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1 Durchgeführte Arbeiten und Ergebnisse 

Ziel des Forschungsvorhabens war ein Schnelltest zur Bestimmung des Bioburden von desinfizierend aufbe-

reiteten OP- und Reinigungstextilien. 

Die geplante Funktionsweise des Schnelltests ist in den nachfolgenden Punkten beschrieben: 

1) Nachweis lebender Bakterien: Der Apta-Enzymhybridschalter A enthält eine Aptamersequenz, die 

spezifisch an die Oberfläche intakter, lebender Bakterien bindet. Diese Bindung aktiviert eine in-

tramolekulare Schaltersequenz, welche die Bindung des Enzym-Hybridschalters B ermöglicht. 

2) Zusammenbau und Aktivierung: Der Enzymhybridschalter B bindet spezifisch an die aktivierte Schal-

tersequenz von A, was zur Assemblierung der beiden getrennten Enzymfragmente und zur Bildung 

einer funktionellen T7-RNA-Polymerase führt. 

3) Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse: Ein spezieller „Apta-Silencer“ bindet spezifisch auf der Ober-

fläche inaktivierter Keime und blockiert die Aktivierung der Schaltersequenz an Apta-Enzym-Hybrid-

schalter A. 

4) Signalgenerierung: Die katalytische Aktivität der gebildeten T7-RNA-Polymerase wird genutzt, um 

aus zugesetzten DNA-Matrizen RNAzyme mit Peroxidase-Aktivität zu synthetisieren. Diese RNAzyme 

spalten chromogene oder fluorogene Substrate und erzeugen in weniger als 30 Minuten ein Farb- 

oder Fluoreszenzsignal, welches mit einfachen Photometern oder Fluorometern quantifiziert werden 

kann. 
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1.1 Arbeitspaket 1: Beschaffung und Kopplung von Split-Enzym T7-RNA-Polymerase 

Split-Enzyme stellen rekombinant oder biochemisch hergestellte Varianten natürlich vorkommender Enzyme 

dar, bei denen die Polypeptidkette in zwei oder mehr Fragmente aufgespalten ist [1,2]. Die Position der Spal-

tung wird dabei so gewählt, dass die Fragmente alleine jeweils keine katalytische Aktivität aufweisen. Zur 

Rekonstitution der katalytischen Aktivität ist es notwendig, die einzelnen Fragmente durch Kopplung an Bin-

demoleküle, die miteinander wechselwirken bzw. aneinander binden, sterisch anzunähern, sodass die Frag-

mente des Split-Enzyms wieder zu einem funktionellen Enzym assemblieren [3–8]. Split-Enzyme wurden ent-

wickelt, um Protein-Protein-Interaktionen, Live-Cell Imaging und bedingte Enzymaktivität mit geringem 

Hintergrundrauschen zu detektieren und finden Anwendung bei z.B. Biosensoren, Therapeutika-Entwicklung 

und viralen Gen-Editierungs-Systemen [9,10]. 

Für den Schnelltest zur Bestimmung der mikrobiologischen Reinheit (Bioburden) hygienisch anspruchsvoller 

Textilien wird ein enzymatisches System benötigt, dessen Aktivität durch die Anwesenheit lebender Mikro-

organismen ausgelöst wird, das aber in Abwesenheit jener Mikroorganismen keinerlei Aktivität aufweist. Die 

durch Mikroorganismen initiierte enzymatische Aktivität soll dabei ein einfach auswertbares Signal generie-

ren. Als geeignetes Enzym wurde die T7-RNA-Polymerase identifiziert, welche sich entsprechend Literatur-

angaben in zwei Enzym-Untereinheiten zerlegen lässt [3,11]. Diese Enzym-Untereinheiten lassen sich durch die 

Interaktion von zusätzlichen Bindungspartnern (Funktionalisierungen der Enzym-Untereinheiten) zu einem 

funktionellen, katalytisch aktiven Enzym zusammenbringen. Bei den zusätzlichen Bindungspartnern handelt 

es sich zum einen um ein Bakterien-bindendes Aptamer (kurzes DNA-Oligonukleotide mit hoher Affinität an 

spezifische Zielstrukturen), welches an die erste Split-Enzym-Untereinheit gekoppelt werden kann und ein 

dazu komplementäres zweites DNA-Oligonukleotid, welches an die zweite Split-Enzym-Untereinheit gekop-

pelt werden kann. 

Wie in Veröffentlichungen der universitären Grundlagenforschung beschrieben, kann die T7-RNA-Poly-

merase an Position 179 der Aminosäuresequenz in zwei Untereinheiten geschnitten werden. Auch für das 

vorliegende Projekt wurde diese Position als Schnittstelle gewählt. Die Spaltung an dieser Position führt laut 

Literatur zu zwei Untereinheiten, denen die strukturelle Stabilität fehlt, um allein wirksam zu interagieren, 

so dass sie inaktiv bleiben, es sei denn, sie werden mit speziell konstruierten Interaktionspartnern in sterische 

Nähe zueinander gebracht [3]. 

Im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche Kopplungsmethoden ge-

wählt und eingesetzt, um die beiden Enzymfragmente individuell an DNA-Oligonukleotide zu koppeln. Für 

das N-terminale Enzymfragment wurde eine Maleimid-Kopplung gewählt, da diese sich durch eine hohe Re-

aktivität und Produktausbeute auszeichnet. Hierbei reagiert das Maleimid der funktionalisierten DNA mit den 

Thiolgruppen der Cysteinreste an der Enzymuntereinheit. Idealerweise sollte die Kopplung der DNA an die 
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Enzymuntereinheit am Beginn oder am Ende der Aminosäuresequenz des Enzymfragments erfolgen, um die 

Zugänglichkeit der gekoppelten DNA zu gewährleisten. Dies konnte durch eine in silico Vorhersage der En-

zymfaltung mittels PyMOL bestätigt werden. Um eine mögliche unerwünschte Kopplung an ein weiteres Cys-

tein zu vermeiden, wurde die Aminosäuresequenz des N-terminalen Enzymfragments leicht modifiziert. Ent-

sprechend Literaturhinweisen wurde das an Position 125 befindliche Cystein im N-terminalen 

Enzymfragment durch ein Serin ersetzt, was laut Literatur die Funktionsfähigkeit des Enzyms nicht beein-

trächtigen soll [12]. Des Weiteren wurde ein für die Maleimid-Kopplung erforderliches Cystein an das Ende der 

Aminosäuresequenz angefügt. 

Im Rahmen der Kopplung von DNA an das C-terminale Enzymfragment wurde die Einführung eines sogenann-

ten SNAP-Tags an die Aminosäuresequenz als vielversprechend erachtet und ausgewählt. Diese Kopplung 

basiert auf der Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem SNAP-Tag und einem mit Benzylguanin 

(BG) funktionalisierten Oligonukleotid. Das gewählte Design der beiden Enzymfragmente mit zugehöriger 

Aminosäuresequenz ist in Abbildung 1.1.1 dargestellt. Die hierzu notwendigen Arbeiten der Expression und 

Aufreinigung der Split-T7-RNA-Polymerase-Untereinheiten wurden im Rahmen von Leistungen Dritter von 

einem externen Dienstleister nach Vorgaben der Forschungseinrichtung durchgeführt. 
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Abbildung 1.1.1: Erste Design-Varianten der Split-T7-RNA-Polymerase Fragmente: A) Darstellung der Trennungsposition der Ami-

nosäurekette, um die T7-RNA-Polymerase in zwei Split-Enzym Untereinheiten zu trennen. Eine Trennung des Enzyms hinter der Ami-

nosäure 179 führt zu zwei Untereinheiten, welche nach Reassemblierung wieder eine katalytisch aktive Polymerase bilden. B) Amino-

säuresequenzen der in silico designten und modifizierten N-terminalen und C-terminalen T7-RNA-Polymerase Untereinheiten. Blau 

markiert sind die für die Reinigung der Fragmente eingefügten Histidin-Tags. Gelb markiert ist der für die Kopplung des C-terminalen 

Fragments benötigte SNAP-Tag. Rot markiert ist die für die Maleimid-Kopplung an DNA notwendige Aminosäure Cystein, welche an 

das Ende der N-terminalen Untereinheit gesetzt wurde. 

Bei der Synthese der beiden gewünschten Split-Enzymfragmente (Leistung Dritter) nach Vorgaben der For-

schungseinrichtung wurde eine Bildung unlöslicher Proteinaggregate in Form sogenannter Einschlusskörper 

(Inclusion Bodies; IBs) beobachtet, so dass eine Abtrennung von Zelllysatbestandteilen und Aufreinigung der 

Split-Enzym-Untereinheiten nicht möglich war. Dies ist in Abbildung 1.1.2 dargestellt. In der gelelektropho-

retischen Analyse war ersichtlich, dass die gewünschten Split-Enzym-Untereinheiten vorwiegend in den Frak-

tionen der Zellpellets nach der Zelllyse (in IBs) vorlagen (Spur 8 und 9).   
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Abbildung 1.1.2: Protein Expressions-Evaluation der ersten Design-Variante: SDS-PAGE-Gele der N-terminalen Split-T7-RNA-Poly-

merase Untereinheit A) und der C-terminalen Split-T7-RNA-Polymerase Untereinheit B). Die dreieckigen Pfeile kennzeichnen die Ban-

den der gewünschten Proteine. C) Western-Blot (mit anti-His Antikörper) der C-terminalen Split-T7-RNA-Polymerase Untereinheit. M1 

und M2: Protein Marker; 1: Zelllysat ohne Induktion der Proteinexpression; 2: Zelllysat nach Induktion (16 h bei 15 °C); 3: Zelllysat nach 

Induktion (4 h bei 37 °C); 4: Überstand des Zelllysats ohne Induktion; 5: Überstand des Zelllysats nach Induktion (16 h bei 15 °C); 6: 

Überstand des Zelllysats nach Induktion (4 h bei 37 °C); 7: Pellet des Zelllysats ohne Induktion; 8: Pellet des Zelllysats nach Induktion 

(16 h bei 15 °C); 9: Pellet des Zelllysats nach Induktion (4 h bei 37 °C). 

In Folge dieser Ergebnisse wurde das Design der beiden Split-T7-RNA-Polymerase-Untereinheiten angepasst. 

Für den nächsten Expressionsversuch wurde ein zusätzlicher Epitop-Tag an die beiden Split-Enzym-Frag-

mente angefügt, welcher die Löslichkeit und Reinigung der beiden Enzymfragmente erleichtern sollte. Als 

Epitop-Tag wurde für diesen Zweck der SUMO-Tag ausgewählt, da er die Löslichkeit von in bakteriellen Sys-

temen (z.B. E. coli) exprimierten, schwer löslichen Proteinen erhöht. Durch den SUMO-Tag wird die Bildung 

von Einschlusskörpern vermindert oder vermieden und das Zielprotein in einer löslichen Form exprimiert [13]. 

Des Weiteren kann der SUMO-Tag als Chaperon – ein zelluläres Hilfssystem, welches unkontrollierte Aggre-

gation oder Fehlfaltung von Proteinen verhindert - fungieren, wodurch die korrekte Faltung des Zielproteins 

erleichtert wird [14,15]. Dies ist insbesondere bei der Expression der potenziell instabilen Split-Enzym-Frag-

mente von Vorteil, da so mutmaßlich eine falsche Faltung und Inaktivität des Zielproteins verhindert werden 

kann. Das neu gewählte, auf in silico-Berechnungen basierende Design zur Expression der Split-Enzym-Frag-

mente ist in Abbildung 1.1.3 A und C dargestellt. Bei einer erfolgreichen Expression, Abtrennung bzw. Reini-

gung der Split-Enzymfragmente nach diesem Ansatz ist anschließend eine Entfernung des SUMO-Tags mit 

Hilfe von SUMO-Proteasen möglich. Diese sind hochspezifisch für die SUMO-Sequenz und können den SUMO-

Tag präzise an der Verbindungsstelle zum Zielprotein abtrennen, ohne dieses zu beschädigen. Wie sich je-

doch herausstellte, führte auch diese optimierte Expressionsvariante nicht zum gewünschten Erfolg. Die ex-

primierten Split-Enzym-Fragmente bildeten erneut Einschlusskörper und wiesen keine erhöhte Wasserlös-

lichkeit auf (Abbildung 1.1.3 B und D).  
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Abbildung 1.1.3: Optimierte Design-Variante der Split-T7-RNA-Polymerase Fragmente: Aminosäuresequenzen der N-terminalen A), 

und C-terminalen Untereinheit der T7-RNA-Polymerase C) Untereinheiten mit Fusion an den SUMO-Tag. B), D) Protein Expressions-

Evaluation der Untereinheiten mittels SDS-PAGE und Western Blot Gelen. Die dreieckigen Pfeile kennzeichnen die Banden der ge-

wünschten Proteine. M1 und M2: Protein Marker; 1: Zelllysat ohne Induktion; 2: Zelllysat nach Induktion (16 h bei 15 °C); 3: Zelllysat 

nach Induktion (4 h bei 37 °C); 4: Überstand des Zelllysats ohne Induktion; 5: Überstand des Zelllysats nach Induktion (16 h bei 15 °C); 

6: Überstand des Zelllysats nach Induktion (4 h bei 37 °C); 7: Pellet des Zelllysats ohne Induktion; 8: Pellet des Zelllysats nach Induktion 

(16 h bei 15 °C); 9: Pellet des Zelllysats nach Induktion (4 h bei 37 °C).  



 

Seite 9  Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben 22788 N 

Die basierend auf diesen Ergebnissen gewählte Optimierung des Expressionsansatzes bestand darin, die bei-

den Split-Enzym-Untereinheiten zunächst als zusammenhängende Polypeptidkette zu exprimieren. Dabei 

wurde in die Aminosäuresequenz eine sogenannte TEV-Schnittstelle (TEV: Tobacco Etch Virus) zwischen den 

Sequenzen der beiden Split-Enzym-Untereinheiten integriert. Im Anschluss an die Expression und Aufreini-

gung des Polypeptids kann die TEV-Protease eingesetzt werden, um die Peptidkette präzise an der TEV-

Schnittstelle zu trennen und so voneinander getrennte Split-Enzym-Fragmente zu erzeugen. Dies wird 

dadurch ermöglicht, dass die TEV-Protease die Aminosäuresequenz der TEV-Schnittstelle mit hoher Spezifität 

erkennt. Abbildung 1.1.4 A zeigt die Aminosäuresequenzen des optimierten Designs. 

Die dreidimensionale Faltung der so designten Polymerase wurde vorab in silico mittels PyMOL berechnet. 

Die räumliche Faltung der designten Polymerase zeigte eine hohe Übereinstimmung mit derjenigen einer 

nativen T7-RNA-Polymerase (siehe Abbildung 1.1.4 B). Lediglich der für die Kopplung des C-terminalen Frag-

ments an die DNA benötigte SNAP-Tag (gelb hinterlegt in Abbildung 1.1.4 A und B) ragt aus der Struktur des 

Rest-Enzyms heraus, was jedoch als vorteilhaft bewertet wurde. Dies verdeutlicht, dass der entsprechende 

Tag für eine Kopplungsreaktion frei zugänglich ist.  

Die Expression war erfolgreich, sodass das gesamte, durch die Expression synthetisierte Protein nach der 

Zelllyse im löslichen Überstand vorlag und über Affinitätssäulen isoliert werden konnte. Des Weiteren konnte 

der Schnitt an der TEV-Schnittstelle erfolgreich durchgeführt werden. Nach der Behandlung mit der TEV-

Protease lag das Enzym zwar physikalisch in zwei Untereinheiten getrennt vor, diese zeigten jedoch eine 

starke gegenseitige Wechselwirkung über ihre jeweiligen Tertiär- und Quartärstrukturen, sodass eine Tren-

nung der beiden Einheiten nicht möglich war. Der Versuch einer chromatographischen Trennung war nicht 

erfolgreich. Die einzige Möglichkeit, die beiden geschnittenen Fragmente voneinander zu separieren, be-

stand in der Denaturierung der Tertiär- und Quartärstruktur durch Behandlung mit Harnstofflösung und einer 

anschließenden chromatographischen Trennung. Allerdings barg die Denaturierung der beiden Enzymun-

tereinheiten mit Harnstoff das Risiko, dass sich diese anschließend nicht wie gewünscht renaturieren ließen, 

was zu einer dauerhaften Beeinträchtigung der Funktion führen würde.  
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Abbildung 1.1.4: Expressionsansatz des Split-Enzyms mit TEV-Schnittstelle zwischen den beiden Split-Enzym Untereinheiten: Ami-

nosäure-Sequenz der Split-T7-RNA Polymerase mit integrierter TEV-Schnittstelle A). Die Schnittstelle ist violett markiert („T“). Für eine 

Isolierung der beiden Untereinheiten nach der Expression und anschließende Zerschneidung mittels TEV-Protease wurde ein Flag-Tag 

an das N-terminale Fragment (rosa, („F“)) und ein His-Tag (blau markiert) an das C-terminale Fragment angefügt. B) Vorausgesagte 

räumliche Faltung der Split-T7-RNA-Polymerase mit integrierter TEV-Schnittstelle. Die vorausgesagte Faltung der (noch nicht mittels 

TEV-Protease geschnittenen) Polymerase stimmt in großen Teilen mit der Faltung einer nativen T7-RNA-Polymerase (blau) überein. 

Die Voraussage wurde mit dem Open-Source-Visualisierungsprogramm PyMOL durchgeführt. 

In einer experimentellen Untersuchung wurde eine native (kommerziell bezogene) T7-RNA-Polymerase mit 

unterschiedlichen Harnstoff-Konzentrationen bei Raumtemperatur denaturiert und nachfolgend wieder in 

Harnstoff-freiem Puffer renaturiert. Dabei zeigte sich, dass diese Behandlung zu einem Verlust der Enzymak-

tivität führte [16]. In Anbetracht des Risikos einer unzureichenden Renaturierbarkeit der beiden Enzym-Un-

tereinheiten wurde lediglich ein geringer Anteil des Gesamtexpressionsansatzes mit Harnstoff behandelt und 

die Split-Enzym-Fragmente im Anschluss gelelektrophoretisch voneinander separiert. Die Abbildung 1.1.5 

zeigt die SDS-PAGE-Gele der beiden durch Harnstoffbehandlung voneinander getrennten Split-T7-RNA-Poly-

merase-Fragmente, welche anschließend über Säulenchromatographie gereinigt wurden. Wie den 
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Gelbildern zu entnehmen ist, konnte die exprimierte Polymerase durch die Behandlung mit der TEV-Protease 

in zwei Enzym-Untereinheiten zerschnitten werden. Eine chromatographische Trennung der erhaltenen (na-

tiven) Fragmente war jedoch nicht möglich. Erst durch die Behandlung des Enzyms mit Harnstoff konnten die 

Enzym-Untereinheiten über chromatographische Methoden voneinander getrennt und aufgereinigt werden 

(siehe Abbildung 1.1.5 B, C). 

 

 

Abbildung 1.1.5: Denaturierung und Aufreinigung der beiden T7-RNA-Polymerase Fragmente: A) SDS-PAGE-Gel nach TEV-Protease-

Behandlung der Split-T7-RNA-Polymerase. Das C-terminale und das N-terminale Fragment der Polymerase ist deutlich zu sehen (Mar-

kierung durch dreieckige Pfeile). SDS-PAGE-Gel des B) N-terminalen und C) C-terminalen Fragments nach Behandlung mit Harnstoff-

Lösung und anschließender Aufreinigung über Affinitätssäulen.  

Neben den beiden aufgereinigten Untereinheiten wurde mit dem nicht denaturierten Anteil des Expressions-

ansatzes weitergearbeitet, welcher zwar durch die TEV-Protease in die Untereinheiten zerschnitten worden 

war, jedoch nicht mit Harnstoff behandelt worden war. Mit diesen Fragmenten wurden Untersuchungen be-

züglich der Aktivität durchgeführt. Dabei wurde die Aktivität auf zwei voneinander unabhängige Weisen be-

stimmt. Zunächst wurde die Split-T7-RNA-Polymerase in einer Transkription eingesetzt, bei der eine DNA-

Matrize in ein RNAzym transkribiert wurde. Sowohl die hierfür eingesetzte doppelsträngige DNA-Matrize als 

auch das resultierende RNAzym sind in den Kapiteln 1.4 und 1.5 ausführlicher beschrieben. Die Transkription 

wurde in diesem Fall in klassischem Transkriptionspuffer (40 mM Tris-HCl, pH 7,9) durchgeführt und das Re-

aktionsgemisch nach drei Stunden mittels eines PAGE-Gels analysiert. Als Positiv-Kontrolle wurde parallel die 

gleiche Transkription mit kommerziell verfügbarer T7-RNA-Polymerase durchgeführt. Abbildung 1.1.6 A zeigt 

das Ergebnis dieser Aktivitätsuntersuchungen. Wie zu erkennen ist, führte die Transkription mit kommerziell 

verfügbarer T7-RNA-Polymerase zur Synthese eines RNA-Stranges, der auf dem PAGE-Gel als 35 Nukleotide 

langes Konstrukt angefärbt und detektiert wurde. Im Gegensatz dazu zeigte die exprimierte Split-T7-RNA-

Polymerase keinerlei detektierbare Aktivität. Auf dem PAGE-Gel war lediglich die doppelsträngige DNA-
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Matrize zu erkennen, aber kein Transkriptionsprodukt. Der zweite Ansatz der Aktivitätsuntersuchungen er-

folgte ebenfalls über eine in vitro Transkription, deren Fortschritt über das Auftreten eines Fluoreszenzsignals 

life verfolgt werden konnte. Als DNA-Matrize wurde in diesem Fall ein doppelsträngiges DNA-Konstrukt ein-

gesetzt, welches in ein „Light-Up“ RNA-Aptamer transkribiert wurde. „Light-Up“ RNA-Aptamere binden hoch 

affin einen Chromophor, welcher ebenfalls im Transkriptionsgemisch vorliegt, wodurch ein deutlich fluores-

zentes Signal detektiert werden kann. Das Prinzip dieses Nachweises ist in Abbildung 1.1.6 B dargestellt. 

Diese Transkription wurde in 80 mM HEPES-Puffer mit pH 7,5 durchgeführt. Wie Abbildung 1.1.6 C zeigt, war 

auch in diesem Fall keine Aktivität der Split-T7-RNA-Polymerase zu erkennen. Während die Transkription mit 

kommerziell verfügbarer T7-RNA-Polymerase über die Zeit ein ansteigendes Fluoreszenzsignal zeigte, was die 

Synthese der „Light-Up“ RNA belegte, konnte ein vergleichbares Ergebnis mit der exprimierten Split-T7-RNA-

Polymerase nicht erzielt werden.  

 

Abbildung 1.1.6: Aktivitäts-Untersuchungen der Split-T7-RNA-Polymerase: A) Die Reaktionsprodukte einer in vitro Transkription 

wurde über ein PAGE-Gel analysiert. Verglichen wurde ein Transkriptionsansatz mit kommerziell verfügbarer T7-RNA Polymerase (T7-

RNAP (NEB)) und der über Expression erhaltenen Split-T7-RNAP. B) Schematische Darstellung der alternativen Aktivitäts-Untersu-

chung mit „Light-Up“ RNAs. C) Der Fortschritt der Transkription wurde an einem Plattenlesegerät über vier Stunden untersucht. Ver-

glichen wurde ein Transkriptionsansatz mit kommerziell verfügbarer T7-RNA-Polymerase (T7-RNAP (NEB)) und der exprimierten Split-

T7-RNAP (Split-T7-RNAP (GenScript)). 

Die nicht nachweisbare Enzymaktivität der in zwei Untereinheiten geschnittenen, aber noch zusammenhän-

genden Split-T7-Polymerase widersprach der Annahme, dass die beiden assemblierten Untereinheiten kata-

lytische Aktivität aufweisen sollten. Die Ursache hierfür konnte im Rahmen des Vorhabens nicht aufgeklärt 

werden und bleibt damit Gegenstand zukünftiger aufbauender Entwicklungen. Aufgrund des hohen 
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Interesses an Split-Enzym-Funktionalitäten im Bereich der universitären Grundlagenforschung ist darüber 

hinaus davon auszugehen, dass zukünftige Arbeiten neue Varianten von RNA-Polymerasen hervorbringen 

werden, die sich biotechnologisch als einfacher herstellbar und robuster erweisen können. 

Wie bereits beschrieben, wurden für die Kopplung der Split-T7-RNA-Polymerase Untereinheiten an DNA zwei 

unterschiedliche Kopplungsmethoden eingesetzt. Der N-Terminus der Polymerase sollte über eine Thiol-Ma-

leimid-Kopplung zwischen dem einzigen im Enzymfragment vorliegenden Cystein und einem Maleimid-funk-

tionalisierten DNA-Oligonukleotid erfolgen. Für den C-Terminus der Polymerase wurde die Kopplung mittels 

SNAP-Tag ausgewählt, wofür der entsprechende Tag an das Enzymfragment angefügt wurde. Der entspre-

chende Reaktionspartner war in diesem Falle ein Benzylguanin-funktionalisiertes DNA-Oligonukleotid. 

Als grundsätzlicher Nachweis, dass die gewählten Kopplungsmethoden geeignet sind, um DNA kovalent an 

Enzyme zu binden, wurde eine experimentelle Untersuchungsserie durchgeführt. Dabei erfolgte eine Kopp-

lungsreaktion von kurzen einzel- und doppelsträngigen DNA-Oligonukleotiden mit Benzylguanin- oder Ma-

leimid-Funktionalisierung an ein Modell-Enzym. Als Modell-Enzym wurde das sogenannte SNAP-Tag-Protein 

verwendet. Da dieses in seiner Aminosäuresequenz mehrere Cysteine enthält, kann es als Kopplungspartner 

für die beiden unterschiedlich funktionalisierten DNA-Oligonukleotide verwendet werden. Die Kopplungsre-

aktion wurde mittels PAGE nachgewiesen. Das Ergebnis der Reaktionen ist in Abbildung 1.1.7 dargestellt. Die 

Kopplungsprodukte waren auf dem nativen PAGE-Gel sichtbar. 

Die Abbildung 1.1.7 A zeigt doppel- und einzelsträngige DNA-Oligonukleotide (s. Anhang, Tabelle 3), die ent-

weder über die SNAP-Tag-Kopplung oder über die Maleimid-Kopplung an das SNAP-Tag-Protein gekoppelt 

wurden. Für die Kopplungsreaktion wurden die Oligonukleotide in deutlichem Überschuss gegenüber dem 

Protein eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden nur die DNA-Oligonukleotide ohne SNAP-Tag als Kopplungs-

partner verwendet. Nach der Kopplungsreaktion wurden die Proben auf ein natives PAGE-Gel aufgetragen 

und elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 1.1.7 B zeigt das Ergebnis der Kopplungsreaktionen. Nach der 

Elektrophorese wurde das Gel mit SYBR Gold angefärbt, welches Oligonukleotide spezifisch anfärbte. Es ist 

zu erkennen, dass die verwendeten doppel- und einzelsträngigen DNA-Oligonukleotide ungewöhnliche Ban-

denmuster im Gel aufwiesen. Möglicherweise kam es während der Inkubation zu partiellen intra- und inter-

molekularen Basenpaarungen zwischen den Oligonukleotiden, was zur Bildung von Oligomeren führte. Es 

fällt jedoch auf, dass in den Proben, in denen DNA an Protein gekoppelt wurde, eine zusätzliche Bande zu 

sehen war. Dies wurde als Kopplungsprodukt zwischen dem Protein und den Oligonukleotiden interpretiert. 

Abbildung 1.1.7 C zeigt dasselbe Gel, das anschließend mit Coomassie gefärbt wurde. Bei den aufgetragenen 

Proben, bei denen die Kopplung zwischen DNA und Protein stattfinden sollte, waren jeweils deutlich sicht-

bare Banden auf dem Gel zu erkennen. Diese befanden sich auf der gleichen Migrationshöhe wie die mit 

SYBR Gold gefärbten Banden in Abbildung 1.1.7 B. Diese Beobachtung ließ den Schluss zu, dass die Kopp-

lungsansätze zwischen DNA und dem hier gewählten Modellprotein zu Kopplungsprodukten führen. 



 

Seite 14  Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben 22788 N 

 

 

Abbildung 1.1.7: Modell-Kopplungsreaktion zwischen einem Modell-Protein und funktionalisierter DNA: A) Darstellung der einge-

setzten doppelsträngigen (P1, P2) und einzelsträngigen (P3, P4) DNA-Sequenzen, welche entweder über eine Funktionalisierung mit 

Benzylguanin (BG-) (P1, P3) oder Maleimid (Mal-) (P2, P4) an das kommerziell verfügbare SNAP-Tag Protein („E“) gekoppelt wurden. 

B) Gel-Bild eines nativen PAGE-Gels, auf dem verschiedene Ansätze der Kopplungsreaktionen zwischen DNA und Protein aufgetragen 

wurden. Das Gel wurde mit SYBR Gold angefärbt. C) Gel-Bild desselben nativen PAGE-Gels, welches anschließend an die SYBR Gold 

Färbung einer Coomassie-Färbung unterzogen wurde.  
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1.2 Arbeitspaket 2: Ermittlung geeigneter Aptamere zur Bindung intakter Keime 

Zur spezifischen Bindung an Keime können einzelsträngige DNA-Aptamere verwendet werden, die ähnlich 

wie proteinbasierte Antikörper an die jeweiligen Oberflächenstrukturen der Keime binden. Aptamere sind 

spezielle Nukleinsäuresequenzen aus etwa 60 bis 100 Nukleotiden. Aufgrund ihrer sequenzabhängigen in-

tramolekularen Faltung und der Ausbildung spezifischer Tertiärstrukturen sind sie in der Lage, molekulare 

Zielstrukturen (Aptatope) mit hoher Spezifität und Effizienz zu erkennen und an diese zu binden [17]. 

Aptamere können kostengünstig durch einen in vitro-Prozess namens Systematic Evolution of Ligands by EX-

ponential enrichment (SELEX) selektiert bzw. generiert werden [18,19]. Chemische Massensynthese liefert Ap-

tamere mit hohen Affinitäten (KD: 10⁻⁶ – 10⁻⁹ mol/L) und Selektivität  [17,20]. SELEX-Protokolle sind an diverse 

Zielmoleküle (Proteine, kleine Moleküle, Zelloberflächenstrukturen, Bakterien) angepasst worden [21,22]. So 

hat sich die „Toggle cell-SELEX“ bewährt, um Aptamere gegen unterschiedliche grampositive und gramnega-

tive Bakterienspezies zu selektieren [23–25].  

Aus der wissenschaftlichen Literatur sind einige DNA-basierte "Breitband-Aptamere" bekannt, die in der Lage 

sind, verschiedene Arten an grampositiven sowie gramnegativen Bakterien zu binden. Eine Auswahl dieser 

Aptamerkandidaten wurde hinsichtlich ihrer Bindefähigkeit an unterschiedliche Bakterien analysiert. Zu die-

sem Zweck wurden die entsprechenden Fluorophor-funktionalisierten Aptamerkandidaten beschafft und ihr 

Bindeverhalten an Bakterien mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Unter den untersuchten Oligonuk-

leotiden wies das Aptamer BOTA 3 die besten Ergebnisse bezüglich der Bindung an unterschiedliche Bakte-

rien auf [24]. Die Bindung des Aptamers an die grampositiven Bakterien E. faecium und S. aureus sowie an das 

gramnegative Bakterium E. coli konnte mikroskopisch bestätigt werden (s. Abbildung 1.2.1, Abbildung 1.2.2 

und Abbildung 1.2.3). Im Rahmen der Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop wurde das DNA-Oligonuk-

leotid BOTA 0 als Negativkontrolle eingesetzt, welches eine zufällige Basenabfolge aufwies. Als weitere Ne-

gativkontrolle wurden die Mikroorganismen ohne vorherige Inkubation mit Oligonukleotiden am Fluores-

zenzmikroskop untersucht. 

Für die Bindungsuntersuchungen der Oligonukleotide an Mikroorganismen wurden diese in CASO-Bouillon 

(autoklaviert bei 121 °C, 20 min) über Nacht bei 37 °C unter Schütteln kultiviert. Für die anschließende Un-

tersuchung der Aptamerbindung wurden eine frische Bakterienkultur (1:10 verdünnt, 2 h kultiviert) zentrifu-

giert (2 min, 4000 g), zweimal mit PBS gewaschen und auf ~10⁸ Zellen/mL eingestellt. 100 µL Zellsuspension 

wurden mit 13 µL einer 10 µM Oligonukleotid-Lösung (Endkonzentration 200 nM) auf 650 µl Gesamtvolumen 

versetzt und 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln geschüttelt. Ungebundene Aptamere wurden durch Wa-

schen entfernt. 
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Zur Mikroskopie wurden Poly-L-Lysin-beschichtete Objektträger verwendet. Die Visualisierung erfolgte mit-

tels eins Nikon Ni-U Eclipse Fluoreszenzmikroskops und NIS-Elements Software mit UV 2A-, FITC HC- und PI-

Filtersets. 

 

 

Abbildung 1.2.1: Bindungsuntersuchung des Aptamers BOTA 3 an E. faecium am Fluoreszenzmikroskop: Die Bakterien wurden mit 

dem Farbstoff DAPI behandelt, um die bakterielle DNA anzufärben. Es wurden sowohl Bakterien untersucht, welche nicht mit FAM-

funktionalisierten Oligonukleotiden inkubiert wurden (untere Reihe), als auch Bakterien, die mit dem Aptamer BOTA 3 oder dem Oli-

gonukleotid BOTA 0 (Negativkontrolle) inkubiert wurden.  

Wie aus den Abbildungen ersichtlich ist, wiesen die untersuchten Mikroorganismen eine gewisse Autofluo-

reszenz im grünen Kanal auf. Verglichen mit den Proben, bei denen die Bakterien mit FAM-funktionalisierten 

Oligonukleotiden inkubiert wurden, war diese jedoch relativ schwach. Die Ergebnisse zeigten zudem, dass 

auch die Negativkontrolle BOTA 0 mit den Bakterien interagierte. Dies zeigte sich in einer intensiveren grünen 

Fluoreszenz, wenn die Bakterien mit diesem Oligonukleotid inkubiert wurden.   
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Abbildung 1.2.2: Bindungsuntersuchung des Aptamers BOTA 3 an S. aureus am Fluoreszenzmikroskop: Die Bakterien wurden mit 

dem Farbstoff DAPI behandelt, um die bakterielle DNA anzufärben. Es wurden sowohl Bakterien untersucht, welche nicht mit FAM-

funktionalisierten Oligonukleotiden inkubiert wurden (untere Reihe), als auch Bakterien, die mit dem Aptamer BOTA 3 oder dem Oli-

gonukleotid BOTA 0 (Negativkontrolle) inkubiert wurden. 

Es ist jedoch anzunehmen, dass die Bindung der Negativkontrolle BOTA 0 unspezifisch war. Dies wurde auch 

ersichtlich, wenn die Fluoreszenzsignale des Aptamers BOTA 3 mit den zuvor genannten Signalen verglichen 

wurden. Im Vergleich zur Negativkontrolle BOTA 0 wies das erhaltene Fluoreszenzsignal von Aptamer BOTA 

3 eine deutlich intensivere Ausprägung auf. 
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Abbildung 1.2.3: Bindungsuntersuchung des Aptamers BOTA 3 an E. coli am Fluoreszenzmikroskop: Die Bakterien wurden mit dem 

Farbstoff DAPI behandelt, um die bakterielle DNA anzufärben. Es wurden sowohl Bakterien untersucht, welche nicht mit FAM-funkti-

onalisierten Oligonukleotiden inkubiert wurden (untere Reihe), als auch Bakterien, die mit dem Aptamer BOTA 3 oder dem Oligonuk-

leotid BOTA 0 (Negativ Kontrolle) inkubiert wurden.  

Die Ergebnisse bestätigten, dass BOTA 3 als „Breitband-Aptamer“ eingesetzt werden kann, welches an un-

terschiedliche Mikroorganismen bindet. Daher wurde es in nachfolgenden Schritten leicht in seiner Nukleo-

tid-Zusammensetzung verändert, sodass es die für dieses Forschungsvorhaben erforderlichen Eigenschaften 

aufwies. 
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1.3 Arbeitspaket 3: Entwicklung der „Schalter-Sequenz“ und eines Komplements 

Aufbauend auf den Ergebnissen aus Kapitel 1.2 wurde die Aptamersequenz BOTA 3 genutzt, um durch in 

silico-Design eine „Schalter-Sequenz“ zu integrieren. Hierzu erfolgte eine Erweiterung um eine „Abstandshal-

ter-Sequenz“ und die „Schalter-Sequenz“, deren Einfügung die Bindeeigenschaften des Aptamers nicht be-

einträchtigen durfte (s. Abbildung 1.3.1 A). Die eingeführte „Schalter-Sequenz" sollte in Abwesenheit von 

Ziel-Mikroorganismen zunächst intramolekulare Basenpaarungen eingehen, sodass sie für Hybridisierungen 

an teilkomplementäre, externe Oligonukleotidstränge zunächst nicht zur Verfügung steht. Erst durch Zugabe 

der Ziel-Mikroorganismen, welche von der Aptamer-Domäne erkannt und gebunden werden, sollte es inner-

halb des Oligonukleotids zu einer räumlichen Umstrukturierung kommen, wodurch die „Schalter-Sequenz" 

freigelegt wird und für Hybridisierungen an externe teilkomplementäre Oligonukleotide zur Verfügung steht. 

Eine aufgrund der Bindung an Ziel-Mikroorganismen freigelegte „Schalter-Sequenz" spielt eine entschei-

dende Rolle für die Oligonukleotid-gesteuerte Assemblierung der beiden Split-Enzym-Untereinheiten. 

Die Möglichkeiten der Integration von „Abstandshalter-" und „Schalter-Sequenz" in das Aptamer BOTA 3 

wurde durch eine Analyse der Sequenz mit dem Tool Vectorbuilder (https://en.vectorbuilder.com/tool/dna-

secondary-structure.html) ermittelt. Diese Methode erlaubte eine adäquate Darstellung möglicher Faltungen 

einzelsträngiger Oligonukleotide, wobei zudem intramolekulare Basenpaarungen identifiziert werden konn-

ten. Wie in Abbildung 1.3.1 B dargestellt, bildet BOTA 3 eine Haarnadelstruktur mit einem 18-Nukleotid-

Überhang am 3′-Ende, der nicht in intramolekulare Basenpaarungen involviert ist. Einzelsträngige, nicht in 

intramolekulare Wechselwirkungen involvierte Sequenzabschnitte stammen häufig, wie im vorliegenden 

Fall, von den für die Aptamer-Selektion benötigten Primer-Bindestellen. In vielen Fällen ist es möglich, diese 

Sequenzabschnitte zu manipulieren oder zu entfernen, ohne dass die Bindeeigenschaften des Aptamers an 

die Zielstrukturen dadurch beeinträchtigt werden [26–28]. Im Rahmen der Modifikationen des 5′-Endes von 

BOTA 3, welche die Integration eines „Abstandshalters“ sowie die Anpassung der „Schalter-Sequenz“ um-

fassten, wurde zunächst der einzelsträngige Oligonukleotid-Überhang vom 3′-Ende an das 5′-Ende versetzt. 

Der Überhang konnte folglich direkt als der gewünschte "Abstandshalter" fungieren. Eine Analyse mit Vec-

torbuilder ergab, dass die Manipulation der Sequenz keine Auswirkung auf die zweidimensionale Stamm-

Schleifen-Struktur von BOTA 3 hatte (vgl. Abbildung 1.3.1 C). Dies ließ den Schluss zu, dass die Funktionalität 

des Aptamers durch diese Modifikation mutmaßlich nicht beeinträchtigt wird. Im Anschluss wurden weitere 

Nukleotide an das 5′-Ende des sequenzveränderten Aptamers addiert, sodass der neu hinzugefügte Sequenz-

abschnitt, die sogenannte „Schalter-Sequenz", eine hohe Teilkomplementarität zur Basenabfolge der Apta-

mersequenz aufwies. Das Ziel war die Generierung eines Oligonukleotids, dessen vorhergesagte zweidimen-

sionale Faltung sich von derjenigen des ursprünglich eingesetzten Aptamers BOTA 3 unterschied. Des 

Weiteren wurde angestrebt, dass die „Schalter-Sequenz“ in der vorhergesagten zweidimensionalen Struktur 

in intramolekularen Basenpaarungen involviert ist. Zu diesem Zweck wurden zwei unterschiedliche 
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Oligonukleotid-Konstrukte entworfen, welche sich lediglich in der Länge ihrer „Abstandshalter" und folglich 

auch in ihrer Gesamtlänge unterschieden (vgl. Abbildung 1.3.1 D, E). 

 

 

Abbildung 1.3.1: Design der an das Aptamer BOTA 3 angefügten „Abstandshalter-“ und der „Schalter-Sequenz“: A) Schematische 

Darstellung der mit dem zu entwickelnden Apta-Schalter modifizierten Enzymuntereinheit. An das Aptamer soll eine „Abstandshalter-

Sequenz“ und eine „Schalter-Sequenz“ angefügt werden. B) Berechnete zweidimensionale Faltung des Aptamers BOTA 3. Am 3´-Ende 

ist ein nicht in intramolekulare Basenpaarungen involvierter einzelsträngiger Überhang zu erkennen. C) Der einzelsträngige Überhang 

wurde an das 5´-Ende des ursprünglichen Aptamers überführt, um als „Abstandshalter-Sequenz“ zu fungieren. D, E) In silico wurden 

weitere Nukleotide an das 5´-Ende des Oligonukleotids hinzugefügt (rot markiert), welche eine hohe Komplementarität zu Sequenz-

abschnitten des Aptamers BOTA 3 aufwiesen. Dieser neu hinzugefügte Sequenzabschnitt stellt die „Schalter-Sequenz“ dar. Die beiden 

dargestellten Oligonukleotide unterscheiden sich lediglich in der Länge der „Abstandshaltersequenz“. Abhängig hiervon variiert auch 

die Gibbs-Energie der intramolekularen Hybridisierung (angegeben in kcal/mol). 

Die in Abbildung 1.3.1 dargestellten Werte der Gibbs-Energie (ΔG-Werte) für die intramolekulare Hybridisie-

rung geben eine Information über die Stabilitäten der dargestellten zweidimensionalen Faltungen wieder. 

Die intramolekulare Hybridisierung der Oligonukleotide ist umso stabiler, je niedriger die angegebene Gibbs-

Energie ist. Es zeigte sich, dass der ΔG-Wert des Aptamers BOTA 3 und dessen leicht modifizierter Variante 

(vgl. Abbildung 1.3.1 B, C) bei -26,5 kcal/mol liegt, während die entsprechenden Werte für die Oligonukleo-

tide mit eingefügter „Abstandshalter-" und „Schalter-Sequenz" bei einem Wert von -40,9 kcal/mol (Abbil-

dung 1.3.1 D) bzw. -37,3 kcal/mol (Abbildung 1.3.1 E) liegen. Die nachfolgend als BOTA 4 und BOTA 5 be-

zeichneten Oligonukleotid-Konstrukte bilden daher Faltungen aus, welche thermodynamisch stabiler sind. 

Ob in Anwesenheit von Ziel-Mikroorganismen eine räumliche Umstrukturierung von BOTA 4 und BOTA 5 er-

folgt, wodurch die „Schalter-Sequenz" freigelegt wird, musste in nachfolgend beschriebenen Experimenten 

untersucht werden. 
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Es galt zu bestätigen, dass der designte „Aptaswitch", bestehend aus der bekannten Aptamer-Sequenz 

(BOTA 3) und der angefügten „Abstandshalter-“ sowie der „Schalter-Sequenz", nach wie vor die Fähigkeit 

besaß, an Ziel-Mikroorganismen zu binden. Das Bindungsereignis sollte dazu führen, dass die „Schalter-Se-

quenz", welche zunächst durch intramolekulare Sekundärstrukturen des Oligonukleotids maskiert vorlag, 

freigesetzt wird, während der Aptamer-Teil in Bindungsinteraktionen mit den Zielorganismen involviert ist. 

Zu diesem Zweck wurden die beiden Aptaswitch-Varianten aus Abbildung 1.3.1 D und E mit einem Fluoro-

phor-Quencher-Paar (5´-FAM, 3´-BHQ) beschafft und in Bindungsstudien untersucht. 

Die Frage, ob die Sequenzen BOTA 4 und BOTA 5 grundsätzlich zu einem Schaltverhalten in der Lage waren, 

wodurch sich Fluorophor und Quencher räumlich trennten, wurde zunächst am Plattenlesegerät untersucht. 

Zur Untersuchung des Schaltverhaltens wurden beide Oligonukleotide mit steigenden Konzentrationen eines 

teilkomplementären Oligonukleotids (BOTA 11) inkubiert. Die Hybridisierung an BOTA 11 sollte die Haarna-

delstrukturen der Oligonukleotide BOTA 4 und BOTA 5 auflösen, wodurch sich Fluorophor und Quencher 

räumlich trennen sollten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1.3.2 dargestellt und bestätigten experimentell 

das berechnete Verhalten.  
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Abbildung 1.3.2: Schaltverhalten der Aptaswitche BOTA 4 und BOTA 5: Es wurden jeweils 50 nM der Oligonukleotide BOTA 4 und 

BOTA 5 (jeweils 5´-FAM und 3´-BHQ-funktionalsiert) mit steigenden Konzentrationen eines teilkomplementären Oligonukleotids 

(BOTA 11) inkubiert und die FAM-Fluoreszenz am Plattenlesegerät ausgewertet. Ab einem äquimolaren Verhältnis der jeweiligen Ap-

taswitche zu BOTA 11 stieg die FAM-Fluoreszenz an, was die gewünschte räumliche Separierung von Fluorophor und Quencher und 

damit das gewünschte Switch-Verhalten der eingesetzten Aptaswitche bestätigte. Die dargestellten Fluoreszenzwerte wurden auf die 

Eigenfluoreszenz von BOTA 4 und BOTA 5 ohne BOTA 11-Zugabe normalisiert (relativer Fluoreszenzanstieg). 

Nachfolgend wurden nun Bindungsuntersuchungen der beiden Aptaswitche an Ziel-Mikroorganismen in Sus-

pension vorgenommen. Dafür wurden steigende Konzentrationen der jeweiligen Oligonukleotide mit E. coli-

Suspensionen (E600 nm = 2,0) inkubiert und die FAM-Fluoreszenz am Plattenlesegerät gemessen. Gleichzeitig 

wurde die FAM-Fluoreszenz derselben Oligonukleotid-Verdünnungsreihe in Puffer gemessen. Des Weiteren 

wurden die eingesetzten Verdünnungen mit konstanten Konzentrationen (1,5 µM) des teilkomplementären 

BOTA 11 inkubiert. Die Resultate der Experimente sind in Abbildung 1.3.3 dargestellt. Die 

Konzentrationsreihen der beiden Aptaswitche BOTA 4 und BOTA 5 zeigten bei Inkubation mit BOTA 11 

erwartungsgemäß ansteigende Fluoreszenzwerte (s. Abbildung 1.3.3 A und B). Dargestellt sind die relativen 

Fluoreszenzanstiege im Vergleich zu den Fluoreszenzwerten der entsprechenden Verdünnungsreihen in 

Puffer. Wie zu erkennen ist, korrelierte der Anstieg der Fluoreszenzwerte mit den steigenden 

Konzentrationen bis etwa 300 nM. Der bei höheren Einsatzkonzentrationen zu beobachtende 
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Fluoreszenzabfall ließ sich durch Auto-Quenching-Effekte erklären, die bei Fluorescein (FAM)-

funktionalisierten Biomolekülen bereits im niedrigen mikromolaren Bereich zu beobachten sind [29].  

 

Abbildung 1.3.3: Schaltverhalten der Aptaswitche BOTA 4 und BOTA 5 bei Inkubation mit E. coli: Das Schaltverhalten der untersuch-

ten Aptaswitche wurde durch ansteigende FAM-Fluoreszenz nach Inkubation der Oligonukleotide mit den jeweiligen Interaktionspart-

nern nachgewiesen. Die Fluoreszenz wurde direkt in der Lösung bzw. Suspension am Plattenlesegerät gemessen. A), B) Unterschiedli-

che Konzentrationen der Aptaswitche BOTA 4 (n=1) und BOTA 5 (n=2) wurden mit einer konstanten Konzentration des 

teilkomplementären Oligonukleotids BOTA 11 (1,5 µM) inkubiert C), D) Unterschiedliche Konzentrationen der Aptaswitche BOTA 4 

und BOTA 5 wurden mit gleichbleibenden Zellzahlen von E. coli in Suspension inkubiert (C: n=1, D: n=2). Die dargestellten Fluoreszenz-

werte wurden auf die Eigenfluoreszenz von BOTA 4 und BOTA 5 ohne BOTA 11-Zugabe bzw. Inkubation mit E. coli normalisiert (rela-

tiver Fluoreszenzanstieg). 

In Abbildung 1.3.3 C und D sind die Ergebnisse des analogen Versuchsaufbaus dargestellt, bei dem 

variierende Konzentrationen von BOTA 4 und BOTA 5 mit E.coli-Suspensionen anstatt mit komplementären 

Oligonukleotiden (BOTA 11) inkubiert wurden. Mit steigenden Konzentrationen war ein Anstieg der FAM-

Fluoreszenz zu erkennen. Dieser Effekt war bei Oligonukleotid BOTA 5 etwas deutlicher ausgeprägt als bei 

BOTA 4. Diese Resultate waren ein Indiz dafür, dass sich die untersuchten Oligonukleotide wie gewünscht 

verhalten. Durch die Interaktion mit den Bakterien kam es zu einer intramolekularen Umstrukturierung der 

Oligonukleotide, wobei der Aptamer-Bereich der Aptaswitche an die Bakterien band und somit die „Schalter-
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Sequenz“ freigelegt wurde. Insgesamt waren die gemessenen Fluoreszenzanstiege bei diesen Versuchen 

eher gering. Eine mögliche Ursache könnte sein, dass nur ein kleiner Anteil der eingesetzten Oligonukleotide 

an die Bakterien band und die „Schalter-Sequenz“ freigelegt wurde, während der überwiegende Teil in der 

Haarnadel-Struktur vorlag, durch welche die Fluoreszenz gequencht wurde. 

In einem zweiten Schritt wurden Bindungsstudien am Fluoreszenzmikroskop durchgeführt. Das experimen-

telle Vorgehen war dabei identisch mit den Bindungsuntersuchungen der reinen Aptamere an ausgewählten 

Ziel-Mikroorganismen (vgl. Kapitel 1.2). Dieses Nachweisverfahren eignete sich auch für diese Fragestellung, 

da bei der Bindung an die Zielstrukturen die zuvor unterdrückte Fluoreszenz aktiviert werden sollte. Im Rah-

men dieser Versuche wurden ebenfalls E. coli als Ziel-Mikroorganismen verwendet. Die Resultate der Expe-

rimente sind in Abbildung 1.3.4 dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl der Einsatz von BOTA 4 als 

auch von BOTA 5 zu einer erhöhten FAM-Fluoreszenz-Markierung der eingesetzten Bakterien führte, was 

sowohl ein Beleg für die Aptamer-vermittelte Bindung an die Ziel-Mikroorganismen als auch für die intramo-

lekulare Konformationsänderung dieser Aptaswitche war. Als Kontrolle wurde die Autofluoreszenz der Bak-

terien herangezogen, welche nicht mit den Oligonukleotiden inkubiert worden waren. 

 

 

Abbildung 1.3.4: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bindung der Aptaswitche BOTA 4 und BOTA 5 an E. coli: Die Bakte-

rien wurden mit jeweils 400 nM der Oligonukleotide für 60 min inkubiert. Anschließend wurden die Bakterienzellen gewaschen und 

mit DAPI (blau dargestellt) angefärbt. Als Negativkontrolle wurden Bakterien herangezogen, welche nicht mit Oligonukleotiden inku-

biert wurden (obere Reihe). Die Bindung der Aptaswitche BOTA 4 und BOTA 5 (FAM-funktionalisiert) resultierte in einem grün darge-

stellten Signal.  



 

Seite 25  Schlussbericht zu dem IGF-Vorhaben 22788 N 

Insgesamt haben die Untersuchungen mit den Oligonukleotiden BOTA 4 und BOTA 5 (es handelte sich um die 

entwickelten Aptaswitche auf Basis der Aptamer-Sequenz BOTA 3) gezeigt, dass sich diese bei Kontakt mit 

den Ziel-Mikroorganismen (wie E. coli) tatsächlich räumlich umstrukturierten. Die Aptamer-Domäne vermit-

telte die Bindung der Aptaswitche an die Bakterien, wodurch die zuvor in intramolekulare Basenpaarung 

involvierte „Schalter-Sequenz“ freigelegt wurde.  

 

Zur Bindung von Enzymhybridschalter B an die bei Bindung an Ziel-Mikroorganismen freigelegte Schalterse-

quenz des Aptaswitch wurde ein teilkomplementäres Oligonukleotid („Komplement“) in silico designt und 

beschafft. Die entsprechende „Schalter-Sequenz“ sowie die komplementäre Sequenz („Komplement“) sind 

nachfolgend angegeben: 

 

Die beiden Sequenzen sind nicht vollständig komplementär zueinander. Dies verhindert, dass das „Komple-

ment“ den Aptaswitch BOTA 5 auch ohne die Anwesenheit von Ziel-Mikroorganismen öffnet und sich kom-

plementär anlagert (sog. strand-displacement). Die Sequenz des „Komplement“ wurde nachfolgend in die 

Basensequenz des „Apta-Silencer“ integriert, der in den folgenden Abschnitten beschrieben wird (Kapitel 

1.6). Der Nachweis, dass das „Komplement“ nur dann an die „Schaltersequenz“ des Aptaswitch BOTA 5 bin-

det, wenn dieses sich in der bakterienbindenden Konformation befindet, ist in Abbildung 1.3.5 dargestellt. 

Anstelle von Mikroorganismen wurde in diesem Fall jedoch das zu BOTA 5 teilkomplementäre BOTA 11 ein-

gesetzt, welches zur Öffnung der Haarnadelschleifenkonformation des Aptaswitch BOTA 5 führte. Diese Öff-

nung wurde durch eine Zunahme der FAM-Fluoreszenz detektiert. Die Zugabe von Quencher (BHQ)-funktio-

nalisiertem „Komplement“ zum geöffneten Aptaswitch BOTA 5 führte anschließend wieder zu einer 

Abnahme der Fluoreszenz.  
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Abbildung 1.3.5: Schaltverhalten des Aptaswitch und Bindung von „Komplement“. Die Fluoreszenz des sowohl mit einem Fluorophor 

(FAM) als auch mit einem Quencher (BHQ) funktionalisierten Aptaswitch BOTA 5 (Konzentration 50 nM) wurde am Plattenlesegerät 

quantifiziert (Diagramm, linker Balken (Aptaswitch „geschlossen“)). Die Zugabe von BOTA 11 (Konzentration 150 nM) zum Aptaswitch 

BOTA 5 führte zur Öffnung der Haarnadelschleifenstruktur, wodurch die Fluoreszenzintensität anstieg und die „Schalter-Sequenz“ 

freigelegt wurde (Diagramm, mittlerer Balken (Aptaswitch „offen)). Durch Zugabe des zur „Schalter-Sequenz“ komplementären und 

Quencher-funktionalisierten „Komplements“ (BOTA 13; Konzentration 125 nM) nahm die Fluoreszenz des zuvor geöffneten Aptas-

witch wieder ab (Diagramm, rechter Balken (Aptaswitch „offen“ mit „Komplement“)). Rechts neben dem Diagramm sind die schema-

tischen Darstellungen der eingesetzten Oligonukleotide mit ihren jeweiligen Funktionalisierungen dargestellt. 

Auf Basis der experimentellen Daten lässt sich zusammenfassen, dass das bakterienbindende Aptamer 

BOTA 3 durch eine in silico designte "Schalter-Sequenz" und einen „Abstandshalter“ am 5′-Ende verlängert 

werden konnte, wodurch der Aptaswitch BOTA 5 erhalten wurde. Das Anhängen dieser zusätzlichen Sequen-

zen hatte keinen Einfluss auf die Fähigkeit des resultierenden BOTA 5, an Bakterien zu binden. Dies wurde 

durch Untersuchungen am Plattenlesegerät und am Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen. Die eingefügten 

Sequenzen führten zu einem Aptaswitch – einem Oligonukleotid, dessen räumliche Struktur sich durch Bin-

dung an die Ziel-Mikroorganismen änderte. Dabei wurde die „Schalter-Sequenz" freigelegt, welche zuvor in 

intramolekularen Basenpaarungen involviert war. Die durch Bakterienbindung freigelegte „Schalter-Se-

quenz“ spielt eine entscheidende Rolle bei der beabsichtigten Zusammenführung der beiden Untereinheiten 

der Split-T7-RNA-Polymerase (Enzymhybridschalter A und B). 
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1.4 Arbeitspaket 4: Ermittlung geeigneter RNAzyme mit Peroxidaseaktivität 

RNAzyme sind einzelsträngige RNA-Moleküle mit charakteristischen Sequenzen [30–35], wodurch sie intramo-

lekulare Hybridisierungen [31,36–41] und Wechselwirkungen mit Cofaktoren (z. B. Kationen) eingehen, die zur 

Ausbildung spezifischer dreidimensionaler Konformationen führen und für die speziellen enzymähnlichen 

katalytischen Aktivitäten verantwortlich sind [38–43]. Im Vergleich zu proteinogenen Enzymen sind sie kleiner, 

thermisch stabiler und kostengünstiger herstellbar. Zahlreiche RNAzyme sind literaturbeschrieben und syn-

thetisch verfügbar [42,44–47], oder lassen sich alternativ in vivo oder in vitro über T7-RNA-Polymerasen mit ge-

eigneter Promotorsequenz synthetisieren [48]. 

RNAzyme katalysieren unter anderem Nuklease- [49], Ligase- [50] und Peroxidase-Reaktionen [51]. RNAzyme mit 

Peroxidase-Aktivität besitzen etwa 15 bis 30 Nukleotide und bilden in ihrer aktiven Form eine G-Quadruplex-

Struktur [44,52,53], die durch eine höhere Anzahl an Wasserstoffbrückenbindungen thermisch stabiler als ihre 

DNA-Äquivalente sind [54]. 

Die Bildung der G-Quadruplex-Struktur erfolgt durch eine Schleifenbildung von vier Guanin-reichen Abschnit-

ten unter Einbeziehung von Kofaktoren (beispielsweise Hämin oder Kationen). Die Guanine interagieren mit-

einander in den gestapelten G-Tetraden-Strukturen und weisen bei Bindung mit Hämin (Eisen(III)-Proto-

porphyrin IX) eine Peroxidase-Aktivität auf [53]. Diese Peroxidase-Aktivität kann durch die Umsetzung 

chromogener Substrate, wie beispielsweise ABTS, oder fluorogener Substrate nachgewiesen werden [55,56]. 

Das von Liu et al. [57] beschriebene Hämin-bindende RNAzym mit Peroxidaseaktivität wurde im Rahmen dieses 

Projektes auf Basis von in silico-Analysen verkürzt und auf dessen Peroxidase-Aktivität hin untersucht (s. Ab-

bildung 1.4.1). Die Kürzung wurde am 5´-Ende des RNAzyms durchgeführt, da auf Basis von in silico-Berech-

nungen davon ausgegangen wurde, dass das 5‘-Ende nicht bei der Ausbildung der G-Quadruplex-Struktur 

involviert ist. Zunächst wurde die Peroxidase-Aktivität des beschafften RNA-Oligonukleotids (als BRO XIII be-

zeichnet) in TRIS-HCl-Puffer bei pH 7,9 untersucht, da dies der ideale Arbeitspuffer für die T7-RNA-Poly-

merase ist, durch welche das RNAzym in situ synthetisiert werden soll. Unterschiedliche Konzentrationen von 

BRO XIII wurden mit verschiedenen Konzentrationen von H2O2, in Anwesenheit des Cofaktors Hämin und des 

Substrats ABTS inkubiert und die Peroxidase-Reaktion durch Auswertung des gebildeten farbigen ABTS-Radi-

kals kolorimetrisch charakterisiert. Wie in Abbildung 1.4.1 B zu sehen ist, stieg die Absorption der Reaktions-

lösungen nach Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen an H2O2 in Anwesenheit von BRO XIII über die 

Zeit an, wohingegen die Absorption der Reaktionsgemische ohne RNAzym zeitlich konstant blieb. Basierend 

auf diesen Ergebnissen wurde für nachfolgende Untersuchungen eine H2O2-Konzentration von 1 mM und 

eine BRO XIII-Konzentration von 1 µM festgelegt.  
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Abbildung 1.4.1: Peroxidase-Aktivitätstest des RNAzyms BRO XIII in T7-RNA-Polymerasepuffer: A) Gegenüberstellung der Sequen-

zen des originalen Aptamers entsprechend Liu et al. 2009 und dem in silico-modifizierten RNAzym BRO XIII. Fett markierte Buchstaben 

stellen den übereinstimmenden Sequenzbereich dar. B) Verschiedene Konzentrationen von BRO XIII wurden mit konstanten Konzent-

rationen von Hämin (Konzentration 0,5 µM) und ABTS (Konzentration 1 mM) inkubiert und die Absorption der Reaktionslösung bei 

420 nm gemessen. Anschließend wurden unterschiedliche Mengen an H2O2 zugegeben und der Anstieg der Absorption bei 420 nm 

über 30 min verfolgt. 

Wie in Abbildung 1.4.2 dargestellt, wurde die Reaktion mit verschiedenen Zusammensetzungen des Reakti-

onsansatzes wiederholt. Es war aus der Literatur bekannt, dass leicht saure Bedingungen besser für die 

DNAzym/RNAzym vermittelte Oxidation von ABTS geeignet sind [58]. Daher wurden Puffer mit verschiedenen 

pH-Werten eingesetzt. In allen eingesetzten Puffern war die enthaltene Kalium-Konzentration identisch, da 

Kalium-Ionen die Ausbildung von G-Quadruplex-Strukturen stabilisieren. Wie zu erkennen war, lief die 

BRO XIII vermittelte Reaktion in leicht saurem Milieu effizienter ab als im neutralen pH-Bereich. Die höchste 

Aktivität wurde bei pH 5,1 erzielt, auch bei pH 6,5 war noch ein deutlicher Anstieg der Absorption der Reak-

tionslösung zu erkennen; bei pH 7,4 und 7,9 konnte keine relevante Aktivität ermittelt werden. Die beobach-

tete Zunahme der Absorption war auf die katalytische Aktivität von BRO XIII zurückzuführen, da in den glei-

chen Reaktionslösungen ohne Zusatz des RNAzyms kein Anstieg der Absorption detektierbar war (s. 

Abbildung 1.4.2).  
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Abbildung 1.4.2: RNAzym-Aktivitätstest bei verschiedenen pH-Werten: A) Das RNAzym BRO XIII (Konzentration 1 µM) wurde in ver-

schiedenen Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten mit dem Reaktionsgemisch bestehend aus Hämin (Konzentration 0,5 µM), ABTS 

(Konzentration 1 mM) und H2O2 (Konzentration 1 mM) inkubiert und die Absorptionsänderung bei 420 nm über 40 Minuten gemessen. 

Es wurde eine Negativkontrolle (NEG) ohne RNAzym mitgeführt. B) Gegenüberstellung der Absorptionswerte aller Proben nach 40 

min. Als Positivkontrolle (Pos) wurde Lactoperoxidase (25 µg/mL) eingesetzt. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass das entwickelte (verkürzte Modifikation) RNAzym BRO XIII eine 

deutliche Peroxidase-Aktivität in Gegenwart von Hämin und Wasserstoffperoxid aufwies. Das ermittelte pH-

Optimum der Reaktion lag bei pH 5,1. 
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1.5 Arbeitspaket 5: Entwicklung einer DNA-Matrize und Optimierung der Signalgenerierung 

Für die in situ-Synthese des RNAzyms BRO XIII benötigt die hierfür verwendete T7-RNA-Polymerase eine ge-

eignete doppelsträngige DNA-Matrize. Zudem ist für die T7-RNA-Polymerase eine Promotor-Sequenz am Be-

ginn der DNA-Matrize notwendig, welche die Polymerase veranlasst, die Transkription zu starten. Basierend 

auf der Basenabfolge des RNAzyms wurde daher eine DNA-Matrize in silico erstellt, welche um die entspre-

chende Promotor-Sequenz verlängert wurde. Die Oligonukleotide BRO XI und BRO XII sind die entsprechen-

den zueinander komplementären DNA-Sequenzen, welche durch Hybridisierung die gewünschte doppel-

strängige DNA-Matrize ausbildeten. 

Die so entwickelte DNA-Matrize wurde in einer in vitro-Transkription mit einer kommerziell erhältlichen T7-

RNA-Polymerase eingesetzt, um experimentell zu bestätigen, dass sie von der Polymerase als Matrize erkannt 

wird und durch Transkription das gewünschte RNAzym synthetisiert werden kann. Nach der Transkription 

wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt, um das synthetisierte RNAzym nachzuweisen. Die Er-

gebnisse sind in Abbildung 1.5.1 dargestellt. Schematisch dargestellt ist zunächst die Sequenz der doppel-

strängigen DNA-Matrize, welche durch Hybridisierung der beiden komplementären einzelsträngigen DNA-

Oligonukleotide BRO XI und BRO XII (Abbildung 1.5.1 A, der T7-Promotor ist gelb markiert) gebildet wurde. 

Abbildung 1.5.1 B zeigt den gelelektrophoretischen Nachweis des in situ synthetisierten RNAzyms im Reakti-

onsansatz mit der T7-RNA-Polymerase (T7-RNAP). Im Kontrollansatz ohne T7-RNA-Polymerase wurde kein 

RNAzym gebildet. Die Ergebnisse bestätigten, dass die entwickelte DNA-Matrize für die in situ-Synthese von 

RNAzym BRO XIII mittels T7-RNA-Polymerase geeignet ist. 
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Abbildung 1.5.1: T7-RNA-Polymerase katalysierte Transkription der DNA-Matrize und Synthese des RNAzyms BRO XIII: A) Für die 

Transkription wurde die doppelsträngige DNA-Matrize aus BRO XI und BRO XII eingesetzt, gelb hinterlegt ist der T7-Promotor. Der 

violette Pfeil zeigt die Position des Transkriptionsstarts an. B) Auswertung der Transkriptions-Reaktion mittels Agarose-Gelelektro-

phorese. Die in situ synthetisierte RNA ist auf dem Gel als ca. 30 Basen lange Bande zu sehen (roter Pfeil). 

Wie in Abbildung 1.4.2 dargestellt, liegt das pH-Optimum für die RNAzym-katalysierte Reaktion bei 5,1, wäh-

rend das pH-Optimum für die T7-RNA-Polymerase-vermittelte Transkription bei 7,9 liegt. Folglich musste das 

durch die Transkription gebildete RNAzym zunächst durch Umpufferung in einen niedrigeren pH-Bereich ge-

bracht werden, um eine hohe Peroxidase-Aktivität zu entfalten. Abbildung 1.5.2 zeigt, dass dies möglich war. 

Zunächst wurde das synthetisch hergestellte RNAzym BRO XIII in Tris-Puffer mit pH 7,9 vorgelegt und an-

schließend mit konzentriertem MES-Puffer (pH 5,1) versetzt, um den pH-Wert zu senken. Danach wurde die 

Redoxreaktion gestartet. Als Kontrolle wurde ein Reaktionsansatz verwendet, dessen pH-Wert nicht einge-

stellt wurde. Abbildung 1.5.2 A bestätigte, dass die Absenkung des pH-Wertes notwendig war, damit die 

RNAzym katalysierte Redoxreaktion erfolgen konnte. Bei einem pH-Wert von 7,9 konnten keine Reaktions-

produkte nachgewiesen werden, während bei einem erniedrigten pH-Wert die Bildung der farbigen Reakti-

onsprodukte erfolgte. 
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Ein vergleichbares Ergebnis konnte für das mittels in vitro-Transkription der DNA-Matrize mit T7-RNA-Poly-

merase gebildete RNAzym nachgewiesen werden (Abbildung 1.5.2 B). Nach der Transkription wurde der pH-

Wert durch Zugabe von konzentriertem MES-Puffer auf pH 5,1 gesenkt, bevor die Redoxreaktion gestartet 

wurde. Als Kontrolle diente ein Transkriptionsansatz, bei dem der pH-Wert für die anschließende Redoxre-

aktion bei 7,9 beibehalten wurde. Auch hier konnte durch Absenkung des pH-Werts eine intensive RNAzym 

katalysierte Farbreaktion ermittelt werden, während dies bei pH 7,9 nicht der Fall war. Somit lässt sich zu-

sammenfassen, dass das gewünschte RNAzym durch in vitro Transkription gebildet werden konnte und kata-

lytisch aktiv war. Zur Erzielung einer hohen katalytischen Peroxidase-Aktivität musste der pH-Wert des Tran-

skriptionsgemisches jedoch durch Umpufferung abgesenkt werden.  

 

Abbildung 1.5.2: Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf die Peroxidase-Aktivität des RNAzyms BRO XIII: A) Das synthetisch 

hergestellte und bezogene RNAzym BRO XIII (1 mM) wurde in Tris-Puffer mit pH 7,9 (Transkriptionspuffer) in zwei Wells (Vertiefungen) 

einer 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Anschließend wurde entweder konzentrierter MES-Puffer mit pH 5,1 hinzugegeben, um den 

pH-Wert auf pH 5,9 zu erniedrigen (rote Datenpunkte), oder ein identisches Volumen an Transkriptionspuffer mit pH 7,9 zugegeben 

(Well 2, grüne Datenpunkte). In beiden resultierenden Gemischen wurde die RNAzym katalysierte Reaktion durch Zugabe von Hämin, 

ABTS und H2O2 gestartet und die Bildung der farbigen Umsetzungsprodukte durch Messung der Absorption bei 420 nm über einen 

Zeitraum von 0-40 min quantifiziert. B) Das mittels in vitro Transkription im Transkriptionspuffer (pH 7,9) durch T7-RNA-Polymerase 

gebildete RNAzym BRO XIII wurde auf zwei Wells einer 96-Well-Platte aufgeteilt. Zu Well 1 wurde erneut konzentrierter MES-Puffer 

mit pH 5,1 hinzu pipettiert, um den pH-Wert auf pH 5,9 zu senken. In das zweite Well wurde das identische Volumen Transkriptions-

puffer mit pH 7,9 gegeben. In den resultierenden Gemischen wurde die RNAzym katalysierte Redoxreaktion durch Zugabe von Hämin, 

ABTS und H2O2 gestartet und die Bildung der farbigen Reaktionsprodukte nach einer Inkubationszeit von 40 min quantifiziert. 
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1.6 Arbeitspaket 6: Entwicklung des Apta-Silencers 

Zur Generierung eines Apta-Silencers wurden zehn SELEX-Runden durchgeführt, wobei die Bakterien zuvor 

durch Desinfektionsmittel inaktiviert worden waren. Das Ziel dieser SELEX-Runden bestand in der Anreiche-

rung von Oligonukleotiden, die eine Affinität für durch Desinfektionsprozesse inaktivierte Bakterien aufwie-

sen, während eine Bindung an lebende Mikroorganismen verhindert werden sollte. Da die Oligonukleotide 

in der Lage sein sollten, verschiedene Spezies an inaktivierten Bakterien zu binden, wurde eine sog. "sequen-

tial toggle-SELEX" durchgeführt [59]. Hierbei wurden die (inaktivierten) Mikroorganismen sequentiell bei jeder 

SELEX-Runde gewechselt. Die während der SELEX eingesetzten Mikroorganismen waren Enterococcus fae-

cium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus und Bacillus 

cereus. Im Anschluss an die zehnte SELEX-Runde wurde der DNA-Pool sequenziert, um zu analysieren, ob sich 

tatsächlich einige Oligonukleotid-Sequenzen oder -Sequenzfamilien angereichert hatten. Eine solche Analyse 

lässt bei Anreicherung bestimmter Sequenzmotive ggf. den Schluss zu, dass die angereicherten Oligonukleo-

tide tatsächlich in der Lage sind, spezifisch an inaktivierte Mikroorganismen zu binden. Die Ergebnisse der 

Sequenzierung wurden unter Zuhilfenahme der Plattform Galaxy Project (https://galaxyproject.org) ausge-

wertet. Das allgemeine SELEX-Schema sowie das Resultat der Sequenzierungsanalyse sind in Abbildung 1.6.1 

dargestellt. Im Rahmen der Sequenzierung des Oligonukleotid-Pools der letzten SELEX-Runde wurden insge-

samt 32.257 Oligonukleotide analysiert. Unter der hohen Anzahl an Sequenzen konnte eine Sequenzfamilie 

identifiziert werden, die sich durch ein stark konserviertes Motiv auszeichnete. Insgesamt wies eine Popula-

tion von 1.503 der analysierten Sequenzen das betreffende Motiv auf, was einem Anteil von ca. 4,7 % der 

Gesamtpopulation des analysierten Pools entsprach. Die Abbildung 1.6.1 B zeigt die Zusammensetzung des 

gefundenen Motivs. Die ersten 18 Nukleotide unter den 1.503 Motiv-Familien-Mitgliedern wiesen eine hohe 

Übereinstimmung auf. Bei den Nukleotiden der Positionen 19 bis 39 war eine etwas variierende Verteilung 

der Nukleotidzusammensetzung zu beobachten. Es ließ sich jedoch ableiten, dass die Nukleotidabfolge der 

Positionen 1 bis 18 bei einem Großteil der Sequenzfamilie auf den Positionen 19 bis 39 wiederholt wurde.  
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Abbildung 1.6.1: SELEX zur Generierung eines Aptamers mit Affinität zu durch Desinfektionsprozesse inaktivierten Bakterien: A) 

Generelles Schema eines SELEX-Ablaufs. Ein SELEX-Zyklus besteht aus der Inkubation einer Oligonukleotid-Bibliothek mit den Zielstruk-

turen, Waschschritten zur Entfernung ungebundener Oligonukleotide, Rückgewinnung der bindenden Oligonukleotide und deren an-

schließender Amplifizierung. B) Analyse des nach 10 SELEX-Zyklen angereicherten Nukleotid-Motivs innerhalb des Oligonukleotid-

Pools durch Analyse der Sequenzierungsdaten. Die Nukleotid-Zusammensetzung für jede Position ist farbig dargestellt. C) Für nach-

folgende Bindungsstudien wurde das Oligonukleotid BOTA Sil1 ausgewählt, dessen Sequenz bzw. Konformation dargestellt ist. Dieses 

wurde am 5´-Ende mit einem FAM-Fluorophor funktionalisiert. Die Gibbs-Energie der intramolekularen Hybridisierung liegt bei 

G = 14,6 kcal/mol. 

Eine Wiederholung desselben Motivs innerhalb eines Aptamers könnte auf eine erhöhte Affinität zur Ziel-

struktur hinweisen, was zu einer verstärkten Bindung führt [60,61]. Für Bindungsstudien wurde ein Vertreter 

dieser Familie – der Apta-Silencer BOTA Sil1 - untersucht, dessen Sequenz sowie in silico-berechnete räumli-

che Faltung in Abbildung 1.6.1 C dargestellt ist. 

Im Rahmen der Bindungsuntersuchungen mit BOTA Sil1 an durch Desinfektionsprozesse inaktivierte Mikro-

organismen konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop keine verwertbaren Ergebnisse erzielt werden. Die 

inaktivierten Bakterien wiesen eine stark erhöhte Autofluoreszenz auf, die in sämtlichen verfügbaren Filter-

kanälen beobachtet werden konnte. Dieses Phänomen lässt sich häufig auf die Akkumulation von stressin-

duzierten Verbindungen wie Flavinen, Lipofuszinen oder anderen Metaboliten zurückführen. Diese Moleküle 

weisen ein breites Emissionsspektrum auf, welches sich über mehrere Filterkanäle hinweg überschneiden 

kann, wodurch die Interpretation der Fluoreszenzsignale erschwert bzw. unmöglich wird [62,63]. Infolgedessen 

war der Bindungsnachweis von Fluoreszenz-funktionalisierten Oligonukleotiden an diese Bakterien nicht 
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möglich. Als alternative Methode zum Nachweis der Bindung wurde daher eine quantitative PCR (qPCR) 

durchgeführt. Das gewählte Vorgehen entsprach dabei dem bereits erwähnten Vorgehen bei der SELEX. In-

aktivierte Bakterien wurden mit BOTA Sil1 inkubiert und mehrfach mit Puffer gewaschen, um nicht bindende 

DNA aus dem Gemisch zu entfernen. Im Anschluss wurde die an Bakterien gebundene DNA durch Hitze elu-

iert und mittels qPCR untersucht. Die Quantifizierung der gebundenen DNA-Menge erfolgte anhand der ge-

messenen Ct-Werte (cycle threshold). Abbildung 1.6.2 zeigt das Ergebnis dieser Versuche. Stellvertretend für 

grampositive und gramnegative Bakterien wurden S. aureus und E. coli untersucht. Für diese Bindungsstudien 

wurden sowohl lebende als auch durch Desinfektionsprozesse inaktivierte Bakterien verwendet. Die Abbil-

dungen 1.6.2 A und B präsentieren Kalibriergeraden, welche unter Verwendung unterschiedlicher Quantitä-

ten an BOTA Sil1 durch die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) generiert wurden. Die ermittelten 

Amplifikationskurven dienten der Bestimmung der Ct-Werte, welche den PCR-Zyklus angeben, ab welchem 

die exponentielle Vervielfältigung der DNA quantitativ erfasst werden kann, was wiederum mit der Anzahl 

der DNA-Matrizen (DNA template) korreliert. Die Ct-Werte wurden gegen die in der qPCR eingesetzten DNA-

Matrizen-Mengen aufgetragen, wodurch sich die Kalibriergerade in Abbildung 1.6.2 B ergab. Mit deren Hilfe 

konnten die DNA-Mengen in unbekannten Proben (z.B. den Eluaten der durchgeführten Bindungstests) quan-

tifiziert werden. Die Ergebnisse der Bindungstests sind in Abbildung 1.6.2 C (für E. coli) und D (für S. aureus) 

dargestellt. Die Abbildungen zeigen erneut die Amplifikationskurven von BOTA Sil1, welches an die Oberflä-

che inaktivierter Bakterien (durchgezogene dunkelgrüne Kurven), oder lebender Bakterien (durchgezogene 

braune Kurven) gebunden hatte. Die gestrichelten Kurven zeigen Negativkontrollen, bei denen nur der Über-

stand der Bakteriensuspensionen der qPCR zugeführt wurde, ohne dass die Bakterien zuvor mit BOTA Sil1 

inkubiert wurden. Aus den erzielten Ergebnissen geht hervor, dass an inaktivierte Bakterien eine deutliche 

Bindung von BOTA Sil1 erfolgte, während bei lebenden Bakterien keine Bindung (im Falle von E. coli, Abbil-

dung 1.6.2 C) oder eine deutlich geringere Bindung als an inaktivierte Bakterien (im Falle von S. aureus, Ab-

bildung 1.6.2 D) nachweisbar war. Zwar zeigten die erhaltenen Kurven für die vitalen E. coli besonders zu 

Beginn des qPCR-Laufes recht hohe relative Fluoreszenz-Werte, die generellen Kurvenverläufe dieser Proben 

waren allerdings für qPCR untypisch, da sie kein typisches Amplifikationsprofil aufwiesen. Daher war davon 

auszugehen, dass in diesen Fällen keinerlei BOTA Sil1 amplifiziert wurde bzw. in den Versuchsansätzen de-

tektierbar war.  
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Abbildung 1.6.2: Bindungsexperiment mit Apta-Silencer BOTA Sil1 an durch Desinfektionsprozesse inaktivierte Bakterien: A) Amp-

lifikationskurven unterschiedlicher Einsatzmengen an BOTA Sil1 als DNA-Matrize für die qPCR. Die schwarze Kurve repräsentiert die 

Negativ-Kontrolle (Non-Template Control, NTC), bei der keine DNA-Matrize zur Reaktionslösung zugegeben wurde. B) Kalibriergerade, 

mit deren Hilfe BOTA Sil1 Mengen in unbekannten Proben quantifiziert wurden. C) Bindungsexperiment an E. coli. BOTA Sil1 wurde 

sowohl mit lebenden (durchgängige braune Kurve) als auch mit durch Desinfektionsprozesse inaktivierten Bakterien (durchgängige 

grüne Kurve) inkubiert. Gestrichelte Kurven in den entsprechenden Farben repräsentieren die Negativkontrollen, bei denen Bakterien 

nicht mit BOTA Sil1 inkubiert wurden. D) Zu C) analog durchgeführtes Bindungsexperiment mit S. aureus. 

Anhand der erstellten Kalibriergeraden ließ sich errechnen, dass sich von den inaktivierten E. coli (Ct-

Wert = 3,37) eine BOTA Sil1 Konzentration von 1.482 nM im Elutionsvolumen von 50 µL detektieren ließ. Im 

Falle von inaktivierten S. aureus (Ct-Wert = 1,96) war die im Eluat detektierte Konzentration an BOTA Sil1 mit 

3.657 nM sogar noch höher. Zwar konnte auch an lebenden S. aureus eine Bindung von BOTA Sil1 nachge-

wiesen werden, die gebundene BOTA Sil1 Konzentration war jedoch um den Faktor 20 niedriger (175 pM; Ct-

Wert = 6,45) im Vergleich zur BOTA Sil1-Konzentration, die an inaktivierten S. aureus gebunden hatte. 

Die Resultate dieser Bindungsuntersuchungen sind ein Beleg dafür, dass der Apta-Silencer BOTA Sil1 sowohl 

an grampositive Bakterien (vertreten durch S. aureus) als auch an gramnegative Bakterien (vertreten durch 

E. coli) band, welche zuvor durch Desinfektionsprozesse inaktiviert wurden. Daher ließ sich ableiten, dass 

BOTA Sil1 die gewünschte Funktionalität aufwies und zur Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse durch inak-

tivierte Mikroorganismen eingesetzt werden kann. Der Apta-Silencer BOTA Sil1, verlängert um die zur "Schal-

ter-Sequenz" des Aptaswitches komplementäre Sequenz (vgl. Kapitel 1.3), lagert sich folglich teilkomplemen-

tär an den Aptaswitch an und kann auf diese Weise die Assemblierung der beiden Split-T7-RNA-Polymerase-

Untereinheiten verhindern, wie es schematisch in Abbildung 1.6.3 dargestellt ist.  
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Abbildung 1.6.3: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Apta-Silencers BOTA Sil1: Wirkprinzip des Apta-Silencers 

BOTA Sil1 zur Vermeidung falsch positiver Signale an inaktivierten Bakterien. Der Apta-Silencer lagert sich nach Bindung auf der Ober-

fläche inaktivierter Bakterien teilkomplementär an die Schaltersequenz des Aptaswitches, wodurch die DNA-vermittelte Assemblie-

rung der beiden Split-T7-RNA-Polymerase-Untereinheiten verhindert wird. Hierdurch lässt sich die Assemblierung der katalytisch ak-

tiven Split-T7-RNA-Polymerase und die nachfolgende Generierung eines Farbsignals verhindern. (EH A: Enzymhybridschalter A, EH B: 

Enzymhybridschalter B, Vital MO: lebende Mikroorganismen, Inact. MO: durch Desinfektionsprozesse inaktivierte Mikroorganismen). 
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1.7 Arbeitspaket 7: Kopplung von Apta-Enzymhybridschalter A, Enzymhybridschalter B und Cha-

rakterisierung der Enzymhybridschalter-Funktion 

In Kapitel 1.1 wurde die Kopplungsreaktion eines Modellenzyms an Modell-DNA-Oligonukleotide beschrie-

ben, bei denen sowohl die Reaktion zwischen Maleimid-funktionalisierter DNA an Cysteinreste des Enzyms 

als auch die Reaktion zwischen SNAP-Tag und Benzylguanin-funktionalisierter DNA durchgeführt wurden. Für 

die Kopplung der Split-T7-RNA-Polymerase Untereinheiten an die in vorherigen Kapiteln beschriebenen Oli-

gonukleotide wurden nun identische Reaktionsbedingungen gewählt. Da die beiden Split-T7-RNA-Poly-

merase Untereinheiten in Tris-HCl-Puffer mit pH 8,0 und 10 % Glycerol erhalten waren, mussten diese vor 

der Kopplungsreaktion mittels Dialyse in einen geeigneten Puffer überführt werden. Für die Kopplungsreak-

tion wurde ein PBS-Puffer (pH 7,0) gewählt, da Maleimid bei pH-Werten von über 7,5 hydrolisiert. Zudem 

enthält Tris-Puffer primäre Aminogruppen, welche im basischen pH-Bereich ebenfalls mit Maleimid reagie-

ren können. 

Für die Kopplung wurde der N-terminale Teil der Split-T7-RNA-Polymerase an das DNA-Oligonukleotid 

BOTA 12 gekoppelt. Dieses war im Wesentlichen identisch mit BOTA 5, jedoch am 5'-Ende mit einer kurzen 

“Abstandshalter-Sequenz“ und einem terminalen Maleimid funktionalisiert, um die Kopplungsreaktion an 

das Cystein im Enzymfragment zu gewährleisten. Das C-terminale Enzymfragment wurde an das bereits ver-

wendete Benzylguanin-funktionalisierte DNA-Oligonukleotid "KOP-BG" gekoppelt. Die Kopplungsreaktionen 

wurden über Nacht unter leichtem Schütteln durchgeführt. Anschließend wurden verschiedene elektropho-

retische Methoden verwendet, um die Kopplungsprodukte nachzuweisen. 

Der erste methodische Ansatz zum Nachweis der Kopplungsprodukte erfolgte analog zum Nachweis der 

Kopplung des Modell-Enzyms an die Modell-DNA (vgl. Abbildung 1.7.1). Aliquots der Kopplungsreaktionsan-

sätze wurden mittels nativer PAGE untersucht. Nach der elektrophoretischen Trennung wurde das Gel nach-

einander mit SYBR Gold und Coomassie gefärbt, um erst die DNA und anschließend die Proteinfragmente 

anzufärben. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 1.7.2 dargestellt. Bei sämtlichen ange-

wandten Nachweismethoden enthielten die auf die Gele aufgetragenen Aliquots eine Menge von ca. 12 µg 

der Enzym-Fragmente sowie 25 pmol der Oligonukleotide. 
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Abbildung 1.7.1: Nachweis der Kopplung funktionalisierter Oligonukleotide an die Split-T7-RNA-Polymerase Fragmente mittels 

nativer PAGE: Das Gel wurde nacheinander mit SYBR Gold (linke Abbildungen) und Coomassie (rechte Abbildungen) angefärbt, um 

sowohl DNA als auch Enzym nachzuweisen. Die aufgetragene Menge an Enzymfragmenten betrug in allen Proben 12 µg, die DNA-

Menge lag bei 25 pmol. (BOTA 12 alleine bzw. #3_Kop_OCT7F alleine: Auftragung des Maleimid-modifizierten bzw. Benzylguanin-

modifizierten Oligonukleotids, N-Term alleine bzw. C-Term alleine: Auftragung der N-terminalen bzw. C-terminalen Split-Enzym Un-

tereinheit, Kopplung BOTA 12 an N-Term: Auftragung des Reaktionsgemisches bestehend aus dem Maleimid-modifizierten Oligonuk-

leotid und der N-terminalen Split-Enzym Untereinheit, Kopplung#3_Kop_OCT7F an C-Term: Auftragung des Reaktionsgemisches be-

stehend aus dem Benzylguanin-modifizierten Oligonukleotid und der N-terminalen Split-Enzym Untereinheit.) 

Beim zweiten angewendeten methodischen Ansatz zum Nachweis der Kopplungsreaktion wurden Aliquots 

des Kopplungsreaktionsansatzes mittels denaturierender PAGE untersucht. Dazu wurde ein SDS-PAGE-Gel 

mit geeigneten Lade- und Laufpuffern verwendet. Wie beim ersten methodischen Ansatz wurde das Gel an-

schließend nacheinander mit SYBR Gold und Coomassie angefärbt. Abbildung 1.7.2 zeigt die Gelbilder. 
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Abbildung 1.7.2: Nachweis der Kopplung funktionalisierter Oligonukleotide an die Split-T7-RNA-Polymerase Fragmente mittels 

denaturierender PAGE-Gelelektrophorese: Das Gel wurde nacheinander mit SYBR Gold (linke Abbildungen) und Coomassie (rechte 

Abbildungen) angefärbt, um sowohl DNA als auch Enzym nachzuweisen. Die aufgetragene Menge an Enzymfragmenten betrug in 

allen Proben 12 µg, die DNA-Menge lag bei 25 pmol. (BOTA 12 alleine bzw. #3_Kop_OCT7F: Auftragung des Maleimid-modifizierten 

bzw. Benzylguanin-modifizierten Oligonukleotids, N-Term alleine bzw. C-Term alleine: Auftragung der N-terminalen bzw.C-terminalen 

Split-Enzym Untereinheit, Kopplung BOTA 12 an N-Term: Auftragung des Reaktionsgemisches bestehend aus dem Maleimid-modifi-

zierten Oligonukleotid und der N-terminalen Split-Enzym Untereinheit, Kopplung#3_Kop_OCT7F an C-Term: Auftragung des Reakti-

onsgemisches bestehend aus dem Benzylguanin-modifizierten Oligonukleotid und der N-terminalen Split-Enzym Untereinheit.) 

Die Auswertung aller Untersuchungsergebnisse ergab, dass Produkte der Kopplungsreaktion zwischen modi-

fizierten DNA-Oligonukleotiden und den Split-T7-RNA-Polymerase-Fragmenten nicht nachgewiesen werden 

konnten. Bei der Analyse mittels nativer PAGE-Gele (s. Abbildung 1.7.1) zeigten die eingesetzten DNA-Oligo-

nukleotide keine definierten einzelnen Banden, sondern eine Verteilung über einen weiten Bereich der Lauf-

strecke des Gels. Eine Übereinstimmung in den Migrationshöhen zwischen DNA und den Enzymfragmenten 

– was eine Kopplungsreaktion belegen würde – ließ sich nicht detektieren. Bei der Verwendung von denatu-

rierenden SDS-PAGE-Gelen (s. Abbildung 1.7.2) wurden ähnliche Resultate erhalten.  

Bereits zuvor gezeigte Ergebnisse belegen die erfolgreiche Kopplung von funktionalisierten DNA-Oligonukle-

otiden mit Modellproteinen, sodass auch hier von einer erfolgreichen Kopplung ausgegangen wird. 
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1.8 Arbeitspaket 8: Prüfung unter praxisnahen Bedingungen und Untersuchung der Lagerstabi-

lität 

Es wurde die Langzeitstabilität der Reaktionspuffer-Systeme mit enthaltenen Reagenzien untersucht, in wel-

chen die RNAzym-katalysierte Farbreaktion abläuft. Dafür wurden vier verschiedene Reaktionspuffer-Syst-

teme hergestellt, die unterschiedliche Kombinationen aus Wasser, 10x MES-Puffer (pH 5,1), Hämin, ABTS und 

Wasserstoffperoxid enthielten. Diese Puffer wurden aliquotiert und zwecks Stabilitätsuntersuchungen bei 

Raumtemperatur (RT) und -20 °C über unterschiedlich lange Zeiten inkubiert. Folgende vier Reaktionspuffer-

Systeme wurden untersucht: 

Reaktionspuffer-System 1: 1x MES-Puffer pH 5,1 inklusive der Reagenzien Hämin, ABTS und H2O2. 

Reaktionspuffer-System 2: War identisch mit System 1, jedoch ohne H2O2. 

Reaktionspuffer-System 3: War identisch mit System 2, jedoch ohne ABTS. 

Reaktionspuffer-System 4: War identisch mit System 2, jedoch ohne Hämin. 

Es wurde untersucht, ob die unterschiedlich zusammengesetzten Reaktionspuffer-Systeme geeignet waren, 

um über einen längeren Zeitraum hinweg für die zu katalysierende Reaktion eingesetzt werden zu können. 

Die Stabilität bzw. Funktionalität der verschiedenen Reaktionspuffer-Systeme wurde wöchentlich unter-

sucht. Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt wurden jeweils zwei Aliquots der bei Raumtemperatur oder 

-20 °C gelagerten Reaktionspuffer-Systeme entnommen und die jeweils noch fehlenden Reagenzien sowie 

das RNAzym BRO XIII zugesetzt. Die Extinktion der sich entwickelnden farbigen Reaktionsprodukte wurde 

mittels Plattenlesegerät quantifiziert. Die Ergebnisse der Stabilitätsuntersuchungen sind in Abbildung 1.8.1 

dargestellt. Es ist zu erkennen, dass das Reaktionspuffer-System 1 keine Eignung hinsichtlich Langzeitstabili-

tät aufwies, da bereits nach 1 Tag Lagerung (Woche 0: „W0“) keine relevante Umsatzreaktion des chromo-

genen ABTS mehr ermittelt werden konnte. Die Reaktionspuffer-Systeme 2 und 3, welche Hämin enthielten, 

zeigten ebenfalls eine geringe Langzeitstabilität. Dies galt vor allem für die Lagerung bei Raumtemperatur, 

wohingegen eine Lagerung bei -20 °C weniger kritisch war, da die Umsatzreaktionen hier zu mehr farbigen 

Produkten und zu höheren Extinktionswerten führten. Im Gegensatz dazu zeigte das Reaktionspuffer-System 

4 sowohl bei Lagerung bei -20 °C als auch bei Raumtemperatur eine gute Langzeitstabilität. Die Bildung far-

biger Reaktionsprodukte war in beiden Fällen (RT vs. -20°C-Lagerung) für das genannte System sehr gut über-

einstimmend. Somit war das Reaktionspuffer-System 4 geeignet, da dieses über den untersuchten Lage-

rungszeitraum von 0 bis 3 Wochen sowohl bei Lagerung unter RT als auch bei Lagerung unter -20 °C zu gut 

vergleichbaren Umsatzreaktionen führte. Die zusätzlich für die Umsetzungsreaktion benötigten Komponen-

ten Hämin und H2O2 können am Tag der Anwendung des Schnelltestsystems zugesetzt werden. Untersuchun-

gen der Farbumsetzungsreaktion auf Textilien (Kasacks, Hosen, Möppe), die über unterschiedliche 
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Zyklenzahlen mit professionellen Desinfektionswaschverfahren aufbereitet worden waren, ergaben keine 

Hinweise auf negative Beeinflussungen (Matrixeffekte) der RNAzym-katalysierten Farbreaktion. 

 

Abbildung 1.8.1: Untersuchung der Langzeitstabilität verschiedener Reaktionspuffer-Systeme bezüglich der erzielbaren RNAzym-

katalysierten Farbumsetzungsreaktion: Extinktionswerte wurden vor Reaktionsstart und 30 min nach Zugabe des RNAzyms gemes-

sen. Die RNAzym-katalysierten Farbumsetzungsreaktionen wurden in A) Reaktionspuffer-System 1, B) Reaktionspuffer-System 2, 

C) Reaktionspuffer-System 3 und D) Reaktionspuffer-System 4 durchgeführt. Die Reaktionspuffer-Systeme wurden bei Raumtempera-

tur (RT) oder bei -20°C über mehrere Wochen gelagert. Die erste Messung erfolgte 24 h nach Ansetzen der Reaktionspuffer-Systeme 

(W0), sowie nach einer (W1), zwei (W2) und drei (W3) Wochen Lagerungszeit. 

 

1.9 Arbeitspaket 9: Dokumentation und Berichterstattung 

Die Ergebnisse wurden kontinuierlich dokumentiert und in einem Schlussbericht dargestellt. 
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2 Verwendung der Zuwendung 

Die Durchführung der unten beschriebenen Untersuchungen erfolgte im Berichtszeitraum durch wissen-

schaftlich-technisches Personal (Einzelansatz A.1 des Finanzierungsplans) im Umfang von 17,35 Personen-

monaten. 

Die Expression und die Aufreinigung der unterschiedlichen Expressionsansätze der Split-T7-RNA-Polymerase-

Untereinheiten erfolgten als Leistung Dritter (Einzelansatz C des Finanzierungsplanes; GenScript Biotech B.V.; 

12.626,08 €). 

 

3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit 

Die Ausgaben während der Projektlaufzeit waren für die Durchführung der geleisteten Arbeit notwendig und 

angemessen. Die im Berichtszeitraum durchgeführten Arbeiten stellen die Umsetzung der im Forschungsan-

trag vorgesehenen Arbeitsschritte dar und sind für die Erreichung des Forschungsziels wichtig. Die geleisteten 

Arbeiten waren zur Bearbeitung der genannten Arbeitspakete erforderlich. 

 

4 Darstellung des wissenschaftlich-technischen und wirtschaftlichen 
Nutzens der erzielten Ergebnisse insbesondere für KMU sowie ihres 
innovativen Beitrags und ihrer industriellen 
Anwendungsmöglichkeiten 

Die erzielten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse bilden die Grundlage für die Realisierung eines Schnell-

tests zur Prüfung des Bioburden von desinfizierend aufbereiteten OP-Textilien und Reinigungstextilien. Es ist 

davon auszugehen, dass nach weiteren, auf die im durchgeführten Vorhaben erzielten Erkenntnisse aufbau-

enden Entwicklungen innerhalb der nächsten Jahre die Realisierung eines kommerziell verwertbaren Schnell-

tests vorgenommen werden kann. 

Ein solcher Schnelltest, der eine zu ISO 11731-1 bzw. DIN 13063 äquivalente Prüfung des Bioburden von des-

infizierend aufbereiteten OP-Textilien und Reinigungstextilien ermöglicht, ist die Grundlage für innerbetrieb-

lich durchführbare Eigenkontrollen. Textile Dienstleistungsbetriebe sowie Reinigungs- und Hygienedienstleis-

ter sind vertraglich dazu verpflichtet, die normativ festgelegten Anforderungen an OP-Textilien und 

Reinigungstextilien in medizinischen Einrichtungen zu erfüllen und deren Einhaltung kontinuierlich durch re-

gelmäßige Kontrollen zu überwachen. Die bislang durchgeführte Vergabe hygienisch-mikrobiologischer Kon-

trollen an externe spezialisierte Prüflabore ist jedoch zeit- und kostenaufwendig und belastet die 
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Wirtschaftlichkeit der Dienstleister. Durch die Verfügbarkeit innerbetrieblich und kostengünstig durchführ-

barer Schnelltests, die sich für regelmäßige Eigenkontrollen nutzen lassen, kann der Umfang von an externe 

Prüflabore vergebene Kontrollen reduziert werden. Die Wirtschaftlichkeit der Unternehmen wird verbessert, 

gleichzeitig lässt sich durch den erhöhten Kontrollumfang mittels innerbetrieblicher Schnelltests die Quali-

tätssicherung verbessern. Hierdurch werden potenzielle Haftungsrisiken reduziert. 

Innerbetriebliche Schnelltests sind insbesondere für die mit der Aufbereitung von OP-Textilien befassten tex-

tilen Dienstleister von hoher Bedeutung, da diese gegenüber den Herstellern von Einweg-OP-Textilien im 

Rahmen der Qualitätssicherung zu einem wesentlich höheren Stichprobenumfang bei den Prüfungen ver-

pflichtet sind. Somit wird die Wettbewerbsfähigkeit von Anbietern hochwertiger Mehrweg-OP-Textilien im 

Vergleich zu Anbietern von Einwegprodukten erhöht. 

Von der Umsetzung der wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und der industriellen Anwendungsmöglich-

keit profitieren ferner Hersteller von Feinchemikalien und Bioreagenzien sowie z.B. universitäre Spin-Off-

Unternehmen aus dem Bereich der Biotechnologie, die die notwenigen Komponenten herstellen und 

dadurch ihr Produktportfolio erweitern können. Ebenso können Prüflaboratorien Reagenzien-Kits entwickeln 

und ihren Kunden für Eigenkontrollen zur Verfügung stellen. 

Durch den modularen Aufbau des Schnelltests lässt sich durch Anpassung der Aptamersequenzen auch ein 

Schnelltestsystem zum Nachweis spezieller Mikroorganismen entwickeln. Dies kann genutzt werden, um hy-

gienisch-mikrobiologische Kontrollverfahren für Indikatorkeime, z.B. Salmonella sp., für die Aufbereitung von 

Textilien aus der Lebensmittelindustrie zu entwickeln. 

 

5 Wissenstransfer in die Wirtschaft 

Die Bearbeitung des IGF-Vorhabens erfolgte in enger Zusammenarbeit mit den Mitgliedern des projektbe-

gleitenden Ausschusses sowie weiteren Experten aus der Industrie, welche die Forschungsarbeiten zur Ent-

wicklung des Schnelltests zur Bestimmung des Bioburdens durch beratende Tätigkeiten unterstützten und 

erforderliche Materialien für Testzwecke wie z.B. OP- und Reinigungstextilien mit unterschiedlicher Aufbe-

reitungszyklenzahl zur Verfügung stellten. Die Projektbearbeitung erfolgte somit in enger Abstimmung mit 

der Industrie. Die Ergebnisse der Forschungsarbeiten wurden in den regelmäßig durchgeführten Sitzungen 

des projektbegleitenden Ausschusses vorgestellt und diskutiert (siehe Kapitel 6). Die erzielten Ergebnisse 

wurden durch relevante Industriepartner beurteilt. Die an den durchgeführten Sitzungen teilnehmenden tex-

tilen Dienstleister aus dem Bereich Aufbereitung hochwertiger Mehrweg-OP-Textilien bekundeten ein star-

kes Interesse an dem Schnelltest, um diesen als z.B. tägliche Routinekontrolle im Rahmen der validierten 

Aufbereitung textiler Medizinprodukte einzusetzen. Prüflaboratorien äußerten ein starkes Interesse am 
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Einsatz und den Anwendungsmöglichkeiten des entwickelten Breitband-Aptamers sowie dem entwickelten 

in situ synthetisierbaren RNAzym zur Entwicklung von Nachweissystemen für lebende Mikroorganismen. Es 

ist zu erwarten, dass das im Vorhaben entwickelte RNAzym BOTA XIII aufgrund seiner optimierten Größe und 

hohen Aktivität von Prüflaboratorien eingesetzt werden wird, um bereits existierende Schnelltestsysteme 

auf der Basis konventioneller DNAzyme zu substituieren bzw. diese Schnelltestsysteme zu optimieren. Prüfla-

boratorien können aufgrund der erzielten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse ihr Produktportfolio er-

weitern und neue Absatzmärkte bzw. Kundenkreise erschließen. Durch die enge Einbindung der Industrie 

wurde ein hoher Praxisbezug während der Projektlaufzeit sichergestellt und die Voraussetzung für einen 

schnellen Praxisübertrag nach Projektabschluss geschaffen. Bereits hierdurch wurde ein effizienter Wissens-

transfer in die Wirtschaft realisiert. Darüber hinaus wurden die Projektergebnisse durch Veröffentlichungen 

in branchenrelevanten Fachzeitschriften einem breiten Fachpublikum vorgestellt (siehe Kapitel 6). Über die 

Projektlaufzeit hinaus sind weitere Transfermaßnahmen geplant, die zu einer Verbreitung der erzielten Pro-

jektergebnisse in der Industrie führen (siehe Kapitel 7). Unternehmen aus den relevanten Branchen können 

hierdurch die Projektergebnisse aufgreifen und auf deren Basis neue Produkte bzw. Verfahren entwickeln. 
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6 Durchgeführte Transfermaßnahmen 

Die während der Laufzeit des Vorhabens durchgeführten Transfermaßnahmen sind in Tabelle 6.1 zusammen-

gefasst. 

Tabelle 6.1: Während der Laufzeit des Vorhabens durchgeführte Transfermaßnahmen. 

 

  

Transfermaßnahme Ziel Ort/Rahmen Datum/Zeitraum 

wfk-Homepage 
Verbreitung des For-

schungsthemas 
Vorstellung des Projektes 

Durchgeführt: 

13.01.2023 

Projektbegleitender Aus-

schuss (PA) 

Kontinuierliche Ergebnis-

diskussion im PA 

Projektvorstellung; Diskus-

sion geplanter Arbeiten. 

Ergebnisvorstellung; Diskus-

sion weiteres Vorgehen. 

Abschlusspräsentation und 

Diskussion 

Durchgeführt: 

21.03.2023 

07.12.2023 

01.08.2024 

04.02.2025 

Zeitschrift „wfk news“ Transfer in die Wirtschaft Vorstellung des Projektes 
Durchgeführt: 

2024, Vol 3: 9 

Zeitschrift „Wäscherei + Reini-

gungspraxis “ 
Transfer in die Wirtschaft Vorstellung des Projektes 

Durchgeführt: 

2025, Vol 2: 40-42  

Wissenschaftlicher Beirat wfk 
Transfer in die Branche 

der textilen Dienstleister 

Vorstellung der Ergebnisse 

und Diskussion 

Durchgeführt: 

22.06.2023 

27.06.2024 

wfk-Activity Report 

Schnelle und umfassende 

Verbreitung der Ergeb-

nisse 

Vorstellung des Projektes 

bzw. der Ergebnisse 

Durchgeführt: 

Activity Report 2023: 

88-89 

Activity Report 2024:  

93-94 

Texcare-Forum 
Transfer in die Branche 

der textilen Dienstleister 
Vorstellung des Projektes 06.11.2024 
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7 Geplante spezifische Transfermaßnahmen nach der Projektlaufzeit 

Die nach der Projektlaufzeit geplanten Transfermaßnahmen sind in Tabelle 7.1 dargestellt. 

Tabelle 7.1: Nach der Projektlaufzeit geplante Transfermaßnahmen. 

 

  

Transfermaßnahme Ziel Ort/Rahmen Datum/Zeitraum 

wfk-Homepage Transfer in die Praxis 
Zusammenfassung der Er-

gebnisse  
2. Quartal 2025 

wfk-Activity Report Transfer in die Wirtschaft 
Zusammenfassung der Er-

gebnisse 
Mai 2025 

Wissenschaftlicher Beirat wfk 
Transfer in die Branche 

der Textil-Dienstleister 

Zusammenfassende Vorstel-

lung der Ergebnisse 
Juli 2025 

ISO/TC 94/SC 13/WG 6  Transfer in die Normung 
Vorstellung ausgewählter 

Ergebnisse 
3. Quartal 2025 

Zeitschrift „wfk-news“ 

Ergebnistransfer in die 

Branche der textilen 

Dienstleister 

Zusammenfassung der Er-

gebnisse  
3. Quartal 2025 

Zeitschrift „Wäscherei + Reini-

gungspraxis“ 

Ergebnistransfer in die 

Branche der textilen 

Dienstleister 

Zusammenfassende Darstel-

lung der Ergebnisse 
4. Quartal 2025 
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9 Anhang 

Puffer, Lösungen und Kulturmedien 

Für die Anzucht von Mikroorganismen wurden Caso-Bouillon und Caso-Agar eingesetzt. Beide Kulturmedien 

wurden als Trockenmedien bezogen und nach Herstellerangeben in VE-Wasser gelöst und autoklaviert (Gra-

vitationsverfahren, 121 °C, 20 min). 

Tabelle 9.1: Liste der eingesetzten Puffer und Lösungen. 

Phosphatgepufferte Salzlösung 10x konzentriert (10x PBS), pH 7,4 

Substanz 

Natriumchlorid (NaCl) 

Kaliumchlorid (KCl) 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

pH 7,4 

Menge pro 100 mL  

8,00 g 

2,98 g 

1,44 g 

0,24 g 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung 10x konzentriert mit Triton X (10x PBSX), pH 7,4 

Substanz 

Natriumchlorid (NaCl) 

Kaliumchlorid (KCl) 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Triton X 100 

pH 7,4 

Menge pro 100 mL  

8,00 g 

2,98 g 

1,44 g 

0,24 g 

0,05% (v/v)  

 

Blockier-Lösung, pH 7,4 

Substanz 

10 x PBS 

Lachssperma abgeschert  

Tween20 

Dextransulfat 

pH 7,4 

Menge pro 100 mL 

10,0 mL 

100 µg/mL  

0,05% (v/v)  

1,00 mM 
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TRIS-Puffer mit Triton X 10x konzentriert (10x TRIS X), pH 7,9 

Substanz 

TRIS 

KCl 

Triton X 100 

pH 7,9 

Menge pro 100 mL 

12,11 g 

2,98 g 

500 µL 

MES-Puffer mit Triton X 10x konzentriert (10X MES X), pH 5,1 

Substanz 

MES-Pufferan 

NaCl 

KCl 

Triton X 100 

pH 5,1 

Menge pro 100 mL 

4,88 g 

11,7 g 

2,98 g 

500 µL 

 

MES-Puffer mit Triton X 10x konzentriert (10X MES X), pH 6,5 

Substanz 

MES-Pufferan 

NaCl 

KCl 

Triton X 100 

pH 6,5 

Menge pro 100 mL 

4,88 g 

11,7 g 

2,98 g 

500 µL 

 

HEPES-Puffer 5x konzentriert (5x HEPES), pH 7,5 

Substanz 

HEPES 

MgCl2 

NaCl 

DTT 

pH 7,5 

Menge pro 100 mL 

9,53 g 

572 mg 

58,4 mg 

617 mg 
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Ringer-Lösung 1x konzentriert, pH 6,0  

Substanz 

NaCl 

KCl 

CaCl2*2H2O 

pH 6,0 

Menge pro 1000 mL 

8,60 g 

300 mg 

330 mg 
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Mikroorganismen 

Tabelle 9.2: Liste der eingesetzten Mikroorganismen. 

Mikroorganismus DSMZ-Nummer 

Enterococcus faecium DSM 2146 

Klebsiella pneumoniae DSM 789 

Pseudomonas aeruginosa DSM 939 

Staphylococcus aureus DSM 799 

 

Oligonukleotide 

Tabelle 9.3: Liste der eingesetzten Oligonukleotide 

Intern. 

Name 

Sequenz [5´-3´] Modifikation 

5´- - 3´ 

BOTA 0 TCGCGCGAGTCGTCTGTCTGACGGTGTGTAACTCGATCA-

GCCGCATCGTCCTCCC 

6FAM - 

 

BOTA 1 CCGCCCAGCGGGGGTAGGGCCGGACGTAGGAGGAGCTGCG - 6FAM 

BOTA 2 TCGCGCGAGTCGTCTGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCATCGTCCTCCC 

 

6FAM - 

BOTA 3 TCGCGCGAGTCGTCTGGGGGACTAGAGGACTT-
GTGCGGCCCCGCATCGTCCTCCC 

 

6FAM - 

BOTA 4 CCTACCA-
AGTCCTCTAGTCCCCTCCTGCTACGCCCCTCGCGCGAGTCGTCTGGGG-
GACTAGAGGACTTGTGCGG 

 

6FAM BHQ1 

BOTA 5 CCTACCAAGTCCTCTAGTCCCCTCGCGCGAGTCGTCTGGGGGACTAGAG-
GACTTGTGCGG 

 

6FAM Atto532 

BOTA 6 ATACCAGCTTATTCAATTAGCAACATGAGGGGGATAGAGGGGGTGGGTT-
CTCTCGGCT 

 

  

- 6FAM 

BOTA 7 AGCAACATGAGGGGGATAGAGGGGGTGGGTTCTCTCGGCTACAATCGTAAT-
CAGTTAG 

 

- 6FAM 
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BOTA 8 CATACGATTTAGGTGACACTATAGCCGCCCAGCGGGGGTAGGGCCGGACG-
TAGGAGGAGCTGCGATTTCTCCTACTGGGATAGGTGGA 

 

Amin-C6 -  

BOTA 9 TGCCTGGGGAGAGGGACGGGGAGCCGGATGCCGCACACGCGTTT-
CTCCTACTGGGATAGGTGGA 

 

Amin-C6 - 

BOTA 10 TCCACCTATCCCAGTAGGAGAAA 

  

6FAM - 

BOTA 11 CCGCACAAGTCCTCTAGTCCCCCAGACGACTCGCGCGA - - 

BOTA 12 ATATATATACCTACCAAGTCCTCTAGTCCCCTCGCGCGAGTCGTCTGGGG-
GACTAGAGGACTTGTGCGG 

Male-

imid 

- 

BOTA 13 TAGAGGACTTGTGCGG - BHQ1 

BOTA Sil1 ATCAGGCACGTACTCAGCATCAGGCACGTACTCAGCATCAGGCACGTACTCA-
GCATCAGGCTCACTGTACGAATGC 

6FAM - 

BRO I GCGCTTCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGGTAGGGCGGGTT-
GGGA 

 

- - 

BRO II TCCCAACCCGCCCTACCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGAAGCGC 

 

- - 

BRO III GCGCTTCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAGAGCGCT-
GAGGCTTGC 

 

- - 

BRO IV   

GCAAGCCTCAGCGCTCTCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGAAGCGC 

 

- - 

BRO V GCGACTACGGTGAGGGTCGGGTCCAGTAGCTTCGGCTACTGTTGAGTAG-
AGTGTGGGCTCCGTAGTCGC 

 

- - 

BRO VI GAAATTAATACGACTCACTATAGCGACTACGGTGAGGGTCGGG 

 

  

- - 

BRO VII GCGAGTACGGAGCCCACACTCTAC 

 

- - 

BRO VIII GCGACTACGGAGCCCACACTCTACTCAACAGTAGCCGAAGCTACTGGAC-
CCGACCCTCACCGTAGTCGC 

 

- - 
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BRO IX GAAATTAATACGACTCACTATAGCGACTACGGTGAGGGTCGGGTCCAG-
TAGCTTCGGCTACTGTTGAGTAGAGTGTGGGCTCCGTAGTCGC 

- - 

BRO X GCGACTACGGAGCCCACACTCTACTCAACAGTAGCCGAAGCTACTGGAC-
CCGACCCTCACCGTAGTCGCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC 

- - 

BRO XI TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGAATGTGGAGGTTGGAAGT-
TATGGCTTGCATCAG 

 

- - 

BRO XII CTGATGCAAGCCATAACTTCCAACCTCCACATTCCATCTCCCTATAGT-
GAGTCGTATTA 

- - 

BRO XIII GGAAUGUGGAGGUUGGAAGUUAUGGCUUGCAUCAG - - 

KOP-BG AAAAAATGAAGCACACACTCAGCACTAGAC Benzyl-

guanin 

- 

KOP-Mal GTCTAGTGCTGAGTGTGTGCTTCAAAAAAA - Male-

imid 

NO-KOP-BG AAAAAATGAAGCACACACTCAGCACTAGAC - - 

NO-KOP-Mal GTCTAGTGCTGAGTGTGTGCTTCAAAAAAA - - 

 

 


