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Kovalente Modifikationen der DNA, DNA-Addukte, die
durch reaktive Substanzen exogenen oder endogenen Ur-
sprungs gebildet werden, z‰hlen zu den fr¸hesten Ereignissen
in der Krebsentstehung. Die Bildung dieser DNA-Addukte
stellt einen kritischen und detektierbaren Schritt in der
Kanzerogenese dar. Aus diesem Grund kˆnnen DNA-Ad-
dukte als fr¸he Biomarker genutzt werden.

Um die pathologische Signifikanz der DNA-Addukte bei
Krankheiten wie Krebs zu ermitteln, ist es notwendig,
Analysemethoden zu entwickeln, die einen hohen Proben-
durchsatz sowie eine simultane Detektion verschiedener
DNA-Adduktklassen gew‰hrleisten. In der EPIC-Studie
(European Prospective Investigation into Cancer and Nutri-
tion) wurden z.B. 470000 Personen aus neun europ‰ischen
L‰ndern ¸ber ihre Ern‰hrung und Lebensgewohnheiten
befragt.[1] F¸r zuk¸nftige Analysen von Biomarkern, z.B.
DNA-Addukten,[2] wurden auch Blutproben entnommen. Die
sehr empfindliche 32P-Postlabelling-Methode[3] wird bei sol-
chen Studien wegen ihrer verschiedenen Nachteile wie der
fehlenden Automatisierungsmˆglichkeit, dem notwendigen
starken �-Strahler 32P und der Tatsache, dass unterschiedliche
DNA-Adduktklassen nicht simultan detektiert werden kˆn-
nen, vermieden. Zur Bestimmung von DNA-Addukten mit
LC-MS werden ungef‰hr 300 �g DNA benˆtigt.[4] Obwohl
diese Methode sehr hilfreich f¸r die Charakterisierung un-
bekannter DNA-Addukte ist, kann sie in der Routineanalytik
nicht eingesetzt werden. Die benˆtigten gro˚en DNA-Men-
gen stehen meistens nicht zur Verf¸gung und verteuern
dar¸ber hinaus die DNA-Hydrolyse erheblich. Au˚erdem
kˆnnen nur ‰hnliche DNA-Addukte in einem Analysenlauf
getrennt werden. Aus diesen Gr¸nden wird eine neue
analytische Methode mit einem hohen Probendurchsatz
benˆtigt, die bei nur 10 �g DNA eine simultane Bestimmung
unterschiedlicher Adduktklassen ermˆglicht. Seit 1988 ver-
suchen die Arbeitsgruppen von Sharma und Giese, die
Fluoreszenzderivatisierung von Nucleotiden zu optimieren.[5]

Allerdings f¸hrte bisher weder die beschriebene Konjugation
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von Ethylendiamin an die 5�-Phosphatgruppe
der Nucleotide,[5a] gefolgt von der Derivatisie-
rung mit Dansylchlorid oder Fluoresceiniso-
thiocyanat,[5b] noch die Ein-Schritt-Fluores-
zenzderivatisierung mit einer Histidin-Anker-
gruppe[5c,d] zu einer Analysenmethode, die
einen hohen Probendurchsatz erlaubt.

Hier stellen wir eine neue Methode zur
DNA-Adduktbestimmung vor: Sie beinhaltet
die Hydrolyse der DNA, die Fluoreszenzmar-
kierung von modifizierten und unmodifizier-
ten Nucleotiden und die auf micellarer elek-
trokinetischer Chromatographie basierende
Analyse mit anschlie˚ender Laser-induzierter
Fluoreszenzdetektion (CE-LIF). Als Fluores-
zenzmarker dient 4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-
4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-3-propionyl-
ethylendiamin (BODIPY FL EDA). Die se-
lektive Konjugation der Phosphatgruppe
der 2�-Desoxynucleosid-3�-monophosphate
(dNMPs) an die Aminobindungsgruppe des
BODIPY FL EDA wurde durch Aktivierung
des Phosphats mit dem wasserlˆslichen Car-
bodiimid 1-Ethyl-3-(3�-N,N�-dimethylamino-
propyl)-carbodiimid (EDC) erreicht.[6] Aller-
dings schlie˚t dieses Derivatisierungsverfah-
ren den Einsatz von Fluoreszenzmarkern oder
Puffersystemen aus, die als funktionelle Grup-
pe eine Carboxyl-, eine prim‰re Amino- oder
eine Phosphatgruppe tragen. Der einzige, f¸r
die Derivatisierung einsetzbare Puffer war
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N�-2-ethansul-
fons‰ure (HEPES) bei pH 6.5. Um einen
Reinigungsschritt zu vermeiden, wurde die
vorherige enzymatische Hydrolyse ebenfalls
in einem HEPES-Puffer, pH 6.0, durchgef¸hrt.
Mit dem 32P-Postlabelling konnte gezeigt
werden, dass die Hydrolyse von Kalbsthy-
mus-DNA (CT-DNA) in HEPES-Puffer die
gleichen Mengen an dNMPs lieferte wie die
routinem‰˚ig eingesetzte Hydrolyse in Nat-
rium-Succinat.[7] Die Derivatisierung wurde
durch die spektroskopische Charakterisierung
(ESI-MS, 1H-, 13C-, 11B- und 19F-NMR-Spek-
troskopie) des 2�-Desoxyadenosin-3�-mono-
phosphat-BODIPY-FL-EDA-Konjugats kon-
trolliert.

Bis jetzt wurde die CE-LIF-Methode zur
Detektion von apurinischen Stellen (AP-Stel-
le) und zur Bestimmung verschiedener endo-
gener und exogener DNA-Addukte (Tabel-
le 1) in synthetisierten Oligonucleotiden, CT-
DNA oder humaner DNA eingesetzt. Sowohl
die Derivatisierungsbedingungen als auch die
Trennparameter waren f¸r alle Proben iden-
tisch. Die CE-LIF-Analysen von Etheno-
dAMP- (Abbildung 1A) und 5-Me-dCMP-
modifizierten (Abbildung 1B) Oligonucleoti-
den belegen die gute Trennung der dAMP-

Tabelle 1. Korrigierte Migrationszeiten der modifizierten und unmodifizierten Nucleotide

Nucleotide korr. MT (dAMP/Nucleotide)

1,N2-Propano-2�-desoxyguanosin-3�-monophosphat (Hex-dGMP) 0.78; 0.75 (n� 2)
5-Methyl-2�-desoxycytidin-3�-monophosphat (5-Me-dCMP) 0.79� 0.01 (n� 32)
2�-Desoxycytidin-3�- monophosphat (dCMP) 0.81� 0.01 (n� 34)
8-Hydroxy-2�-desoxyguanosin-3�-monophosphat (8-HO-dGMP) 0.83� 0.01 (n� 6)
2�-Desoxythymidin-3�- monophosphat (dTMP) 0.938� 0.006 (n� 42)
2�-Desoxyguanosin-3�-monophosphat (dGMP) 0.962� 0.004 (n� 42)
2�-Desoxyadenosin-3�-monophosphat (dAMP) 1.000
AP-Stelle 1.011� 0.002 (n� 6)
Addukte des Benzo[a]pyrendiolepoxids (B[a]P-dGMP, 2. Isomer) 1.17� 0.01 (n� 5)
Addukte der AAI (dA-AAI, dA-AAII, dG-AAI) 1.23; 1.19 (n� 2)

1.20; 1.17 (n� 2)
1.13; 1.11 (n� 2)

Addukte des Benzo[a]pyrendiolepoxids (B[a]P-dGMP, 1. Isomer) 1.29� 0.01 (n� 5)
1,N6-Etheno-2�-desoxyadenosin-3�-monophosphat (Etheno-dAMP) 1.38; 1.36 (n� 2)

Abbildung 1. A) Analyse von Etheno-dAMP: 10 �g eines synthetisierten Oligonucleotids mit
der Sequenz 5�-GAG.TCT.TCC.A*GT.GTG.ATG.AT-3� (A*: Etheno-dAMP) wurden hydro-
lysiert, derivatisiert und analysiert. Elektrolyt: 17 m� Natrium-Phosphatpuffer (pH 9.0), der
75 m� SDS und 15% (v/v) Methanol enth‰lt; Fused-silica-Kapillare: Gesamtl‰nge: 50 cm;
L‰nge zum Detektionsfenster: 45.4 cm; Innendurchmesser: 50 �m; Injektion: 20 psi; Tempe-
ratur: 25 �C; angelegte Spannung: 20 kV. Die Probe wurde 10000-fach mit Wasser verd¸nnt. B)
Analyse von 5-Me-dCMP: 10 �g eines synthetisierten Oligonucleotids mit der Sequenz 5�-
AGA.GC*G.AGA.TTC.CAT.CA-3� (C*: 5-Me-dCMP) wurden analysiert. Die Probe wurde
10000-fach mit Wasser verd¸nnt. Trennbedingungen wie unter A beschrieben.
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und dCMP-Addukte von den unmodifizierten
Nucleotiden. Etheno-DNA-Addukte kˆnnen
endogen bei der Reaktion von DNA-Basen
mit Produkten der Lipidperoxidation und
exogen durch verschiedene Xenobiotika ge-
bildet werden.[8] Ein wichtiger Einsatzbereich
f¸r diese Analysenmethode stellt die exakte
Quantifizierung der 5-Me-dCMP-Konzentra-
tion in normalem und malignem Gewebe dar,
da der DNA-Hypomethylierung eine Schl¸s-
selrolle in der Kanzerogenese zukommt.[9, 10]

Abbildung 2 zeigt die Analyse von 8-HO-
dGMP, einem Biomarker des oxidativen
Stresses,[11] in einem modifizierten Oligonu-
cleotid. Die zeitabh‰ngige Zersetzung von
8-HO-dGMP in AP-Stellen erschwert die
Quantifizierung des 8-HO-dGMP und ist
vermutlich einer der Gr¸nde f¸r die in der
Literatur diskutierten variierenden Konzen-
trationsangaben von 8-HO-dGMP.[12]

Es wurde auch eine mit verschiedenen
Metaboliten der Aristolochias‰ure (AA-
dNMP) zusammengesetzte CT-DNA analy-
siert. Diese Addukte gelten als Biomarker
der Chinesischen-Heilkr‰uter-Nephropatie.[13]

Die Abbildungen 3A und B zeigen die
Analyse einer unmodifizierten CT-DNA und
einer mit Aristolochias‰ure I unter Zinkak-
tivierung inkubierten CT-DNA (Abbil-
dung 3B). Eine parallel durchgef¸hrte 32P-
Postlabelling-Analyse belegt die elektropho-
retisch ermittelten Ergebnisse und zeigt, wie
schon fr¸her berichtet,[13] drei Spots f¸r die
Aristolochias‰ure-spezifischen DNA-Adduk-
te (Teil der Abbildung 3B). Im Unterschied
zum 32P-Postlabelling ermˆglicht die hier vor-

gestellte Methode nicht nur die Bestimmung der drei
Addukte der Aristolochias‰ure I, AAI-dGMP, AAI-
dAMP und AAII-dAMP, sondern parallel dazu auch
die Analyse der unmodifizierten Nucleotide und
5-Me-dCMP. Wegen der vermuteten Demethylierung
der CpG-Inseln w‰hrend der Kanzerogenese ist eine
simultane Bestimmung von 5-Me-dCMP neben
DNA-Addukten von gro˚em Interesse.

Durch den Einfluss des elektroosmotischen Flusses
in Fused-silica-Kapillaren kˆnnen bei kapillarelek-
trophoretischen Trennungen die Migrationszeiten
(MT) oft schlecht reproduziert werden. Damit auch

Abbildung 2. Analyse von 8-HO-dGMP und AP-Stellen. 10 �g eines synthetisierten
Oligonucleotids mit der Sequenz 5�-GAG.TCT.TCC.AGT.G*TG*.ATG.AT-3� (G*:
8-HO-dGMP) wurden analysiert. Die Probe wurde 10000-fach mit Wasser verd¸nnt.
Trennbedingungen wie in Abbildung 1 beschrieben.

Abbildung 3. CE-LIF- und 32P-Postlabelling-Analyse einer mit Aristolochias‰ure I
(AAI) unter Zinkaktivierung inkubierten CT-DNA. 10 �g einer unmodifizierten CT-
DNA (A) und 10 �g einer mit AAI inkubierten CT-DNA (B) wurden analysiert und
die Elektropherogramme mit den Ergebnissen der 32P-Postlabelling-Methode
verglichen. Die Probe wurde 100-fach mit Wasser verd¸nnt. Trennbedingungen wie
in Abbildung 1 beschrieben.
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in unbekannten Proben DNA-Addukte qualitativ bestimmt
werden kˆnnen, wurden die MTs von allen unmodifizierten
und modifizierten Nucleotiden mit der MT von dAMP
standardisiert, wobei eine sehr gute Reproduzierbarkeit
(Standardabweichung unter 3% bei Einsatz unterschiedlicher
Kapillar- und Pufferchargen) erreicht wurde. In Tabelle 1 sind
die korrigierten MTs von allen analysierten Nucleotiden als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Um eine
Basislinientrennung zu erreichen, m¸ssen die korrigierten
MTs beider Nucleotide eine Differenz von 0.02 aufweisen.

Die Reproduzierbarkeit der Hydrolyse, Derivatisierung
und Trennung wurde durch die Analyse aliquotierter CT-
DNA bestimmt. Durch den Einsatz von Fluorescein als
interner Standard konnten die Peakfl‰chen korrigiert werden.
Die auf diese Weise ermittelten Standardabweichungen f¸r
die Peakfl‰chen der Nucleotide lagen zwischen 5.6 und 8.4%
(n� 29).
F¸r eine exakte Quantifizierung muss die relative Fluores-

zenzquantenausbeute (QY) f¸r jedes fluoreszenzderivatisier-
te Nucleotid bestimmt werden. Die Quantenausbeuten der
Nucleotide wurden ermittelt und mit der QY des dAMPs
standardisiert, wodurch sich Quantenfaktoren von 1.00, 0.55,
0.97 und 0.98 f¸r dAMP, dGMP, dTMP und dCMP ergaben.
Der deutlich geringere Quantenfaktor f¸r dGMP ist auf einen
basenabh‰ngigen Quenching-Effekt zur¸ckzuf¸hren.[14, 15]

Unter Ber¸cksichtigung dieser Faktoren ergab die Analyse
einer CT-DNA, dass 6.43� 0.13% (RSD� 2.1%; n� 6) aller
Cytosine methyliert vorliegen. Leider liegt zur Zeit noch kein
Standard von 5-Me-dCMP vor, weshalb n‰herungsweise die
QY von dCMP f¸r das unmodifizierte und modifizierte
Cytosin eingesetzt wurde.

Die St‰rke der 32P-Postlabelling-Methode ist die hohe
Sensitivit‰t, die durch eine Anreicherung der modifizierten
Nucleotide entweder durch Butanolextraktion oder Hydro-
lyse mit Nuclease P1 erzielt wird. Dagegen liegt die St‰rke der
beschriebenen CE-LIF-Methode in der hervorragenden Se-
lektivit‰t. Aufgrund der hohen Salzkonzentration und des
gro˚en ‹berschusses an unmodifizierten Nucleotiden mu˚
die Probe vor der CE-LIF-Analyse allerdings 100-fach
verd¸nnt werden. Dies f¸hrt zu einer relativ hohen Nach-
weisgrenze von 850 p� (f¸r dAMP bestimmt), welches einer
relativen Adduktmarkierung (πrelative addukt labelling™,
RAL) von zwei DNA-Addukten in 106 unmodifizierten
Nucleotiden entspricht. Unter Verwendung eines Fokussie-
rungsschrittes in der Kapillare, dem πelectrostacking with
reversed field™[16] konnte die Sensitivit‰t auf 50 p� oder 1,4
DNA-Addukte in 107 unmodifizierten Nucleotiden verbessert
werden.

Diese geringere Sensitivit‰t reicht f¸r die Detektion vieler
endogener DNA-Addukte und der exakten Quantifizierung
der DNA-Methylierung (5-Me-dCMP) aus. Momentan ver-
suchen wir die Sensitivit‰t durch einen Anreicherungsschritt
weiter zu verbessern, um auch exogene DNA-Addukte in vivo
nachweisen zu kˆnnen.

Experimentelles

DNA-Hydrolyse: 10 �g DNA werden in 5.2 �LWasser gelˆst, mit 4.0 �L
einer Enzymmischung (Mikrokokken-Nuclease, 150 mU�L�1 und Milz-

Phosphodiesterase, 2.5 mU�L�1) und 0.8 �L Puffer (250 m� HEPES,
100 m� CaCl2, pH 6.0) versetzt und die Mischung 3 h bei 37 �C in-
kubiert.

Fluoreszenzderivatisierung: 30 �L 1.8� EDC (in 800 m� HEPES-Puffer,
pH 6.5), 30 �L 25 m� BODIPY FL EDA (in 800 m� HEPES-Puffer,
pH 6.5) und 20 �L 800 m� HEPES-Puffer, pH 6.5, werden mit dem
Hydrolysat versetzt und 25 h bei 25 �C im Dunkeln gesch¸ttelt.
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