Moglich-
keit zum Verdiinnen des Eluats, wurde der Fokus im Folgenden auf die Etablierung einer
alternativen Aufreinigungsmethode mit Hilfe von silikabeschichteten magnetischen Par-
tikeln gelegt. Auch der Einsatz von alkoholhaltigen Waschpuffern in der Kartusche ist
aufgrund der Sensitivitdt der TPU gegentiber Alkoholen und Losungsmitteln, kritisch.
Dartiber hinaus kann es durch Riickstdnde und Alkoholdédmpfe, zur Inhibierung von Poly-
merasen kommen [217]. Um die Limitierungen der Aufreinigung mit silikamatrixbasierten
Filtern zu umgehen, wurde parallel an einer alkoholfreien Aufreinigungsmethode mit si-
likabeschichteten magnetischen Partikeln gearbeitet. Die Ergebnisse der Etablierung und
Optimierung dieser Methode sowie deren Transfers in die Vivalytic Kartsuche werden im
folgenden Abschnitt diskutiert.

5.2.2 Etablierung und Integrierung einer alkoholfreien
Aufreinigungsmethode mit Hilfe magnetischen Partikeln

Der Einsatz von magnetischen Partikeln bietet mehrere Vorteile in mikrofluidischen Sys-
temen. Diese konnen leicht vorgelagert werden, die Probe kann gebunden an die magne-
tischen Partikel durch das System befordert werden, die Prozesse sind beliebig skalierbar
und es miissen keine technischen Losungen fiir deren biindige Integration sowie zur Ver-
hinderung des Verblockens, wie es bei Filtern der Fall ist, ausgearbeitet werden [153, 218~
220]. Die Verwendung von magnetischen Partikeln erméglicht den Einsatz hochviskoser
polymerbasierter Waschpuffer sowie eine bessere Ubertragung off-Chip etablierter Proto-
kolle in das LoC-System. Es handelt sich hier zwischen der on- und off-Chip Methode
nicht um grundlegend verschiedene Verfahren, wie es bei der Aufreinigung mit Hilfe von
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Silikamatrices der Fall ist. Die Mobilitat der magnetischen Partikel in der Kartusche
ermoglicht zudem eine flexible Elution und Verdiinnung des Eluats in der Kartusche. Ma-
gnetische Partikel konnen leicht regeneriert werden, um somit umfangreiche Protokolle
mit mehreren Aufreinigungsschritten in mikrofluidischen Systemen mit limitiertem Platz
durchfiithren zu kénnnen. Ein weiterer wichtiger Aspekt fiir den Einsatz in massengefer-
tigten Einwegkartuschen, sind die nierdrigen Kosten, welche mit der Aufreinigung mit
Hilfe von magnetischen Partikeln verbunden sind [I53]. Da die aktuelle Vivalytic Platt-
form noch keinen integrierten Magneten besitzt, wurden zwei Patente angemeldet um
den spéteren Einsatz magnetischer Partikel im Vivalytic System zu schiitzen (siche Pu-
blikationsliste). Fir die on-Chip Experimente musste manuell ein externer Magnet auf
die Vivalytic Kartusche angelegt werden. Eine gleichzeitige Nutzung der Optikeinheit zur
Detektion von Fluoreszenzsignalen war daher nicht moglich. Die in der Literatur aufge-
fithrten LoC-Systeme fiir die Analyse der DNA-Methylierung beruhen ebenfalls auf dem
Einsatz magnetischer Partikel [I82 184, 201].

5.2.2.1 Optimierung und Transfer der alkoholfreien Aufreinigungsmethode

Fiir die Etablierung der Aufreinigungsmethode, wurden beim Standardprotokoll (Epi_ Std
off-Chip) zunéchst die alkoholhaltigen Puffer gegen einen chaotropen Bindepuffer (Diage-
node) sowie einen polymerbasierten Waschpuffer (Bosch) ausgetauscht (Epi off-Chip) und
das Volumen der eingesetzten magnetischen Partikel erhoht (Abb. . Mit der Erhohung
des Volumens auf 30 nl war eine schnelle Bindung der bisDNA an die Partikel moglich,
wobei noch eine gute Handhabung in der Vivalytic Kartusche moglich war. Im Anschluss
wurden die Bisulfitreagenzien des EpiBiS Kit gegen die des Diagenode Kit ausgetauscht
(Diag off-Chip) und das optimierte off-Chip Protokoll nach der Etablierung und Optimie-
rung eines fluidischen Ablaufs, auf die Vivalytic Kartusche transferiert (Diag on-Chip).

Die Standard off-Chip Methode von Epigenomics (magnetische Partikel) zeigte mit Aus-
beuten von 78,9 % + 2,3 % (Abb. ahnliche Ausbeuten wie die Standard off-Chip
Methode von Diagenode (Silikamatrix) mit 73,9 % =+ 8,3 % (Abb. [26]). Auch bei der Ver-
wendung des chaotropen Bindepuffers (Diagenode) sowie des polymerbasierten Wasch-
puffers (Bosch) konnten Ausbeuten von 62,9 % =+ 8,5 % erzielt werden (Abb. 31)). Da
geringere Puffervolumina sowie der hochmolare chaotrope GuHCI Bindepuffer (Diageno-
de) verwendet wurden, konnte auBerdem das Volumen von 1295 pl auf 905 pl reduziert
werden. Zusammen mit der Erhohung des zugegebenen Volumens magnetischer Partikel,
konnte die Bindezeit von 45 min auf 5 min reduziert werden. Dadurch lduft die Binde-
kinetik statistisch gesehen schneller ab. Auflerdem liegt eine hohere finale Konzentration
chaotroper Ionen vor. Um hier genauere Aussagen treffen zu konnen, ist eine exakte Ana-
lyse der Puffer und Reagenzien notwendig. Zudem konnte untersucht werden, wie sich die
Ausbeute beim Standardverfahren (45 min) &ndert, wenn man die Bindezeit verkiirzt, da
sich eventuell auch hier, ohne merkliche Ausbeuteverluste, Zeit einsparen liese. Auflerdem
entfallt der Trocknungsschritt, welcher fiir das Verdampfen des Ethanols alkoholhaltiger
Puffer benotigt wird. Auch die Elutionszeit konnte on-Chip auf 5 min halbiert werden.
Da die verwendeten magnetischen Partikel aus dem EpiBis Kit (Epigenomics) stammen
und die Aufreinigung auf diese Konvertierungsmethode angepasst ist, wurde im néchs-
ten Schritt die Konvertierungsmethode gegen die des Premium Bisulfite Kit (Diagenode)
ausgetauscht. Die Volumenreduzierung auf 780 pl resultiert hier aus dem geringeren Vo-
lumen des Bisulfitansatzes. Trotz der Verwendung des Konvertierungsansatzes der Firma

Dissertation

Janik Kéarcher 96



Universitdt des Saarlandes

Epigenetik 5 Diskussion

Diagenode mit den Aufreinigungsreagenzien der Firma Epigenomics konnten Ausbeuten
von 56,2 % + 3,3 % erreicht werden. Mit dem etablierten mikrofluidischen Protokoll (sie-
he Abschnitt 4.3.2, Abb. konnten in der Vivalytic Kartusche Ausbeuten von 63,0
% + 10,9 % erreicht werden. Diese sind im Rahmen der Schwankungsbreite mit den
Ausbeuten des entsprechenden off-Chip Protokolls vergleichbar (Abb. . Die verkiirzte
Elutionsdauer von 2,9 min (Abb. ist auf das Anlegen von 60 °C zurtick zu fithren
sowie auf die hohen Kréafte, welche im mikrofluidischen System beim Zirkulieren der Sus-
pension wirken [221] (siche Abschnitt 4.3.2, Abb. [34). Shui et al. (2011) berichten von
einem mikrofluidischen System zum hydrodynamischen Scheren von gDNA in Fragmente
von ca. 5 kb Lange unter Verwendung hydraulischer Driicke von ungefahr einem Bar.
Auch wenn beim Zirkulieren des Eluats in der Kartusche hohe Kréfte wirken, ist eine wei-
tere Fragmentierung der ohnehin schon stark fragmentieren einzelstrangigen DNA nicht
zu erwarten. Die langen Bindezeiten von 18,2 min sind auf das ausfiihrliche fluidische
Protokoll zuriick zu fithren (Abschnitt 4.3.2, Abb. . Bei weiterer Optimierungsarbeit,
liese sich der Ablauf weiter beschleunigen, da die Entleerung der Reaktionskammer und
auch Spiilschritte verkiirzt werden konnten. Wie bereits erwiahnt, konnten keine LoC-
Systeme in der Literatur gefunden werden, welche Silikamatrices zur Aufreinigung von
bisDNA verwenden. Ma et al. (2018) beschreiben das einzige LoC-System, welches eben-
falls pneumatisch gesteuerte Ventile einsetzt [I81]. Allerdings werden damit keine Fluide
definiert durch das System bewegt, sondern lediglich der Kontakt zwischen verschiedenen
Reagenzien unterbrochen und hergestellt. Die Aufreinigung geschieht hier rein diffusi-
onsgetrieben, was die Anwendung fir kleine DNA Fragment wie z.B. ¢fDNA, schwierig
gestaltet und auch die Aufreinigung vom Faktor Zeit sowie den vorhandenen Konzen-
trationsgradienten abhéngig macht. Es lassen sich zwar sehr geringe Probenmengen mit
diesem System prozessieren, allerdings muss die Probe fiir weitere Anwendungen noch
einmal zusatzlich off-Chip aufgereinigt werde [I81]. Die vielversprechendsten Ansétze zur
Analyse von DNA-Methylierungen in LoC-Systemen aus der Literatur, verwenden eben-
falls magnetische Partikel [I82) [184) 201, 212, 212 212]. Hier wird die von Bailey et al.
(2013) entwickelte methylation on beads (MOB) Methode verwendet, bei welcher eben-
falls silikabeschichtete magnetische Partikel verwendet werden. Die Bisulfitkonvertierung
findet hierbei an der an die Partikel gebundene DNA statt. Die Bindung erfolgt ebenfalls
iiber chaotrope Guanidiniumhydrochlorit Puffer, ohne Alkohol. Lediglich die Waschpuffer
enthalten Alkohol. Uber Ausbeuten der Aufreinigungsmethode werden keine Angaben ge-
macht. Da es im Vivalytic System moglich ist, Fluide definiert zu mischen und zu bewegen,
ist man nicht auf einen Transport der an magnetische Partikel gebundenen bisDNA, von
einem Reagenz zum anderen angewiesen. Dadurch ist die Etablierung universeller flui-
discher Abldufe im Vivalytic System moglich. Der Einsatz magnetischer Partikel in der
Kartusche, erlaubt dariiber hinaus den Einsatz viskoser, polymerbasierter Waschpuffer,
da kein Filter mehr passiert werden muss. Die Eigenschaft von Polyethylenglykol DNA
zu préazipitieren, ist schon seit langerer Zeit bekannt [222, 223]. Da in der Regel in off-
Chip Anwendungen, der Einsatz von alkoholhaltigen Puffern ohne weiteres moglich ist,
konnten keine Ansétze zur Aufreinigung von bisDNA oder sonstiger Nukleinsduren, ohne
Alkohol in der Literatur gefunden werden. Die hohen Ausbeuten trotz des Einsatz von
polymerbasierten Waschpuffern, lassen sich vermutlich durch die gute Quervernetzung
der bisDNA mit Hilfe des Polyethylenglykols auf der grofien Oberfliche der magnetischen
Partikel erklaren. Der fluidische Abblauf des Waschschritts ist in Abschnitt 4.3.2 (Abb.
dargestellt. Da die magnetischen Partikel durch den externen Magneten, wéhrend
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des Waschschritts, in einem kompakten Pellet gehalten werden, verhindert dies vermut-
lich zusétzlich den Verlust von bisDNA, wahrend der Puffer durch die Reaktionskammer
gepumpt wird. Der letzte Schritt in der Analyse der DNA-Methylierung, stellt deren De-
tektion mit Hilfe qPCR-basierter Verfahren dar. Die Ergebnisse des Transfers der qPCR
Detektionsmethode in die Vivalytic Kartusche, werden im néchsten Abschnitt diskutiert.

5.3 qPCR-basierte Detektion des SEPT9
Methylierungsmarkers in der Vivalytic Kartusche

Fiir die Durchfithrung einer qPCR-basierten Detektion von Methylierungsmarkern in der
Vivalytic Kartusche, mussten eine Reihe von Optimierungen und Abénderungen der off-
Chip Protokolle durchgefithrt werden. Es wurden die Oligonukleotide wie sie von Devos
et al. (2009) beschrieben werden verwendet. Lediglich das Fluorophor der ACTB Sonde
wurde auf Cy5 und der Quencher auf BHQ2 abgedndert, um eine bessere Detektion der
SEPTY9/ACTB-HM-qPCR mit den Fluoreszenzkanélen des Vivalytic Analyzers zu ermog-
lichen. Die Oligonukleotidkonzentrationen wurden von Dietrich et al. (2013) ibernommen
[123]. Eine Ubersicht der Zusammensetzung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR ist unter Ab-
schnitt 3.2.8 (Abb. dargestellt. Da die Kartuschen als Produkt bei Raumtemperatur
(RT) lagerbar sein sollen, musste zunéchst ein geeigneter lyophilisierter Mastermix iden-
tifiziert werden, mit dem sowohl die Desulfonierung wéhrend einer verlangerten initialen
Denaturierungsphase, sowie die eigentliche SEPT9/ACTB-HM-qPCR durchfithrbar sind.
Nach der Charakterisierung der off-Chip qPCR wurde diese, beginnend mit dem Losen
des lyophilisierten Mastermix sowie der eingetrockneten Oligonukleotide, sukzessive unter
Optimierung des fluidischen Ablaufs, in die Vivalytic Kartusche transferiert. Besonders
herausfordernd ist die Anpassung des Temperaturprofils, da thermische Einflussgrofien
wie Kiihlraten in LoC-Systemen stark von denen eines qPCR Cyclers abweichen. Die Ver-
wendung eines zusétzlichen Blocker Oligonukleotids zur Unterdriickung der Amplifikation
des unmethylierten Hintergrunds, stellt aufgrund von sich ausbildenden Oligonukleotidin-
teraktionen, eine weitere Herausforderung dar. Im Folgenden werden die Ergebnisse des
Transfers der SEPT9/ACTB-HM-qPCR in die Vivalytic Kartusche diskutiert.

5.3.1 Identifizierung lyophilisierter Mastermixe fiir die Durchfiihrung
der qPCR in der Vivalytic Kartusche

Neben der oben erwahnten Lagerung der Kartuschen bei RT, bringt die Verwendung ly-
ophilsierter Mastermixe weitere Vorteile. Zum einen ist die Vorlagerung der Reagenzien
in den dafiir vorgesehenen Kammern, direkt neben den PCR Strangen vorteilhaft, um
eine Kontaminationen mit anderen auf der Kartusche genutzten Reagenzien zu vermei-
den. Zum anderen ist die Verwendung eines lyophilisierten Mastermix fiir die Etablierung
eines moglichst produktnahen Gesamtablaufs unabdingbar. Durch das geringe Eigenvo-
lumen lyophilisierer Mastermixe, ist der Einsatz grofler Eluatvolumina moglich, was die
Sensitivitit des Nachweisverfahrens steigern kann, dafiir aber auch hohe Anspriiche an die
Sauberkeit des Eluats bzw. an das verwendete Aufreinigungsverfahren stellt. Zu dieser frii-
hen Entwicklungsphase wurde auf kommerziell erhéltliche, lyophilisierte Mastermixe zu-
riickgegriffen. Deshalb mussten die verwendeten Oligonukleotide zusatlich in der Kammer
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des Mastermix Beads eingetrocknet werden und waren nicht im lyophilisierten Master-
mix enthalten (sieche Abschnitt 4.4.4, Abb. [41)). Eine Optimierung der Oligonukleotidkon-
zentrationen mit den verschiedenen Mastermixen erfolgte nicht, sondern wurde wie von
Devos et al. (2009) beschrieben eingesetzt [I30]. Fiir eine finale Produktentwicklung, ist
die Entwicklung eines optimierten lyophilsierten Mastermix Beads allerdings unerlasslich.
Zu Beginn wurden mehrere géngige Fliissigmastermixe der Firma Solis Biodyne getestet,
um einen verlésslichen und kostengiinstigen Mastermix zu identifizieren (siehe Abschnitt
4.4.1, Abb. . Dies ist entscheidend, da bei der Verwendung eines fliissigen Mastermix fiir
den LoC-Transfer grofle Mengen an Mastermix benotigt werden, um das System angemes-
sen zu spiilen und zu befiillen. Aulerdem besteht die Chance, diese fliilssigen Mastermixe
in der Zukunft ebenfalls in lyophilisierter Form zu beziehen, bzw. tiber einen geeigneten
Lyophilisierungsprozess selbst zu lyophilisieren. Sowohl die fliissigen, als auch die lyophil-
sierten Mastermixe, wurden auf die Funktionalitdt der SEPT9/ACTB-HM-qPCR sowie
auf die Durchfiithrbarkeit der Desulfonierung wéahrend der initialen Denaturierung unter-
sucht. Der Fokus dieser Diskussion liegt allerdings auf den Ergebnissen der lyophilisierten
Mastermixen, da diese zielfiihrend fir die Integraton in die LoC-Kartusche sind.

5.3.1.1 Durchfiihrbarkeit der SEPT9/ACTB-HM-gPCR mit ausgewihlten
Mastermixen

Bereits die Etablierung und Durchfiihrung einer duplex-qPCR kann Herausforderungen
mit sich bringen. Durch die Erhohung der Anzahl der verwendeten Oligonukleotide, kann
sich die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Oligonukleotidinteraktionen erhchen [224].
Die Amplifikation mit Hilfe von Standardpolymerasen kann durch das vermehrte Auftre-
ten von Uracil, bzw. AT, wie es bei bisDNA der Fall ist, erschwert werden [225]. Aufgrund
des hohen AT-Gehalts, welcher auch beim Primerdesign berticksichtigt werden muss, kann
es zudem zur verstarkten Interaktion von Primern, bzw. der Ausbildung von Primerdime-
ren, kommen [225]. Die Wahrscheinlichkeit solcher unspezifischer Amplifikationen, kann
durch sogenannte Hot-Start Polymerasen, welche erst bei hohen Temperaturen aktiviert
werden, reduziert werden. Diese sind in allen im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mas-
termixen eingesetzt. Lediglich bei den ProbesMaster Beads und den Evik MM Beads wer-
den keine ndheren Angaben zum Polymerasetyp gemacht. AuBlerdem kann es bei der Am-
plifikation mehrerer Zielgene zur Limitierung verschiedener Komponenten des Mastermix
kommen. Besonders bei Amplikons, welche unterschiedlich haufig im Genom vorkommen,
kann es somit zu Unausgewogenheiten in der Amplifikation kommen. Eine Konzentrations-
optimierung von KCl und (NHy4)2SO4 kann z. B. zur spezifischen Primerbindung wéahrend
des Annealingschritts beitragen [226]. Auch die Verwendung sogenannter Enhancer, kann
die Interaktion verschiedener Reaktionskomponenten untereinander unterbinden und die
lokale Konzentration der Oligonukleotide am Templat sowie die daran gebundenen Oli-
gonukleotide und deren Elongation stabilisieren [227-230]. Besonders auffillig ist, dass
sich alle untersuchten fliissigen Mastermixe fiir die Durchfithrung der SEPT9/ACTB-
HM-qPCR eignen (Abb. . Dies lasst die Vermutung aufkommen, dass vor allem die
in der Lyophilisierung eingesetzten Stabilisatoren entscheidend sind, sowie der Lyophi-
lisierungsprozess selbst, wodurch es zu negativen Beeintéchtigungen der Komponenten,
insbesondere der Funktionalitat der Polymerasen kommen kann. In der Literatur wer-
den haufig Stabilisatoren wie PEG und Trehalose aufgefithrt sowie verschiedene Ansétze
zur Lyophilsierung der Reagenzien beschrieben [231H234]. Die tatséachlich verwendeten
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Substanzen und Stabilisatoren sowie deren Konzentrationen lassen sich i.d.R. nicht aus
den Datenblattern entnehmen und kénnen nur unter erheblichem analytischem Aufwand
abgeschétzt werden. Es handelt sich bei den auf dem Markt verfiigbaren lyophilisierten
Mastermixen um universelle Mastermixe, was ein vorheriges Screening von Mastermixen,
fir den jeweiligen Test notwendig macht. Xu et al. (2020) setzen in der Entwicklung eines
lyophilisierten Mastermixes fiir einen reverse Transkriptase Covid 19 qPCR Test, 10 %
(w/v) Trehalose, 1,25 % (w/v) Mannitol, 0,002 % (w/v) BSA sowie 0,075 % (w/v) PEG
20000 ein [235]. Besonders bei PEG handelt es sich um eine Substanz, welche je nach ein-
gesetzter Konzentration, auch eine inhibierende Wirkung auf DNA-Polymerasen haben
kann. Wie im Abschnitt 4.4.8 (Abb. dargestellt wurde, konnte nach Zugabe verschie-
dener Mengen an PEG 6000, keine erfolgreiche Amplifikation mehr durchgefiihrt werden.
Die niedrigste, im Rahmen dieser Arbeit getestete Konzentration, lag bei 0,1 % PEG 6000,
welche etwas hoher als die von Xu et al. (2020) verwendeten PEG 20000 Konzentration ist
[235]. In der Literatur werden aber auch Zugaben zu Fliissigmastermixen zwischen 5 und
15 % PEG beschrieben [I73]. Yang et al. (2022) verwenden neben Trehalose noch neun wei-
tere Stabilisatoren fiir ihren lyophilisierten Mastermix, wie Glukose, Sorbitol, Raffinose,
PVP, Dextran, Ficoll-400, Gelatine und BSA in Konzentrationen von 0,5 bis 15 % (w/v)
[232]. Dies verdeutlicht, wie komplex die Entwicklung eines geeigenten lyophilisierten Mas-
termixes ist. Im qPCR ProbesMaster Beads Mastermix (Jena Bioscience), mit welchem
die Amplifikation erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, sind laut Herstellerangaben die
Salze KCl als auch (NH,)2SO, enthalten (Abb. [35). Dies konnte neben der Verwendung
geeigneter Stabilisatoren, die erfolgreiche Amplifikation erkliren, da K+ zusammen mit
anderen Kationen spezifisch gebundene Primer stabilisiert und NH4" unspezifisch gebun-
dene Primer destabilisiert. Des Weiteren war eine erfolgreiche duplex-qPCR mit den Evik
MM Beads (Evik Diagnostics) moglich (Abb. [35). Aufgrund von Chargenschwankungen
war eine erfolgreiche duplex-qPCR allerdings nicht mit allen Chargen moglich. Hierfiir
sind in erster Linie Chargenschwankungen der verwendeten Stabilisatoren und sonstiger
Mastermixkomponenten verantwortlich. Durch Lieferengpésse von Chemikalien wahrend
der Coronapandemie, kam es bei einigen Herstellern zu Lieferantenwechseln, was sich auf
die Qualitdt ausgewirkt haben konnte. Auflerdem sind Schwankungen der Umgebungsbe-
dingungen wie z. B. der Anteil der Luftfeuchtigkeit fiir die Funktionalitiat entscheidend.
Xu et al. (2020) beschreiben eine Restfeuchtigkeit des lyophilsierten Mastermix von 1,2
% als ideal [235]. Dies verdeutlicht, dass es bei verdnderten Produktionsbedingungen,
zu veranderten Funktionalitaten der lyophilisierten Mastermixe kommen kann. Bei der
Lyophilisierung geht man einen Kompromiss aus bestmoglicher Stabilisierung der Poly-
merase bei gleichzeitig minimaler Inhibierung der PCR-basierten Verfahren durch eben
diese Stabilisiatoren ein. Im wesentlichen wirken sich der pH-Wert, die ungewollte Bil-
dung von Eis sowie Trocknungsstress wahrend des Lyophilisierungsprozesses, negativ auf
die Mastermixkomponenten, insbesondere die Funktionalitdt der Polymerase aus und sind
zusétzliche schwer beherrschbare Faktoren, die zu ungewollt groffen Chargenschwankun-
gen fithren kénnen [232], 2306, 237].

Fir die Anwendung von lyophilisierten Beads in LoC-Systemen ist es entscheidend, dass
sich diese schnell, vollstandig und ohne starke Schaumbildung l6sen [232, 238]. Die bisher
in der Literatur beschriebenen und auf dem Markt erhaltlichen Tests, welche lyophilisierte
Mastermixe verwenden, sind nahezu ausschlielich fiir die Diagnostik von Infektionskrank-
heiten vorgesehen. Besonders bei viralen Erkrankungen liegen in der Regel ausreichend
grofle Probenmengen vor, wobei die Detektion mit lyophilisierten Mastermixen auch mit
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teilweise geringeren Sensivitidten als mit fliissigen Mastermixen, erfolgreich durchgefiihrt
werden kann [232) 239-241]. Fiir die Anwendung epigenetischer Tests in LoC-Systemen, ist
die zur Verfiigung stehende Probenmenge meistens deutlich geringer. Daher ist es wichtig,
diese lyophilisierten Mastermixe, fiir die epigenetische Diagnostik weiter zu optimieren.
Die fiir die qPCR zur Verfiigung stehende DNA Menge wird dariiber hinaus durch die Bi-
sulfitkonvertierung sowie die danach erforderliche Aufreinigung, weiter reduziert. Da die
Desulfonierung der bisulfitkonvertierten DNA wéahrend einer verldngerten initialen De-
naturierungsphase erfolgt, ist zudem eine hohe Stabilitat des lyophilisierten Mastermix
gefragt. Die Evaluierungsergebnisse der Desulfonierung mit verschiedenen lyophilosierten
Mastermixen werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

5.3.1.2 Durchfiihrbarkeit der Desulfonierung wahrend der initialen
Denaturierungsphase mit ausgewahlten Mastermixen

Die Desulfonierung war sowohl mit dem ProbesMaster (Jena Bioscience) sowie mit dem
Evik MM (Evik Diagnostics) Mastermix wahrend der initialen Denatutierung moglich
(Abb. [36). Ist bereits die Desulfonierung ungeniigend, kann sich dies auf die Effizienz
der qPCR auswirken, da Uracilsulfonat die DNA-Polymerasen inhibieren kann [242]. Die
Desulfonierung wéhrend der initialen Denaturierungsphase stellt einen Kompromiss aus
einer moglichst vollstandigen Desulfonierung und einer moglichst geringen Inaktivierung
der Polymerase durch eine zu lange Inkubationszeit bei hohen Temperaturen von bis zu
95 °C dar. Ein entscheidender Faktor fiir die erfolgreiche Desulfonierung mit Hilfe von
Mastermixen, wiahrend der initialen Denaturierung, ist deren pH-Wert. Mastermixe sind
in der Regel leicht alkalisch [I50], 193]. Mit dem lyophilisierten Cirrus Mastermix, lasst
sich die duplex-qPCR durchfiihren, verwendet man bereits desulfonierte DNA. Wird die
Desulfonierung wéhrend der verlangerten initialen Denaturierung durchgefiihrt, so ist im
Anschluss keine Amplifikation mehr méglich. Der Hersteller gibt hier eine initiale Denatu-
rierung von lediglich 10 s an, weshalb es nahe liegt, dass die hier verwendete Polymerase
hitzeinstabil ist. Eine unterschiedliche Thermostabilitat der eingesetzten Polymerasen,
kann also durchaus einen Einfluss auf den Erfolg der Amplifikation nach einer verldnger-
ten Denaturierung haben. Mit dem lyophilisierten STAT-NAT Mastermix ist weder die
duplex-qPCR noch die Desulfonierung moglich. Wie in Abb. |37| zu erkennen, scheint eine
initiale Denaturierung von 10 min mit dem qPCR ProbesMaster Beads Mastermix (Jena,
Bioscience) zu einer nahezu identischen Amplifizierung wie mit der Desulfonierung mit
Hilfe des Diagenode Desulfonierungspuffers zu fithren. Eine initiale Denaturierung von 15
min zeigte identische Ergebnisse und scheint die Desulfonierung aber auch die Enzymak-
tivitat nicht weiter negativ zu beeinflussen. Trotz der vom Hersteller (Jena Bioscience)
angegebenen initialen Denaturierungsdauer von 2 min, scheint die Polymerase auch stabil
gegeniiber langeren Inkubationszeiten bei hohen Temperaturen zu sein. Anhand der Am-
plifikationskurven lasst sich nicht erkennen, ob ein positiver Effekt auf eine vollstandigere
Desulfonierung oder auf eine intaktere DNA-Polymerase zuriickzufiihren ist. Auch kiirze-
re Inkubationszeiten konnten noch getestet werden, wobei nach 2 min bei 95 °C bereits
keine Amplifikation mehr erfolgt und somit die Vermutung nahe liegt, dass kiirzere In-
kubationszeiten zur Abnahme der Amplifikationseffizienz, aufgrund einer unvollstdndigen
Desulfonierung, fithren. In den meisten Bisulfitkits, welche einen Desulfonierungspuffer fir
die Desulfonierung verwenden, erfolgt diese bei RT fiir 15 - 20 min. Eine quantitative Ana-
lyse der Bestandteile der lyophilisierten Mastermixe zusammen mit den hier gewonnenen
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Erkenntnissen, kann die Entwicklung eines spezifischen lyophilisierten Mastermixes er-
leichtern. Keines der bisher in der Literatur beschriebenen Systeme fiir die qPCR-basierte
Analyse der DNA-Methylierung, setzt lyophilsierte Mastermixe ein [182] [184], 201, 212].
Des Weiteren wird in keinem System die Desulfonierung wahrend der initialen Denaturie-
rungsphase der qPCR durchgefiihrt, sondern stets wahrend der Aufreinigung mit einem
Desulfonierungspuffer [I81], 182, 184, 201, 212 213]. Auch wenn diese Systeme wichti-
ge erste Schritte in Richtung LoC-basierter Analysen der DNA-Methylierung darstellen,
handelt es sich hierbei um keine produktnahe Entwicklung. Eine Desulfonierung mit Hilfe
von leicht alkalischen Mastermixen wahrend der initialen Denaturierung spart Platz bei
der Vorlagerung von Reagenzien, was einen wichtigen Aspekt in miniaturisierten LoC-
Systemen darstellt. Wird auf den Einsatz des Denaturierungspuffers verzichtet, so werden
auch weniger Waschschritte bendtigt. Aulerdem beinhaltet der Desulfonierungspuffer ne-
ben Ethanol haufig noch Isopropanol sowie NaOH, was zu Materialinkompatibilitdten
mit dem LoC-System sowie durch Riicksténde in Kanélen der Kartusche zur spéteren
Inhibierung der DNA-Polymerase wahrend der gPCR fithren kann [243].

5.3.2 Off-chip Charakterisierung der LoC-kompatiblen
SEPT9/ACTB-HM-gPCR

Die von de Vos et al. (2009) beschriebenen qPCR Reaktionen fiir SEPT9 und ACTB
wurden fiir eine Durchfithrung in der Vivalytic Kartusche angepasst. Die Annealingtem-
peratur wurde auf 56 °C angepasst, um eine duplex-qPCR zu erméglichen. Auflerdem
wurde anstelle eines fliissigen Mastermixes, ein lyophilisierter Mastermix (Jena Bios-
cience) verwendet und die Desulfonierung wahrend der initialen Denaturierung (10 min,
95 °C) durchgefiihrt (siehe Abschnitt 5.3.1). Vor einer Integration dieser LoC-kompatiblen
duplex-qPCR, wurde diese in off-Chip Experimenten durch die Ermittlung von Kenngro-
Ben wie der Amplifizierungseffizienz, der analytischen Sensisitvitat (LOD90) sowie der
relativen Sensitivitat, charakterisiert. Die Ergebnisse dieser Charakterisierung werden im
folgenden Abschnitt diskutiert.

5.3.2.1 Bestimmung der off-Chip Amplifizierungseffizienzen der
SEPT9/ACTB-HM-gPCR

Sowohl fir SEPT9 als auch ACTB konnten hohe Amplifizierungseffizienzen von 102,06
% bzw. 95,29 % erreicht werden (siche Abschnitt 4.4.3, Abb. |38)). Die erzielten Werte
liegen im Bereich zwischen 90 % und 110 %, was eine gute qPCR charakterisiert [244].
Auch fiir das Bestimmtheitsma8 R? konnten Werte grofier 0,99 erzielt werden. Mit dem
standardméBig verwendeten Fliissigmastermix QuantiText® Multiplex Mastermix wurden
Werte von 96,86 % fiir SEPT9 und 101,35 % fiir ACTB sowie 0,99 fiir R? erreicht (sie-
he Abschlussarbeit Elisa Schiele) [I89]. Neben der hohen Amplifizierungseffizienzen, lasst
sich auch eine ausreichende Reproduzierbarkeit der Replikate mit beiden Mastermixen
erreichen [244]. Der Referenzfarbstoff ROX ist im Gegensatz zum QuantiText® Multiplex
Mastermix, in den lyophilisierten Mastermixen nicht enthalten. Effizienzen gréfier 100
% sind haufig ein Anzeichen auf Inhibitoren, welche auch noch nach der Aufreinigung
vorhanden sind. Chaotrope Salze aus der Aufreinigung, Verunreinigungen aus der Bisul-
fitkonvertierung sowie eine unvollstandige Desulfonierung kénnen hier die Ursachen sein.
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Aus der Inhibierung resultiert eine abgeflachte Standardkurve, welche zu Effizienzen >
100 % fuhrt [242, 244]. Sind die Reagenzienkonzentrationen nicht optimal eingestellt und
die verwendeten Primer nicht optimal designt, kann es zu reduzierten Amplifizierungseffi-
zienzen (< 100 %) kommen. Auch die Konkurrenz um qPCR, Reagenzien bei duplex- und
multiplex-PCR Reaktionen sowie die Ausbildung von Sekundarstrukturen und Oligo-
nukleotidinteraktionen, kann die Amplifizierungseffizienz reduzieren. Zu lange Amplikons
sind ebenfalls unvorteilhaft, was fir SEPT9 (65 bp) und ACTB (130 bp) nicht der Fall
ist [224] 244]. Mo6chte man die Signifikanz der Bestimmung der Amplifizierungseffizienz
erhohen, bietet es sich an die Anzahl der Replikate sowie die Anzahl der verwendeten
Verdiinnungen weiter zu erhohen.

5.3.2.2 Off-chip Bestimmung des analytischen Detektionslimits der etablierten
SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Da die SEPT9/ACTB-HM-qPCR in der Literatur gut beschrieben ist, wurde mit der
etablierten LoC-kompatiblen qPCR das analytische Detektionslimit bestimmt, um einen
Vergleich mit der in der Literatur beschriebenen Methode zu ermoglichen. Die geringste
DNA Menge, welche mit einer Wahrscheinlichkeit von 90 % detektiert werden kann, wird
als LOD90 (limit of detection) bezeichnet. Fir SEPT9 konnte ein LOD90 von 5,7 pg +
1,0 pg und fir ACTB von 17,3 pg + 3,3 pg ermittelt werden (Abschnitt 4.4.3, Abb. .
De Vos et al. (2009) berichten von einem LOD90 von 9,4 pg fir die SEPT9 singleplex
qPCR [130]. Auch wenn das LOD90 somit mit der im Rahmen dieser Arbeit etablierten
LoC-kompatiblen duplex-qPCR Methode besser zu sein scheint, hiangen die Ergebnisse
solcher Experimente von mehreren Faktoren ab. Den grofiten Einfluss hat hierbei ver-
mutlich die Quantifizierungsmethode. In der Publikation von de Vos et al. (2009) wurde
die Quantifizierung mit dem qPCR-basierten CFF Assay durchgefithrt [130]. Innnerhalb
dieser Arbeiten wurde die eingesetzte DNA Menge mit dem Qubit 4° Fluorometer quan-
tifiziert. Mit der qPCR-basierten Methode, fiel die gemessene Konzentration in der Regel
1,8 Mal gréfler aus wie mit dem Qubit 4°. Deshalb kann es sein, dass die eingesetzte DNA
Menge in den hier durchgefithrten Experimenten unterschétzt wurde. Korrigiert man die
eingesetzten DNA Mengen mit einem Faktor von 1,8 liegt das LOD90 bei 10,3 pg und ist
somit im Rahmen der Messgenauigkeit mit dem Wert aus der Literatur vergleichbar [I30].
Da die Oligonukleotidkonzentrationen wie von Dietrich et al. (2013) beschrieben einge-
setzt wurden, konnte auch eine hohere Primer- und Sondenkonzentration zum besseren
LOD90 beigetragen haben. Das LOD90 von ACTB ist allerdings auch ohne Korrektur
der Messwerte, mit 17,3 pg + 3,3 pg schlechter als der in der Literatur beschriebene
Wert von 9,7 pg [130]. Als Griinde kénnten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
duplex-qPCR sein, welche die Sensitivitat im Vergleich zur singleplex-qPCR reduziert. Die
Konzentration der ACTB Primer lag im hier gewéahlten Ansatz nach Dietrich et al. (2013)
deutlich unter denen von de Vos et al. (2009). Dies konnte zusammen mit der verénder-
ten Fluorophor-Quencher-Kombination ein weiterer Grund fiir die geringere Sensitivitat
sein. Auch die Desulfonierung wahend der initialen Denaturierungsphase, kann sich beim
laingeren AC'TB Amplikon negativ auf die Sensitivitdt auswirken. Wie in Abschnitt 4.4.2
(Abb. dargestellt, erfolgte die Amplifikation des ACTB Amplikon nach zehnminititiger
initialer Denaturierung weniger effektiv als mit der Standarddesulfonierung mit Hilfe ei-
nes Desulfonierungspuffers (Abb. . Die Werte des analytischen Detektionslimits liegen
egal ob mit oder ohne Korrektur der Messwerte, im gleichen Groflenbereich, wie die in der
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Literatur beschriebenen Werte. Da in realen Blutproben von Krebspatienten allerdings
iiberwiegend unmethylierte DNA vorhanden ist, interessiert fiir diagnostische Anwendun-
gen vor allem das relative Detektionslimit, welches im nidchsten Abschnitt diskutiert wird.

5.3.2.3 Off-chip Bestimmung des relativen Detektionslimits der etablierten
SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Bei der hier verwendeten qPCR Methode handelt es sich um eine sogenannte HeavyMethyl-
qPCR (HM-qPCR), welche mit Hilfe eines zusétzlichen SEPT9 Blockers, die Amplifika-
tion unmethylierter Sequenzen verhindert. Aus diesem Grund wurde das relative Detekti-
onslimit in Ansétzen sowohl mit als auch ohne Blocker analysiert, um den Nutzen dieses
zusitzlichen Oligonukleotids zu veranschaulichen (Abschnitt 4.4.3, Abb. [40). Das Refe-
renzgen ACTB zeigte wie erwartet bei allen Untersuchungen eine konstante Amplifikation
mit geringen Abweichungen des Ct-Werts, da dessen Amplifikation methylierungsunab-
hangig sowohl auf HCT116 als auch auf Leukozyten DNA erfolgt. Beim SEPT9 Me-
thylierungsmarker hingegen ist eine Zunahme des Ct-Werts mit abnehmender HCT116
bisDNA sowohl mit als auch ohne Blocker zu erkennen. Der positive Effekt des SEPT9
Blockers zeigte sich eindeutig anhand des relativen Detektionslimits (1:2000) im Vergleich
zur Reaktion ohne Blocker (1:62,5). Dies entspricht einem Anteil von 0,05 % methylierter
DNA in der Probe, die vom restlichen unmethylierten Hintergrund mit Hilfe des Blockers
unterschieden werden kann. Da die in der Literatur angegebenen Anteile der ctDNA im
Blutplasma stark variieren und vom Krebsstadium des Patienten sowie weiterer Fakto-
ren abhéngt, misste der etablierte LoC-kompatible off-Chip Test mit Patientenproben
validiert werden. So reicht der Anteil der ¢ctDNA von 0,01 % - 50 % [107] und im ersten
Stadium von 0,01 % - 0,045 % [107, 245]. De Vos et al. (2009) konnten ein relatives De-
tektionslimit von 1:5000 mit Blocker bestimmten [I30]. Eventuell sind auch hier die nach
Dietrich et al. (2013) abgeénderten Oligonukleotidkonzentrationen und die von 1 pM auf
0,75 pM reduziert Blockerkonzentration der Grund [123]. Jedoch muss auch hier beach-
tet werden, das de Vos et al. (2009) lediglich eine singleplex-qPCR. durchfithrten [130].
Moéchte man also die SEPT9/ACTB-HM-qPCR fir diagnostische Zwecke anwenden, ist
der Einsatz des Blockeroligonukleotids unabdingbar. Durch weitere Optimierungsarbei-
ten sowie die Verwendung eines auf die etablierte qPCR zugeschnittenen lyophilisierten
Mastermix Beads, besteht die Moglichkeit, die Sensitivitiat des Verfahrens noch weiter zu
verbessern.

5.3.3 Evaluierung des stabilisierenden Effekts von Trehalose bei der
Trocknung von Oligonukleotiden

Durch Eintrocknen von Oligonukleotiden in der Bead Kammer der Vivalytic Kartusche,
zusammen mit einem kommerziellen Bead (Jena Bioscience, Evik Diagnostics) ein custo-
mized Bead simuliert werden. Ohne Trehalose war eine Lagerung im Dunkeln bei RT bis
zu einer Woche moglich (Abschnitt 4.4.4, Abb. [41]). Nach einem Monat wurden sowohl
fir ACTB als auch fir SEPT9 deutlich hohere Ct-Werte im Vergleich zur Verwendung
fliissiger Oligonukleotide als Referenz beobachtet. Durch die Zugabe von 56 mM Treha-
lose zur Oligomischung vor dem Eintrocknen, konnte die Funktionalitidt (bestimmt durch
Ct-Werte aus der qPCR) der eingetrockneten Oligonukleotide in der SEPT9/ACTB-HM-
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qPCR fiir beide Amplikons nach einer Lagerung von zwei Monaten auf einem konstan-
ten Wert gehalten werden. Ein positiver Effekt von Trehalose bei der Eintrocknung von
Oligonukleotiden wurde in weiteren Publikationen bereits angefithrt [246] 247]. Es wird
vermutet, dass die Trehalose durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen,
Wassermolekiile welche die Nukleinsaure umgeben, ersetzt und durch diesen dehydrieren-
den Effekt die Oligonukleotide wéihrend der Eintrocknung stabilisiert. Man spricht hier
auch von der water replacement Theorie [248]. Auch die mogliche Ausbildung eines amor-
phen Materials durch die Anwesenheit von Trehalose im getrockneten Zustand wird in der
Vitrifizierungstheorie diskutiert. Durch die Vitrifizierung soll die Mobilitat von Molekiilen
verringert und Nukleinsduren durch die daraus resultierenden veringerten Reaktionsraten
geschiitzt werden [249]. Die hier gewonnenen Erkenntnisse sind fir spateres Produkt ent-
scheidend. Da die im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten Kartuschen zeitnah verwendet
werden, war eine Zugabe von Trehalose in weiteren Experimenten nicht notwendig.

5.3.4 Reduzierte Blasenbildung durch optimiertes Losen des
lyophilisierten Mastermix Beads in der Vivalytic Kartusche

Die Vermeidung der Blasenbildung in mikrofluidischen LoC-Systemen stellt eine enorme
Herausforderung dar [250-252]. Viele in der Literatur beschriebene LoC-Systeme haben
mit der Bildung von Blasen im System zu kdmpfen [253]. Es wird beschrieben, dass raue
Oberflachen sowie Oberflachenspannungen der transportierten Fluide, in mikrofluidischen
Systemen zur Blasenbildung beitragen [254]. So kann z. B. die Oberfliche der TPU Mem-
bran solch eine raue Oberfliche darstellen. Auflerdem kann beim Pipettieren und Befiillen
der Kartusche, Sauerstoff in die Reagenzien eingeschlossen werden, welcher dann im Sys-
tem aufgrund von Oberflacheneffekten oder durch Temperaturveranderung ausgasen kann
[254, 255]. Die Sauerstoffdurchlassigkeit der flexiblen TPU Membran kénnte ein weiterer
Grund fiir die Blasenbildung sein. Wéhrend der gPCR Reaktion wir der Fliissigkeitsplug
in dem die qPCR Reaktion stattfindet, zwischen den drei PCR Kammern hin und her be-
wegt. Diese Bewegung iiber die engen mikrofluidischen Verbingungskanéle zwischen den
Kammern, kann das Ausgasen sowie eine Schaumbildung verstarken. Durch Blasen im
mikrofluidischen System, kann es zu abweichenden Warmeiibergangen beim Heizen von
Kammern kommen. Eine genaue Einhaltung des Thermoprogramms der qPCR ist fiir ei-
ne erfolgreiche Amplifikation jedoch entscheidend. Durch die Bildung von Blasen kann es
somit zur Beeintrdchtigung der Amplifizierungseffizienz kommen [254]. Die Bildaufnah-
me sowie die optische Auswertung der Fluoreszenzintensitidten der qPCR Reaktion wird
ebenfalls durch eine Blasenbildung gestort [256] 257]. Fir einen Vergleich der aufgenom-
menen Amplifikationskurven, mussten diese vorab geglattet und normiert werden (siche
Material und Methoden 3.2.10). Des Weiteren kann die Enzymaktivitit z. B. der DNA-
Polymerasen durch Blasen reduziert werden und somit auch die Amplifizierungseffizienz
der qPCR Reaktion [244]. Eine zu starke Blasenbildung kann den Reagenzientransport
im mikrofludischen System beeintrachtigen oder sogar ganz zum Erliegen bringen [258].
Dies ist besonders beim peristaltischen Pumpen der Fall, bei dem kleinen Ventile anstelle
von groflen Pumpkammern fiir den Fliissigkeitstransport verwendet werden. Durch Spiil-
vorgéinge mit ddH,O sowie dem Elutionspuffer, konnte die Blasenbildung in der Vivalytic
Kartusche reduziert werden. Die Optimierung des Losungsvorgangs des lyophilisierten
Mastermix Beads war fiir die Reduzierung der Blasenbildung ebenfalls entscheidend. Ein
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langsames und gleichméfliges Befiillen der Bead Kammer mit Hilfe eines peristaltischen
Pumpschritts fithrte zum vollstandigen Losen des lyophilisierten Mastermix Beads im
Elutionspuffer. Aulerdem muss ist es wichtig, die Bead Kammer komplett zu befiillen
(siche Abschnitt 4.4.5, Abb. . Dies ist entscheidend, da ansonsten beim Uberfithren des
qPCR Ansatzes in den PCR Strang, Luft mit befordert wird. Eine zu starke Befiillung
der Bead Kammer fithrt hingegen zum Verlust von qPCR Reagenzien, da der qPCR, An-
satz aus der Bead Kammer ausgetragen wird. Durch eine geeignete Oberflachenbenetzung
des mikrofluidischen Systems, kann der Blasenbildung entgegen gewirkt werden [259]. Ly-
ophilisierte Mastermixe enthalten Additive, welche die Oberflachenbenetzung férdern und
somit, eine Blasenbildung reduzieren konnen.

Diese Vielzahl von Effekten und Einflussgroflen wirkt sich auf die Reproduzierbarkeit
von Abldufen in mikrofluidischen Systemen aus und bietet daher viele Ansatzpunkte fiir
weiterfithrende Optimierungsarbeiten.

5.3.5 Durchfiihrung des SEPT9/ACTB-HM-gPCR in der Vivalytic
Kartusche

Aufgrund technischer Unterschiede zwischen LoC-Systemen und qPCR Cyclern, ist die
Ubertragung einer off-Chip etablierten qPCR Reaktion mit mehreren Herausforderungen
verbunden. Auch wenn die qPCR Reaktion wie in Abschnitt 5.3 bereits diskutiert, auf
die Durchfithrung im LoC-System angepasst wurde, ist vor allem die Identifizierung eines
geeigneten Temperaturprogramms fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der on-Chip qPCR
entscheidend. Wie in Abschnitt 1.3.3 (Abb. [7)) dargestellt, handelt es sich bei der SEPT
9 qPCR um eine HeavyMethyl-qPCR mit einem zuséatzlichen Blockeroligonukleotid. Bei
der Durchfithrung der etablierten SEPT9/ACTB-HM-qPCR in der Vivalytic Kartusche
kommt es zu Oiligonukleotinteraktionen (Abbschnitt 4.4.6, Abb. [43)), welche die Amplifi-
kation der Zielgene SEPT9 und ACTB verhindern. Da solche Interaktionen mafigeblich
vom gewéhlten Temperaturprogramm beeinflusst werden, wurden die Temperatureinstel-
lungen des Annealingschritts optimiert. Hierfiir wurde ein simulationsbasierter Ansatz mit
Hilfe eines mathematischen Warmeleitmodells zur Identifizierung eines geeigneten Tempe-
raturprogramms gewahlt. Aus den Simulationsergebnissen wurden verschiedene Tempera-
turprogramme abgeleitet, welche mit Hilfe von Thermomessungen verifiziert wurden. Mit
den vielversprechendsten Temperaturprogrammen wurde die SEPT9/ACTB-HM-qPCR
in der Vivalytic Kartusche durchgefiihrt [195].

5.3.5.1 Identifizierung eines geeigneten Temperaturprogramms fiir die
Durchfiithrung der on-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR

Wie bereits in Abschnitt 5.1.1.1 diskutiert, kann die Identifizierung eines geeigneten Ther-
moprogramms mit Hilfe von Thermomessungen fehlerbehaftet und mit wesentlichem Auf-
wand verbunden sein. Durch einen simulationsbasierten Ansatz, kann die Anzahl an Expe-
rimenten reduziert werden sowie der Einsatz teurer Reagenzien und aufwendig gefertigter
Prototypen Kartuschen verringert werden [195]. Simulationsbasierte Ansétze in der Ent-
wicklung von LoC-Systemen und LoC-Methoden sind bereits vielfach in der Literatur
beschrieben [260, 261].

Eine schnelle Abkiihlung vom Denaturierungsschritt zur Annealingphase ist entscheidend
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fiir eine erfolgreiche qPCR, da dadurch mogliche Interaktionen zwischen Oligonukleotiden
vermieden werden. Da die Kiihlleistung des Vivalytic Analyzers begrenzt ist, wurden so
genannte undershoot Temperatureinstellungen simuliert (Tab. , bei welchen die eigent-
liche Zieltemperatur der Annealingphase kurzfristig unterschritten wird, um die Kiihlleis-
tung zu erhéhen. Wie erwartet fithrten niederigere undershoot Temperaturen zu einer
schnelleren Abkiithlung, wobei die minimal erreichbare Temperatur von der Dauer des un-
dershoots abhéngt. Ein grofler Vorteil des simulationsbasierten Ansatzes ist die Ableitung
mehrere potentiell geeigneter Temperaturprofile anhand der Simulationsergebnisse (Tab.
. Dies ist entscheidend, da die zuvor fiir die off-Chip qPCR optimierten Temperatur-
profile, nicht direkt auf die Durchfiihrung der qPCR in der LoC-Kartusche tibertragbar
sind. Das Thermoprogramm (TP4) mit T = 40 °C fiir die gesamte Annealingphase (Tab.
fithrte zur erfolgreichen Amplifikation des SEPT9 und ACTB Amplikons (Abschnitt
4.4.6, Abb. . Die Amplifikation lasst sich vermutlich durch die hohe Kiihlrate erklaren
(Abschnitt 4.4.6, Abb. , . Es wurde eine minimale Temperatur von 45,6 °C + 2,5 °C
zum Ende der Annealingphase erreicht, welche deutlich unter den optimierten off-Chip
Bedingungen von 56 °C lag. Innerhalb dieser Versuchsreihe wurde zur Etablierung, ddH,O
an Stelle der qPCR Reagenzien verwendet. In einem der Replikate mit dem Thermopro-
gramm TP4 wurde sowohl fir SEPTY9 als auch fir ACTB eine geringere Amplifikation
beobachtet (Abb. [46]). Dies ist vermutlich auf den manuellen Aufbau der Kartuschen so-
wie die manuelle Integration der lyophilisierten Mastermix Beads und das Eintrocknen der
Oligonukleotide zurtick zu fithren. Die Integration der SEPT9/ACTB-HM-qPCR in die
Vivalytic Kartusche ermoglicht nun die qPCR Reaktion an verschiedenen Stellen zu opti-
mieren. Hierzu zahlen unter anderem die Optimierung der Oligonukleotidkonzentrationen,
sowie des lyophilisierten PCR Mastermixes und des Temperaturprogramms.

5.3.5.2 Stabilisierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR durch Tween80 in der
Vivalytic Kartusche

In den on-Chip Versuchen wurden stets 0,2 % Tween 80 in den gPCR Reaktionen einge-
setzt (Abschnitt 4.4.8, Abb. [46). Eine hohere Konzentration an Tween80 (0,4 %) fithrte
zu keinem zusétzlichen positiven Effekt bei der Amplifikation von SEPT9 und ACTB
(Abschnitt 4.4.8, Abb. [A7)). Mit einer geringeren Konzentration (0,1 %) war keine erfolg-
reiche Amplifikation moglich. Dies verdeutlicht, dass der positive Effekt stabilisierender
Substanzen héaufig auf kleine Konzentrationsbereiche beschrankt ist [I73]. Der Einsatz
von Detergenzien wie Tween20 und Triton X-100 sind schon mehrfach in der Literatur
beschrieben [262H267]. Auch die Zugabe von Tween80 ist bereits bekannt [I70]. Durch
diese Substanzen wird die Hybridisierung der Oligonukleotide an ihre Zielsequenz unter-
stiitzt. Als weitere Substanz wurde PEG6000 in den Konzentrationen 0,5 %, 1 % sowie 2
% zugegeben (Abschnitt 4.4.8, Abb. [47)).

5.3.5.3 Charakterisierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR in der Vivalytic Kartusche

Wie in Abschnitt 4.4.9 beschrieben, lag das analytische Detektionslimit in der Vivaly-
tic Kartusche sowohl fur SEPT9 (Ct-Wert 42,3) als auch fir ACTB (Ct-Wert 35,7) bei
12,5 ng. Bei geringeren bisDNA Mengen, wurden nur noch zwei der drei Replikate er-
folgreich amplifiziert. Um auszuschlieflen, dass es sich um fehlerhafte Kartuschen handelt,
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sollten die Versuche mit einer hoheren Anzahl an Replikaten wiederholt und der unter-
suchte Konzentrationsbereich weiter reduziert werden. Sowohl mit 6,25 ng als auch mit
3,125 ng ist zu beobachten, dass die Ct-Werte sowohl fir SEPT9 als auch fir ACTB
abnehmen anstatt anzusteigen. Dies ist vermutlich auch auf die durch den manuellen
Prototypenaufbau beeintréichtigte Reproduzierbarkeit sowie die erschwerte optische Aus-
lesung des Fluoreszenzsignals durch Blasenbildung zuriick zu fiihren. Eine Bestimmung
der Amplifizierungseffizienzen war somit nicht moglich. Das hier ermittelte analytische
Detektionslimit liegt mit 12,5 ng drei Gréflenordnungen iiber dem der etablierten off-
Chip Methode mit 5,7 pg fir SEPT9 bzw. 17,3 pg fir ACTB (Abschnitt 4.4.3, Abb.
. Dieser deutliche Unterschied zwischen der off-Chip und der on-Chip Methode kénn-
te durch Polymerisationsriickstande der TPU (z. B. Polyole, Polyisocyanate), welche die
qPCR Reaktion inhibieren, verursacht werden [268]. Diese kénnten bei Inkubationen mit
hohen Temperaturen tiber lange Zeitraume hinweg aus der TPU heraus gelost werden
und als freie Alkohole und Isocyanate in den qPCR Reaktionsansatz gelangen. Allerdings
konnen im Vivalytic System verschiedene diagnostische Test, welche ebenfalls auf qPCR
Reaktionen basieren, erfolgreich durchgefithrt werden. Schwankungen beim Lésungsvor-
gang der lyophilisierten Mastermixe sowie der eingetrockneten Oligonukleotide kénnen die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ebenfalls beeinflussen. Da die Beadkammer mit Hilfe
eines peristaltischen Pumpschritts befiillt wird, kann es sein, dass nicht alle getrockne-
ten Oligonukleotide von der Kartuschenoberfliche in Losung gehen und somit nicht fir
die qPCR Reaktion zur Verfligung stehen. Ein verédndertes Befiillen oder gar Mischen
ist in dieser Kanner nicht moglich, da es dadurch zum Verlust von qPCR Reagenzien
sowie zur verstarkten Blasenbildung kommen wiirde. Ein zugeschnittenes lyophilisiertes
Mastermix Bead, welches bereits die benétigten Oligonukleotide enthélt, sowie eine An-
passung der Oligonukleotidkonzentrationen kénnte zu reproduzierbaren Ergebnissen fiih-
ren. Nukleinsduren kénnen an Polymeroberflichen, wie z. B. der TPU Membran oder
dem Polycarbonat des mikrofluidischen Systems adsorbieren [I74]. Dies kénnte zu einem
Verlust an bisDNA im LoC-System im Vergleich zur off-Chip Methode fithren und so-
mit zu schlechteren Sensitivitdten. Es ist wahrscheinlich, dass bisDNA aufgrund ihres
iiberwiegend einzelstrangigen Charakters, verstarkt an Oberflachen adsorbiert. In Aufrei-
nigungsversuchen mit Silicamatrices von Denise Briinig, wurde versucht die bisDNA im
Eluat sowie in den Wasch- und Bindepufferfraktionen und auf der Silicamatrix wieder-
zufinden [I1]. Hier konnten nur Anteile der eingesetzten bisDNA nachgewiesen werden,
was vermutlich auf einen Verlust aufgrund von Adsorptionsvorgéngen zurtick zu fithren
ist. In weiteren Experimenten sollte daher untersucht werden, ob eine zusétzliche biokom-
patible aber passivierende Beschichtung des LoC-Systems wie z. B. mit Teflon, zu einer
Ausbeutesteigerung fiihren kann [182] [184]. Gegen Adsorptionsvorgénge in der Vivalytic
Kartusche sprechen hingegen die Ergebnisse der Aufreinigung mit Hilfe von magnetischen
Partikeln (Abschnitt 4.3.1). Mit dieser Methode wurden on- und off-Chip vergleichbare
Ausbeuten erzielt. Die in der Literatur beschriebenen LoC-Systeme verwenden weder ly-
ophilisierte Mastermix Beads noch eine blockerbasierte HeavyMethyl-qPCR. Weder von
Stark et al. (2018) noch von Zhang et al. (2009) werden genaue Angaben zur eingesetzten
bisDNA Menge bzw. zum Detektionslimit gemacht [I80) 184]. Wenn auch mit geringeren
Sensitivitaten, konnte eine funktionelle duplex-qPCR in die Kartusche integriert werden
und die eingesetzte bisDNA Menge deutlich reduziert werden. Auf Basis dieser Ergebnisse
kann eine Verschaltung der einzelnen Teilschritte vorgenommen und die Ablaufe sowie die
qPCR optimiert werden.
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5.4 Verschaltung der einzelnen Teilschritte zu einem
mikrofluidischen Gesamtablauf in der Vivalytic
Kartusche

Bereits bei der Etablierung der Einzelschritte wurde fiir die fluidischen Ablaufen sowie
die Vorlagerung der Reagenzien eine spétere Verschaltung mit berticksichtigt. Trotzdem
stellt die Verschaltung einzelner Schritte eine Herausforderung dar, da alle Ablaufe auf
kleinstem Raum in der miniaturisierten Vivalytic Kartusche ablaufen. In molekularbio-
logischen Laboren stehen hierfiir mehrere Gerdate und Methoden zur Verfiigung, welche
getrennt voneinander angewendet werden. Vor jedem neuen Teilschritt muss das LoC-
System daher ausgiebig gespiilt und von den Reagenzien des vorherigen Schritts befreit
werden. Auflerdem ist darauf zu achten, dass die Vorlagerung der Reagenzien und auch
die Reihenfolge in welcher bestimmte mikrofluidische Kanéle benutze werden, sinnvoll
gewédhlt wird. Trotzdem erfordert die Verschaltung der einzelnen Teilschritte meistens
weitere Anpassungen der Einzelfunktionen, bevor diese zusammenhéngend in der Viva-
lytic Kartusche durchgefiithrt werden kénnen. Zunéchst wurde die Bisulfitkonvertierung
mit der Aufreinigung mit Hilfe magnetischer Partikel verschaltet. Im Anschluss wurde fiir
den Gesamtablauf noch die qPCR basierte Detektion des SEPT9 Methylierungsmarkers
erginzt. Die Ergebnisse dieser on-Chip Verschaltung in der Vivalytic Kartusche werden
in den folgenden Abschnitten diskutiert.

Mit den Reagenzien der Bisulfitkonvertierung sowie mit dem Bindepuffer der Aufreini-
gungsmethode konnen mogliche Inhibitoren (u. a. chaotrope Salze und Bisulfitsalze) in
die qPCR Reaktion eingetragen werden. Die on-Chip konvertierte und aufgereinigte bisD-
NA wurde daher zundchst unter on-Chip Bedingungen (20 ul Eluat) in 96 well Platten
off-Chip mit der SEPT9/ACTB-HM-qPCR analysiert (Abschnitt 4.5.1). Dadurch war es
leichter, die Auswirkungen der Optimierungsiterationen der on-Chip Aufreinigungsmetho-
de zu erfassen. Mit den verschalteten Ablaufen war es moglich sowohl SEPTY als auch
ACTB mit 20 pl Eluat in der qPCR Reaktion erfolgreich zu amplifizieren. Da wie bereits
erwahnt in der Literatur keine Ansétze mit lyophilisierten Mastermixen beschrieben sind,
werden dort lediglich die fiir Fliissigmastermixe géngigen Eluatvolumina (2 - 5 nl) einge-
setzt [I80, 184]. Aus diesem Grund spielt die Anforderung an ein hoch reines Eluat, bei
diesen Anwendungen keine Rolle. Stark et al. (2018) berichten bei ihrer sample-to-answer
on-Chip Methode von vergleichbaren Ct-Werten und von qPCR Reaktionen die mit denen
ihrer etablierten off-Chip Methode vergleichbar seien. Uber genaue Ausbeuten sowie die
eingesetzten DNA Mengen wird keine Aussage gemacht. Auflerdem wird nicht ersichtlich,
ob jede Einzelfunktion fiir sich funktioniert oder ob es sich tatséchlich um einen funktio-
nellen Gesamtablauf handelt. Als Probenmaterial werden hier Zellen verwendet, welche
in einem initialen Schritt lysiert und im gleichen Ansatz auch bisulfitkonvertiert werden.
Stark et al. berichten durch diese Zusammenfassung von Einzelfunktionen von einer friihe-
ren Detektion (2 Zyklen) als mit getrennt von einander durchgefiihrten Einzelfunktionen.
Bei diesem Ansatz wird sowohl ein Desulfonierungspuffer, als auch ein alkoholhaltiger
Waschpuffer verwendet. Fraglich ist, ob die reine Inkubation der magnetischen Partikel
im Elutionspuffer fiir eine vollstandige Elution der daran gebundenen bisDNA ausreicht.
In unseren Versuchen, war ein wiederholtes Zirkulieren der magnetischen Partikel im mi-
krodluidischen System unter Temperatureinwirkung von Vorteil.

Nachdem die off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR verlasslich funktionierte, wurde im fi-
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nalen Schritt die qPCR Detektionsmethode zum Nachweis des SEPT9 Methylierungs-
markers, zum Gesamtablauf hinzugefiigt (Abschnitt 4.5.2). Durch optimierte Spiilvor-
gange sowie ein nahezu riickstandsloses Entleeren der Reaktionskammer mit Hilfe peris-
taltischer Pumpschritte wurde eine effiziente Aufreinigung mit magnetischen Partikeln
ermoglicht. Somit konnte im Rahmen dieser Arbeitt gezeigt werden, dass alle fiir die
Analyse von DNA-Methylierungsmarkern bendtigten Ablaufe in die Vivalytic Kartusche
integrierbar und durchfiihrbar sind.

5.5 Ausblick der automatisierten Analyse der
DNA-Methylierung in der Vivalytic Kartusche

Mit dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten proof-of-principle, wurden erste Schrit-
te in Richtung eines automatisierten Nachweises von DNA-Methylierungsmarkern er-
bracht. Anhand der gewonnenen Erkenntnisse und diskutierten Optimierungsiterationen,
konnen aufbauend auf dieser Arbeit, weitere Entwicklungsprojekte hin zu einem marktrei-
fen automatisierten epigenetischen Test getétigt werden. Wie in Abbildung 50| dargestellt,
sind noch Kompartimente zur Reagenzienvorlagerung frei. Dies ist entscheidend, méchte
man zusatzlich zur Bisulfitkonvertierung, der Aufreinigung der bisDNA sowie zur qP-
CR Detektion des Methylierungsmarkers, noch eine Extraktionsmethode zur Isolierung
von DNA aus Zellen oder Korperflisigkeiten wie Blutplasma etablieren. In der Litera-
tur konnten zwar LoC-basierte Ansitze fiir die Analyse der DNA-Methylierung gefun-
den werden, jedoch wurde keine dieser Ansétze in einem System durchgefiihrt, welches
bereits in groflen Stiickzahlen wirtschaftlich und mit hoher Fertigungsgenauigkeit herge-
stellt werden kann, wie es mit der Vivalytic Plattform der Fall ist [I78-187]. Solch ein
automatisiertes System, mit welchem die zeit- und arbeitsintensiven Prozesse der DNA-
Methylierungsanalyse ohne professionelles Personal und spezialisierte Laborinfrastruktur
durchfithrbar sind, kénnten die Etablierung epigenetischer Tests in der Routinediagnos-
tik attraktiv machen. Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte SEPT9 Tumormarker
ist nur ein exemplarischer DNA-Methylierungsmarker. Inzwischen sind fiir eine Vielzahl
von Erkrankungen und Anwendungen DNA-Methylierungsmarker bekannt, weshalb deren
Nachweis ein enormes Anwendungsgebiet bietet [33H36]. Eine Integration weiterer epigene-
tischer IVD Tests, auch mit hoherem Multiplexgrad, ware denkbar. Fiir Forschungszwecke
ist es dartiber hinaus interessant aus Zellen oder DNA Proben moglichst grofle Mengen
an aufgereinigter bisDNA zu generieren, welche dann off-Chip mit weiteren molekularbio-
logischen Analysen, wie z. B. in Sequenzierexperimenten oder Array-basierten Methoden
verwendet werden kann. Bereits die on-Chip Durchfithrung der zeit- und arbeitsintensi-
ven off-Chip Bisulfitkonvertierung ware fiir eine weitere Produktentwicklung interessant.
Dadurch liesen sich Ressourcen in Forschungseinrichtungen einsparen und den Durchsatz
erhohen. Die Analyse der DNA-Methylierung bzw. von DNA-Methylierungsmarker mit
der Vivalytic Plattform konnte den Weg fiir ein breiteres Anwendungsfeld epigenetischer
Methoden darstellen.
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6 Abbildungsverzeichnis

Darstellung der Strukturformeln von unmethyliertem Cytosin (links) und

methyliertem Cytosin (rechts). Die Methylgruppe wird von sogenannten

DNA-methyltransferasen (DNMTs) unter Verwendung von S-Adenosyl-L-

Methionin (SAM) als Methylgruppendonor an das 5°-C Atom des Cytosins

Darstellung der Mechanismen der Auf- und Abmethylierung der DNA. Un-

methylierte CpG Positionen sind in weily und methylierte CpG Positionen

in schwarz dargestellt. DNM'T'1 ist an der Replikationsgabel lokalisiert und

bringt Methylgruppen am neusynthetisierten DNA-Strang an. Wahrend des

Replikationsvorgangs kann es trotzdem zur passiven Demethylierung kom-

men. DNMT3A und 3B (DNMTS3) sind fiir die de novo DNA-Methylierung

wahrend der Embryogenese zustandig und tragen daruber hinaus eben-

falls zur Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung bei. Die aktive DNA-

Demethylierung findet tiber eine oxidative Demethylierungskaskade mittels

TET Enzymen statt. In Anlehnung an [I7]]. . . . . .. .. ... ... ...

3

Veranderungen der DNA-Methylierung in Tumoren. Weille Kreise stellen

unmethylierte Regionen und schwarze Kreise methylierte Regionen dar.

Oben ist der unmethylierte Promotor eines TSG in einer normalen Zelle

dargestellt. Unten ist der hypermethylierte Promotor eines TSG in einer

Krebszelle dargestellt. Aulerdem ist die in Krebszellen im Vergleich zu

normalen Zellen abnehmende globale DNA-Methylierung auflerhalb regu-

lativer Elemente dargestellt. In Anlehnung an [710. . . . . . . ... .. ..

6

Aus Primartumoren stammende Tumormarker im Blut. Tumorspezifische

Veranderungen der DNA-Methylierung sowie genetische Mutationen kon-

nen in ctDNA detektiert werden. Neben ctDNA und cfDNA aus gesun-

den Zellen, konnen auch zirkulierende Tumorzellen (engl. circulation tumor

cells, CTCs), welche sich aus dem Primartumor ablosen sowie virale DNA

und Mikro RNA (miRNA) im Blut detektiert werden. In Anlehnung an [79] 8

Uberblick tiber die im Rahmen dieser Arbeit ausgewédhlten Methoden fir

die Analyse der DNA-Methylierung. (A) Bisulfitkonvertierung der Aus-

gangs DNA (Abschnitt 1.3.1). (B) Aufreinigung mittels in Zentrifugensiul-

chen verbauten Silikamatrices oder mit Hilfe von silikabeschichteten ma-

gnetischen Partikeln (Abschnitt 1.3.2). (C) Detektion des Methylierungs-

markers SEPT9 mit einer Heavymethyl (HM) qPCR (Abschnitt 1.3.3). Die

Desulfonierung kann wahrend der Aufreinigung mit Desulfonierungspuftern

oder wahrend einer verlangerten initialen Denaturierungsphase der qgPCR

durchgetihrt werden. In der gPCR konnen sowohl flussige als auch lyophi-

lisierte Mastermixe eingesetzt werden.|. . . . . . . . . . .. ... ... ...
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6 Ubersicht des Reaktionsmechanismus der Bisulfitkonvertierung. Unmethy-

liertes Cytosin wird in einer Sultfonierungsreaktion zu Cytosinsulfonat um-

gewandelt. Im Anschluss entsteht uber eine hydrolytische Desaminierung

entweder mit Hilfe von Desulfonierungspuftern wahrend der Aufreinigung

oder wahrend einer verlangerten initialen Denaturierung der gPCR, durch-

I
I
[ Uracilsulfonat. Die SO3-Gruppe wird uber eine alkalische Desultonierung,
I
I
I

gefithrt. In Anlehnung an [I50, 52]]. . . . . . .. ... ... ... ... ..

12

[7 Uberblick der SEPT9 Sequenz und HeavyMethyl (HM) qPCR Komponen-

ten. CpG Dinukleotide sind in blau dargestellt. Ein kleines t (gelb) stellt ein

durch die Bisulfitkonvertierung konvertiertes Cytosin dar. Die schwarzen

Pteile stellen sowohl den reverse als auch den forward Primer dar, welche

in Regionen ohne CG Dinukleotide binden und somit methylierungsunab-

hangig sind. Der reverse Primer tugt eine abasische Stelle ein, welche als X

dargestellt ist. In rot ist der Blocker mit seinem C3 Spacer am 3" Ende dar-

gestellt, welcher eine Elongation des Blockers verhindert. Die Bindestellen

der Primer sowie des Blockers uberlappen sich. Die SEPT9 Hydrolysesonde

mit FAM als Fluorophor und BHQ1 als Quencher ist in schwarz dargestellt.

In Anlehnung an [130, I77]] . . . . . . . ... ... ... . ... ... ...

(8 Der Vivalytic Analyzer als Prozessiereinheit fir die mikrofluidischen Viva-

lytic Kartuschen. (A) Innenansicht der wichtigsten Komponenten des Vi-

valytic Analyzers. (B) Auflenansicht des Vivalytic Analyzers. In Anlehnung

an [I70[] . . . . .

[9  Darstellung des Aufbaus der Vivalytic Kartusche (links) und Vergleich des

| Kartuschentyp 1 und 2 (rechts). Kompartimente mit der selben Bezeich-

| nung, ubernehmen in beiden Kartuschentypen die selben Aufgaben. In An-

| lehnung an [I70].| . . . . . . . ... o

(10 Darstellung des Prinzips der definierten Betorderung von Flussigkeiten in

| der Vivalytic Kartusche mittels pneumatikgesteuerter Ventile. In Anleh-

[ nung an 88 O8O . . . . . . ..

(1T Fluidischer Ablauf der Silicamatrix-basierten Aufreinigung mit alkoholi-

schem Waschpuffer im Vivalytik Kartuschentyp 1. (A) Spulen der Pump-

kammer mit Bindepuffer (Diagenode). (B) Konditionieren der Silcamatrix

mit BP. (C) Bindepuffer-Bisulfit-Mischung tiber Silicamatrix pumpen. (D)

Spiilschritt mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer (Diagenode). (E, F)

Puffereste mit Luft aus Filter und rechtem PCR Strang entfernen. (G) Wei-

tere Luft tiber Filter pumpen. (H - O) System mit Elutionspuffer spiilen.

(I) Optional Elutionspuffer tiber Silicamatrix pumpen. (P, Q) Temperie-

ren der Heizer und Elution der aufgereingten bisDNA von der Silicamatrix

| durch tunt maliges Zirkulieren des EB uber den Filter| . . . . .. ... ..
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M2

Fluidischer Ablauf der SEPT9/ACTB-HM-qPCR im Vivalytik Kartuschen-

typ 1. (A) Spiilen der Pumpkammer mit Elutionspuffer. (B, Cj Spiilen des

linken PCR Strangs. (D, E) Spiilen des linken und rechten PCR Strangs.

(F) Spilen des linken PCR Strangs sowie des unteren fluidischen Pfades.

(G, I) Spiilen des linken PCR Strangs mit Probe (bisDNA in Elutions-

puffer). (J) Losen der PCR Reagenzien und Oligonukleotide mit Hilfe ei-

nes peristaltischen Pumpschritts. (K) Verwerfen der restlichen Probe. (L)

Temperierung der PCR Kammern aut die benotigten Temperaturen und

Beforderung des qPCR Ansatz in die obere PCR Kammer (PCR21) zur

Durchtihrung der initialen Denaturierung. Im Anschluss erfolgt die qP-

CR durch hin- und herbewegen des qPCR Ansatzes in den unterschiedlich

temperierten PCR Kammern.| . . . . . ... ... ... .. ... ... ... 37

TREE orTache d Bosdl - Teclien Flucal <] G l

Hilte dieser Software ist die visuelle Generierung von fluidischen Ablauten

moglich. Das generierte Programm wird als Exceldatei ausgegeben, wel-

che in das zur Prozessierung benotigte Programm VPhotoStar (Abb. [14)

importiert werden kann. In Anlehnung an [I77]] . . . . . .. .. ... ... 38

I

Benutzeroberflache der Bosch eigenen VPhotoStar Software. Mit dieser

Software, konnen die fluidischen Ablaufe und automatischen Bildautnah-

men sowie deren Auswertung, durchgefithrt werden. In Anlehnung an [I77]] 40

B

Normierung und exponentielle Glattung von Amplifikationskurven. Es wur-

den vier Kartuschen mit je 1,25 ng/ul bisDNA (gescherte HCT116 DNA)

prozessiert. Jede Amplifikationskurve entspricht einer prozessierten Kartu-

sche. Die Rohdaten wurden in Excel ausgewertet und die Amplifikations-

kurven generiert. (A) Amplifikationskurven der Rohdaten. (B) Amplifika-

tionskurven nach Normierung. (C) Amplifikationskurven nach Normierung

und exponentieller Glattung mit einem Glattungstaktor von o= 0,5. In

Anlehnung an [IT7]]. . . . . . . . .. 41

hermoka ne 1 hermoelementen in den PCR Kammern. Mit Hil-

fe dieser Thermoelemente lasst sich die dort vorherrschende Temperatur

uberpriifen. (1) Denaturierungskammer, (2) Annealingkammer, (3) Elon-

gationskammer.| . . . . ..o Lo 41

Ubersicht des automatisierten, mikrofluidischen Ablaufs fiir die Detektion

von DNA-Methylierungsmarker in der Vivalytic Kartusche. (A) Definier-

[ tes mikrofluidisches Zusammenfiihren und Mischen der DNA-Probe mit |

den Bisulfitreagenzien. (B) Bisulfitkonvertierung unmethylierter Cytosine

in der temperierbaren Reaktionskammer. (C) Aufreinigung der konvertier-

ten Probe uber ein alkoholireies, polymerbasiertes Autreinigungsprotokoll

mit Hilfe von magnetischen Partikeln in der Reaktionskammer. (D) Peris-

taltisches Losen der eingetrockneten Oligonukleotide sowie des lyophilisier-

ten Mastermix mit dem aufgereinigten Eluat. (E) Desulfonierung der Probe

wahrend der initialen Denaturierungsphase (10 min). (F) Amplifikation des

SEPTY9 Methylierungsmarkers mit Hilfe einer HM-qPCR.|. . . . . . . . .. 43
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(18

Temperatur-Zeitverlauf der Bisulfitkonvertierung in der Reaktionskammer.

In der Reaktionskammer werden die benotigten 80 °C erreicht und aufrecht-

erhalten. T' = 105 °C (Heizer Reaktionskammer, rot), T = 60 °C (Heizer

PCR Kammer, gelb). Die Temperatur wurde mit Hilfe eines in der Kam-

mer verbauten Temperaturfuhlers gemessen. Die Messung wurde in einem

offenen Versuchsanalyzer durchgetuhrt.| . . . . . . ... .. ... ... ...

45

e

Temperaturgradient der Bisulfitkonvertierung mit dem Kit der Firma Epi-

genomics. TStand = &0 OC, Tl(;mdipm =75 OC, T2Gradipm =70 OC, T3Gmdipm

= 60 °C. ks wurden je 300 ng gescherte HCT116 DNA eingesetzt. 2 pjl

bisDNA wurde in jeder SEPT9/ACTB-HM-qPCR eingesetzt. Die NTC

(no template control) und BK (Bisulfitkontrolle) zeigen keine Amplifikation.| 46

[20

Temperatur-Zeitverlauf in der Reaktionskammer wahrend der Bisulfitkon-

vertierung im Vivalytic Analyzer sowie an einem oftenen Versuchsanalyzer.

Bei einer Einstellung des Heizers der Reaktionskammer aut 105 °C sowie

einer Einstellung der Heizer der benachbarten PCR Kammer aut 80 °C wird

eine maximale Temperatur T i von 83 °C erreicht. Die im Anschluss be-

notigten 54 °C werden in beiden Fallen erreicht. T';: Standardtemperatur

der Denaturierungsphase; 'T's: Standardtemperatur der Konvertierungspha-

se. Die Temperatur wurde mit Hilte eines in der Reaktionskammer verbau-

ten Temperaturtuhlers gemessen.| . . . . . . .. .. ... ... ... ..

I

Temperaturgradient der Bisulfitkonvertierung mit dem Kit der Firma Epi-

genomiCS- TStand =98 OC7 TlGradient =85 OC7 T2Gradien‘r =380 OC; T3Gradi9nt

=75 °C. ks wurden je 300 ng gescherte HCT116 DNA eingesetzt. 2 pl bisD-

NA wurde in jeder SEPT9/ACTB-HM-qPCR eingesetzt. Die NTC und BK

zeigen keine Amplifikation.|. . . . . . . ..o o000

22

Feinjustierung der Mikrofluidik fur die Durchtithrung der Bisulfitkonvertie-

rung in der Vwwalytic Kartusche. Das BiS Reagenz wird in R22 vorgelagert

(350 pl) und die zu konvertierende DNA-Probe (40 pl) wird in die Proben-

kammer (PK) pipettiert. 260 nl des Bisulfitreagenz werden mit 17 Pumphii-

ben in die Probenkammer gepumpt und dort durch 30 maliges Offnen und

Schliefen der Pumpkammer, mit der DNA-Probe gemischt. Im Anschluss

wird die Reaktionskammer durch 8 Pumphube mit dem Reaktionsansatz

getullt.] . . . . . . e

49

23

Etablierung von bisulfitunabhangigen PCR Reaktionen genomischer Re-

peat Bereiche tur die Qualitatskontrolle der Bisulfitkonvertierung mittels

NGS Amplikonsequenzierung. Es wurden zwei PCR Reaktionen fur LTRS

Bereich (LTR5 Amplikonl und LTR5 Amplikon2) etabliert. Die Primer

tragen bereits Sequenzieradapter von insgesamt 63 bp Lange). . . . . . . .

50

P1

Vergleich der Konvertierungsethizienzen der off-Chip und on-Chip Methode.

Es wurde ein zweiseitiger t-Test vom Typ 2 in Excel mit den Werten aller

Cytosine der beiden LTR5 Amplikons durchgetuhrt. Der Unterschied in

der Konvertierungseffizienz zwischen off-Chip (99,2 % + 0,6 %) und on-

Chip (97,3 % + 1,4 %) ist nach dem t-Test (p=0,006) signifikant,| . . . . .
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25 Vergleich der CpG Methylierung nach der Bisulfitkonvertierung mit der |
off-Chip und on-Chip Methode. Fur die Bisulfitkonvertierung wurden ca. |

243 ng MDNA verwendet. Die Methylierungswerte der einzelnen CpG Stel- |

len des LT RS Amplikon 2 wurden nach der Konvertierung mit der off-Chip |

|

|

und on-Chip Methode verglichen, um eine ungewollte Konvertierung von

methylierten Cytosinen durch die etablierte Methode zu demonstrieren.

n: Anzahl der durchgetiihrten off-Chip bzw. on-Chip Konvertierungen.. . . 52
[26  Identifizierung geeigenter LoC-kompatibler Silikamatrices tur die Autreini- |

gung von bisDNA. Es wurden die Konvertierungs- und Aufreinigungsrea-

genzien des Diagenode Premium Bisulfite Kits (schwarz) sowie des Zymo

EZ Methylation Lightning Kits (grau) verwendet. Neben den Filtersaul-
[ chen aus den beiden Kits, wurden noch die Filtersaulchen von rBiopharm |
| sowie von Analytic Jena verwendet. Daruber hinaus wurden die Filter F |
und Filter B, welche als Rohmaterial beziehbar sind, ausgestanzt (3,4 mm
Durchmesser) und mit je drei Lagen in Macherey-Nagel Filtersaulchen ver-
[ baut. Die Filtersaulchen von rBiopharm und Analytic Jena wurden ledig-
| lich mit den Reagenzien von Diagenode getestet, da sich die Filter nicht
[ ohne Beschadigung aus den Filtersaulchen, ausbauen liesen. Grune Rah-

men heben die Filtermaterialien hervor, welche fur on-Chip Versuche in

die Vivalytic Kartusche integriert wurden. In Anlehnung an [I1]] . . . . . . 54
27 Off-Chip Aufreinigung von bisDNA mittels unterschiedlicher Lagen an Si- |
[ likamatrices. Die ausgestanzten Filterscheibchen des Filter F mit 3.4 mm |
[ Durchmesser, wurden als einfache, zweifache und dreifache Lage im Mache- |
rey Nagel Konus verbaut. Fur die Bisulfitkonvertierung mittels Premium
Bisulfite Kit (Diagenode) wurden 500 ng an gescherter HCT116 DNA ein-
| gesetzt. Die konvertierte DNA wurde mit den Reagenzien des Premium |
| Bisulfite Kits (Diagenode) konvertiert. In Anlehnung an [I1]| . . . . . . .. 55
[28  Integration von Silikamatrices in die Vivalytic Kartusche. (A) Anpassung

der Filtersaulchen (Diagenode) mit Hilfe einer Mikrofrdse. (B) Uberfiih-

rung des Filters (Diagenode) in einen passgenauen 3D gedruckten Kunst-
| stofiring. Aulerdem wurden gestanzte Filterscheibchen des Filter F mit ver- |
| T Dol ol - ol Dl l
| messer integriert. Die Hohe der Filterkammer betrug in allen Fallen 1,4 mm.
| Es wurden 700 ng an gescherter HC'T'116 DNA off-Chip mit dem Diageno-
| de Kit konvertiert und in der Kartusche aufgereinigt. Der grine Rahmen
I
I

|

|

|
markiert den Ansatz, der die grofite Ausbeute lieferte und mit welchem in |
den Folgeversuchen weitergearbeitet wurde. In Anlehnung an [11] . . . . . o7

29 On-Chip Aufreinigung verschiedener DNA Mengen in der Vivalytic Kartu- |

| sche. Es wurden 500 ng, 50 ng, 5 ng und 0,5 ng in Triplikaten (n = 3) mit |
dem etablierten Autreinigungsvertahren mit verbautem Filter F aufgerei-

| nigt [192]. Die Quantifizierung der aufgereinigten bisDNA erfolgt mit dem
CFF Assay nach [130]] . . . . .. .. ... ... ... ... ... ... ... 58
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[30  Kompatibilitatsuntersuchungen der Standard off-Chip Aufreinigungsme-
thode mit der etablierten LoC-kompatiblen SEPT9/ACTB-HM-qPCR Me-
thode. Es wurden konstant 2 ng an gescherter HC'T'116 DNA in der Bisul-
fitkonvertierung eingesetzt und von 2 nl, 4 ul, 8 pl, 12 pnl, 16 pl sowie
20 pl Eluat in der qPCR eingesetzt. Links sind die gemittelten Kurven der
SEPT9 Amplifikation und rechts der AC'TB Amplifikation abgebildet (n =
3). Des Weiteren wird die Anzahl der erfolgreich Amplifikationen sowie der

| gemittelte Ct-Wert mit Standardabweichung angegeben. Die gPCR wurde |

| mit dem lyophilisierten Mastermix von Jena Bioscience durchgetihrt und |
| die Oligonukleotide auf der qPCR Platte vorgetrocknet. In Anlehnung an |

... 60

[31  Aufreinigung von bisDNA mit Hilfe von silikabeschichteten magnetischen |
| Partikeln. Epi Std off-Chip: Epigenomics Standardprotokoll mit alkohol- |
haltigen Puffern (schwarzer Balken). Epi off-Chip: Epigenomics Bisulfit-
konvertierung, Aufreinigung mit alkoholfreien Puffern (dunkelgrauer Bal-

ken). Diag off-Chip: Diagenode Bisulfitkonvertierung, off-Chip Aufreini-

gung mit alkoholfreien Puffern (hellgrauer Balken). Diag on-Chip: Diageno-

de Konvertierung, on-Chip Aufreinigung mit alkoholfreien Puffern (weifler

Balken). Die Tabelle zeigt das verwendete Bisulfit Kit (BiS), das Vorhan-

densein von EtOH, die Bindevolumina (Vgi,q), Bindezeiten (tginq), Trock-

nungszeiten (tyocknen) Und Elutionszeiten (tgiuion). Es wurden 1000 ng ge-

| scherte HC'T'116 DNA je Bisulfitkonvertierungsreaktion eingesetzt.| . . . . . 62

(32 Mikrofludischer Ablauf des Bindeschritts. (A) 3 Pumphiibe (PHs) BP (Dia-
genode) aus R31 in PK verwerfen (nicht gezeigt). BP zu magnetischen Par-
tikeln (30 pl) in MK (10 PHs). (B) Bisulfitansatz von der Reaktionskammer
(RK) in die MK (12 PHs). (C, D) Frischer BP in RK pumpen, dann in die
MK (3 x wiederholen). (E) Magnetische Partikel, BP und Bisulfitansatz
im Kreis zirkulieren (50 PHs), anschlieBend 2 min Inkubation (MK)|. . . . 64

(33 Mikrofludischer Ablauf des Waschschritts. (A) Abscheiden der magneti- |
schen Partikel mit Hilfe eines externen Magneten in der Reaktionskammer
(50 Phs, 0,3 Hz). (B) Spiilen des Pellets an magnetischen Partikeln mit
einem polymerhaltigen Waschpuffer (20 PHs, 0,5 Hz). (C - F) Entleerung
der Reaktionskammer durch Befullen und Ausdriicken der nebenliegenden |
Pumpkammer (2-4 Mal). (G - I) Restliche Entleerung der Reaktionskam-
mer mit Hilfe eines peristaltischen Pumpschritts (Reihenfolge der benotig-
ten Ventile ist durchnumeriert). (J) Wiederholung der vorherigen Schritte
mit ddH>0O zur Entfernung von Polymerrickstande des Waschpufters.| . . . 65
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Bl

Mikrofludischer Ablauf des Elutionsschritts. (A) Befillung der Mischkam- |

mer mit vier PHs an Elutionspufter und Anlegung von 60 °C an den Hei- |

zern der Reaktionskammer. (B) Resuspendierung der magentischen Parti-

kel durch zirkulires Pumpen im Kreis mit 80 PHs. (C) Erneutes Abschei-

den der magnetischen Partikel durch zirkulares Pumpen im Kreis mit 30

PHs. (D) Maximale Gewinnung des Eluats durch Entleerung des mikroflui-

dischen Kanals sowie der Ventile und der Pumpkammer mittels peristalti-

schem Pumpen. Die Reihentolge der verwendeten Ventile ist durch Zahlen

markiert. (E) Die Kammer mit dem lyophilisierten Mastermix sowie den

vorgetrockneten Oligonukleotiden wird mit 25 peristaltischen Pumpzyklen

an kluat befullt. Die Reihenfolge der verwendeten Ventile ist durchnum-

meriertl . . .. . 66

[35

Funktionalitatsuntersuchung flussiger sowie lyophilisierter qgPCR Master- |

mixe im Zusammenhang mit der SEPT9/ACTB-HM-qPCR. Es wurden

stets 2 ng bisDNA (5 pl) pro qPCR Reaktion eingesetzt. Untersuchte Fliis-

sigmastermixe: HOTFirePol® Multiplex, HOTFirePol® Probe Universal,

™

SolisFast® SolisGreen®. Untersuchte lyophilisierte Mastermixe: Ilustra

Cirrus', STAT-NAT® (Sentinel Diagnostics), ProbesMaster Beads (Jena

Bioscience), Evik MM (Evik Diagnostics). Griiner Rahmen: fir die Cha-

rakterisierung der SEPT9/ACTB und den LoC-Transfer verwendete Mas-

termixe. Gruner Haken: ertolgreiche Durchfuhrung; Oranger Haken: erfolg- |

reiche Durchfiihrung abhangig von Charge; rotes Kreuz: keine erfolgreiche |

Durchfiihrung. In Anlehnung an JIS9[] . . . . . ... ... ... ... ... 68

[36

Standardmafig durchgetihrte off-Chip Bisulfitkonvertierung und Autreini- |

gung. Der Desulfonierungsschritt findet aut der Silikamatrix mit Hilte von |

Desulfonierungspuffern statt (Premium Bisulfite Kit). In Anlehnung an [11].| 69

[37

Einfluss verschiedener initialer Denaturierungszeiten auf die Desultonie- |

rung. Die SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurde mit unterschiedlichen initialen

Denaturierungszeiten (2 min, 10 min, 15 min) durchgefithrt und die Ct-

Werte mit denen der Standardmethode (Abb. [36| verglichen. Es wurden die
qPCR Probes Master Beads (Jena Bioscience) verwendet und die qPCR

Reaktionen in Iriplikaten mit 2 ng bisDNA durchgefiihrt. Die BK sowie |

die NTC waren negativ. In Anlehnung an [I89]] . . . . ... ... ... .. 70

[38

Bestimmung der Amplifizierungseffizienz von SEPT9 und ACTG in der |

Duplexreaktion. Es wurden Standardkurven mit 5 ng, 2.5 ng, 1 ng und 0,5 |

ng an gescherter und konvertierter HC'T'116 DNA in Triplikaten generiert. |

E: Amplifizierungseffizienz; R*: BestimmtheitsmaB. In Anlehnung an [I89] 71

B9

Detektionswahrscheinlichkeitskurven und LOD90 fur SEPT9/ACTB-HM- |
gPCR. Die Kurven wurden mittels einer logistischen Regression mit Hilfe |

des Statistik Programm R bestimmt. Es wurden 200 pg, 100 pg, 50 pg, 25

pg, 12,5 pg, 6,25 pg und 0 pg bisDNA in der SEPT9/ACTB-HM-qPCR

eingesetzt (n=10). In Anlehnung an [IS9]| . . . .. .. .. ... ... ... 72
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[40  Vergleich der Ct-Werte sowie der Anzahl positiver Amplifikationen tur
SEPTY9 und ACTDG, mit und ohne SEPTY Blocker. s wurden verschie-
dene Mengen gescherte HCT116 DNA mit Leukozyten DNA gemischt, so
dass durch den Einsatz von 2 nl Eluat, theoretisch 1600 pg, 800 pg, 400 pg,
200 pg, 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg und 0 pg konvertierte HCT 116 DNA
und 50 ng konvertierte Leukozyten DNA in der SEPT9/ACTB-HM-qPCR
eingesetzt wurden (n=3). In Anlehnung an [I77]]. . . . . . . ... ... .. 73
[41  Funktionalitatsuntersuchung oberflachengetrockneter Oligonukleotide bei
RT Lagerung mit und ohne Verwendung von Trehalose. Die ACt-Werte
stellen die Differenzen der auf einer qPCR Platte eingetrockneten Oligo-
nukleotide im Vergleich zu fliissigen Oligonukleotiden dar. ks wurde der
Einfluss von Trehalose (56 mM) auf die Funktionalitit der eingetrockneten
Oligonukleotide nach einem Tag, einer Woche, einem Monat sowie zwei Mo-
naten Lagerzeit untersucht. Die Funktionalitatsuntersuchung erfolgte mit
der etablierten SEPT9/ACTB-HM-qPCR (n=3). In Anlehnung an [I89]] . 74
{42 Fluidische Optimierung des Losens lyophilisierter PCR Reagenzien. Beur- |
[ teilung der Blasenbildung nach dem Losen des Mastermix Geads mit unter- |
[ schiedlichen peristaltischen Pumpzyklen und dessen 'Iransfer in den PCR |
Strang (Kartuschentyp 1, siehe Abschnitt 1.4.2, Abb.|9) mit Hilfe von im
Analyzer aufgenommenen Hellfeldbildern in der Annealingkammer (PCR
23). Die Aufnahme erfolgte in zwei verschiedenen Analyzern. In Anlehnung
an [LT7]] . . . . o 75
3  Untersuchung von Oligonukleotidinterkationen bei der on-Chip SEPT9/ACTB- |
HM-qPCR. Dargestellt sind die Ergebnisse des Elektropherogramms der
Fragmentanalyse mittels FA (links) sowie der Gelbilder der Kapillargel-
elektrophorese mittels FA (rechts). Als Templat wurden 10 ng gescherte
und bisulfitkonvertierte HCT116 DNA verwendet (on-Chip). Als Stabilisa-
tor wurden 0,2 % Tween80 zugegeben. Es wurden stets alle Oligonukleotide
fir die Detektion von ACTB (Primer und Sonde) verwendet und lediglich
die Zusammensetzung der SEPT9 Oligonuklotide variiert. 1) SEPT9 Pri-
mer, 2) SEPT9 Primer und Blocker, 3) SEPT9 Primer und Sonde, 4)
| SEPTY Primer, Sonde und Blocker. Der Peak fur SEPT9 wird bei 65 bp |
| und der von ACTB bei 130 bp erwartet. In Anlehnung an [I77]] . . . . . . 76
[44  Temperatur-Zeit-Verlaufe der mittels Thermomessungen verifizierten T'her- |
| moprogramme (TP). (A) Beispielhafte Darstellung der Temperatur-Zeit- |
[ Verlaute wahrend der Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsphase |
fiur die PCR Kammern PCR21 (blau), PCR22 (gelb) und PCR23 (griin).
(B) Temperatur-Zeit-Verliufe der Denaturierungs-, Annealing- und Elon-
gationsphase (TP1 - TP8) fiir die PCR Kammer PCR23. (C) Temperatur-
Zeit-Kurven (TP1 - TP8) wahrend der Annealingphase in der PCR Kam-
mer PCR23. In Anlehnung an [I77]]. . . . . . . . ... ... ... ... .. 79
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45

Aus den Thermomessungen ermittelte Kiihlraten und Haltezeiten der ver-

schiedenen Thermoprogramme. (A) Kiihlraten welche bis zum Erreichen

von 60 °C (blau) sowie bis zum Erreichen von 56 °C (grau) vorliegen. (B)

Haltezeiten fiir den Temperaturbereich von 60 °C bis 56 °C (hellblau) sowie

Temperaturen unter 56 °C (hellgrau). Die Mittelwerte und Standardabwei-

chungen wurden aus den Messwerten der zehn analysierten Zyklen gebildet.

In Anlehnung an JIT7[] . . . . .. ... o

80

[6

Verifizierung der Thermoprogramme mit der on-Chip SEPT9/ACTB-HM-

qPCR. Es wurden jeweils zwei Kartuschen mit dem Thermoprogramm TP2,

TP4, TP7 und TP8 durchgetihrt. Es wurde gescherte und bisulfitkonver-

tierte HC'T116 DNA mit einer theoretischen Menge von jeweils 100 ng

on-Chip in der qPCR eingesetzt. In Anlehnung an [I77]] . . . ... .. ..

a7

Untersuchung des Effekts von Stabilisatoren auf die SEPT9/ACTB-HM-

qPCR. Es wurde gescherte HCT116 DNA so angesetzt und konvertiert,

dass eine theoretische Menge bisDNA von jeweils je 100 ng on-Chip in der

qPCR eingesetzt wurde (n=2). Der Stabilisator Tween80 wurde mit Kon-

zentrationen von 0,1 %, 0,2 % sowie 0,4 % und der Stabilisator PEG6000

mit Konzentrationen von 0,5 %, 1 % und 2 % eingesetzt. Als Kontrolle

wurden Kartuschen ohne Stabilisator prozessiert. In Anlehnung an [177] ]

M3

Bestimmung des analytischen Detektionslimit. (A) Balkendiagramme mit

gemitteltel Ct-Werten sowie der Anzahl erfolgreich amplifizierter Replikate

fir SEPT9 (blau) und ACTB (grau), n=3. (B) Gemittelte Amplifikati-

onskurven mit Anzahl erfolgreich amplifizierter Replikate fir SEPT9. (C)

Analog fir ACTB. Fur die SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurden 200 ng, 100

ng, o0 ng, 12,5 ng, 6,25 ng und 3,125 ng an bisDNA eingesetzt. In Anleh-

nung an [LT71] . . . . ..o

9

Off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR Analyse der on-Chip konvertierten und

aufgereinigten bisDNA. In der Standardreaktionskammer des Kartuschen-

typ 2 (90 pl) wurden 263 ng gescherte HCT116 DNA Bisulfit-konvertiert

und im Anschluss mit Hilfe silikabeschichteter magnetischer Partikel autge-

reinigt (n=2). Fur die off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR wurden die Evik

MM Beads (Evik Diagnostics) verwendet (n=3).| . . . . . . ... ... ...

84

B0

Geamtablauf der DNA-Methyierungsanalyse. (A) Kartuschenbelegung der

fir den Gesamtablauf benétigten Reagenzien. (B) Fragment Analyse des

on-Chip amplifizierten DNA-Methylierungsmarker SEPT9. Es wurden 444

ng gescherte HC'T'116 DNA in der on-Chip Bisulfitkonvertierung eingesetzt.

Die generierte bisDNA wurde on-Chip mit Hilte von magnetischen Partikeln

aufgereinigt. Der Gesamtablauf erfolgte in einer Vivalytic Kartusche (n=2).| 85

51

Bestimmung der Konvertierungseffizienz mittels NGS Amplikonsequenzie-

rung des HSPASup Amplikons. Die durchschnittliche Konvertierungseti-

zienz aller 65 Cytosine lag bei 99,22 % + 0,53 %. Fur die on-Chip Kon-

vertierungsreaktion wurden 750 ng an Leukozyten gDNA eingesetzt und

off-Chip aufgereinigt (siche Abschnitt 3.2.6). Aufgrund des aufwendigen

Prototypenbaus wurde dieses proof-of-principle mit nur einer Kartusche (n

= 1) durchgefithrt| . . . . . .. ...
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[52

Bestimmung der Konvertierungseffizienz mittels NGS Amplikonsequenzie-

rung des MLHIup Amplikons. Die durchschnittliche Konvertierungseffizi-

enz aller 70 Cytosine des MLHIup Amplikons von 99,17 % 4 0,61 %. Fur

die on-Chip Konvertierungsreaktion wurden 750 ng an Leukozyten gDNA

eingesetzt und off-Chip aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.6). Aufgrund des

aufwendigen Prototypenbaus wurde dieses proof-of-principle mit nur einer

Kartusche (n = 1) durchgefihrt.|. . . . . . ... ... ... ... ...

145

[>3

DNA Ausbeuten bei unterschiedlichen Mengen eingesetzter gescherter HC'T'116

DNA. Es wurden 1000 ng, 500 ng und 300 ng mit Hilfe des Diagenode Pre-

mium Bisulfite Kit (Diagenode) konvertiert und aufgereinigt.| . . . . . . . .

Bl

Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur fir die SEPT9/ACTB-

HM-qPCR mittels qPCR ProbesMaster Geads. Untersucht wurden Anne-

alingtemperaturen von 50 °C, 52 °C, 54 °C, 56 °C, 58 °C und 60 "C unter

Einsatz von 2 ng desulfonierter bisulfitbehandelter MDNA in ‘Iriplikaten

sowie die NTC. Eine Annealingtemperatur von 56 °C (roter Kasten) wurde

fiir weitere Experimente gewéhlt. In Anlehnung an [I89]] . . . . . ... ..

Bo

Amplifikationskurven der on-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR zur Ermitt-

lung des analytischen Detektionslimit. Dargestellt sind die gemittelten Am-

plifikationskurven von SEPTY (links) und ACTB (rechts). Es wurde ge-

scherte und bisulfitkonvertierte HCT116 DNA in der gPCR eingesetzt (n

= 3). 200 ng (blau), 100 ng (gelb), 50 ng (griin), 25 ng (rot), 12,5 ng (ro-

sa), 6,25 ng (hellblau), 3,125 ng (grau) und 0 ng als NTC (hellgrau). In

Anlehnung an [I77]]. . . . . . . . . . ... ... 147

[>6

Simulationen verschiedener Undershoot Einstellungen. Dargestellt sind die

in Tabelle 13 beschriebenen Simulationen 1-10. Die Diagramme zeigen die

Temperatur [°C| aufgetragen gegen die Zeit [s|. Es werden die simulier-

ten Temperaturen der Thermoelemente fiir die PCR21 Kammer (blau),

PCR22 Kammer (gelb) und PCR23 Kammer (griin) dargestellt. Der simu-

lierte Temperaturverlaut des Fluides ist in Rot dargestellt. In Anlehnung

an [LTTl - o o o e
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34

B

Reaktionsansatz fiir die SEPT9/ACTB-HM-qPCR mit lyophilisierten Mas-

termix (Jena Bioscience). Bei lyophilisierten Mastermixen mit 25 pl Reak-

tionsvolumen (Evik Diagnostics) wurden entsprechend 1.5 ul je Oligonu-

kleotid eingesetzt. Die Eluatmenge kann durch Reduzierung der Menge des

ddH20 sowie durch Eintrocknen von Oligonukleotiden erhoht werden. Die

singleplex-qPCR wurde entsprechend nur mit den ACT'E oder den SEPTY

Oligonukleotiden durchgefuhrt.| . . . . . ... ... ... ... ... ....

M

Thermoprogramm der off-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR mit lyophilisier-
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(L5

Beschreibung der einzelnen Funktionen zur Etabalierung von fluidischen

Ablaufen. In Anlehnung an [I77]] . . . . . . . .. ... ... ...

6

Ertolgreich amplifizierte qPCR Reaktionen tur SEPT9 und ACTE. Die

gqPCR wurde als Duplexreaktion mit 100 pg, 50 pg, 25 pg, 12,5 pg, 6,25 pg,

3,125 pg und 0 pg an bisDNA durchgetuhrt. Es wurden jeweils 10 Replikate

durchgefithrt. In Anlehnung an [T77]] . . . . . . . ... ... ... ... ..

M7

Temperatureinstellungen fur die Simulation der ersten Phase des Anne-
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B

Optimierung der SEPT9/ACTB-HM-qPCR durch Anpassung der Tempe-

ratureinstellungen der Annealingphase aut Basis der ermittelten Simulati-

onsergebnisse. Als Zieltemperatur wird die Temperatur bezeichnet, welche

vor und nach der Annealingphase angelegt wird. Zusatzlich sind die Tem-

peraturen des undershoot sowie die Dauer der undershoot Phase (Haltezeit

undershoot) angegeben (TP: Thermogrogramm). In Anlehnung an [I77]] . 78

(19  Parameter fiir die Annealingphase der Thermoprogramme TP 1- TP 8. Die |
| Thermoprogramme wurden in Thermomessungen mit Hilte von Thermo- |
| kartuschen evaluiert. Es wurden jeweils 10 qPCR Zyklen gemessen und der |
[ Mittelwert daraus gebildet. Angegeben sind die Temperatur zu Beginn und |

zum kEnde der Annealingphase sowie die Dauer zum Erreichen der 60 °C |
und 56 °C. In Anlehnung an [T77]). . . . . . . .. ... ... ... ... .. 147

20 Coverage und Methylieurng der 65 Cytosine sowie der 8 Cytosine in CpG |
| Position fur das HSPASup Amplikon.| . . . . . . . .. ... ... ... ... 149

21~ Coverage und Methylierung der 70 Cytosine sowie des einem Cytosins in |
| CpG Position fir das MLHIup Amplikon.| . . . . .. ... ... ... ... 150

[22  Coverage der Cytosine C1 - C29 fur das LTR5 Amplikon 1.|. . . . . . . .. 151

23 Methylierung der Cytosine C1 - C29 tur das LTR5 Amplikon 1.|] . . . . .. 152

24 Coverage der Cytosine C1 - C39 fur das LI'R5 Amplikon 2. . . . . . . .. 153
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8 Anhang
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Abbildung 51: Bestimmung der Konvertierungseffizienz mittels NGS Amplikonsequenzie-
rung des HSPA5up Amplikons. Die durchschnittliche Konvertierungseffi-
zienz aller 65 Cytosine lag bei 99,22 % + 0,53 %. Fiir die on-Chip Kon-
vertierungsreaktion wurden 750 ng an Leukozyten gDNA eingesetzt und
off-Chip aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.6). Aufgrund des aufwendigen

Prototypenbaus wurde dieses proof-of-principle mit nur einer Kartusche
(n = 1) durchgefiihrt.
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Abbildung 52: Bestimmung der Konvertierungseffizienz mittels NGS Amplikonsequenzie-
rung des MLH1up Amplikons. Die durchschnittliche Konvertierungseffizi-
enz aller 70 Cytosine des MLH1up Amplikons von 99,17 % =+ 0,61 %. Fur
die on-Chip Konvertierungsreaktion wurden 750 ng an Leukozyten gDNA
eingesetzt und off-Chip aufgereinigt (siehe Abschnitt 3.2.6). Aufgrund des
aufwendigen Prototypenbaus wurde dieses proof-of-principle mit nur einer
Kartusche (n = 1) durchgefiihrt.

90 n=20 69,63
20 70,67 6587

DNA Ausbeute [%]
wul
o

W 1000ng @ 500ng 0O300ng

Abbildung 53: DNA Ausbeuten bei unterschiedlichen Mengen eingesetzter gescherter
HCT116 DNA. Es wurden 1000 ng, 500 ng und 300 ng mit Hilfe des Dia-
genode Premium Bisulfite Kit (Diagenode) konvertiert und aufgereinigt.
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Abbildung 54:

Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur fiir die SEPT9/ACTB-
HM-qPCR mittels qPCR ProbesMaster Beads. Untersucht wurden Anne-
alingtemperaturen von 50 °C, 52 °C, 54 °C, 56 °C, 58 °C und 60 °C unter
Einsatz von 2 ng desulfonierter bisulfitbehandelter MDNA in Triplikaten
sowie die NTC. Eine Annealingtemperatur von 56 °C (roter Kasten) wurde
fiir weitere Experimente gewéhlt. In Anlehnung an [I89].
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Tabelle 19: Parameter fiir die Annealingphase der Thermoprogramme TP 1- TP 8. Die
Thermoprogramme wurden in Thermomessungen mit Hilfe von Thermokar-
tuschen evaluiert. Es wurden jeweils 10 qPCR Zyklen gemessen und der Mit-
telwert daraus gebildet. Angegeben sind die Temperatur zu Beginn und zum
Ende der Annealingphase sowie die Dauer zum Erreichen der 60 °C und 56
°C. In Anlehnung an [177].

TP1 TP2 TP3 TP4 TP5 TP6 TP7 TPS8

T [°C] 64,6 62,0 539 664 682 64,1 651 6306
Start Anneal. +28 +05 +20 +£16 +16 +£27 +12 =£0,9
[°C] 52,1 52,3 456 452 549 498 52,1 548

Ende Anneal. +04 +02 +25 01 +01 +15 +05 +1,1
At [s] bis 44 14 03 21 105 18 22 22

Teo oc +15 £05 +£09 +£03 £10 £04 £06
At [s] bis 115 63 18 41 269 41 46 50
Teo oc +2 +11 +22 403 +£20 +03 +05 =+09
i} —300ng | SEPTS 1400 — 20 g
100 ng 100
oy | T 1200 | e 51 g
—r
— G250 o : :i: "
cmu / - —s.u':fg
) 200 gu.u. h

20K

1 11 21

yklus a1 41

Abbildung 55: Amplifikationskurven der on-Chip SEPT9/ACTB-HM-qPCR zur Ermitt-
lung des analytischen Detektionslimit. Dargestellt sind die gemittelten Am-
plifikationskurven von SEPT9 (links) und ACTB (rechts). Es wurde ge-
scherte und bisulfitkonvertierte HCT116 DNA in der qPCR eingesetzt (n
= 3). 200 ng (blau), 100 ng (gelb), 50 ng (grin), 25 ng (rot), 12,5 ng (ro-
sa), 6,25 ng (hellblau), 3,125 ng (grau) und 0 ng als NTC (hellgrau). In
Anlehnung an [177].
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Abbildung 56: Simulationen verschiedener Undershoot Einstellungen. Dargestellt sind die
in Tabelle 13 beschriebenen Simulationen 1-10. Die Diagramme zeigen die
Temperatur [°C] aufgetragen gegen die Zeit [s]. Es werden die simulierten
Temperaturen der Thermoelemente fiir die PCR21 Kammer (blau), PCR22
Kammer (gelb) und PCR23 Kammer (griin) dargestellt. Der simulierte
Temperaturverlauf des Fluides ist in Rot dargestellt. In Anlehnung an

[177]
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