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Reproduzierbare photometrische Bestimmungen
von DNA-Konzentrationen mit der Eppendorf®
UVette® im BioPhotometer plus™

Martin Armbrecht, Eppendorf AG, Hamburg ¢ Jennifer Oduro, Charité, Berlin

Zusammenfassung

In der Regel werden DNA-Konzentrationen photometrisch in mehrfach verwendbaren Kiivetten aus Quarzglas
bestimmt. In Einweg-UV-Kiivetten, wie der Eppendorf UVette, konnen solche Messungen ebenfalls mit ver-
gleichbar guten Ergebnissen durchgefiihrt werden, wie wir anhand dieses Artikels zeigen kénnen. Dazu wurden
Messungen mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen in der UVette mit dem Eppendorf BioPhotometer plus
durchgefiihrt und die Reproduzierbarkeit dieses Messsystems anhand des berechneten Variationskoeffizienten
einer Messreihe aufgezeigt. Messreihen wurden sowohl mit dem 2 mm als auch mit dem 10 mm Lichtweg der
Eppendorf UVette erstellt und mit Messergebnissen einer Quarzglaskiivette verglichen.

In der Regel werden photometrische Nukleinsdurebestimmun-
gen in Kivetten aus Quarzglas durchgefiihrt, da allgemein
angenommen wird, dass Plastikmaterial fir UV-Licht undurch-
l&ssig und somit fiir Nukleinsduremessungen ungeeignet ist.
Wir zeigen in diesem Artikel, dass mit der Eppendorf UVette
photometrische Messungen im UV-Bereich reproduzierbar
durchgefiihrt werden kdnnen, da der spezielle Kunststoff fir
UV-Licht durchlassig ist. Die Eppendorf UVette ist damit eine
der wenigen Einmalkivetten aus Plastik auf dem Markt, welche
auch fir Messungen im UV-Bereich verwendet werden kann.
Einmalkuvetten wie die Eppendorf UVetten haben im Gegen-
satz zu mehrfach verwendbaren Quarzglaskivetten den Vorteil,
dass die zu messende Probe nicht mit Material aus vorange-
gangenen Messungen kontaminiert werden kann. Zudem
reichen im Fall der UVette bereits 50 yL Probenvolumen flr
reproduzierbare Messungen aus.

Gemessen wird in der UVette standardmaBig mit einem 10 mm
Lichtweg. Es ist aber mdglich, bei stark konzentrierten Lésun-
gen einen zuséatzlichen Lichtweg von 2 mm zu verwenden (s.
Abbildung 1). Hierfir wird die UVette einfach um 90° gedreht.
Somit bietet die UVette die Flexibilitat, mit zwei verschiedenen
Lichtwegen zu messen, woflir ansonsten zwei verschiedene
Kivetten benotigt wiirden. Der mégliche Messbereich hinsicht-
lich der Probenkonzentration wird dadurch deutlich erweitert.

In diesem Artikel wird gezeigt, dass mit beiden Lichtwegen
reproduzierbare Messungen im UV-Bereich durchgefiihrt
werden kénnen.

Abbildung 1: Eppendorf UVette

Zwei Lichtwege stehen flr photometrische Messungen
kombiniert in einer Kivette zur Verfiigung:

Der Standard 10 mm-Lichtweg (violett) und fiir hdhere Konzen-
trationen ein 2 mm-Lichtweg (Hell-violett).

eppendorf
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Material und Methoden

1) Uberpriifung der Reproduzierbarkeit durch Messungen im
UV-Bereich unter Verwendung der Eppendorf UVette und ihren
beiden mdéglichen optischen Lichtwegen von 2 und 10 mm.

Material

Eppendorf BioPhotometer plus

UVetten

BioPhotometer Data Transfer Software

Humane Genomische DNA (Promega, ca.. 200 ng/pL
(Herstellerangabe), gemessen ca. 238 ng/pL)

Wasser (molecular biology grade), pH 7,0

Eppendorf Research Pipetten

epT.l.P.S.

Thermodrucker DPU 414

Hellma Ultra-Mikrokivette aus Quarzglas (Schichtdicke 10 mm,
QS105.202)

Methode

Es wurden jeweils 2 Verdiinnungsreihen mit der Human
Genomischen DNA angelegt, wobei die Ausgangslésung
in jeder Verdiinnungsreihe DNA 1:2, 1:4 und 1:8

verdinnt wurde. In jeder Verdinnungsreihe wurde

jede Verdiinnungsstufe jeweils 10-fach gemessen.

Die unverdiinnte L6sung und 1:2 Verdiinnungsstufe
wurden mit dem 2 mm- bzw. die 1:4 und 1:8 verdinnten
DNA Lésungen mit dem 10 mm-Lichtweg gemessen.
Letztere Verdiinnungen wurden zum Vergleich der
Reproduzierbarkeit auch in Kiivetten aus Quarzglas
gemessen.

Die Verwendung der beiden Lichtwege wurde bei den
Einstellungen der Parameter am BioPhotometer plus
entsprechend bertcksichtigt (Abb. 2). Die 10 Messungen
pro Messreihe erfolgten nacheinander. Aus jeder Messreihe
wurden der Mittelwert, die maximale Abweichung vom
Mittelwert bei jeder Messung und der Variationskoeffizient
bestimmt.

Abb. 2: Einstellung des 2 mm Lichtweges in den Parametern
fur die Methode dsDNA

Ergebnisse und Diskussion

1) Reproduzierbarkeit von photometrischen DNA-
Bestimmungen unter Verwendung von Eppendorf UVetten
und dem BioPhotometer plus

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit von
photometrischen DNA-Messungen in Eppendorf UVetten
wurde in zwei Konzentrationsbereichen gemessen.

Dabei wurden mit DNA-Proben jeweils 10 Messungen in
verschiedenen Kuvetten durchgefiihrt. Fiir Proben mit einer
DNA-Konzentration tiber 100 ng/pL wurde der 2 mm
Messweg verwendet. Geringer konzentrierte Proben
wurden mit dem 10 mm Messweg der UVette sowie in einer
Quarzglaskuvette zum Vergleich gemessen.

Fir jede Messreihe wird das Ergebnis der Absorption bei
230, 260, 280 nm und auBerdem die angezeigte DNA-
Konzentration angeben. Die Ergebnisse bei 340 nm sind
nicht aufgeflihrt, da hier mit hochreiner DNA gearbeitet
wurde und mit einer Verunreinigung somit nicht zu rechnen
war.

Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurden aus

den Ergebnissen der Mittelwert, die durchschnittliche
Abweichung der einzelnen Messergebnisse vom Mittelwert
und der gemessene Variationskoeffizient errechnet.

Die Messreihen wurden mit der Methode dsDNA am
BioPhotometer plus ermittelt, da hier alle fiir die DNA-
Messungen relevanten Parameter in einem Display
Ubersichtlich angezeigt werden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 1A bis 1D zu sehen.
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Tabelle 1A: Ergebnis der Messungen mit unverdiinnter DNA-L&sung (2 mm Messweg) - UVette

1. UVette Konzentration 2. UVette Konzentration
2 mm Messweg [ng/pL] 2 mm Messweg [ng/pL]

Probe 1 0,561 0,951 0,516 237,8 0,56 0,953 0,516 238,2
Probe 2 0,56 0,951 0,515 237,7 0,561 0,952 0,516 237,9
Probe 3 0,561 0,953 0,515 238,2 0,561 0,95 0,516 237,5
Probe 4 0,56 0,95 0,516 237,8 0,561 0,951 0,515 237,9
Probe 5 0,562 0,951 0,516 237,8 0,561 0,952 0,514 238
Probe 6 0,561 0,951 0,515 237,8 0,561 0,952 0,516 238
Probe 7 0,562 0,952 0,515 237,9 0,562 0,953 0,516 238,3
Probe 8 0,562 0,952 0,515 238 0,562 0,953 0,516 238,1
Probe 9 0,564 0,953 0,516 238,3 0,564 0,953 0,516 238,3
Probe 10 0,565 0,954 0,516 238,5 0,565 0,953 0,516 238,2
Mittelwert 0,562 0,952 0,516 237,980 0,562 0,952 0,516 238,040
Rgxgiﬁt:gtcg}:wuelwert 0,0012 00010  0,0005 0,2160| 0,0012 0,0008 0,005 0,1800
Variationskoeffizient (VK) 0,3 % 0,1% 0,1 % 0,1 % 03% 0,1% 0,1 % 0,1%

Tabelle 1B: Ergebnis der Messungen mit 1:2 verdiinnter DNA-L&sung (2 mm Messweg)- UVette

1. UVette Konzentration 2. UVette Konzentration
2 mm Messweg [ng/pL] 2 mm Messweg [ng/pL]

Probe 1 0272 0463 0,252 115,7| 0272 0462 0,251 1156
Probe 2 0272 0463 0252 1158| 0273 0464 0253 116
Probe 3 0272 0464 0252 1161| 0273 0465 0253 116,2
Probe 4 0272 0465 0252 1163| 0272 0464 0,254 1161
Probe 5 0273 0465 0,252 116,3| 0274 0467 0254 116,6
Probe 6 0274 0466 0253 116,5| 0274 0466 0,253 116,6
Probe 7 0274 0466 0253 116,5| 0275 0468 0,254 116,9
Probe 8 0274 0467 0253 116,8| 0276 0469 0,255 17,4
Probe 9 0276 0468 0254 117| 0275 0467 0254 116,8
Probe 10 0275 0468 0,254 17| 0274 0469 0,255 117,2
Mittelwert 0273 0466 0253 116,400 | 00274 0466 0254 116,540
Rgﬁgzﬁz:gttg':w“elwert 0,0012 00015  0,0007 0,3600 | 0,0010 0,0019 0,0009 0,4520
Variationskoeffizient (VK) 05% 04% 03% 04%| 05% 05% 05% 0,5 %

Tabelle 1C: Ergebnis der Messungen mit 1:4 verdiinnter DNA-L&sung (10 mm Messweg)- UVette

1. UVette Konzentration 2. UVette Konzentration
10 mm Messweg [ng/uL] 10 mm Messweg [ng/uL]

Probe 1 0,688 1,174 0,633 57,8| 0,686 1,17 0,632 58,5
Probe 2 0,689 1,176 0,633 58,8| 0,687 1,17 0,632 58,5
Probe 3 0,688 1,176 0,632 58,8| 0,686 1,17 0,632 58,5
Probe 4 0,688 1,176 0,633 58,8| 0,686 1,173 0,633 58,6
Probe 5 0,689 1,176 0,633 58,8| 0,687 1,173 0,632 58,7
Probe 6 0,69 1,177 0,634 58,9| 0,687 1,171 0,632 58,6
Probe 7 0,69 1,177 0,635 58,9| 0,688 1,173 0,633 58,7
Probe 8 0,691 1,178 0,634 589 0,687 1,172 0,633 58,6
Probe 9 0,691 1,18 0,634 59| 0,688 1,174 0,633 58,7
Probe 10 0,691 1,178 0,634 58,9| 0,688 1,172 0,632 58,6
Mittelwert 0,690 1,177 0,634 58,850 | 0,687 1,172 0,632 58,600
Rﬁﬁiﬁmﬂﬁ?ﬁmueuwen 0,0011  0,0012 0,007 0,0700| 0,0006 0,0012  0,0005 0,0600
Variationskoeffizient (VK) 0,2 % 0,1% 0,1% 0,1%| 01% 01% 0,1 % 0,1%
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Tabelle 1D: Ergebnis der Messungen mit 1:8 verdinnter DNA-L6sung (10 mm Messweg) - UVette

1. UVette Konzentration 2. UVette Konzentration
10 mm Messweg [ng/pL] 10 mm Messweg [ng/pL]

Probe 1 0,344 0594 0322 29,7| 0345 0593 0,321 29,7
Probe 2 0345 0595 0322 297 0344 0504 032 29,7
Probe 3 0345 059 0,322 29,8 0344 059 0321 29,8
Probe 4 0345 059 0,322 298| 0344 0595 0321 29,8
Probe 5 0345 0594 0322 29,7 0344 0595 0322 29,8
Probe 6 0344 0595 0322 298| 0343 0595 0322 29,8
Probe 7 0346 0597 0,324 298| 0344 0595 0322 29,8
Probe 8 0346 0597 0323 29,8 0345 0597 0322 29,8
Probe 9 0346 0598 0325 299| 0344 0597 0322 208
Probe 10 0346 0597 0,323 299| 0344 059 0322 29,8
Mittelwert 0345 059 0,323 29.790| 0,344 0595 0,322 29,780
Rﬁﬂiﬁﬁﬂﬂﬁi}emmeuwm 0,0006 0,001 0,0008 0,0540| 0,0004 0,0009 0,0006 0,0320
Variationskoeffizient (VK) 02% 02% 03% 02%| 02% 02% 02% 01 %

Tabelle 1E: Ergebnis der Messungen Quarzglas mit 1:4 bzw 1:8 verdiinnter DNA Losung - Quarzglaskivette

1. Quarzglaskuvette Konzentration 2. Quarzglaskuvette Konzentration
10 _r_nm Messweg Ing/uL] 10 !'.nm Messweg_;_ Ing/uL]
(1:4 verdiinnte DNA-LGsung) (1:8 verdiinnte DNA-L6sung)

Probe 1 0,677 1,156 0,642 57,8| 0,341 0,584 0,327 29,2
Probe 2 0,678 1,156 0,642 57,8| 0,341 0,583 0,326 29,15
Probe 3 0,677 1,156 0,643 57,8| 0,341 0,584 0,327 29,2
Probe 4 0,675 1,155 0,641 57,75| 0,341 0,585 0,328 29,25
Probe 5 0,677 1,155 0,641 57,75| 0,341 0,584 0,327 29,2
Probe 6 0,677 1,157 0,642 57,85| 0,342 0,585 0,327 29,25
Probe 7 0,678 1,156 0,642 57,8| 0,343 0,585 0,328 29,25
Probe 8 0,677 1,157 0,643 57,85| 0,341 0,584 0,328 29,2
Probe 9 0,678 1,156 0,643 57,8| 0,343 0,586 0,33 29,3
Probe 10 0,678 1,156 0,643 57,8| 0,344 0,586 0,329 29,3
Mittelwert 0,677 1,156 0,632 57,800| 0,342 0,585 0,328 29,23
Durchschnittliche
Abweichung vom Mittelwert 0,0006 0,0004 0,0006 0,0200 | 0,0010 0,0008 0,0009 0,0400
Variationskoeffizient (VK) 01% 0,1% 0,1 % 0,1%| 03% 02% 0,4 % 0,2 %

Die Messreihen mit den hohen DNA-Konzentrationen (unver- Wie aus Tabelle 1E ersichtlich, liegen die Messabweichungen
dinnt und 1:2 verdlinnt) weisen bei allen Wellenlangen mit mit Klivetten aus Quarzglas in einem &hnlich niedrigen

dem 2 mm Lichtweg einen VK von 0,3 % bis 0,5 % auf. Die Bereich.

durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert liegt dabei zwi-  Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass reproduzierbare

schen 0,001 und 0,002 E. Messungen im UV-Bereich mit den Eppendorf UVetten

Bei der 1:4 bzw. 1:8 verdiinnten DNA-L&sung liegt der VK aus Kunststoff genau wie in Quarzglaskiivetten méglich
der jeweiligen Messreihen bei allen gemessen Wellenlangen sind. Dieses gilt sowohl fir den 2 mm als auch den 10 mm
zwischen 0,1 % und 0,3 % und die durchschnittliche Lichtweg.

Abweichung von Mittelwert betragt 0,001 E.



Beziglich der Reproduzierbarkeit von Messergebnissen kann
die photometrische Richtigkeit der Messergebnisse beim
BioPhotometer plus mit einem Kalibrationsfiltersatz, dem
Sekundaren UV-VIS-Filtersatz, Uberprift werden [1]. Hierflr
werden 3 sogenannte Breitbandfilter verwendet, die eine
Absorption bei 260 nm von ca. 0,2 (Filter A1), 0,8 (Filter A2)
und 1,4 (Filter A3) aufweisen. Bei Kalibrationsmessungen
darf fUr den Filter A1 ein maximaler VK von 3 %, fiir den
Filter A2 ein VK von 1 % und fiir den Filter A3 ein VK von

1,5 % erzielt werden. In Abbildung 3 sind diese Werte

mit den VK’s aus den Messreihen mit der UVette und

den Quarzglaskiivetten zusammenfassend dargestellt.

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, liegen die gemessenen
Variationskoeffizienten der UVette und der Quarzglaskiivetten
deutlich unter denen der maximal erlaubten VK’s aus dem
UV-VIS-Filtersatz.

Dadurch wird die hohe Reproduzierbarkeit der Messungen in
der UVette zusétzlich belegt.
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In diesem Artikel wurde gezeigt, dass mit Einmal-UV-
Klvetten aus Plastik, wie den Eppendorf UVetten, repro-
duzierbar im UV-Bereich Messungen durchgefiihrt werden
kénnen. Wie die Messreihen mit dsDNA belegen, lagen die
Abweichungen sowohl beim 10 mm als auch beim 2 mm
Lichtweg im Rahmen der technischen Spezifikationen des fiir
die Messung verwendeten BioPhotometer plus. Dass beide
Lichtwege eine hohe Reproduzierbarkeit bei den Messungen
zeigten, unterstreicht die flexiblen Einsatzmdglichkeiten der
UVetten bei UV-Messungen.

Die Md&glichkeit, mit einem kdirzeren optischen Lichtweg in
derselben Kivette auch héhere Konzentrationen zu messen,
ist darliber hinaus bisher einmalig bei Plastik-Kivetten.

Vergleich der erhaltenen Variationkoeffizienten bei 260 nm mit maximalen
zulassigen Werten der Eppendorf Sekundar UV-VIS-Filter Test
35
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3
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Abb. 3: Gemessene VKs aus den Messreihen UVette und Quarzglaskivetten im Vergleich zu den maximal erlaubten VK’s der

Kalibrationsfilter aus dem Sekundaren UV-VIS-Filtersatz.

Blaue Linien: erlaubte Variationskoeffizienten der Kalibrationsfilter A1, A2, A3 bei 260 nm

B1-E2: VKs der Messreihen aus den Messungen mit der UVette bei 260 nm

F1-F2: VK’s der Messungen mit Quarzglaskuvette bei 260 nm.
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Bestellinformationen

Eppendorf BioPhotometer plus™ 230V /50-60H 6132 000.008
Thermodrucker DPU 414 Inkl. Netzteil und Druckerkabel 230 V 6131 011.006
Thermopapier 5 Rollen 0013 021.566
UVette® Original Eppendorf Kunststoffkivette, einzeln verpackt, direkt im 0030 106.300
BioPhotometer verwendbar, zertifiziert RNase-, DNA und proteinfrei,
80 Stiick
UVette® routine pack Eppendorf Quality Reinheitsgrad, wiederverschlieBbare Box 0030 106.318
200 Stick
Kuvettensténder Fir 16 Kuvetten 4308 078.006
Sekundar UV-VIS-Filter Testfiltersatz zur Uberpriifung der photometrischen- 6131 928.007
und Wellenléngenrichtigkeit (gemaB NIST)
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