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0 Kurzfassung der Ergebnisse 

Einige bakterielle Erreger können sehr widerstandsfähige Endosporen ausbilden, die sich bei routinemäßigen Reini-

gungs-/Desinfektionsmaßnahmen unter Einsatz bakterizid wirkender Desinfektionsmittel und -verfahren nicht mit aus-

reichender Sicherheit beseitigen lassen und bis zu mehreren Monaten auf Oberflächen oder Textilien überdauern 

können. Ziel war es daher, ein eigenständig, ohne Fachkenntnisse auswertbares Verfahren zu realisieren, das eine 

simultane Quantifizierung auskeimungsfähiger Endosporen (Gesamtsporenzahl anaerober bzw. aerober Bakterien) 

und auskeimungsfähiger Endosporen hygienerelevanter Bakterien (z. B. C. difficile, B. cereus) ermöglicht. Ein solches 

Verfahren würde Reinigungs- und textile Dienstleister erstmals befähigen, die Sporenbelastung von Oberflächen, Tex-

tilien und Prozesswässern im Rahmen innerbetrieblicher Eigenkontrollen eigenständig zu bewerten und somit den 

Erfolg von ihnen vorgenommener Dekontaminationsmaßnahmen zu überwachen.  

Im Fokus der Forschungsarbeiten standen aus Nukleinsäuren (bevorzugt DNA) bestehende Moleküle, die in Gegen-

wart von Sporen durch Interaktion miteinander ein Fluoreszenzsignal generieren: Zum einen wurden sog. Aptamere 

identifiziert, die an spezifische Zielmoleküle auf der Sporenoberfläche hygienerelevanter Bakterien (C. difficile, B. ce-

reus) bzw. an einen ausgewählten Quencher binden. Zur Quantifizierung von Endosporen (Gesamtsporenzahl anae-

rober bzw. aerober Bakterien) sowie zum Nachweis der Auskeimungsfähigkeit der Sporen wurde Dipicolinsäure als 

Zielmolekül ausgewählt; gegen Dipicolinsäure konnte aber auf Basis umfassender Literaturrecherchen kein Aptamer 

identifiziert werden. Daher wurde Dipicolinsäure auf magnetischen Beads immobilisiert und DNA-Stränge selektiert, 

die daran banden. Die Stränge wurden sequenziert. Die Sequenzierdaten wurden biostatistisch ausgewertet, um po-

tentielle Aptamere zu identifizieren. Zum anderen wurden DNAzyme identifiziert, die über eine katalytische Aktivität 

verfügen und gemäß Literaturangaben eine hohe Wechselzahl aufweisen. Für die DNAzyme wurden fluorogene Sub-

strate designt: Dabei handelte es sich u. a. um spezifische DNA-Stränge, die eine Stammschleifenstruktur ausbilden, 

in der der an dem einen Strangende gebundene Fluorophor und der an dem anderen Strangende gebundene Quen-

cher in unmittelbarer Nähe zueinander vorliegen, sog. Molecular Beacons.  

Zur Entwicklung von Aptazymen wurden exemplarisch das DNAzym DET22-18 und das Aptamer BacApt3, welches 

sich gegen Endosporen des Bakteriums B. cereus richtet, verwendet. Das Aptazym wurde sowohl durch enzymatische 

Ligation als auch durch bioinformatisches Design generiert. Die katalytische Aktivität des Aptazyms und des DNAzyms 

unterschieden sich nur geringfügig; folglich war das Aptazym nicht allosterisch kontrolliert.  

Bei Charakterisierung von DNAzymen und Aptazym hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität war festzustellen, dass der 

Substratumsatz bzw. die Konzentration an gespaltenem Substrat deutlich unterhalb der Konzentration an DNAzym 

und Aptazym im Reaktionsansatz lag. Diese Beobachtung legte nahe, dass die Substratstränge nach der Spaltung 

durch das DNAzym bzw. Aptazym im hybridisierten Zustand verblieben und sich nicht bzw. nur mit sehr geringer 

Geschwindigkeit von ungespaltenen Substratsträngen verdrängen lassen. Wurden die Ansätze einer thermozyklischen 

Behandlung (mehrfaches Erwärmen und Abkühlen) unterzogen, konnte das Substrat, das im vierfachen Überschuss 

vorlag, nahezu vollständig gespalten werden; folglich war davon auszugehen, dass ein Substratwechsel erfolgte. Unter 

diesen Bedingungen ist eine Quantifizierung von Endosporen auf einem Beprobungsmedium als nicht praktikabel an-

zusehen.  

Nach Bindung eines Aptazyms an die Oberfläche von Endosporen hygienerelevanter Bakterien und anschließender 

Inkubation mit Substrat war ein fluoreszenzmikroskopischer Nachweis möglich, eine Quantifizierung kann durch Aus-

zählen der fluoreszierenden Sporen z. B. unter Verwendung eines Zählgitters erfolgen.  

 Das Ziel des Forschungsvorhabens wurde teilweise erreicht.   



Seite 4 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

1 Forschungsziel und prinzipieller Lösungsweg  

Ziel des Forschungsprojektes war ein eigenständig, ohne Fachkenntnisse auswertbares Verfah-

ren, das eine simultane Quantifizierung auskeimungsfähiger Endosporen (Gesamtsporenzahl an-

aerober bzw. aerober Bakterien) und auskeimungsfähiger Endosporen hygienerelevanter Bakte-

rien (z. B. C. difficile, B. cereus) ermöglicht.  

Das Nachweisfahren basiert auf Nukleinsäuresträngen, die an spezifische Zielmoleküle binden, 

sog. Aptameren [1-6], und die ein spezifisches Substrat katalytisch spalten, sog. Nukleozymen [7-

11]. Maßgeblich für die bindenden bzw. substratspaltenden Eigenschaften solcher Stränge ist die 

Abfolge der Nukleotide bzw. Basen, die sog. Sequenz. Ein spezifisches Substrat weist komple-

mentäre Sequenzabschnitte zum jeweiligen Nukleozym auf, über die das Nukleozym sein Sub-

strat bindet (Hybridisierung unter Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

komplementären Basen). Liegen in solch einem Substrat ein Fluorophor und ein Quencher in 

unmittelbarer Nähe zueinander vor und werden diese bei der Substratspaltung voneinander ge-

trennt (fluorogenes Substrat), entsteht ein Fluoreszenzsignal. 

Ein Beispiel für solch ein Nukleozymsubstrat sind sog. Molecular Beacons [12-15], die aus einzel-

strängiger DNA mit Stammschleifenstruktur bestehen und an deren 5'- und 3'-Ende sich ein Flu-

orophor bzw. ein Quencher befindet. Zueinander komplementäre Nukleinsäuresequenzen am 5'- 

und 3'-Ende formen den Stamm und bringen Fluorophor und Quencher in räumliche Nähe zuei-

nander. Solange die Molecular Beacons in ihrer Stammschleifenstruktur vorliegen, wird die Fluo-

reszenz des Fluorophors (Donor) durch eine auf dem Förster-Resonanzenergietransfer basie-

rende Energieübertragung auf den Quencher (Akzeptor) unterdrückt [16-20].  

Nukleinsäurestränge, die sowohl an spezifische Zielmoleküle binden können als auch eine kata-

lytische Aktivität aufweisen, werden als Aptazyme [21-24] bezeichnet. Ein Aptazymstrang enthält 

folglich zumindest die Sequenz eines Aptamers, eine sog. Aptamerdomäne, und eines Nukleo-

zyms, eine sog. Nukleozymdomäne. Unter einem Aptazympaar werden im vorliegenden 

Schlussbericht zwei Aptazyme verstanden, die sich in ihrer Aptamerdomäne unterscheiden, aber 

die gleiche Nukleozymdomäne aufweisen. Dabei richtet sich die Aptamerdomäne des zweiten 

Aptazyms gegen ein Zielmolekül, das bei der Substratspaltung freigesetzt wird (induziertes Ziel-

molekül, z. B. der freigesetzte Quencher). Ziel war, das bei Bindung des ersten Aptazyms an das 

primäre Zielmolekül (z. B. Dipicolinsäure oder spezifische Struktur auf der Sporenoberfläche ei-

nes hygienerelevanten Bakteriums) generierte Fluoreszenzsignal zu verstärken.  

Um visuell wahrnehmbare Spots um auskeimende Endosporen zu generieren, war eine Bepro-

bungsmedium zu entwickeln, welches bei Substratspaltung freigesetzte Fluorophore unmittelbar 

am Ort ihrer Freisetzung band. 

https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
https://de.wikipedia.org/wiki/Quencher
https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
https://de.wikipedia.org/wiki/Quencher
https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
https://de.wikipedia.org/wiki/F%C3%B6rster-Resonanzenergietransfer
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Der Lösungsweg umfasste folgende Arbeitsschritte: 

1. Entwicklung einer Methode zur Aktivierung des Auskeimprozesses von Endosporen 

2. Entwicklung spezifischer Aptamere gegen die ausgewählten Zielmoleküle 

3. Charakterisierung von Nukleozymen und Design der Molecular Beacons 

4. Entwicklung der Aptazyme bzw. Aptazympaare 

5. Entwicklung eines speziell funktionalisierten Beprobungsmediums 

6. Entwicklung des Verfahrens zur Fluoreszenzquantifizierung 

7. Erprobung des Verfahrens unter praxisnahen Bedingungen 

8. Dokumentation und Berichterstattung 
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2 Gegenüberstellung von Zielen und erreichten Ergebnissen 

2.1  Entwicklung einer Methode zur Aktivierung des Auskeimprozesses von Endosporen 

 Ziel des Arbeitsschrittes 1:  

Ziel des Arbeitsschrittes 1 war die Etablierung von Methoden zur Generierung von Endosporen 

und zur Aktivierung des Auskeimprozesses. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Aufgrund ihrer klinischen Relevanz wurden Endosporen des Bakteriums Clostridioides difficile 

und zudem Endosporen des Bakteriums Bacillus cereus zur Entwicklung des Nachweisverfah-

rens ausgewählt: C. difficile ist der häufigste anaerobe Erreger nosokomialer Infektionen, der ne-

ben der C. difficile-assoziierten Diarrhoe (CDAD) schwerste Erkrankungen wie die pseudomemb-

ranöse Enterocolitis und das oft tödliche toxische Megacolon verursacht [25]. C. difficile nimmt eine 

wachsende klinische und epidemiologische Bedeutung ein [25]. C.-difficile-Infektionen (CDI) treten 

in Krankenhäusern zwei- bis viermal häufiger auf als Infektionen mit Methicillin-resistenten 

Staphylococcus aureus (MRSA) [26,27,28]. B. cereus ist in der Lebensmittelindustrie hygienerele-

vant, da das aerobe, sporenbildende Bakterium lebensmittelbedingte Erkrankungen auslösen o-

der zu einem schnelleren Verderb der Lebensmittel führen kann [29,30]. Zudem konnten B. cereus 

auf aufbereiteten Textilien als Ursache für nosokomiale Infektionsausbrüche bzw. die Kolonisie-

rung von Patienten identifiziert werden [31-41]. 

Die Forschungsarbeiten erfolgten unter Einsatz der folgenden Stämme: 

• Clostridioides difficile CCUG 37780 (Ribotyp 060; entspr. ATCC 43593) [42-44] 

• Bacillus cereus DSMZ 31 [45] 

Für die Forschungsarbeiten wurde ein Stamm des Bakteriums C. difficile beschafft, der keine 

Endotoxine produzieren kann.  

2.1.1 Kultivierung, Sporulation und Auskeimung von Clostridioides difficile 

Da C. difficile ein obligat anaerob wachsendes Bakterium ist, erfolgten nahezu alle Arbeiten in 

einer Anaerobierkammer unter Argonatmosphäre. Nur die Inkubation von Flüssigkulturen erfolgte 

in (gas-)dicht verschlossenen Gefäßen unter Einsatz des Sauerstoffbindemittels Anaerocult A [46] 

im Schüttelinkubator außerhalb der Anaerobierkammer. 

• Reaktivierung der gefriergetrockneten Kultur 

Die gefriergetrockneten Bakterien wurden in 500 µl BHIS-Bouillon [47] suspendiert. Je 200 µl der 

Suspension wurden auf Columbia-Agarplatten (5% Schafblut-Agar [46b]) ausplattiert; die Platten 

wurden für 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 1 Kolonie in 10 ml BHIS-Bouillon ver-

setzt mit L-Cystein [47] (Endkonz.: 0,03 Vol.-%) überführt und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 



Seite 7 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

• Anlegen der Kryokulturen 

Zum Anlegen von Kryokulturen wurden jeweils 500 µl Kultur (s. o.) in mehrere Kryoröhrchen pi-

pettiert und je 500 µl 40 Vol.-% Glycerol zugefügt (Endkonz.: 20 Vol.-% Glycerol). Die Röhrchen 

wurden fest verschlossen und einige Male invertiert, bevor sie bei -80 °C eingefroren wurden. 

• Generierung von Endosporen  

Zur Generierung von Endosporen in Flüssigkultur wurde eine Einzelkolonie von einer Columbia-

Agarplatte [46b] in 10 ml BHIS-Bouillon versetzt mit L-Cystein [47] überführt und die Kultur 7 Tage 

schüttelnd bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Kulturmedium durch Zentrifugation 

(15 min mit 12.225 g) abgetrennt und das Pellet durch zweimaliges Resuspendieren in 1 ml PBS 

(engl.: phosphate-buffered saline [48,49]) gewaschen. Um vegetative Zellen zu lysieren, wurde die 

Suspension über Nacht bei 4 °C gelagert und anschließend 20 min bei 70 °C inkubiert. 

Zur Generierung von Endosporen auf Agarplatten wurde eine Einzelkolonie von einer Columbia-

Agarplatte [47] mit einer Impföse entnommen und auf einer 70:30-Agarplatte [47,48] ausgestrichen; 

anschließend wurde die 70:30-Agarplatte [47,48] 3 Tage bei 37 °C inkubiert. Der Bakterienrasen 

wurde unter Zusatz von 3 ml PBS [48,49] mit einem Spatel von der Agarplatte gelöst. Anschließend 

wurde das PBS durch Zentrifugation (15 min mit 12.225 g) abgetrennt und das Pellet durch zwei-

maliges Resuspendieren in 1 ml PBS gewaschen. Um vegetative Zellen zu lysieren, wurde die 

Suspension über Nacht bei 4 °C gelagert und anschließend 20 min bei 70 °C inkubiert. 

Die Sporulation wurde mikroskopisch im Phasenkontrast überprüft. Die Sporensuspensionen 

wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. 

• Auskeimung der Endosporen 

Zur Aktivierung des Auskeimprozesses wurden 50-100 µl der Sporensuspensionen auf 

BHIS-TCA Agarplatten [48] (Endkonz. an TCA und L-Cystein je 1 Vol.-%) ausplattiert; die Platten 

wurden bei 37 °C inkubiert. TCA (Taurocholat bzw. Taurocholsäure) dient als Keimungsagenz 

und verhindert die Sporulation. 

Zusammenfassend war festzustellen, dass sich Endosporen des Bakteriums C. difficile sowohl 

in Flüssigkultur als auch auf Agarplatten generieren ließen. Die Sporenbildung konnte mikros-

kopisch nachgewiesen werden; bei phasenkontrastmikroskopischer Betrachtung waren kreisför-

mige, helle Strukturen zu beobachten, die sich deutlich von den dunklen, stäbchenförmigen ve-

getativen Zellen abhoben [47]. Vegetative Zellen wurden durch Hitzebehandlung während der 

Sporenernte lysiert und somit abgetötet. Die Endosporen keimten bei Kultivierung auf BHIS-TCA 

Agarplatten [48] unter anaeroben Bedingungen wieder aus.  

Da aus dem Arbeiten unter Argonatmosphäre ein deutlich höherer experimenteller Aufwand re-

sultiert, wurden die im Folgenden durchzuführenden Experimente überwiegend unter Einsatz von 

Endosporen des Bakteriums Bacillus cereus durchgeführt. 
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2.1.2 Kultivierung, Sporulation und Auskeimung von Bacillus cereus 

Sowohl die Anzucht von Kulturen des aeroben, sporenbildenden Bakteriums B. cereus als auch 

die Auskeimung von vegetativen Zellen aus den Endosporen erfolgte unter Einsatz eines nähr-

stoffreichen CASO-Mediums (Casein-Soja-Pepton). 

• Generierung von Endosporen 

Zur Generierung von Endosporen in Flüssigkultur [50] wurde eine Einzelkolonie von einer CASO-

Agarplatte in 20 ml CASO-Bouillon überführt und die Kultur 4 bis 7 Tage schüttelnd (120 rpm) bei 

30 °C bzw. 37 °C inkubiert, um einen Nährstoffmangel herbeizuführen und die Bakterien dadurch 

zur Bildung von Endosporen anzuregen. Die Sporenbildung wurde ab dem 4. Tag lichtmikrosko-

pisch, im Phasenkontrast bei 600facher Vergrößerung, überprüft. Endosporen heben sich im 

Phasenkontrast durch eine helle Färbung hervor und sind, im Vergleich zur stäbchenförmigen 

vegetativen Zelle, rund. 

Zur Generierung von Endosporen auf Agarplatten wurde CASO-Agar versetzt mit MgSO4 [45,51a] 

(Endkonz.: 0,0008 Gew.-%) verwendet. Zunächst wurden 10 ml CASO-Bouillon mit einer Einzel-

kolonie von B. cereus inokuliert und schüttelnd (125 rpm) bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h Inkuba-

tionszeit wurden je 100 µl der Kultur auf CASO-Agar versetzt mit MgSO4 [45,51a] ausplattiert und 

die Platten für 7 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Rasenplatten wurden mit je 10 ml sterilem VE-

Wasser abgeschwemmt und die Suspensionen in einem 50 ml Gefäß vereint. Das Suspensions-

medium wurde durch Zentrifugation (20 min mit 3.234 g) abgetrennt und das Pellet durch drei-

maliges Resuspendieren in 50 ml sterilem VE-Wasser gewaschen. Das Pellet wurde in 5 ml ste-

rilem VE- Wasser resuspendiert und aliquotiert (500 µl pro Reaktionsgefäß).  

• Sporenernte [52] 

Da sich Endosporen innerhalb von vegetativen Zellen bilden, erwies sich zur Sporenernte (ab-

hängig vom Wachstumsstadium) eine Lyse als erforderlich. Die Aliquote der Suspensionen wur-

den über Nacht bei -20 °C gelagert, am nächsten Tag 30 min bei 65 °C inkubiert und anschlie-

ßend 15 min auf Eis gekühlt. Dabei helfen die beim Gefrieren entstehenden Eiskristalle und die 

wechselnden Temperaturen, die Zellwände aufzubrechen. Zur enzymatischen Lyse wurden die 

Aliquote der Suspensionen zunächst mit je 2 µl Lysozymlösung (Endkonz.: 2 mg/ml) versetzt und 

anschließend für 60 min bei 37 °C auf einem Orbitalschüttler rotierend inkubiert. Darauffolgend 

wurden die Sporen-haltigen Suspensionen nach Zugabe von 1 µl Trypsinlösung (100 mg/ml) für 

weitere 60 min bei 37 °C inkubiert; ein anschließendes Erwärmen für 5 min auf 65 °C diente der 

Inaktivierung der Enzyme. Abschließend wurden die Sporen durch Zentrifugation (20 min mit 

10.000 g) pelletiert, der Überstand verworfen und die Pellets in 1 ml sterilem Wasser resuspen-

diert.  
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Die Sporulation wurde mikroskopisch im Phasenkontrast überprüft. Das Anfärben der Sporen 

erfolgte nach Rakette [53]; dabei wurde anstelle von Malachitgrün Brillantgrün verwendet. Die 

Sporensuspensionen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in 70%iger ethanolischer 

Lösung gelagert. Bei der Lagerung der Sporen in VE-Wasser ließ sich ein Auskeimen nicht sicher 

verhindern. 

Zusammenfassend war festzustellen, dass bei Sporengenerierung auf CASO-Agar unter Ein-

satz von Mangansulfat als Sporulationstrigger eine höhere Ausbeute an Endosporen erhalten 

wurde als durch Herbeiführen eines Nährstoffmangels in CASO-Bouillon. Zudem trat die Sporu-

lation reproduzierbar nach siebentägiger Inkubation auf und das Auskeimen der Endosporen 

wurde bei Lagerung in ethanolischer Lösung sicher verhindert. Somit konnten ausreichend B. ce-

reus Sporen für die nachfolgenden Arbeitsschritte generiert und bevorratet werden. Ein Auskei-

men der Endosporen ließ sich durch Inkubation auf CASO-Agar bei 37 °C induzieren. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 1 wurde erreicht.  
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2.2 Entwicklung spezifischer Aptamere gegen die ausgewählten Zielmoleküle 

 Ziel des Arbeitsschrittes 2:  

Ziel des Arbeitsschrittes 2 war, Aptamere zu identifizieren, mit denen sich spezifische Zielmole-

küle markieren lassen und die somit eine Quantifizierung auskeimungsfähiger Endosporen (Ge-

samtsporenzahl anaerober bzw. aerober Bakterien) und auskeimungsfähiger Endosporen hygie-

nerelevanter Bakterien (z. B. C. difficile, B. cereus) ermöglichen. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Zur Quantifizierung von Endosporen (Gesamtsporenzahl anaerober bzw. aerober Bakterien) 

wurde Dipicolinsäure als primäres Zielmolekül aufgrund des hohen Gehalts im Sporenkern (pro 

Endospore: 5-14 Gew.-% [54-57], ca.10-16 mol [54,58], ca. 6•107 Moleküle) und der schnellen Freiset-

zung zu Beginn des Auskeimprozesses ausgewählt: Beim Auskeimen einer Endospore (z. B. ak-

tiviert durch Nährstoffe) erfolgt in der ersten Keimphase die Freisetzung von Kationen und Dipi-

colinsäure aus dem Kern und die teilweise Rehydrierung des Sporenkerns; die Freisetzung der 

Dipicolinsäure ist bereits nach wenigen Minuten (ca. 2 min [56,59]) abgeschlossen. In der zweiten 

Keimphase findet die Hydrolyse der Sporenrinde und die weitere Rehydrierung des Sporenkerns 

statt. Erst in der nachfolgenden Wachstumsphase nimmt die Zelle ihre Stoffwechselaktivität bzw. 

Biosynthese wieder auf, baut die sporenspezifischen kleinen säurelöslichen Proteine ab und stößt 

den Sporenmantel ab [55-57]. 

Ferner eignen sich gemäß Recherchen der Forschungseinrichtung spezifische Strukturen auf der 

Sporenoberfläche (z. B. Proteine, Kohlenhydrate) als primäre Zielmoleküle, da diese zur selek-

tiven Markierung der Endosporen unter Einsatz von Aptameren genutzt werden können: Apta-

mere sind DNA- oder RNA-Sequenzen (bestehend aus 20-100 Nukleotiden [1-3]), welche aufgrund 

ihrer sequenzabhängigen intramolekularen Faltung und der Ausbildung spezifischer Tertiärstruk-

turen analog zu Antikörpern in der Lage sind [60,61], mit hoher Spezifität verschiedene Zielmole-

küle, z. B. organische Moleküle [62-70] (Farbstoffe, Antibiotika, Toxine, Kohlenhydrate, Proteine 

etc.), Bakterien, Parasiten, Viren, Prionen, Krebszellen [23,65,66,71-73] und Metallionen [68-70,74] zu bin-

den. Die Bindung an die Zielmoleküle erfolgt üblicherweise über Wasserstoffbrücken und elekt-

rostatische Wechselwirkungen [7]. Aptamere gegen Endosporen verschiedener Bacillus spp. 

(B. anthracis, B. thuringiensis, B. cereus) [23,66,75-79] und Alicyclobacillus spp. [80,81] sowie C. diffi-

cile [82,83] wurden auf Basis umfangreicher Literaturrecherchen identifiziert. Ferner wurde ein wei-

teres Zielmolekül ausgewählt, das bei der Substratspaltung freigesetzt wird, im Folgenden als 

induziertes Zielmolekül bezeichnet, mit dem Ziel, dieses zur Signalverstärkung zu nutzen (s. 

Kap. 2.4). Als induziertes Zielmolekül kam prinzipiell Fluorophor oder Quencher des Nukleo-

zymsubstrats (s. Kap. 2.3) in Betracht. Einige an Fluorophore und Quencher bindende Aptamere 

sind literaturbeschrieben [84-90]. Da sich bei Bindung eines Aptamers an einen Fluorophor dessen 

Fluoreszenzeigenschaften ändern können (z. B. Quenching durch Guanin) [17,91-93], wurde der 
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Quencher als induziertes Zielmolekül ausgewählt.  

Tabelle 1 gibt eine Übersicht über identifizierte, literaturbeschriebene Aptamere, die sich gegen 

ausgewählte primäre und induzierte Zielmoleküle richten: 

Tab. 1:  Literaturbeschriebene Aptamere 1) 2) 

Bezeichnung Sequenz (5' → 3') Zielmolekül 

CdeC_D1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCGTGGACTGGTCGGGTTTGGATTCGGCA 
GATGAATCAGTAGTACTATCCACAGGTCAACC 

Cde 
C. difficile 

CdeM_E2 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCTTCCATTCACCTACCGAGCTAAGCGTT 
CGACTTAGGTCTGTACTATCCACAGGTCAACC  

CdeM 
C. difficile 

Chitinase_D7 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCGGACCGTTGCCTCGCCCGAGTAATCCG 
CCATCGCCTTTCCGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotEC Chitinase 
C. difficile 

Chitinase_D10 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCCTATTAGCTGTATCGATCCGTTTAGTCG 
CTCCTCCGATAGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotEC Chitinase 
C. difficile 

Chitinase_D11 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCTGGTAAATCGATGACCGCTGCCTCGCC 
TGAGTAATCATCGTACTATCCACAGGTCAACC  

CotEC Chitinase 
C. difficile 

Chitinase_D11 [82,83] ATCGATGACCGCTGCCTCGCCTGAGTAATCATCGTA CotEC Chitinase 
C. difficile 

Chitinase_H11 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCTTGTAAGAAGAACAATCGCCGCTTCGC 
CTGAATAGGTTCGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotEC Chitinase 
C. difficile 

CotA_B1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCTTAAGTTCTGGGGACACGTGATGAACGCA 
TTTAATGGGGCGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotA 
C. difficile 

CotA_C1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCCGTGGACTGGTCGGGTTTGGATTCGGC 
AGATGAATCACTAGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotA 
C. difficile 

CotE_D2 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCTCGACATTTCCGCCCCGACGGCCCTCCT 
AGTGATGGGGAGAGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotE 
C. difficile 

CotE_E2 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCGGTGTGGTGACCTTGACCTATGGAACCT 
GGTTGTAGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotE 
C. difficile 

CotE_H2 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCGGCTGTGTGACTTGACCTTTGGAATGGG 
TGGGAGGGATGGGTACTATCCACAGGTCAACC 

CotE 
C. difficile 

CotE_H2 [82,83] AGTGTAGACTACTCAATGCGGCTGGCCACAGGTCAACC CotE 

C. diff_E2 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCACGGCCTGTTCGTAAGACCCTTACAGAC 
TAGTTTTTCCCTGTACTATCCACAGGTCAACC 

unbekannt 
C. difficile-Sporen 

C. diff_F1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCTCTTACGATCCTCACCTGCTAGCACAC 
CCATATCCCATGCGTACTATCCACAGGTCAACC 

unbekannt 
C. difficile-Sporen 

C. diff_F1 [82,83] CCATACTCAATGCTCTTACGATCCTCATCAACC unbekannt 
C. difficile-Sporen 

C. diff_G1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCGGGTTGCGACATGGTGGTAAGAGCTCA 
GCCCGTTCCCATAGTACTATCCACAGGTCAACC 

unbekannt 
C. difficile-Sporen 

C. diff_G1 [82,83] CCAGTGTAGACTACTCAATGCTCTTACGATCCTCATCAACC unbekannt 
C. difficile-Sporen 

CDBS-1 [94] CACAGACACAACGTCTAAATGTCACATAAC unbekannt 
C. difficile-Sporen 

1) Fettgedruckte Basen geben Primersequenzen wieder. 
2) Blau dargestellte Basen markieren identische Sequenzen in Aptameren, die sich gegen die gleiche Zielstruktur richten. 
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Tab. 1:  Literaturbeschriebene Aptamere (fettgedruckte Basen geben Primersequenzen wieder) - Fortsetzung 

Bezeichnung Sequenz (5' → 3') Zielmolekül 

BacApt1 [79] CATCCGTCACACCTGCTCGGTGCAGACCCATAGGGGGGGCGTGCGGATG 
TGCGGAGTAGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt2 [79] CATCCGTCACACCTGCTCCCCAATGAAGCGAGATGGACGCCTAGCACCCC 
CCGCGTCCGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt3 [79] CATCCGTCACACCTGCTCGGTGCAGACCCATAGGGGGGGCGTGCGGATG 
TAGGAGTAGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt4 [79] CATCCGTCACACCTGCTCCCAGCGTGCGTCGACCCGGACCCCTGTCAGC 
CCCCTCGCGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt5 [79] CATCCGTCACACCTGCTCCAGGTGGGGGGGCGTATTACTGAGGCAGAGT 
AGTTGGCCGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt6 [79] CATCCGTCACACCTGCTCCATTGACGTTGTCAGGTAATGGTTTGGGAGGT 
CGTGGTGTGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt7 [79] CATCCGTCACACCTGCTCGCCGGGAGAACGGTACTGGTGGGGGATGACA 
GCTCGGGGGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt8 [79] CATCCGTCACACCTGCTCCCGCCAGGCAATGCCTGCCGCGTCTCGAACAC 
GTACGGTCGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

BacApt9 [79] CATCCGTCACACCTGCTCGCACGGGTGGTTGGTCACGCCTAGTCTCCAAT 
TGCGTTGCGGTGTTGGCTCCCGTATC 

Unbekannt 
B. cereus-Sporen 

A1 [90] UAUGAUGCAUGAGCGCGGGUAGCGGUUAGCCCAGGCCAUGAUAAAUUC 
GGAGCCUGGGUG 

Quencher: BHQ-1 

A2 [90] UUGCCCCUAGAUAAAUUCGGAGGGUAACCGGGUGUUGCGAAAAUUGGUG 
AAUGAGUUUAG 

Quencher: BHQ-1 

A3 [90] ACGUAGUCCCUAGAUAAAUUCGGAGAGAGUGAUGUGGUAGAAUACGUUG 
GCUUUUGUUU 

Quencher: BHQ-1 

A4 [90] UUUAUGUCCAGCCCUAGAUAAAGUCGGAGGUUGGUUCCUGUGCACUCAG 
CGAAAGUAUUA 

Quencher: BHQ-1 

1) Fettgedruckte Basen geben Primersequenzen wieder. 
2) Blau dargestellte Basen markieren identische Sequenzen in Aptameren, die sich gegen die gleiche Zielstruktur richten. 

Trotz umfangreicher Literaturrecherchen konnte kein Aptamer identifiziert werden, welches sich 

gegen das primäre Zielmolekül Dipicolinsäure richtet, so dass ein solches Aptamer mittels SE-

LEX-Verfahren zu entwickeln war (s. Kap. 3.1.3). 

2.2.1 Markierung hygienerelevanter Endosporen mit Aptameren  

Zunächst wurde die Eignung literaturbeschriebener Aptamere zur Markierung von Endosporen 

der Bakterien C. difficile und B. cereus untersucht. 

• C. difficile 

In der Literatur beschriebene Aptamere richten sich nahezu ausschließlich gegen die Toxine (To-

xin A, B und das binäre Toxin) [66,67,95-97] oder gegen andere intrazellulär gebildete Moleküle ve-

getativer Zellen des Bakteriums C. difficile (RNase H2, Sequenz, s. Tab. 2) [98]. Da die Bildung 

von Toxinen in der Wachstumsphase eine Kultivierung über mehrere Stunden erfordert, wurden 

derartige Aptamere nicht in die nachfolgenden Untersuchungen einbezogen. Zudem ist der aus-

gewählte Stamm C. difficile CCUG 37780 nicht zur Bildung von Endotoxinen fähig. Die Eignung 
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des Aptamers ARH1t6 [98] zur Markierung von vegetativen Zellen des Bakteriums C. difficile und 

Endosporen wurde exemplarisch untersucht. 

Tab. 2:  Sequenz eines literaturbeschriebenen Aptamer gegen die RNase H2 des Bakteriums C. difficile 

Bezeichnung Sequenz (5' → 3') Zielmolekül 

ARH1t6 [98] TTACGTCAAGGTGTCACTCCGCCAGGTGTGCGACGGTCGT RNase H2 

Das Aptamer ARH1t6 wurde funktionalisiert mit dem Fluorophor ATTO 488 am 5'-Ende, im Fol-

genden als ATTO 488-ARH1t6 bezeichnet, bezogen [99]. Unmittelbar vor der Verwendung wurde 

eine 100 µM ATTO 488-ARH1t6-Lösung für 1 min im Heizblock auf 95 °C erhitzt und anschlie-

ßend für 5 min auf Eis gekühlt, um Fehlfaltungen des Aptamers, d. h. die Funktionalität beein-

trächtigende Sekundärstrukturen, zu vermeiden. 

Um die Eignung des Aptamers ARH1t6 zur Markierung von vegetativen Zellen des Bakteriums 

C. difficile und Endosporen zu untersuchen, wurden Sporen (generiert in Bouillon und auf Agar-

platten, s. Kap. 2.2.1) sowie in einer Übernachtkultur in Bouillon gezüchtete vegetative Zellen mit 

dem Aptamer ARH1t6 inkubiert: Zunächst wurden sowohl die Sporen als auch die vegetativen 

Zellen dreimal in 1 ml ARH1t6-Puffer [98] gewaschen (d. h. 5 min bei 12.225 g zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Pellet resuspendiert); anschließend wurde das Pellet in 1,1 ml 

ARH1t6-Puffer resuspendiert. 498 µl der jeweiligen Suspension wurde mit 2 µl der 

ATTO 488-ARH1t6-Lösung (Endkonz.: 400 nM) versetzt und 30 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert; dabei wurden die Probengefäße mindestens alle 10 min mehrmals invertiert. 

Anschließend wurden die vegetativen Zellen bzw. Endosporen dreimal mit 1 ml ARH1t6-Puffer 

gewaschen (s. o.), um ungebundenes Aptamer zu entfernen. Nach dem letzten Waschschritt wur-

den die Pellets in 200 µl sterilem VE-Wasser resuspendiert und 8 µl der jeweiligen Suspension 

auf einen separaten Poly-L-Lysin-beschichteten Objektträger aufgebracht. Als Negativkontrollen 

dienten Suspensionen, die anstelle der Aptamerlösung mit sterilem VE-Wasser versetzt wurden. 

Die Präparate wurden fluoreszenz- und lichtmikroskopisch (im Phasenkontrast) analysiert; dabei 

zeigte sich, dass die mit ATTO 488-ARH1t6 inkubierten, vegetativen Zellen eine höhere Fluores-

zenz aufwiesen als mit ATTO 488-ARH1t6 inkubierte Endosporen und die Negativkontrollen (mit 

sterilem VE-Wasser versetzte vegetative Zellen bzw. Sporen). Insgesamt betrachtet, war das 

Fluoreszenzsignal der mit ATTO 488-ARH1t6 markierten vegetativen Zellen nur schwach. Die 

geringe Intensität des Fluoreszenzsignals nach Inkubation vegetativer Zellen mit 

ATTO 488-ARH1t6 ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass die RNase H2 (CDH2) intrazellulär 

vorlag und dass das Aptamer nicht oder nur in sehr geringer Konzentration in die Zellen eindrin-

gen konnte. Eine Bindung von ATTO 488-ARH1t6 an extrazelluläre, auf der Zelloberfläche vor-

liegende RNase H2, eine Bindung an Membranstrukturen mit ähnlichem Aufbau oder eine un-

spezifische Bindung an Membranstrukturen sind zudem nicht auszuschließen. In der publizierten 
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Studie erfolgte der Nachweis der Bindung von ARH1t6 an die RNase H2 in Zelllysaten [98]. Folg-

lich konnte ausgeschlossen werden, dass sich dieses bereits literaturbeschriebene Aptamer zur 

Markierung von Endosporen des Bakteriums C. difficile eignet.  

• B. cereus  

Zur Markierung von Endosporen des Bakteriums B. cereus wurde das Aptamer BacApt3 [79] funk-

tionalisiert mit dem Fluorophor ATTO 488 am 5'-Ende, im Folgenden als ATTO 488-BacApt3 be-

zeichnet, bezogen [99]. Unmittelbar vor der Verwendung wurde eine 4 µM ATTO 488-BacApt3-

Lösung für 1 min im Heizblock auf 95 °C erhitzt und anschließend für 5 min auf Eis gekühlt, um 

Fehlfaltungen des Aptamers, d. h. die Funktionalität beeinträchtigende Sekundärstrukturen, zu 

vermeiden. Die aliquotierten Sporen (s. Kap. 2.1.2) wurden zur Abtrennung der ethanolischen 

Lösung zentrifugiert (1 min bei 10.000 g) und der Überstand verworfen; zudem wurden die 

Sporen durch Resuspendieren in 250 µl Reinstwasser und anschließendes Zentrifugieren gewa-

schen. Die pelletierten Sporen wurden in 500 µl ATTO 488-BacApt3-Lösung aufgenommen und 

für 1 h bei Raumtemperatur rotierend inkubiert; als Negativkontrolle dienten in 500 µl Reinstwas-

ser aufgenommene Sporen. Um ungebundenes Aptamer zu entfernen, wurde die Sporen mehr-

fach gewaschen (d. h. 5 min bei 12.225 g zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet 

resuspendiert). Die Bindung des ATTO 488-BacApt3 an der Sporenoberfläche wurde fluores-

zenzmikroskopisch sowie fluorimetrisch (im Platereader) nachgewiesen.  

 

Abb. 1: Mikroskopische Aufnahmen von Endosporen und Zellen des Bakteriums B. cereus im Phasenkontrast (links) und im 
Fluoreszenzmodus (Mitte), gleicher Bildausschnitt, übereinandergelegtes Bild beider Aufnahmen (rechts) 

Die Endosporen des Bakteriums B. cereus waren aufgrund ihrer runden Form im Phasenkontrast 

gut von den länglichen, vegetativen Zellen zu unterscheiden. Ferner ließen sich nur die in 

ATTO 488-BacApt3-Lösung inkubierten Endosporen fluoreszenzmikroskopisch visualisieren. 

Weder zwischen den Endosporen befindliche vegetative Zellen noch Endosporen, die nicht mit 

ATTO 488-BacApt3 inkubiert wurden, konnten fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden. 
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2.2.2 Bindung des Aptamers A1 an den Quencher BHQ-1 

Um die Bindung des Aptamers A1 [90] an den Black Hole Quencher (BHQ-1) nachzuweisen, 

wurde der Quencher immobilisiert. Der BHQ-1-Quencher wurde als Succinimidylester [100] bezo-

gen und über eine EDC-NHS-Kopplung [101a] an Amin-derivatisierte magnetische Beads [101b] 

kovalent gebunden: Dazu wurden etwa 108 Beads (entspr. 20 µl der Suspension) dreimal mit 

DMSO (Dimethylsulfoxid) gewaschen, indem die Beads magnetisch separiert, der Überstand de-

kantiert und die Beads wieder resuspendiert wurden. Danach wurden die Beads in 500 µl der 

Quencher-Lösung (960 µM) aufgenommen und 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inku-

biert. Die mit dem Quencher gekoppelten Beads, im Folgenden als BHQ-1-Beads bezeichnet, 

wurden magnetisch separiert. Der Überstand und die Quencher-Lösung wurden photometrisch 

bei 534 nm vermessen. Anhand der Konzentrationsabnahme an Quencher in der Lösung konnte 

die Kopplung des Quenchers an die Beads nachgewiesen werden. Die BHQ-1-Beads wurden 

mehrfach gewaschen (zweimal mit 200 µl DMSO und dreimal mit 200 µl PBS [48,49]), indem die 

Beads magnetisch separiert und der Überstand dekantiert wurde. Zur Lagerung wurden die 

BHQ-1-Beads in 1 ml PBS resuspendiert und bei 4 °C aufbewahrt. 

Das Aptamer A1 [90] wurde funktionalisiert mit dem Fluorophor ATTO 550 am 5'-Ende, im Folgen-

den als ATTO 550-A1 bezeichnet, bezogen [99]. Unmittelbar vor der Verwendung wurde eine 

0,1 mM ATTO 550-A1-Lösung für 1 min im Heizblock auf 95 °C erhitzt und anschließend für 5 min 

auf Eis gekühlt, um Fehlfaltungen des Aptamers, d. h. die Funktionalität beeinträchtigende Se-

kundärstrukturen, zu vermeiden. Zur Bindung des Aptamers ATTO 550-A1 an den Quencher wur-

den die BHQ-1-Beads (5 µl, entspr. 5•105 Beads) zunächst mit 200 µl Aptamerbindepuffer [90] 

(einfach konzentriert) gewaschen; zur Abtrennung des Puffers wurden die BHQ-1-Beads magne-

tisch separiert und der Überstand verworfen. Die BHQ-1-Beads wurden mit 10 µl Aptamerbinde-

puffer [90] (doppelt konzentriert) und 10 µl Lösung des Aptamers ATTO 550-A1 (Endkonz.: 50 µM) 

versetzt, resuspendiert und für 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert; wobei der Ansatz alle 10 min 

gevortext wurde. Anschließend wurden die BHQ-1-Beads mit dem gebundenen Aptamer, im Fol-

genden als ATTO 550-A1-BHQ-1-Beads bezeichnet, magnetisch separiert. Der Überstand und 

die Aptamerlösung (50 µM) wurden photometrisch bei 564 nm vermessen. Anhand der Konzent-

rationsabnahme an ATTO 550-A1 in der Lösung konnte die Bindung des Aptamers an den Quen-

cher nachgewiesen werden. Die ATTO 550-A1-BHQ-1-Beads wurden dreimal mit 200 µl PBS ge-

waschen, indem diese magnetisch separiert und der Puffer verworfen wurde; anschließend wur-

den die ATTO 550-A1-BHQ-1-Beads in 100 µl PBS resuspendiert. Der Ansatz wurde für 5 min 

bei 95 °C im Thermocycler erhitzt, um die Aptamere vom Quencher zu lösen. Durch kurzes Zent-

rifugieren wurde das Kondenswasser am Boden des Reaktionsgefäßes gesammelt. Nach mag-

netischer Separation der Beads wurde der Überstand fluorimetrisch (ex: 550 nm;  ex: 580 nm) 

vermessen und das Aptamer ATTO 550-A1 im Überstand nachgewiesen. Um eine unspezifische 



Seite 16 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

Bindung auszuschließen, wurden parallel Kontrollexperimente u. a. mit Amin-derivatisierten mag-

netischen Beads [101] durchgeführt. 

2.2.3 Selektion eines Aptamers gegen Dipicolinsäure (DPA) 

Aptamere gegen spezifische Zielmoleküle lassen sich durch ein in vitro Verfahren namens SE-

LEX (engl. Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment) selektieren [102-104]: Aus-

gehend von einer Zufallsbibliothek aus 1012-1016 Einzelsträngen (ssDNA) mit einem randomisier-

ten Sequenzabschnitt zwischen zwei flankierenden Sequenzen zur Primerbindung während der 

Amplifikation werden die Kandidaten selektiert, die eine für die Bindung an das Zielmolekül ge-

eignete dreidimensionale Faltungsstruktur ausbilden können. In repetitiven Schritten werden 

diese Einzelstränge mit dem Zielmolekül inkubiert (Selektion), nicht bindende Sequenzen durch 

Waschen entfernt (Separation) und die bindenden Sequenzen mittels Polymerasekettenreaktion 

(PCR) vervielfältigt (Amplifikation). Nach mehreren solcher Runden werden potentielle Aptamere, 

sog. Aptamerkandidaten, sequenziert, d. h. die Nukleotid- bzw. Basensequenz ermittelt [105].  

Zur Selektion sich gegen DPA richtender Aptamere wurde das XELEX-Kit [108a] verwendet; das 

Herstellerprotokoll wurde für die Anwendung optimiert. Anschließend wurden potentielle Apta-

mere in 3 Runden selektiert.  

• Herstellung magnetischer, mit Dipicolinsäure funktionalisierter Beads (DPA-Beads)  

Um an DPA gebundene Stränge (potentielle Aptamere) separieren bzw. von nicht bindenden 

Sequenzen abtrennen zu können, wurde 4-Mercaptomethyl-dipicolinsäure (4-MMDPA) [106] an 

Maleimid-funktionalisierte magnetische Partikel [107] gebunden: Dazu wurden ca. 2,75•106 Beads 

(entspr. 55 µl der Suspension) dreimal mit PBS [48,49] und einmal mit Kopplungspuffer 1 (einfach 

konzentriert) [107] gewaschen, indem die Beads magnetisch separiert, der Überstand abpipettiert 

und die Beads wieder resuspendiert wurden; danach wurden die Beads in 1 ml einer Lösung 

bestehend aus Kopplungspuffer 1 (einfach konzentriert) [107] und 4-MMDPA (Endkonz.: 1 mM) für 

2 h bei Raumtemperatur rotierend inkubiert. Anschließend wurden die mit DPA funktionalisierten 

Beads, im Folgenden als DPA-Beads bezeichnet, dreimal mit PBS gewaschen (s. o.) und in 

1000 µl PBS resuspendiert bei 4 °C gelagert. 

• Selektion potentieller Aptamere [108] 

Die DPA-Beads (ca. 2,75•106 Beads) wurden einmal mit Reinstwasser gewaschen (s. o.); an-

schließend wurden die DPA-Beads in einer Lösung aus 50 µl der im XELEX-Kit [108a] enthaltenen 

ssDNA-Bibliothek (entspr. 25 µg ssDNA), 50 µl SELEX-Puffer (zehnfach konzentriert) und 400 µl 

Reinstwasser resuspendiert und für 120 min bei Raumtemperatur im Revolver rotierend inkubiert. 

Anschließend wurden die Beads einmal in SELEX-Puffer (einfach konzentriert) gewaschen und 

abschließend in 50 µl Reinstwasser resuspendiert.  
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Um Aptamerkandidaten zu selektieren, die möglichst spezifisch an DPA binden, wurde die Inku-

bationszeit bei jeder nachfolgenden Selektionsrunde um 30 min verkürzt und die Anzahl der 

Waschschritte um einen erhöht. Zudem wurden in jeder weiteren Selektionsrunde mindestens 

0,5 µg des aufgereinigten Emulsions-PCR Produktes aus der vorhergehenden Runde eingesetzt. 

• Separation potentieller Aptamere [108] 

Zur Separation an den DPA-Beads gebundener Stränge wurden die in Reinstwasser resuspen-

dierten Beads für 3 min bei 94 °C erhitzt, die Beads umgehend magnetisch separiert und der 

Überstand mit den abgelösten Strängen abgetrennt. Dieser Überstand wird im Folgenden als 

Eluat bezeichnet.  

• Amplifikation potentieller Aptamere [108] 

Die von den DPA-Beads abgelösten Stränge wurden mittels Emulsions-PCR vervielfältigt. Zum 

Ansetzen der Ölphase wurden 220 µl der Emulsionskomponente 1, 20 µl der Emulsionskompo-

nente 2 und 60 µl der Emulsionskomponente 3 durch Vortexen gut gemischt und bis zur Verwen-

dung auf Eis aufbewahrt. Die wässrige Phase wurde wie folgt angesetzt: 

Reagenz Stockkonz. Volumen [µl] Endkonz. 

PCR Buffer (mit MgCl2) 10x 5 1x 

BSA 1 mg/ml 0,5 0,01 mg/ml 

Bank40-5'- Primer 100 µM 2 4 µM 

Bank40-3'- Primer 100 µM 2 4 µM 

dNTP Mix 5 mM 4 400 µM 

EURX Taq DNA Polymerase 5U/µl 0,25 1,25 U 

Template: Bead-Eluat - 25 - 

Reinstwasser - 11,25 - 

300 µl der Ölphase und 50 µl der wässrigen Phase wurden 5 min gevortext und einige Minuten 

auf Eis gekühlt. Anschließend wurde der Ansatz in drei Aliquote, sog. technische Triplikate, auf-

geteilt. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Eluat.  

Die PCR wurde nach dem folgenden Programm durchgeführt:  

Zyklenzahl Schritt Temperatur [°C] Dauer [s] 

1x Initiale Denaturierung 95 120 

20x 

Denaturierung 95 20 

Annealing 55 60 

Elongation 72 180 

1x Finale Elongation 72 300 

Nach der Vervielfältigung wurden die Triplikate vereinigt. 
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• Aufreinigung potentieller Aptamere [108] 

Um die Emulsion aufzubrechen, wurde diese mit 1 ml 2-Butanol versetzt und gevortext. Danach 

wurden 250 µl Orange-SFB Puffer zugegeben und mit dem Ansatz vermischt. Durch Zentrifuga-

tion (2 min bei 16.000 g) wurden die Phasen separiert und die orange gefärbte organische Phase 

fast vollständig abpipettiert und verworfen. Die wässrige Phase wurde mit dem 1,2fachen Volu-

men an reinem Ethanol versetzt und durch Auf- und Abpipettieren gut vermischt. 

Um die selektierten Stränge für die nächste Runde der SELEX verwenden zu können, wurden 

diese aufgereinigt. Dazu wurde eine Zentrifugationssäule [108d] mit 30 µl Aktivierungspuffer (SF) 

versetzt und die ethanolhaltige wässrige Phase aufgegeben. Nachfolgend wurde die Säule zent-

rifugiert (1 min bei 11.000 g) und der Durchfluss verworfen. Die adsorbierten Stränge wurde zwei-

mal gewaschen, indem der Waschpuffer SFX (zuerst 600 µl, dann 350 µl) auf die Säule aufge-

geben, durch Zentrifugation (1 min bei 11.000 g) getrennt und der Durchfluss verworfen wurde. 

Reste des Waschpuffers wurden durch Zentrifugation (2 min bei 11.000 g) entfernt. Anschließend 

wurden die Stränge von der Zentrifugationssäule eluiert, indem 100 µl auf 80 °C temperierter 

Elutionspuffer (SFX) aufgegeben und nach 2 min Inkubation bei Raumtemperatur durch Zentrifu-

gation (1 min bei 11.000 g) abgetrennt wurde.  

Das Eluat (5 µl) wurde gelelektrophoretisch (3%iges Agarosegel, 1 h bei 80 V) analysiert; zur 

Visualisierung der Amplifikate wurde Midori Green Advance [109] verwendet. Da nur eine sehr 

schwache Bande zu erkennen war, wurden die selektierten Stränge in einer weiteren Emulsions-

PCR (scale-up-PCR) vervielfältigt, um eine ausreichende Menge an Strängen für die nächste 

Selektionsrunde zu erhalten. Die Quantifizierung der DNA erfolgte mit dem NanoDrop One C. 

Mit der Illumina-Sequenzierung der selektierten Stränge wurde eine externe Firma [110] beauftragt. 

Zur Sequenzierung wurden die nach der Emulsions-PCR doppelsträngig vorliegenden potentiel-

len Aptamere am 3‘-Ende mit Adaptern (kurze DNA-Stränge bestimmter Sequenz) versehen und 

somit von beiden Enden her sequenziert. Folglich enthielten die Sequenzierdaten mit den Reads 

sowohl die 5‘-Sequenzen (vervielfältigte potentielle an DPA bindende Stränge der ursprünglichen 

ssDNA-Bibliothek) als auch deren komplementäre 3‘-Sequenzen. 

• Bereinigung der Sequenzierdaten 

Die Sequenzierdaten wurden zunächst einer Datenbereinigung (s. Tab. 3) mittels individueller in 

Python geschriebener Skripte zur Entfernung von möglichen Kontaminationen, Artefakten oder 

fehlerhaften Sequenzen (Einbau falscher Nukleotide durch die Polymerase während der Emul-

sions-PCR oder Sequenzierung, Strangbrüche) unterzogen. Die erwartete Gesamtlänge der po-

tentiellen Aptamere betrug 76 Nukleotide (nt); dies entspricht den 40 nt der randomisierten 

ssDNA-Bibliothek [108a] inkl. jeweils 18 nt der flankierenden Sequenzen zur Primerbindung (for-

ward und reverse Primer).  
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Tab. 3: Zusammenfassung der zur Bereinigung der Sequenz-Dateien durchgeführten Schritte 

1. Entfernen aller Reads, in denen die Trimmsequenz (für die Sequenzierung angehängte Adaptersequenz) nicht 
vorhanden war sowie trimmen aller verbliebenen Reads ab Beginn der Trimmsequenz in Richtung 3‘-Ende. 

2. Entfernen aller Reads, die am 5‘-Ende nicht mit der Sequenz des forward Primers der ssDNA-Bibliothek 
(TGACACCGTACCTGCTCT) begannen und aller Reads unter 70 nt. 

3. Entfernen aller Reads, deren 3’-Ende nicht mit der ursprünglichen Sequenz der 3‘-Primerbindestelle 
(AAGCACGCCAGGGACTAT), einer überwiegend auftretenden Modifikation der Sequenz (zusätzliches Ade-
nosin vermutlich durch einen Fehler der Polymerase in der 1. Selektionsrunde eingefügt: 
AAGCACGCCAAGGGACTA) sowie einer um ein, zwei oder drei Nukleotide verkürzten Sequenz beider zuvor 
aufgeführter Sequenzen übereinstimmte  

4. Trimmen der Sequenzen des forward Primers am 5‘-Ende der Reads und Trimmen der acht verschiedenen im 
vorherigen Schritt verwendeten 3‘-Primerbindestellen. Anschließend wurden alle Reads aus den Datensätzen 
entfernt, die kleiner oder größer als 40 nt waren. 

5. Entfernen aller Reads aus dem Datensatz von Runde 3, die nicht in Runde 1 vorhanden waren 

Zum weiteren Ausschluss auf Kontaminationen zurückzuführender Sequenzen im Datensatz wur-

den die 85 häufigsten Varianten über den BLAST-Algorithmus (engl. Basic Local Alignment Se-

arch Tool) mit in der NCBI Datenbank [111] vorhandenen Sequenzen von Organismen verglichen. 

Da DNA-Aptamere nicht natürlich vorkommen, würde eine Übereinstimmung in der Datenbank 

zu einem Ausschluss der Variante führen. Die Varianten wurden mittels blastn-Algorithmus (Se-

arch a nucleotide databases using a nucleotide sequence) online mit dem megablast-Algorithmus 

für „highly similar sequences“ untersucht [111,112]. Keine der Varianten wies signifikante Ähnlich-

keiten zu den Sequenzen in der Datenbank auf. 

• Analyse der Sequenzierdaten 

Aufgrund von Fehlern der Polymerase während der Amplifikation und der Sequenzierung kommt 

der überwiegende Anteil an invarianten Sequenzen (Reads mit gleicher Sequenzabfolge; im Fol-

genden als Varianten bezeichnet) üblicherweise nur ein bis wenige Male in den Sequenzierdaten 

vor. Neben PCR- und Sequenzierfehlern können weitere Gründe für selten auftretende Varianten 

schlechte PCR-Amplifizierer, mit geringer Affinität an das Zielmolekül bindende Stränge (ssDNA) 

oder nicht ausreichend ausgewaschene, nicht bindende Stränge sein. Somit steigt die Wahr-

scheinlichkeit, dass es sich bei einer Variante um ein potentielles Aptamer handelt mit der Häu-

figkeit, mit der diese im Datensatz vorkommt, vor allem wenn eine sukzessive Anreicherung der 

Varianten über die Selektionsrunden stattfindet. 

Nach der Datenbereinigung wurden die verbliebenen Reads aus der 3. Selektionsrunde mitei-

nander abgeglichen (engl. aligned) und eine Häufigkeitsverteilung der invarianten Sequenzen 

erstellt. Von den ursprünglichen 15.396.830 Reads in dieser Runde waren nach der Datenberei-

nigung noch 1.924.481 Reads übrig, worunter sich 253.913 Varianten befanden. 97,6 % der Va-

rianten kamen nur 1- bis 50-mal im Datensatz vor; lediglich 85 Varianten kamen mindestens 

500-mal vor und 15 Varianten mehr als 1000-mal. Die 85 häufigsten Varianten aus der 3. Selek-

tionsrunde kamen in der 1. Selektionsrunde nur 9- bis 72-mal vor und gehörten damit zu den 
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häufigsten Varianten in dieser Runde. Für folgende Analysen zur Auswahl und Charakterisierung 

eines spezifisch an DPA bindenden Aptamers stellen die 85 häufigsten Varianten aus der 3. Se-

lektionsrunde daher einen vielsprechenden Ausgangspunkt dar; eine Übersicht über die Varian-

ten ist in Tabelle A1 (s. Anhang) zusammengestellt; Tabelle 4 zeigt einen Auszug aus Tabelle A1 

mit den relevantesten Varianten. 

Tab. 4: Übersicht über die relevantes der 85 häufigsten Varianten potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure (DPA) aus 
der 3. Selektionsrunde 

Variante Sequenz (5' → 3') 
MFE 1) 

[kcal/mol] 
Häufigkeit der Reads in SE-

LEX-Runde 3 

V2 GGGGGGAGGAAATGGCAACGAGCGGCCTACCACCGGCCCC -4,7 2.563 

V3 GGGGGCCGCAAAGCCTGCTGATATCAGGACGTCCCACCCC -4,1 2.286 

V4 GGGGCGGCAAACGACCCTGAATTCCCCGACGCGCTTCCCC -4,9 1.804 

V8 GGGGACGGCAGGTGCATGCAAGTTTGGACGCCTGTACCCC -6,3 1.381 

V9 GGGGGGCGGTCACTTTAATGAAAATCTGACGTCCGTCCCC -7,7 1.324 

V11 GGGGCACCTGGAGGGGACATGATCTTGAGGTGGCCTGCCC -7,0 1.257 

V13 GGGGACGGCGCATACATTCCTAGTTCGTCGGTACCACCCC -1,9 1.147 

V14 GGGGGCACAGGGGCTCAATAGGTCAGGTATTGCCCCCCCC -7,5 1.070 

V16 GGGCCACCGCACAGTACCAGTTCTAGAAGGTTTCGCCCCC -1,0 985 

V17 GGGGCGGGGAACCCAGACGGTGTCGCTCATGGGTCGCGCT -7,6 974 

V18 GGGGCGTAAGCAGCGACCGCTCCACGAGGCCAATGCCCCC -6,5 930 

V19 GGGGGGGGCCCGGTAGGCGAGTGGCACTAAGGGTCGTCCC -7,5 929 

V25 GGGGGGGCCCATGATGGGTATGTAATTGCCACCTGGCCCC -6,4 833 

V26 GGGGCGGCGAGGACTGTCGTTAGTTGTAGCTCCGAACCCC -3,9 832 

V27 GGGCACGGGGCAGGAAAGCGACCTCACCTCTCCTCCGGCC -6,4 831 

V32 GGGGGCCAGGCGGAACTCTGACTACCCAACTACCCCGTCC -2,3 771 

V34 GGGGGGGGTAGTCACGACCCAATTCCATTTCCACCTCGCC -2,9 729 

V35 GGGGCCGATAGGTTCAGTCCGTAGTACCGAAGGCCCGCCC -4,9 693 

V37 GGGGAGTGGATGTGAAGGTTACTAAACTTGGCTGCTCCCC -5,2 680 

V40 GGGGACCAGCAGGAGCGACTTTCCCACAATGCTGTACGCC -3,5 656 

V43 GGGCACACACAGGAATAATACTCAGTTACCATACCCGCCC -0,5 648 

V45 GGGGCCACGGGCGATCCAGATGGAGGGGTGTCTTGGGGCC -3,7 641 

V46 GGGGACCGGCACATTGGAATCAAGGCAATCCCGGCACCCC -6,2 640 

V47 GGGGCGGAACGAACAACGAAGATTGGGGACATGCTCCTCC -1,9 629 
1) MFE = Minimum free energy der thermodynamisch stabilsten Sekundärstruktur [113] (Faltungsvorhersagen s. Tab. 5) nach 
Matthews Modell 2004 
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Tab. 4: Übersicht über die relevantes der 85 häufigsten Varianten potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure (DPA) aus 
der 3. Selektionsrunde – Fortsetzung 

Variante Sequenz (5' → 3') 
MFE 1) 

[kcal/mol] 
Häufigkeit der Reads in SE-

LEX-Runde 3 

V50 GGGGGTGCGGACAGCAGGAATACTTACAATGGCGCCCCCC -6,4 607 

V54 GGGGGGAGCACCGACACGAAGACACATGCCAGCTGTTGCC -0,8 588 

V55 GGGGCAAGGGGATCTCAAGGCGCGCTGTATGTGGTACCCC -1,9 586 

V58 GGGCGCCACAGGAAGACCATCGGGCCCAAACACCGTCCCC -4,9 580 

V60 GGGGGGGCTGTATCGAGGGGGGTACGCACCCACCGTCTCC -5,9 575 

V61 GGGGGGCAGCATGCTAGAGCATCTTTCTCCGTCTTACGCC -2,2 567 

V62 GGGCAGCGATACGTTGCTTAGTGCACCTAATCGGTCCCCC -4,0 562 

V64 GGGGCGGGAACCAAGGCTGCGTACTGCTGTCCTAGCCGCT -3,5 556 

V65 GGGGACACGGAAGCTGCACCAACGTCTTGTCGTTAGCCCC -2,7 550 

V68 GGGGAGGCGGGGGTGGTTGATAACAACGGCACTATGGCCC -4,7 546 

V70 GGGGGCAGACCCGTAGGCCTGTTGTTTCTCGCCCTTTGCC -3,5 544 

V71 GGGCAGGAGGCCGGAGACTACAGCTCCCGCTGGCAACCCC -5,5 542 

V72 GGGGGCACAGAGTGACCAATGACACACGCCATGCAGTCCC -3,7 542 

V73 GGGGGCGGGGGTGCGCGTCAGAAGCCTTTCTCCTCTCGCC -5,1 539 

V70 GGGGGCAGACCCGTAGGCCTGTTGTTTCTCGCCCTTTGCC -3,5 544 

V71 GGGCAGGAGGCCGGAGACTACAGCTCCCGCTGGCAACCCC -5,5 542 

V72 GGGGGCACAGAGTGACCAATGACACACGCCATGCAGTCCC -3,7 542 

V73 GGGGGCGGGGGTGCGCGTCAGAAGCCTTTCTCCTCTCGCC -5,1 539 

V74 GGGGAGGACATCGATAGACTCGAAACGGCCTATACCGCCC -4,1 537 

V75 GGGGGAGGGTGCCCGTGGCCCTGTCGCACGGGATCTGCCC -8,7 536 

V78 GGGGGGACCATTCCGAACTGCTACTCCTATCACTCGTCCC -1,5 529 

V80 GGGCACATACCAACGCGGCTACCCCGTTTGCATTGGCCCC -5,1 521 

V81 GGGGACAGGTCAGGTCGGCGAAGACAGTTTCTCCATGGCC -0,8 515 

V84 GGGGAGGCCGTGCTACTGAGATTTTGATAAGTGTGCCGCC -2,1 510 

V85 GGGCAAACCGTGGATAACACGAATTCCGCACCCGGCCGCC -5,7 501 
1) MFE = Minimum free energy der thermodynamisch stabilsten Sekundärstruktur Sekundärstruktur [113] (Faltungsvorhersagen 
s. Tab. 5) nach Matthews Modell 2004 

Von den 85 häufigsten Varianten wurden Faltungsvorhersagen zur Sekundärstruktur der Sequen-

zen erstellt. Dafür wurde die sog. MFE-Struktur (engl. minimum free energy) mittels des RNAfold 

WebServers [113] verwendet, die die optimale Faltung darstellt, in der die Struktur thermodyna-

misch am stabilsten ist. Je negativer dabei der Wert ist, desto stabiler und wahrscheinlicher ist 

die Struktur [114]. Alle Varianten besaßen eine negative MFE (s. Tab. A1), was bedeutet, dass eine 

selbstständige Faltung aller Varianten bei physiologischen Bedingungen (default: 37 °C) zu er-

warten ist. Anschließend wurden die Sekundärstrukturen der 85 häufigsten Varianten anhand der 

Anzahl und Lage der Loops sowie der allgemeinen Form in 12 Kategorien eingeteilt (s. Tab. A2). 

Die am häufigsten auftretenden Strukturen sind S4, S7, S8 und S11, in denen 9, 13, 15 bzw. 

8 Varianten vorkommen (s. Tab. 5). Diese vier Strukturkategorien sind relativ ähnlich; sie weisen 

eine i-Form auf mit 2 oder mehr geschlossenen Loops und ggf. einem zusätzlichen offenen Loop 

am Stammende. Aus diesen vier Kategorien sind die Varianten mit der niedrigsten MFE: V75 (S4; 

-8,7  kcal/mol), V14 (S7; -7,5  kcal/mol), V19 (S8; -7,5  kcal/mol) und V11 (S11; -7,0  kcal/mol).  
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Tab. 5: Übersicht über die relevantesten Sekundärstrukturen [113] der 85 häufigsten Varianten aus der 3. Selektionsrunde 

Strukturkategorie Beschreibung Varianten Beispiel 

S4 
2 geschlossene Loops mit Stamm, i-

Form 
V3, V8, V17, V39, V43, V50, 

V64, V75, V80 

V75 

S7 
2 geschlossene Loops + 1 offener Loop 

am Stammende, i-Form 

V14, V25, V34, V35, V40, V47, 
V58, V60, V61, V70, V81, V84, 

V85 

V14 

S8 
3 geschlossene Loops mit Stamm, i-

Form 

V2, V4, V18, V19, V27, V37, 
V45, V46, V54, V62, V65, V71, 

V72, V73, V78 

V19 

S11 
3 geschlossene Loops + 1 offener Loop 

am Stammende, i-Form 
V11, V13, V16, V26, V32, V55, 

V68, V74 

V11 

Das Erstellen einer Konsensus-Sequenz ist eine weitere Möglichkeit, um aus den 85 Varianten 

potentielle Aptamere gegen DPA zu identifizieren. Die Konsensus-Sequenz gibt die Abfolge von 

Nukleotiden wieder, die am häufigsten in den 85 Varianten auftreten. Solch eine Konsensus-Se-

quenz wurde mittels des Onlinetools „WebLogo“ [115] (Einstellung: „Frequency Plot“) erstellt; aus 

dem resultierenden Logo (Abb. 2) können vier Sequenzen mit den häufigsten Nukleotiden abge-

lesen werden (s. Tab. 6).  

 

Abb. 2:  Konsensus-Sequenzen der 85 häufigsten Varianten potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure (DPA) aus der 3. Se-
lektionsrunde (erstellt mit „WebLogo“ [115]) 
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Tab. 6: Die vier häufigsten Nukleotidabfolgen der Konsensus-Sequenzen aus Abbildung 2 mit zugehöriger Minimum Free 
Energy (MFE) der Sekundärstrukturen und Einteilung in die Strukturkategorien entsprechend Tabelle 5. 

Variante Sequenz (5' → 3') Strukturkategorie MFE [kcal/mol] 

K1 GGGGGCGGGGAGGGAAGCCGGTAGCCCTCCTCCCCGCCCC S4 -17,6 

K2 GGGGAGCCCACACCGCCGGAAATATGGAAGCGGTGTCCCC S1 -9,0 

K3 GGGCCAAAACGCAATGAAACCGCCAATGTTGTTGTCGGCC S8 -3,0 

K4 GGGCCATTTTTTTTCTTTTTTCGTGTACGAAAAAAATTCC S2 -5,4 

Diese vier Sequenzen (K1 bis K4) weisen ebenfalls eine negative MFE auf (Faltungsvorhersagen 

mit RNAfold WebServer [113] erstellt); vor allem die Sequenz K1 mit einer MFE von -17,6 kcal/mol 

und strukturell der sehr häufig auftretenden Kategorie S4 zugehörig (s. Tab. 5) stellt ein potenti-

elles Aptamer gegen DPA dar. 

Zusammenfassend war es gelungen, durch intensive Literaturrecherchen Aptamere zu identifi-

zieren, die sich gegen primäre Zielmoleküle auf der Oberfläche von Endosporen der Bakterien 

C. difficile und B. cereus bzw. gegen das induzierte Zielmolekül, den BHQ-1-Quencher, richten. 

Da durch Literaturrecherchen keine Aptamere identifiziert werden konnten, die sich gegen Dipi-

colinsäure richten, wurden potentielle Aptamere selektiert. Zudem wurden ausgewählte Aptamere 

gegen Endosporen des Bakteriums B. cereus und den BHQ-1-Quencher hinsichtlich ihrer Bin-

dungsfähigkeit charakterisiert. Somit konnte die Basis für die Entwicklung von Aptazymen (s. 

Kap. 2.4) zum Nachweis auskeimungsfähiger Endosporen (Gesamtsporenzahl anaerober bzw. 

aerober Bakterien) und auskeimungsfähiger Endosporen hygienerelevanter Bakterien (z. B. 

C. difficile, B. cereus) gelegt werden, welche sich durch Kopplung eines Aptamers mit einem Nuk-

leozym (s. Kap. 2.3) generieren lassen.  

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 2 wurde teilweise erreicht.  
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2.3 Charakterisierung von Nukleozymen und Design der Molecular Beacons 

 Ziel des Arbeitsschrittes 3:  

Ziel des Arbeitsschrittes 3 war, Nukleozyme mit hoher Wechselzahl zu identifizieren und diese 

hinsichtlich ihrer Substratumsetzung zu charakterisieren. Dazu waren geeignete fluorogene Sub-

strate, bevorzugt Molecular Beacons, zu designen. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Nukleozyme sind DNA- oder RNA-Sequenzen, die eine katalytische Wirkung auf spezifische che-

mische Reaktionen (z. B. DNA- bzw. RNA-Spaltung durch Umesterung oder Hydrolyse, Ligation, 

Phosphory-, Adeny- oder Deglykosylierung [7-11]) haben. Nukleozyme aus DNA werden als Des-

oxyribozyme (DNAzyme) bezeichnet; Ribozyme sind Nukleozyme aus RNA. Im Gegensatz zu 

Ribozymen kommen DNAzyme nicht natürlich vor [10,116]. DNAzyme werden künstlich mittels 

in vitro Selektions-Verfahren [11,21,116,117] (s. Kap. 2.2) hergestellt, d. h. die Nukleotidsequenzen 

sind bekannt. Nukleozyme sind dauerhaft aktiv, allerdings benötigen sie häufig Cofaktoren (z. B. 

zweiwertige Ionen wie Magnesium- oder Calciumionen). 

Zunächst wurden DNAzyme identifiziert, die gemäß Literaturangaben eine hohe Wechselzahl 

aufweisen (s. Tab. 7), da angenommen wurde, dass die Spaltung des fluorogenen Substrats der 

geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Signalgenerierung ist. Unter fluorogenen Substra-

ten werden dabei üblicherweise Substrate verstanden, die selber nicht fluoreszieren, bei deren 

Spaltung aber eine fluoreszierende Komponente entsteht.  

Tab. 7: Übersicht über literaturbeschriebene, trans-agierende DNAzyme (katalytisch aktive Domäne) 

Bezeichnung Sequenz 1) (5' → 3') Cofaktor Wechselzahl 
[min-1] 

13PD1 [118] TATACCGGGCAACTATTGCCTCGTCATCGCTATTTTCTGC Mn2+, Zn2+ 1,2 

9NL27 [119] 1) CGATAGATAAGTGGGAGCCTTTGCCATAGTTGTCCCTCAA Mn2+, Zn2+ 0,02 

7YK35 [120] CCCCCGCAAAGAGAAGCAAGGGGGACCGCTTTGAATACGG Mn2+, Eu3+ 0,024 

10MD5 [121] CGCTAGATAAGTGGGTGCGTTTGCTATAGCTGTCCCTCAA Mn2+, Zn2+ 0,045 

6YR25 [118] CCCCCAGACCCATTGAGGGTTTTACTTACGCTGTTCCGAA Mn2+, Zn2+ 0,016 

RadDz6 [122] TAAGATAAACACACCGGCCGTCACGCTGCCTCAGACGGTGAGTGACCCTA 
AAATAAGGGGATAACCCAAGGCCGATATCCCAATTTGAGATGGTCGGGGA 

Mn2+, Zn2+ 0,016 

I-R3 (Class I) [123] - 
bimolecular 

AGTCAGAAAGATAATCTAGTTGAGCTGTCTGCATCACGAGCTCGTGAT-
GCAGACGTTGAAGGATTATCTTTCTGACT 

Zn2+ 1,0 

D-Zyme [124] AGTCAGAAAGATAATCTAGTTGAGCTGTCTGCATCACGAG Zn2+ 0,57 

1) mutierte Variante des DNAzyms 10MD5 mit breiterer pH-Toleranz 

Da RNA weniger stabil ist als DNA, wurden nur DNAzyme in Tabelle 6 berücksichtigt, welche 

ssDNA schneiden. Ferner wurde bei Auswahl der DNAzyme darauf geachtet, dass die DNAzyme 

keine toxischen Cofaktoren benötigen, die deren Anwendung in einem Nachweisverfahren ein-

schränken. Auch DNAzyme, deren Substrate eine Ribonukleotidschnittstelle (z. B. ein einzelnes 
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Ribonukleotid im DNA-Strang) aufweisen müssen, wurden nicht berücksichtigt, da diese Sub-

strate aufwendig zu synthetisieren und damit kostspielig sind.  

Zur Ermittlung der katalytischen Aktivität wurden die ausgewählten DNAzyme 13PD1 [118] und 

9NL27 [119] modifiziert (s. Tab. 8) und Molecular Beacons [12-15] als Substrate designt (s. Tab. 9). 

Die Modifikation der DNAzyme diente der Optimierung der Substratbindung. Das DNAzym 

D-Zyme [124] wurde nicht modifiziert eingesetzt. DNAzyme und Substrate wurden unter Angabe 

der Sequenz und gewünschten Modifikation bezogen [99]. 

Tab. 8: modifizierte DNAzyme (aus Tab. 7) 

Bezeichnung Sequenz 1) (5' → 3')  

9NL27 TCCGCGCTAGACGATAGATAAGTGGGAGCCTTTGCCATAGTTGTCCCTCAATAAGTACATGAGACTTT 

13PD1 AGTGTTCCTATACCGGGCAACTATTGCCTCGTCATCGCTATTTTCTGCGGATCGGC 

1) modifizierte Sequenzen sind grün hervorgehoben 

Die designten Molecular Beacons (s. Tab. 9) stellen ein Beispiel für ein fluorogenes Substrat dar, 

sie verfügen über komplementäre Bindungsstellen zu dem jeweiligen DNAzym, eine Erkennungs-

sequenz für die hydrolytische Spaltung durch das DNAzym sowie ein Fluorophor am 5‘-Ende und 

einen Quencher am 3‘-Ende, die durch Hybridisierung komplementärer Basen in räumliche Nähe 

zueinander gebracht werden. Folglich liegen Molecular Beacons in einer Stammschleifenstruktur 

vor. Solange die Molecular Beacons in ihrer Stammschleifenstruktur vorliegen, wird die Fluores-

zenz des Fluorophors (Donor) durch eine auf dem Förster-Resonanzenergietransfer basierende 

Energieübertragung auf den Quencher (Akzeptor) unterdrückt [16-20]. Solche Molecular Beacons 

wurden bereits in der Grundlagenforschung als Nukleozymsubstrate verwendet [12-14]. 

Tab. 9: für die DNAzyme designte, fluorogene Substrate (trans) 

Bezeichnung Sequenz 1) (5' → 3')  Form 

9NL27-MB [ATTO 488]-GCTTCCTCTCATGTACTTATATGTTCTAGCGCGGAAGC-[BHQ-1] Molecular 
Beacon 

13PD1-MB [ATTO 488]-CCAAGGGCCGATCCTACTGCTGGGAACACTCCTTGG-[BHQ-1] Molecular 
Beacon 

D-Zyme-MB  [ATTO 488]-GCTCCCTCGTGATGCAGACGTTGAAGGATTATCTTTCTGACTGGAGC-[BHQ-1] Molecular 
Beacon 

D-Zyme-LS CTCGTGATGCAGACGTTG[Fluorescein]AA[Dabcyl]GGATTATCTTTCTGACT Lineares 
Substrat 

1) Rot dargestellte Basen markieren die Schnittstelle; grün markierte Basen bilden den Stamm 

Die Faltung der DNAzyme und der Substrate wurde mit RNAfold WebServer [113] vorhergesagt. 

Die Sekundärstrukturen sind in Abbildung 3 dargestellt.  

https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
https://de.wikipedia.org/wiki/F%C3%B6rster-Resonanzenergietransfer
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A B C 

 
  

9NL27 modifiziert, 
MFE: -2,80 kcal/mol 

13PD1 modifiziert, 
MFE: -6,70 kcal/mol 

D-zyme, 
MFE: -1,20 kcal/mol 

A B C 

 
  

 

9NL27-MB, 
MFE: -2,10 kcal/mol 

13PD1-MB, 
MFE: -4,20 kcal/mol 

D-Zyme-MB, 
MFE: -3,30 kcal/mol 

D-Zyme-LS, 
MFE: -1,40 kcal/mol 

Abb. 3: Sekundärstruktur [113] der DNAzyme 9NL27 modifiziert (A), 13PD1 modifiziert (B) und D-zyme (C) oben, sowie  
der designten Substrate 9NL27-MB (A), 13PD1-MB (B) sowie D-zyme-MB und D-zyme-MB (C) unten; 
mittels RNAfold vorhergesagte Faltung und Ermittlung der MFE mit dem Matthews Modell 

• Kalibrierung 

Die Ermittlung der Wechselzahl der ausgewählten DNAzyme erfolgte fluorimetrisch (zumeist im 

Platereader: ex: 485 nm; em: 535 nm). Um den Substratumsatz berechnen zu können, wurde 

eine Kalibiergerade unter Einsatz des Fluorophors ATTO 488 erstellt. In einem Konzentrations-

bereich von 0,2 bis 20 nM ergab sich ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzentration 

und der Fluoreszenzintensität; die Nachweisgrenze betrug 0,13 nM. Zur Ermittlung der Fluores-

zenzintensität wurden je dreimal 200 µl der jeweiligen Kalibrierlösung in untereinanderliegende 

Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert (Dreifachbestimmung). 

• Messung des Substratumsatzes im Platereader 

Der Annealing Puffer [118,119,124,125], der sowohl das DNAzym als auch das dazugehörige Substrat 

enthielt, wurde zunächst für 1 min auf 95 °C erhitzt, dann für 5 min auf Eis gekühlt und anschlie-

ßend 2 min auf die jeweilige Reaktionstemperatur erwärmt. Zeitgleich wurde der Reaktionspuf-

fer [118,119,124,125], der die notwendigen Cofaktoren enthält, temperiert. 100 µl Annealing Puffer wur-

den in einem Well einer Mikrotiterplatte (Black Bottom) und mit 100 µl Reaktionspuffer versetzt. 

Die Fluoreszenzintensität wurde zeitabhängig ermittelt (bis zu 1 h mit einminütigen Messinterval-



Seite 27 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

len). Die Anregung des ATTO 488 erfolgte bei 485 nm; die Emission wurde bei 535 nm gemes-

sen. Als Blank wurden 100 µl Annealing Puffer (ohne DNAzym) und 100 µl Reaktionspuffer zu-

sammen pipettiert. 

Der Substratumsatz wurde abhängig von der Konzentration an DNAzym, dem Verhältnis von 

DNAzym zu Substrat, der Konzentration an Cofaktor und der Reaktionstemperatur (25 °C, 37 °C 

oder 42 °C) ermittelt und die Wechselzahl bestimmt. 

• Charakterisierung des DNAzyms 9NL27 [119] 

Für das DNAzym 9NL27 [119] wurde bei einer äquimolaren Konzentration von DNAzym zu Substrat 

von 200 nM und einer Konzentration des Cofaktors von 1 mM Zn2+ bei einer Reaktionstemperatur 

von 37 °C die höchste Wechselzahl von 2,9*10-3 min-1 bestimmt. Dieser Wert liegt deutlich unter 

dem in der Literatur angegebenem Wert von 1,2 min-1 [119] (s. auch Tab. 7). Bei einer Reaktions-

temperatur von 42 °C wurde nur eine geringfügig niedrigere Wechselzahl bestimmt, während bei 

Reaktionstemperatur von 25 °C die ermittelte Wechselzahl deutlich geringer war. Auch durch 

Steigerung der Substratkonzentration konnte keine Erhöhung der Wechselzahl bzw. keine Be-

schleunigung des Substratumsatzes erzielt werden.  

• Charakterisierung des DNAzyms 13PD1 [118] 

Für das DNAzym 13PD1 [118] wurde bei einer äquimolaren Konzentration von DNAzym zu Sub-

strat von 200 nM und einer Konzentration des Cofaktors von 1 mM Zn2+ bei einer Reaktionstem-

peratur von 37 °C die höchste Wechselzahl von 2,01*10-3 min-1 bestimmt. Dieser Wert liegt etwa 

um einen Faktor 10 unter dem in der Literatur angegebenem Wert für dieses DNAzym [119] (s. 

auch Tab. 7). Bei einer Reaktionstemperatur von 25 °C und 42 °C wurde unter ansonsten glei-

chen Bedingungen eine geringere Wechselzahl ermittelt. Sowohl die Reduktion als auch die Er-

höhung der Reaktionstemperatur führte demzufolge zu einem verminderten Substratumsatz. 

Auch durch eine Steigerung der Cofaktorkonzentration konnte keine Erhöhung der Wechselzahl 

erreicht werden.  

• Charakterisierung des DNAzyms D-Zyme [124] 

Für das DNAzym D-Zyme [124] wurde abhängig von den Versuchsbedingungen eine Wechselzahl 

zwischen 9,9*10-3 min-2 und 1,5*10-2 min-2 bestimmt; auch bei diesem DNAzym lag der ermittelte 

Wert deutlich unter dem in der Literatur angegebenen Wert von 0,57 min-1 [124] (s. auch Tab. 7). 

Den größten Einfluss auf die zu ermittelnde Wechselzahl hatte dabei die Konzentration von 

Cofaktor (10 nM, 20 nM und 30 nM) und NaCl (50 nM, 100 nM und 200 nM) im Reaktionspuffer. 

Ferner wurde bei einer Konzentration von 200 nM DNAzym und 400 nM Substrat eine geringfügig 

höhere Wechselzahl ermittelt als bei einer äquimolaren Konzentration von 200 nM. Die Reakti-

onstemperatur (25 °C und 37 °C) hat ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf die ermittelte 

Wechselzahl.  
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Zusammenfassend war festzustellen, dass obwohl in der Literatur für einige der untersuchten 

DNAzyme Wechselzahlen von ≥ 1 angegeben sind, solch hohe Wechselzahlen auch nach Opti-

mierung der Reaktionsbedingungen nicht erreicht werden konnten. Zu bedenken war, dass bei 

Verwendung von Molecular Beacons das Fluoreszenzsignal bereits bei Hybridisierung des Sub-

strats mit dem DNAzym entsteht und somit die Substratspaltung nur nachgewiesen werden kann, 

wenn die Konzentration an gespaltenem Substrat signifikant höher ist als die Konzentration an 

DNAzym im Ansatz. Die experimentell gewonnenen Daten lassen sich wie folgt interpretieren:  

1. Die Substratstränge verbleiben nach der Spaltung durch das DNAzym im hybridisierten 

Zustand und lassen sich nicht bzw. nur mit sehr geringer Geschwindigkeit von nicht ge-

spaltenen Substratsträngen verdrängen.  

2. Die gespaltenen Substratstränge hybridisieren miteinander, da keine Fängeroligonukleo-

tide (s. Kap. 2.5) zugegen waren, mit denen die am Fluorophor gebundenen Substratteil-

stränge hybridisieren können. 

3. Das DNAzym spaltet die Substratstränge nicht. 

Am wahrscheinlichsten ist jedoch, dass die Schmelztemperatur durch die Substratspaltung nicht 

weit genug herabgesetzt wurde, um die Hybridisierung der Substratstrangteile mit dem DNAzym 

aufzuheben. Als Schmelztemperatur wird die Temperatur bezeichnet, bei der 50 % der Stränge 

hybridisiert und 50 % als Einzelstränge vorliegen. Im Rahmen der Entwicklung eines Verfahrens 

zur Fluoreszenzquantifizierung von Endosporen (s. Kap. 2.6) wurde daher untersucht, ob sich 

durch Erwärmung ein Substratwechsel erzwingen lässt. 

Um eine Fluoreszenzlöschung durch Hybridisierung der gespaltenen Substratstrangteile auszu-

schließen und um die Substratspaltung direkt nachweisen zu können, wurde in weiteren Unter-

suchungen (s. Kap. 2.4) das DNAzym DET22-18 [125] und das dazugehörige lineare Substrat 

DET22-18-LS, welches eine Ribonukleotidschnittstelle enthält, verwendet; dieses DNAzym 

wurde in vorhergehenden Arbeiten [51b] der Forschungseinrichtung umfassend charakterisiert. Da-

bei ließen sich bei Verwendung von Mn2+-Ionen als Cofaktor unter optimierten Reaktionsbedin-

gungen Wechselzahlen von 2*10-2 min-1 erreichen; ein Fluoreszenzsignal wird zudem nur bei 

Spaltung des linearen Substrats generiert. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 3 wurde teilweise erreicht.  
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2.4 Entwicklung der Aptazyme bzw. Aptazympaare 

 Ziel des Arbeitsschrittes 4:  

Ziel des Arbeitsschrittes 4 war, Aptazyme zu entwickeln, die allosterisch kontrolliert sind, indem 

Aptamere (s. Kap. 2.2) mit Nukleozymen (s. Kap. 2.3) gekoppelt wurden. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Aptazyme können Liganden binden und katalytisch wirken [21]. Bei allosterisch kontrollierten Ap-

tazymen führen Konformationsänderungen in der das Zielmolekül bindenden Region (Aptamer-

domäne) bei Bindung des Zielmoleküls zu einer Änderung in der katalytischen Region (Nukleo-

zymdomäne), die sich auf die katalytische Aktivität auswirkt.  

Zur Entwicklung von Aptazymen wurden exemplarisch das DNAzym DET22-18 [125] und das Ap-

tamer BacApt3 [79], welches sich gegen Endosporen des Bakteriums B. cereus richtet, verwendet. 

Zum Nachweis der katalytischen Aktivität wurde das lineare Substrat DET22-18-LS [125] einge-

setzt, welches eine Ribonukleotidschnittstelle enthält (s. Tab. 10). 

Tab. 10: Sequenzen des ausgewählten Aptamers, des ausgewählten trans-agierenden DNAzyms und des aus der Koppelung 
resultierenden Aptazyms sowie des linearen Substrats 

Bezeichnung Sequenz 1) (5' → 3') Cofaktor Wechselzahl 
[min-1] 

BacApt3 [79] CATCCGTCACACCTGCTCGGTGCAGAC-
CCATAGGGGGGGCGTGCGGATGTAGGAG-
TAGGGTGTTGGCTCCCGTATC 

--- 

DET22-18 [125] 2) AAGAATCGTTGTCATTGGCACACGGAGGTTTACTGAGTGGTAACCA-
CGTTGCATGGAA 

Co2+, 
Mn2+ 

7,2 

BacApt3-DET22-18 3) CATCCGTCACACCTGCTCGGTGCAGAC-
CCATAGGGGGGGCGTGCGGATGTAGGAG-
TAGGGTGTTGGCTCCCGTATCAAGAATCGTTGTCATTGGCACACGG
AGGTTTACTGAGTGGTAACCACGTTGCATGGAA 

Mn2+  --- 

DET22-18-LS [125] GATGTGTCCGTGC[Fluorescein]a[Dabcyl]GGTTCGATTCTTGTGACT --- 

1) Fettgedruckte Basen geben Primersequenzen wieder.   2) DET22-18 schneidet einen DNA-Strang mit Ribonukleotidschnitt-
stelle (Substrat mit einem einzelnen Ribonukleotid im Strang), die in der Literatur angegebene Wechselzahl wurde bei Ver-
wendung von Co2+ als Cofaktor bestimmt,   3) ausgewählter Cofaktor,   4) Schnittstelle bzw. Ribonukleotid rot dargestellt  

Die Faltung der DNAzyme und der Substrate wurde mit RNAfold WebServer [113] vorhergesagt. 

Die Sekundärstruktur des DNAzym DET22-18 [125] und des lineares Substrates DET22-18-LS [125] 

wurden mit RNAfold WebServer [113] vorhergesagt (s. Abb. 4). 
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A B 

 

 

BacApt3-DET22-18, MFE: -15,18 kcal/mol DET22-18, MFE: -5,90 kcal/mol 

C D 

 

 

BacApt3-DET22-18, MFE: -19,20 kcal/mol DET22-18-LS, MFE: -0,20 kcal/mol 

Abb. 4: Sekundärstruktur des Aptazyms BacApt3-DET22-18 (A), des DNAzyms DET22-18 (B), des Aptazyms 
BacApt3-DET22-18 (C) und des Substrats DET22-18-LS (D); mittels RNAfold [113] vorhergesagte Faltung und Ermitt-
lung der MFE mit dem Matthews Modell 

2.4.1 Ligation eines Aptamers mit einem DNAzym 

Zunächst wurde eine Methode zur enzymatischen Ligation eines Aptamers mit einem DNAzym 

zu einem Aptazym etabliert. Dazu wurde das Aptamer BacApt3 (s. Kap. 2.2), das sich gegen 

Endosporen des Bakteriums B. cereus richtet und das DNAzym DET22-18 (s. Kap. 2.3) ausge-

wählt. Die Ligation erfolgte in zwei Schritten: Das DNAzym DET22-18 wurde an beiden Enden 

phosphoryliert bezogen [99], um die Entstehung von ketten- oder ringförmigen Molekülen durch 

Bindung der adenylierten Enden an freie 3'-OH-Enden während der Ligation zu vermeiden. Im 

ersten Schritt wurde das DET22-18 an dessen phosphoryliertem 5‘-Ende mittels 5‘-DNA Adenyla-

tion Kit [126a] adenyliert. Im zweiten Schritt wurde das BacApt3 mittels Thermostable 5‘-App-

DNA/RNA Ligase Kit [126b] an das adenylierte Ende des DNAzyms ligiert.  
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• Adenylierung des DNAzyms (1. Schritt) 

Die Adenylierungsansätze setzten sich wie folgt zusammen: 

Reagenz Ausgangskonz. Volumen Endkonz. 

p-DET22-18-p (DNAzym) 100 µM 2,5 µl 5 µM 

5´ DNA Adenylation Reaction Buffer 10x 5,0 µl 1x 

ATP-Lösung 1 mM 5,0 µl 100 µM 

Mth RNA Ligase 50 µM 5,0 µl 5 µM 

Nuclease-free Water - ad 50,0 µl - 

Da das in der Adenylierungsreaktion enthaltene ATP die anschließende Ligation inhibieren kann, 

war eine Aufreinigung erforderlich. Um ausreichend Adenylierungsprodukt für die Aufreinigung 

zu erhalten, wurde die Adenylierungsreaktion mit zwei Ansätzen durchgeführt. Die beiden An-

sätze wurden 1 h bei 65 °C im Thermocycler inkubiert (Deckeltemperatur: 65 °C); anschließend 

wurde die Ligase für 5 min bei 85 °C hitzeinaktiviert und die Ansätze bis zum weiteren Gebrauch 

bei 4 °C gelagert. 

Die Aufreinigung der Adenylierungsprodukte erfolgte unter Einsatz des Monarch® PCR & DNA 

Cleanup Kits [126c] nach Herstellerangaben; die aufgereinigten Produkte wurden gepoolt. Die Kon-

zentration an DNA wurde mit dem NanoDrop bestimmt. Anhand der ermittelten DNA-Konzentra-

tion wurde die einzusetzende Menge für die nachfolgende Ligationsreaktion berechnet. 

• Ligation des adenylierten DNAzyms mit dem Aptamer (2. Schritt) 

Die Ligationsansätze setzten sich wie folgt zusammen: 

Reagenz Ausgangskonz. Volumen Endkonz. 

Aptamer BacApt3 1 µM 5 µl 0,25 µM 

5´ App DET22-18-p 1) 2) 2) 2,5 µM 

NEBuffer 1 10x 2 µl 1x 

MnCl2 50 mM 2 µl 5 mM 

Thermostable 5´ App DNA/RNA Ligase 20 µM 1 µl 1 µM 

Nuklease-freies Wasser - ad 20 µl - 

1) aufgereinigtes Adenylierungsprodukt  

2) Eingesetzte Menge wurde anhand der NanoDrop Messergebnisse berechnet. 

Die Ligationsansätze wurden über Nacht bei 65 °C im Thermocycler inkubiert (Deckeltemperatur: 

65 °C); anschließend wurde die Ligase für 3 min bei 90 °C hitzeinaktiviert und die Ansätze bis 

zum weiteren Gebrauch bei 4 °C gelagert. 

• Überprüfung des Ligationserfolgs 

Um das Ligationsprodukt gelelektrophoretisch nachweisen zu können, musste dieses zunächst 

mittels PCR vervielfältigt werden. Zur Amplifikation des Aptazyms BacApt3-DET22-18 wurden 

spezifische Primer designt.  
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Die PCR-Ansätze setzten sich wie folgt zusammen: 

Komponente Ausgangskonz. Volumen Endkonz. 

ThermoPol Reaction Buffer 10x 2,5 µl 1x 

dNTP Mix 10 mM 0,5 µl 200 µM 

BacDetF (forward Primer) 10 µM 0,5 µl 0,2 µM 

BacDetR (reverse Primer) 10 µM 0,5 µl 0,2 µM 

Taq DNA Polymerase 5U/µl 0,25 µl 1,25 U 

Nuclease-freies Wasser - ad 24 µl - 

Dem PCR-Ansatz wurden 1 µl des inkubierten Ligationsansatzes (s. o.) zugesetzt. Als Kontrollen 

dienten mit 1 µl BacApt3-DET22-18 (1 µM, Positivkontrolle) bzw. 1 µl Nuclease-freiem Wasser 

(Negativkontrolle) versetzte Ansätze.  

Die PCR erfolgte nach dem folgenden Programm: 

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 300 1x 

Denaturierung 95 30 

35x Annealing 58 30 

Elongation  68 15 

Finale Elongation 68 300 1x 

Lagerung 12 ∞ --- 

Um das Ligationsprodukt gelelektrophoretisch nachzuweisen (s. Abb. 5), wurden im Anschluss 

an die PCR 10 µl des jeweiligen Ansatzes in die Taschen eines 3%igen Agarosegels (versetzt 

mit Midori Green Advance [109]) pipettiert; die Auftrennung erfolgte 1 h bei 80 V. 

 

Abb. 5:  Das Ligationsprodukt ist als Bande in erwarteter Höhe von 134 bp in Spur 1 sichtbar; zum Vergleich ist kommerziell 
bezogenes BacApt3-DET22-18 in Spur 2 dargestellt (Positivkontrolle), keine Bande in der Negativkontrolle sichtbar 

Das Ligationsprodukt ist als deutliche Bande in erwarteter Höhe von 134 bp (Spur 1) sichtbar. 

Allerdings war die Ausbeute an Ligationsprodukt gering. 
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Neben der enzymatischen Ligation kann ein Aptazym auch durch bioinformatisches Design (in si-

lico) generiert und anschließend kommerziell bezogen werden. Dabei können unter Verwendung 

spezieller Software (z. B. RNAfold WebServers [113]) Sequenzen eines Aptamers und eines 

DNAzyms beliebig miteinander verknüpft und deren Faltung bzw. intramolekulare Hybridisierung 

vorhergesagt werden. Schmelztemperaturen können berechnet und Sequenzhomologien können 

erkannt werden; anhand der dargestellten Sekundärstrukturen können indirekt Rückschlüsse auf 

die Bindungsfähigkeit der Aptamerdomäne an ihrer Zielstruktur und auf die katalytische Aktivität 

der DNAzymdomäne gezogen werden. Aufgrund dieser Vorteile ist das computergestützte Ap-

tazymdesign der enzymatischen Ligation vorzuziehen. 

2.4.2 Charakterisierung des Aptazyms  

Das exemplarisch generierte Aptazym BacApt3-DET22-18 wurde hinsichtlich seiner katalyti-

schen Aktivität und Bindungsfähigkeit an Endosporen des Bakteriums B. cereus charakterisiert.  

• Ermittlung der katalytischen Aktivität des Aptazyms  

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivität wurden die Aptazym- bzw. DNAzymlösung und die 

Substratlösung für 1 min auf 95 °C erhitzt und dann für 5 min auf Eis gekühlt. 198 µl DP15-Puf-

fer [51b] wurden in einem Well einer Mikrotiterplatte (Black Bottom) vorgelegt und mit 1,6 µl Sub-

stratlösung und 0,4 µl Aptazym- bzw. DNAzymlösung versetzt. Die Fluoreszenzintensität wurde 

zeitabhängig ermittelt (bis zu 6 h). Die Anregung des Fluoresceins erfolgte bei 488 nm; die Emis-

sion wurde bei 530 nm gemessen (Gain = 40 %).  

Der Substratumsatz wurde bei einer Konzentration von 800 nM DET22-18-LS [125] und 200 nM 

BacApt3-DET22-18 (Aptazym) oder 200 nM DET22-18 [125] gemessen (s. Abb. 6, s. Tab. 10). Als 

Kontrollen dienten der DP15-Puffer [51b] und 800 nM DET22-18LS [125] gelöst in DP15-Puffer. 

 

Abb. 6:  Vergleichend dargestellt ist der Substratumsatz bei einer Konzentration von 200 nM BacApt3-DET22-18 (Aptazym, 
blau) bzw. 200 nM DET22-18 (DNAzym, grün) und 800 nM DET22-18-LS (Substrat) in Abhängigkeit von der Inkuba-
tionszeit, gemessen im Platereader (Gain = 40 %) 
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Sowohl das Aptazym BacApt3-DET22-18 als auch das DNAzym DET22-18 [125] konnten das line-

are Substrat DET22-18-LS [125] spalten. Der Substratumsatz stagnierte nach einer Inkubationszeit 

von etwa 70 min bzw. 40 min; bis zu diesem Zeitpunkt wurde nur ein geringer Anteil des Substrats 

gespalten. Die für das Aptazym und das DNAzym ermittelte Wechselzahl lag bei 2,8*10-3 min-1. 

Das DET22-18-LS (Substrat) war über die Messdauer stabil.  

• Nachweis der katalytischen Aktivität des an Sporen gebundenen Aptazyms 

Ferner wurde die katalytische Aktivität des Aptazyms BacApt3-DET22-18 nach Bindung an En-

dosporen des Bakteriums B. cereus untersucht. Die Endosporen (s. Kap. 2.1.2) wurden zweimal 

in sterilem VE-Wasser gewaschen, indem die Sporen zentrifugiert (für 5 min bei 10.000 g), der 

Überstand verworfen und die Sporen wieder resuspendiert wurden; anschließend wurde das Pel-

let in MSB-Puffer [79] aufgenommen. 20 µl der Sporensuspension wurde mit 180 µl MSB-Puffer 

verdünnt; danach wurde die Sporensuspension mit 1 µl BacApt3-DET22-18 (1 µM) versetzt und 

1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Um ungebundenes Aptazym zu entfernen, wurden 

die Sporen pelletiert (durch Zentrifugation 5 min bei 10.000 g) und in DP15-Puffer [51b] wieder auf-

genommen. 

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivität des an Endosporen gebundenen Aptazyms wurden 

198,4 µl der Sporensuspension (entspr. 106 Sporen, s. o.) in einem Well einer Mikrotiterplatte 

(Black Bottom) vorgelegt und mit 1,6 µl Substratlösung (DET22-18-LS [125]) versetzt. Die Fluores-

zenzintensität wurde zeitabhängig ermittelt (bis zu 6 h). Die Anregung des Fluoresceins erfolgte 

bei 488 nm; die Emission wurde bei 530 nm gemessen (Gain = 40 %). Als Kontrolle diente 

800 nM -DET22-18-LS [125] gelöst in DP15-Puffer. 

Das Aptazym wies auch nach Bindung an Endosporen eine katalytische Aktivität auf. Zudem 

wurde die Bindung des Aptazyms an die Endosporen mikroskopisch visualisiert (s. Abb. 7).  

 

Abb. 7:  Mikroskopische Aufnahmen von Endosporen des Bakteriums B. cereus nach der Inkubation mit dem Aptazym des 
BacApt3-DET22-18 (oben) und vor der Inkubation (unten) im Phasenkontrast (links) und im Fluoreszenzmodus 
(Mitte), gleicher Bildausschnitt, übereinandergelegtes Bild beider Aufnahmen (rechts) 



Seite 35 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

Zusammenfassend war festzustellen, dass eine enzymatische Ligation von Aptamer und 

DNAzym zu einem Aptazym möglich ist, die zu erzielenden Ausbeuten an Ligationsprodukt waren 

sehr gering. Das bioinformatische Design ist daher der enzymatischen Ligation vorzuziehen, zu-

mal dabei u. a. auch Informationen über die Sekundärstruktur des Aptazyms (Faltung) gewonnen 

werden. Sowohl das Aptazym BacApt3-DET22-18 als auch das DNAzym DET22-18 [125] waren in 

der Lage, das lineare Substrat DET22-18-LS [125] zu spalten. Die katalytische Aktivität des Ap-

tazyms und des DNAzyms unterschieden sich nur geringfügig; folglich war das Aptazym nicht 

allosterisch kontrolliert. Die Bindung des BacApt3-DET22-18 an Endosporen des Bakteriums 

B. cereus konnte nachgewiesen werden; das gebundene Aptazym war katalytisch aktiv.  

Diese Ergebnisse stützen die zuvor aufgestellte Hypothese (s. Kap. 2.3), dass die Substrat-

stränge nach der Spaltung durch das DNAzym im hybridisierten Zustand verbleiben und sich nicht 

bzw. nur mit sehr geringer Geschwindigkeit von ungespaltenen Substratsträngen verdrängen las-

sen. Bei linearen Substraten entsteht das Fluoreszenzsignal nur bei Substratspaltung; ferner ist 

eine Hybridisierung der gespaltenen Substrate aufgrund deren Sequenz nicht zu erwarten. 

Ein fluoreszenzmikroskopischer Nachweis hygienerelevanter Endosporen unter Einsatz eines 

Aptazyms ist somit möglich; eine Quantifizierung kann durch Auszählen der fluoreszierenden 

Sporen z. B. unter Verwendung eines Zählgitters erfolgen.  

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 4 wurde teilweise erreicht.
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2.5 Entwicklung eines speziell funktionalisierten Beprobungsmediums 

 Ziel des Arbeitsschrittes 5:  

Ziel des Arbeitsschrittes 5 war, ein Beprobungsmedium zu entwickeln, mit dem sich Endosporen 

analog zu herkömmlichen Abklatschplatten (basierend auf Agar) von Oberflächen abnehmen las-

sen und das es zudem ermöglicht, die bei Substratspaltung freigesetzten Fluorophore unmittelbar 

am Ort ihrer Freisetzung zu binden. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Um die nach Bindung der Aptazyme an die Zielmoleküle freigesetzten, fluoreszenzmarkierten 

Substratstrangteile durch Hybridisierung am Ort der Substratspaltung zu binden, wurden komple-

mentäre Stränge, im Folgenden als Fängeroligonukleotide bezeichnet, in das Medium einge-

bracht. Dazu wurden 10 ml CASO Boullion mit 100 mg Low Melt Agarose versetzt, in der Mikro-

welle erhitzt und 5 min abkühlen gelassen. 498 µl des noch flüssigen Agars wurden mit 2 µl des 

fluoreszenzmarkierten Fängeroligonukleotids (Endkonz.: 400 nM, Fluorophor: TAMRA) versetzt 

und als dünner Film auf einem Glasobjektträger aushärten gelassen. Die Pads wurden mit einer 

Lösung eines fluoreszenzmarkierten, zum Fängeroligonukleotid komplementären Strangs (Flu-

orophor: ATTO 488), im Folgenden als Zielsequenz bezeichnet, überschichtet und bei Raumtem-

peratur 15 min inkubiert. Nach Abspülen der Medienoberfläche mit VE-Wasser zur Entfernung 

ungebundener Zielsequenzen wurden die Pads fluoreszenzmikroskopisch analysiert. 

Nach Einbringen der mit dem Fluorophor TAMRA markierten Fängeroligonukleotide in die Agar-

pads wiesen diese im Vergleich zur Kontrolle (natives Agarmedium) eine starke Fluoreszenz im 

Bereich von 607 nm bis 682 nm auf. Nach Inkubation der Agarpads mit den zu immobilisierenden 

Zielsequenzen, die mit dem Fluorophor ATTO 488 markiert waren, wiesen die Agarpads, die Fän-

geroligonukleotide enthielten, eine starke Fluoreszenz bei 520 nm im Vergleich zur Kontrolle auf. 

Daraus folgt, dass die Fängeroligonukleotide im Agarmedium immobilisiert vorlagen und dass die 

Fängeroligonukleotide die Zielsequenzen abfangen bzw. binden konnten.  

Zur Immobilisierung der Fängeroligonukleotide auf Membranen (z. B. aus Nylon- oder Polyester) 

sind kommerziell erhältliche Produkte verfügbar [127-129]. Dies kann erforderlich sein, um einen 

Nachweis von Endosporen in Prozesswässern zu ermöglichen, da in diesem Fall eine Konzent-

rierung der Sporen durch Filtration notwendig ist. 

Zusammenfassend war festzustellen, dass durch Einbringen von Fängeroligonukleotiden mit 

komplementärer Sequenz zu dem Substratstrangteil, an dem das Fluorophor gebunden ist, in ein 

Agarmedium eine Immobilisierung der bei Substratspaltung freigesetzten Fluorophore am Ort ih-

rer Freisetzung möglich ist. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 5 wurde erreicht.
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2.6 Entwicklung des Verfahrens zur Fluoreszenzquantifizierung 

 Ziel des Arbeitsschrittes 6:  

Ziel des Arbeitsschrittes 6 war es, Endosporen unter Einsatz von Aptazymen bzw. Aptazympaa-

ren nachzuweisen bzw. durch Auszählen um die Sporen gebildeter fluoreszierender Spots zu 

quantifizieren. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Um ein visuell wahrnehmbares Fluoreszenzsignal (Spot) auf dem Beprobungsmedium zu erhal-

ten, müssen die durch Bindung an das jeweilige Zielmolekül aktivierten Aptazyme eine Vielzahl 

von Substratsträngen schneiden. Die zuvor erzielten Ergebnisse legten jedoch nahe, dass sich 

die gespaltenen Substratstrangteile nicht mehr vom DNAzymstrang bzw. der DNAzymdomäne 

des Aptazyms lösen, sondern im hybridisierten Zustand verbleiben. Um den Substratwechsel zu 

erzwingen, wurden Ansätze mit Aptazym und Substrat einer thermozyklischen Behandlung 

(mehrfaches Erwärmen und wieder Abkühlen in einem qPCR Thermocycler) unterzogen.  

Die thermozyklische Behandlung erfolgte nach dem folgenden Programm: 

Schritt Temperatur [ C] Zeit [s] 1. Zyklus 2. Zyklus 

1. Initiale Denaturierung 90 10   

2. Denaturierung 90 180   
 
 

5x 

3. Annealing 25 60  

7x 4. Elongation 25 120 

5. Elongation 25 120 

FLUORESZENZMESSUNG 

6. Kühlung 4 °C ∞   

Bei thermozyklischer Behandlung konnte nahezu das gesamte im Ansatz vorhandene Substrat 

von dem Aptazym gespalten werden (s. Abb. 8).  

 

Abb. 8:  Substratumsatz bei einer Konzentration von 200 nM BacApt3-DET22-18 (Aptazym) und 800 nM DET22-18-LS (Sub-
strat) in Abhängigkeit von der Inkubationszeit bei thermozyklischer Behandlung (20 Zyklen) 
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Da das Substrat im vierfachen Überschuss vorlag, muss demzufolge ein Substratwechsel statt-

gefunden haben. Das DET22-18-LS (Substrat) war über die Messdauer stabil. Da die zu erzie-

lende Wechselzahl auch von der Zyklusdauer abhing, war diese unter den vorliegenden Ver-

suchsbedingungen nicht aussagekräftig.  

Zusammenfassend war festzustellen, dass bei thermozyklischer Behandlung nahezu das ge-

samte im Ansatz vorhandene Substrat von dem Aptazym gespalten werden konnte. Da das Sub-

strat im vierfachen Überschuss vorlag, war davon auszugehen, dass ein Substratwechsel erfolgt 

ist. Eine thermozyklische Behandlung des mit einer Lösung aus Aptazymen bzw. Aptazympaaren 

und Substrat überschichteten Beprobungsmediums ist aufgrund der zu erwärmenden und abzu-

kühlenden Masse (ca. 20 ml Medium) mit einem hohen Zeitbedarf verbunden. Ferner konnte im 

Rahmen des Forschungsprojektes kein allosterisch kontrolliertes Aptazym generiert werden: Bei 

dauerhaft aktiven Aptazymen ist es nicht möglich, wie in der Arbeitshypothese postuliert, das 

Fluoreszenzsignal zu verstärken, indem der bei Substratspaltung freisetzte Quencher (induzier-

tes Zielmolekül), dazu verwendet wird, das zweite Aptazym des Aptazympaares zu aktivieren. 

Vor diesem Hintergrund war davon auszugehen, dass sich auf dem Beprobungsmedium keine 

visuell wahrnehmbaren Spots um die nachzuweisenden Sporen generieren lassen und somit eine 

Fluoreszenzquantifizierung von Endosporen durch Auszählen fluoreszierender Spots nicht mög-

lich ist. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 6 wurde nicht erreicht.
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2.7 Erprobung des Verfahrens unter praxisnahen Bedingungen 

 Ziel des Arbeitsschrittes 7:  

Ziel des Arbeitsschrittes 7 war, das entwickelte Verfahren zu erproben und hinsichtlich seiner 

Handhabung zu bewerten. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Das Nachweisprinzip, die erzielten Ergebnisse sowie die sich bei der Projektbearbeitung erge-

benden Herausforderungen wurden mit den Mitgliedern des Projektbegleitenden Ausschusses 

und weiteren Experten, insbesondere Herstellern von molekularbiologischen Nachweisagenzien, 

intensiv diskutiert.  

Da aus den Projektergebnissen zu schließen ist, dass sich die in der Arbeitshypothese der Be-

schreibung zum Forschungsantrag postulierte Signalverstärkung durch Aktivierung des zweiten 

Aptazyms bei Bindung an das induzierte Zielmolekül, den bei Substratspaltung durch das erste 

Aptazym freigesetzten Quencher, ohne eine thermozyklische Behandlung nicht realisieren lässt, 

muss davon ausgegangen werden, dass auf einem Beprobungsmedium keine visuell wahrnehm-

baren Spots um die nachzuweisenden Sporen entstehen. Da eine thermozyklische Behandlung 

des mit einer Lösung aus Aptazymen und Substrat überschichteten Beprobungsmediums auf-

grund der zu erwärmenden und abzukühlenden Masse (ca. 20 ml Medium) u. a. mit einem hohen 

Zeitbedarf verbunden ist, wurde dieses Vorgehen als nicht praktikabel angesehen. Zudem be-

steht die Gefahr, dass die Erwärmung nicht nur zu einer Ablösung der gespaltenen Substrat-

stränge von der DNAzymdomäne des Aptazyms führt, sondern auch zu einer Ablösung der Ap-

tamerdomäne von der Zielstruktur und somit von der Sporenoberfläche. Das Ablösen der Ap-

tazyme von der Zielstruktur führt bei allosterisch kontrollierten Aptazymen zu deren Inaktivierung 

bzw. dem Verlust der katalytischen Aktivität.  

Da jedoch gezeigt werden konnte, dass Endosporen eines hygienerelevanten Bakteriums mit 

Aptazymen belegt und somit markiert werden können und eine Substratspaltung an der Sporen-

oberfläche erfolgt, empfiehlt es sich, im Rahmen eines weiteren Projektes einen anderen Mecha-

nismus zur Signalverstärkung zu entwickeln (s. auch Kap. 6).  

 Das Ziel des Arbeitsschrittes 7 wurde teilweise erreicht. 
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3 Verwendung der Zuwendung 

Die Durchführung der unten beschriebenen Untersuchungen erfolgte im Berichtszeitraum durch 

wissenschaftlich-technisches Personal (Einzelansatz A.1 des Finanzierungsplans) im Umfang 

von insgesamt 18,2 Personenmonaten. 

Zur Sequenzierung gegen die ausgewählten Zielmoleküle entwickelter Aptamere (s. Kap. 2.2) 

waren ursprünglich Leistungen Dritter (Einzelansatz C des Finanzierungsplanes, Eurofins Geno-

mics GmbH, 3.627,12 €) beantragt. Im Rahmen der Projektbearbeitung zeigte sich jedoch, dass 

sowohl Aptamere, die sich gegen primäre Zielmoleküle auf der Sporenoberfläche von C. difficile 

und B. cereus richten, als auch ein Aptamer, das sich gegen das induzierte Zielmolekül, den 

BHQ-1-Quencher, richtet, durch Literaturrecherchen identifiziert werden konnten und die Sequen-

zen somit bekannt waren; daher wurden die beantragten Leistungen Dritter nicht benötigt. 

4 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit 

Die Ausgaben während der Projektlaufzeit waren für die Durchführung der geleisteten Arbeit not-

wendig und angemessen. Die im Berichtszeitraum durchgeführten Arbeiten stellen die Umset-

zung der im Forschungsantrag vorgesehenen Arbeitsschritte dar und sind für die Erreichung des 

Forschungsziels wichtig. Die geleisteten Arbeiten waren zur Bearbeitung der genannten Arbeits-

pakete erforderlich. 
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5 Plan zum Ergebnistransfer in die Wirtschaft 

5.1 Durchgeführte spezifische Transfermaßnahmen während der Projektlaufzeit 

Maßnahme Ziel Ort/Rahmen Datum/Zeitraum 

wfk-Homepage Verbreitung Forschungsthema Vorstellung des Projektes September 2020 

FRT Activities Schnelle und umfassende Ver-
breitung der Ergebnisse 

Vorstellung des Projektes bzw. der Er-
gebnisse 

November 2020 
November 2021 
November 2022 

wfk-Activity Report Schnelle und umfassende Ver-
breitung der Ergebnisse 

Vorstellung des Projektes bzw. der Er-
gebnisse 

April 2021 

April 2022 

Wissenschaftlicher Beirat 
wfk 

Transfer in die Branche der texti-
len Dienstleister 

Vorstellung der Ergebnisse und Diskus-
sion des weiteren Vorgehens 

23.06.2021 

22.06.2022 

Forschungsbeirat FRT Transfer in die Wirtschaft Vorstellung des Projektes und wesentli-
che Ergebnisse 

24.06.2021 

30.06.2022 

Publikation „FRT Informa-
tion“ 

Transfer in die Wirtschaft Vorstellung des Projektes März 2021 

Zeitschrift „Rationell Reini-
gen“ 

Ergebnistransfer in die Branche 
der Reinigungsdienstleister 

Vorstellung der Ergebnisse  Juni 2021 

Zeitschrift „wfk-news“ Transfer in die Wirtschaft Vorstellung ausgewählte Ergebnisse Dezember 2021 
April 2022 

Projektbegleitender Aus-
schuss (PA) 

Die Ergebnisse werden kontinu-
ierlich im PA diskutiert. 

Vorstellung des Projektes und Diskus-
sion der geplanten Arbeiten 

Vorstellung der Ergebnisse und Diskus-
sion des weiteren Vorgehens  

Abschlusspräsentation und Diskussion 
aller erzielten Ergebnisse 

25.11.2020 
26.10.2021 
14.06.2022 
13.02.2022 

5.2 Geplante spezifische Transfermaßnahmen nach Ende der Projektlaufzeit 

Maßnahme Ziel Ort/Rahmen Datum/Zeitraum 

wfk-Homepage Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse  Mai 2023 

Forschungsbeirat FRT Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse Juni 2023 

Wissenschaftlicher Beirat 
wfk 

Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse Juni 2023 

FRT Activities Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse  November 2023 

Publikation „FRT Informa-
tion“ 

Transfer in die Wirtschaft Vorstellung der Projektergebnisse 4. Quartal 2023 

Zeitschrift „Rationell  

Reinigen“ 

Schnelle und umfassende  

Verbreitung in der Branche 

Vorstellung der Projektergebnisse 1. Quartal 2024 

Zeitschrift „wfk-news“ Ergebnistransfer in die Branche 
der textilen Dienstleister 

Zusammenfassung der Ergebnisse  1. Quartal 2024 

wfk-Activity Report Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse April 2024 

International Detergency 
Conference (IDC) 

Transfer in die Wirtschaft Vorstellung des Projektes und wesentli-
cher Ergebnisse 

April 2025 

Die Realisierbarkeit des vorgeschlagenen und aktualisierten Transferkonzepts wird als sehr gut 

eingeschätzt. Die dargestellten Transfermaßnahmen führen zu einer Verbreitung der erzielten 

Projektergebnisse bei Reinigungsdienstleistern, textilen Dienstleistern, Textil-, Chemikalien- und 

Maschinenherstellern sowie Herstellern von Hygieneschnelltests. Über das Projekt hinaus beste-

hen Kontakte zu Herstellern von molekularbiologischen Agenzien insbesondere von funktionalen 

Oligonukleotiden und Spezialchemikalien.  
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6 Zusammenfassende Diskussion und Folgerungen für die Praxis 

Endosporen sind bakterielle Dauerformen, die eine hohe Tenazität (Widerstandsfähigkeit) gegen-

über physikalischen und chemischen Einflüssen (Temperatur, verschiedenen Strahlungsarten, 

Austrocknung, Bioziden, pH-Werten etc.) aufweisen [130,131]. Als wichtigste Vertreter sporenbilden-

der Bakterien sind Bakterien der Gattung Clostridioides (obligat anaerob) und Bacillus (vorwie-

gend aerob, einige Arten fakultativ anaerob) anzusehen [26,132,133]. Hygienerelevante Arten sind 

z. B. C. difficile (Erreger schwerer Durchfallerkrankungen), C. perfringens, C. histolyticum (Gas-

branderreger), C. botulinum (Erreger des Botulismus), C. tetani (Tetanus-Erreger) und B. cereus 

(Erreger von Erbrechen und Durchfallerkrankungen) [26,132,133].  

Infolge ihrer hohen Tenazität können Endosporen monatelang in der Umgebung persistie-

ren [134-140]. Durch routinemäßig in Einrichtungen des Gesundheitswesens und textilen Dienstleis-

tungsbetrieben durchgeführte Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen unter Einsatz bakterizid 

(inkl. tuberkulozid und mykobakterizid), levurozid/fungizid sowie ggf. auch viruzid wirkender Des-

infektionsmittel und -verfahren sind Endosporen nicht mit ausreichender Sicherheit zu beseiti-

gen [134,137-142]. Daher sind beim Auftreten bzw. beim Nachweis von Endosporen hygienerelevan-

ter Arten gezielte Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen notwendig, wie die Verwendung spori-

zid wirkender Desinfektionsmittel [26,137-141] bzw. der Einsatz optimierter Waschverfahren, z. B. un-

ter Erhöhung des Flottenverhältnisses, Intensivierung des Spülprozesses, zusätzlicher Vorwä-

sche, Optimierung der Prozesswasseraufbereitung [31]. 

In Einrichtungen des Gesundheitswesens [143] ist C. difficile der häufigste anaerobe Erreger no-

sokomialer Infektionen, der neben der C. difficile assoziierten Diarrhoe (CDAD) schwerste Er-

krankungen wie die pseudomembranöse Enterocolitis und das oft tödliche toxische Megacolon 

verursacht [25]. Laut den Referenzdaten des KISS-Moduls CDAD-KISS des Nationalen Referenz-

zentrums für Surveillance von nosokomialen Infektionen betrug die Gesamtprävalenz an C.-diffi-

cile-Infektionen (CDI) pro 100 Patienten 0,42 im Jahr 2016 [144]. Bei 56,1 % der CDAD-Fälle [25] 

handelte es sich um nosokomiale Infektionen. Die Letalität von CDI wird auf ca. 2 % geschätzt, 

kann jedoch bei älteren Patienten mit Komorbiditäten (anderen Erkrankungen) auch deutlich hö-

her sein [27,142,146-150]. Ferner hat die Häufigkeit und die Mortalität von CDI in den Nachbarländern 

Deutschlands rasant zugenommen [25]. C. difficile nimmt eine wachsende klinische und epidemi-

ologische Bedeutung ein, obwohl das Risiko für Patienten, eine noso-komiale Infektion zu erwer-

ben, einem Abwärtstrend folgt [25]. CDI tritt in Krankenhäusern zwei- bis viermal häufiger auf als 

Infektionen mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) [26,27,28]. 

CDI sind eine enorme wirtschaftliche Belastung für das Gesundheitswesen [27,150-152]: Die statio-

nären Behandlungskosten eines Patienten mit CDI liegen bei über 5.000 € [27,151-153], welche u. a. 

aus einer verlängerten stationären Behandlungsdauer und dem erheblichen Mehraufwand des 

Hygienemanagements resultieren [153,154]. Bei einem Patienten mit CDI-Rezidiv (Rückfall: 9,0-



Seite 43 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21043 N  

26,9 % der Fälle [134,154]) und Wiederaufnahme ins gleiche Krankenhaus können sogar Kosten von 

mehr als 20.000 € anfallen [27,148]. 

Bei der Übertragung von C. difficile auf andere Patienten spielt neben den Händen des Personals 

die unbelebte Patientenumgebung (Oberflächen der Ausstattung, medizinische Instrumente) [138] 

eine entscheidende Rolle [134,138-141,156]. Bei CDI-Ausbrüchen sind bis zu 30 % der unbelebten 

Oberflächen kontaminiert [141]. Der Dekontamination der unbelebten Patientenumgebung kommt 

daher aus infektionsprophylaktischen Gründen [26,134,137,141,156] ein hoher Stellenwert zu, der effek-

tiver Kontrollmaßnahmen im Rahmen des Hygienemanagements bedarf [130,157-159]. In Untersu-

chungen nosokomialer CDI-Ausbrüche konnte nachgewiesen werden, dass eine Flächendekon-

tamination unter Einsatz sporizid wirkender Desinfektionsmittel wesentlich dazu beitragen kann, 

die Neuerkrankungsrate signifikant zu senken [141]. 

Vor dem Hintergrund des zunehmenden Fachkräftemangels (ca. 22.000 unbesetzte Stellen al-

leine in Krankenhäusern) [160] und des steigenden Bedarfs an Pflegekräften [161] stellt das Out-

sourcing personalintensiver Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen eine Entlastung des Pflege-

personals dar, das sich auf seine Kernkompetenz, die Patientenpflege, konzentrieren kann. Der-

zeit werden 46 % der Einrichtungen im Gesundheitswesen [114] von externen Dienstleistern gerei-

nigt [162,163]. Reinigungsdienstleister (vorwiegend KMU, über 30.000 Betriebe, Umsatz über 

26 Mrd. €/a [164]) erwirtschaften ca. 16 % ihres Umsatzes allein durch Krankenhausreinigung [165]. 

Hierzu zählen auch Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen (inkl. Schlussdesinfektion) in Isolier-

zimmern [158], z. B. von CDAD-Patienten [130,138,140,141,151,152]. Ferner erwirtschaften textile Dienst-

leistungsbetriebe (vorwiegend KMU, 2.300 Betriebe, Umsatz über 4,3 Mrd. €/a [166,167]) ca. 22 % 

ihres Umsatzes allein mit der desinfizierenden Aufbereitung von Textilien aus dem Gesundheits- 

und Sozialwesen. Der Erfolg von Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen im Gesundheitswesen 

ist aufgrund verschiedener Vorschriften und Normen [168-172], die Qualitätsmanagement-Systeme 

fordern, kontinuierlich zu überwachen, z. B. durch routinemäßige Endproduktkontrollen [173-175]. 

Auch mikrobiell kontaminierte Textilien können zur Verbreitung von Mikroorganismen und Infekti-

onskrankheiten beitragen [32,176-180]: So konnte die Ursache für nosokomiale Infektionsausbrüche 

bzw. die Kolonisierung von Patienten mit dem aeroben, sporenbildenden Bakterium B. cereus auf 

aufbereitete Textilien zurückgeführt werden [31,33-41]. Daher ist auch die Abwesenheit von B. ce-

reus auf desinfizierend aufbereiteten Textilien durch routinemäßige Endproduktkontrollen in tex-

tilen Dienstleistungsbetrieben zu überprüfen [40,181]; bei unzureichender Entfernung in desinfizie-

renden Waschverfahren ist davon auszugehen, dass Endosporen auf den Textilien vorliegen. 

Ferner können sich Endosporen in Prozesswasserkreisläufen inkl. Waschmaschinen anreichern, 

da sie auch desinfizierende Waschverfahren [182,183] überstehen können. Hohe Konzentrationen 

an aeroben, sporenbildenden Bakterien in Prozesswasserkreisläufen können dazu führen, dass 

Grenzwerte für die Keimbelastung der Prozesswässer (100 KBE/ml [181,184,185]) und aufbereiteter 
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Textilien (20 KBE/dm2 bzw. 50 KBE/dm2 auf trockenen Textilien aus dem Gesundheitswesen 

bzw. aus der Lebensmittelindustrie [168,184,186,187]) nicht mehr eingehalten werden können [188,189]. 

Des Weiteren sind einige sporenbildende Bakterien (z. B. B. cereus, C. perfringens, C. botulinum, 

C. sporogenes, B. subtilis, B. coagulans [190,191]) in der Lebensmittelindustrie hygienerelevant, da 

sie lebensmittelbedingte Erkrankungen auslösen können oder zu einem schnelleren Verderb der 

Lebensmittel führen. Reinigungsdienstleister erwirtschaften ca. 11 % ihres Umsatzes mit der In-

dustriereinigung, worunter auch die Reinigung von Gebäuden und Maschinen in der Lebensmit-

telindustrie fällt [192]. Textile Dienstleister erzielen ca. 4 % ihres Umsatzes mit der desinfizierenden 

Aufbereitung von Textilien aus der Lebensmittelindustrie [193]. Auch in der Lebensmittelindustrie 

ist der Erfolg von Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen aufgrund verschiedener Vorschriften 

und Normen [171,194-196], die Qualitätsmanagement-Systeme fordern, kontinuierlich zu überwa-

chen, z. B. durch routinemäßige Endproduktkontrollen. 

Die routinemäßige Durchführung innerbetrieblicher Eigenkontrollen im Rahmen von Qualitätsma-

nagement-Systemen ist derzeit für externe Dienstleister (Reinigungsdienstleister, textile Dienst-

leistungsbetriebe) mit hohen Kosten verbunden, da diese externe Fachlabore mit der Kultivierung 

bzw. Auswertung von Endprodukt- bzw. Prozesswasserkontrollen beauftragen müssen. Ferner 

führt die lange Untersuchungsdauer (mind. 2 Tage) kultureller Verfahren dazu, dass ggf. erfor-

derliche (Korrektur-)Maßnahmen nur verzögert erfolgen können. 

Ziel des Forschungsprojektes war es daher, ein eigenständig ohne Fachkenntnisse auswertbares 

Verfahren zu realisieren, das eine simultane Quantifizierung auskeimungsfähiger Endosporen 

(Gesamtsporenzahl anaerober bzw. aerober Bakterien) und auskeimungsfähiger Endosporen hy-

gienerelevanter Bakterien (z. B. C. difficile, B. cereus) ermöglicht: Dazu waren Aptazyme bzw. 

Aptazympaare zu entwickeln und spezielle Substrate für diese Aptazyme, sog. Molecular Bea-

cons, zu designen. Das Nachweisprinzip beruht auf der Bindung der Aptamerdomäne der entwi-

ckelten Aptazyme an primäre Zielmoleküle, z. B. auf der Oberfläche von Endosporen hygienere-

levanter Bakterien, und der nachfolgenden katalytischen Spaltung speziell designter fluorogener 

Substrate durch die DNAzymdomäne. Bei den Substraten handelt es sich z. B. um spezifische 

DNA-Stränge, die z. B. eine Stammschleifenstruktur ausbilden, in der das an dem einen Stran-

gende gebundene Fluorophor und der an dem anderen Strangende gebundene Quencher in un-

mittelbarer Nähe zueinander vorliegen; solche Moleküle werden als Molecular Beacons bezeich-

net. Um das bei Substratspaltung generierte Fluoreszenzsignal zu verstärken, war vorgesehen, 

dass die Aptamerdomäne eines zweiten Aptazyms, welches die gleiche DNAzymdomäne auf-

weist wie das erste Aptazym, an ein induziertes Zielmolekül bindet. Unter einem induzierten Ziel-

molekül wurde dabei ein Zielmolekül verstanden, dass bei der Substratspaltung freigesetzt wird. 

Aptazyme mit gleicher DNAzymdomäne aber unterschiedlicher Aptamerdomäne wurden als Ap-

tazympaar bezeichnet. Demzufolge war davon auszugehen, dass das bei Bindung des ersten 
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Aptazyms eines Paares an sein Zielmoleküle durch Substratspaltung generierte Fluoreszenzsig-

nal proportional zur Sporenzahl ist und mit zunehmender Inkubationszeit linear ansteigt. Wird 

zusätzlich ein bei Substratspaltung induziertes Zielmolekül zur Aktivierung der katalytischen Ak-

tivität des zweiten Aptazyms durch Bindung an der Aptamerdomäne verwendet, verdoppelt sich 

die Anzahl aktivierter Aptazyme und somit auch die Anzahl an induzierten Zielmolekülen bei jeder 

Substratspaltung. Infolge des exponentiellen Anstiegs der Anzahl induzierter Zielmoleküle und 

freigesetzter Fluorophore war von einer exponentiellen Zunahme der Fluoreszenzintensität mit 

der Inkubationszeit und somit von einer hohen Empfindlichkeit des Verfahrens zur Fluores-

zenzquantifizierung von Endosporen auszugehen. 

Basierend auf umfangreichen Literaturrecherchen wurden zunächst geeignete Aptamere identifi-

ziert, die sich gegen spezifische Strukturen (z. B. Proteine, Kohlenhydrate) auf der Sporenober-

fläche der hygienerelevanten Bakterien C. difficile und B. cereus richten (s. Kap. 2.2, Tab. 1). Als 

induziertes Zielmolekül kam prinzipiell Fluorophor oder Quencher des Substrats (s. Kap. 2.3) in 

Betracht. Einige an Fluorophore und Quencher bindende Aptamere sind literaturbeschrieben [84-

90]. Da sich bei Bindung eines Aptamers an einen Fluorophor dessen Fluoreszenzeigenschaften 

ändern können (z. B. Quenching durch Guanin) [17,91-93], wurde der Quencher als induziertes Ziel-

molekül ausgewählt. Exemplarisch wurde die Bindung des Aptamers BacApt3 an Endosporen 

des Bakteriums B. cereus und des Aptamers A1 an den BHQ-1-Quencher nachgewiesen. Da 

davon auszugehen ist, dass zukünftig Aptamere gegen Endosporen des Bakteriums C. difficile 

kommerziell erhältlich sind [82,83], wurden diese in weiteren Untersuchungen nicht berücksichtigt. 

Zur Quantifizierung von Endosporen (Gesamtsporenzahl anaerober bzw. aerober Bakterien) so-

wie zum Nachweis der Auskeimungsfähigkeit der Sporen wurde Dipicolinsäure als primäres Ziel-

molekül aufgrund des hohen Gehalts im Sporenkern (pro Endospore: 5-14 Gew.-% [54-57], 

ca. 10-16 mol [54,58], ca. 6•107 Moleküle) und der schnellen Freisetzung zu Beginn des Auskeim-

prozesses ausgewählt: Beim Auskeimen einer Endospore (z. B. aktiviert durch Nährstoffe) erfolgt 

in der ersten Keimphase die Freisetzung von Kationen und Dipicolinsäure aus dem Kern und die 

teilweise Rehydrierung des Sporenkerns; die Freisetzung der Dipicolinsäure ist bereits nach we-

nigen Minuten (ca. 2 min [56,59]) abgeschlossen. Da durch Literaturrecherchen keine Aptamere 

identifiziert werden konnten, die sich gegen Dipicolinsäure richteten, wurden potentielle Aptamere 

selektiert. Dazu wurde 4-Mercaptomethyl-dipicolinsäure (4-MMDPA) [106] an Maleimid-funktionali-

sierte magnetische Partikel [107] gebunden und anschließend eine SELEX [102-104] über drei Runden 

unter Einsatz eines kommerziell erhältlichen Kits [108a] durchgeführt. Die dabei selektierten und 

mittels PCR vervielfältigten DNA-Stränge wurden extern sequenziert [110], d. h. die Nukleotid- bzw. 

Basensequenz (Reads) bestimmt. Die Sequenzierdaten wurden biostatistisch ausgewertet. 

Hierzu wurden zunächst die Rohdaten bereinigt, d. h. Artefakte und fehlerhafte Reads aus den 

Datensätzen der einzelnen Runden entfernt. Von den im Datensatz der 3. Selektionsrunde ver-

bliebenen 1.924.481 Reads stellen 253.913 invariante Sequenzen dar. Von diesen Varianten ka-

men 85 mehr als 500-mal im Datensatz vor. Um potentielle Aptamere zu identifizieren, wurden 
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die 85 Varianten in zwölf Strukturkategorien eingeteilt. Unter den vier am häufigsten vorkommen-

den Strukturkategorien (S4, S7, S8, S11) wurde je eine Variante identifiziert (V11, V14, V19, V75, 

V77), die die höchste thermodynamische Stabilität der Sekundärstrukturen (niedrigste Minimum 

Free Energy) aufwies (s. Kap. 2.3, s. Tab. 5). Zudem wurde eine Konsensus-Sequenz erstellt, 

die die Abfolge von Nukleotiden wiedergibt, die am häufigsten in den 85 Varianten auftreten (s. 

Kap. 2.3, s. Tab. 5). Von den vier dabei ermittelten Sequenzen war die Sequenz mit der niedrigs-

ten Minimum Free Energy der strukturell sehr häufig auftretenden Kategorie S4 zugehörig (s. 

Tab. 5). Da die identifizierten potentiellen Aptamere gegen auf Maleimid-funktionalisierten mag-

netischen Partikeln [107] immobilisierte 4-Mercaptomethyl-dipicolinsäure [106] selektiert wurden, ist 

deren Spezifität gegen Dipicolinsäure bzw. den bei der Auskeimung von Endosporen freigesetz-

ten Calciumdipicolinat-Komplex zu prüfen. 

Ferner wurden basierend auf umfangreichen Literaturrecherchen DNAzyme identifiziert, die ge-

mäß Literaturangaben eine hohe Wechselzahl aufweisen (s. Kap. 2.3, s. Tab. 7), da angenom-

men wurde, dass die Spaltung des fluorogenen Substrats der geschwindigkeitsbestimmende 

Schritt bei der Signalgenerierung ist. Ferner wurde bei Auswahl der DNAzyme darauf geachtet, 

dass diese toxikologisch unbedenkliche Cofaktoren benötigen und dass deren optimale Reakti-

onstemperatur bei etwa 37 °C liegt (entspr. der optimalen Wachstumstemperatur von C. difficile 

und B. cereus). Zur Ermittlung der katalytischen Aktivität wurden die ausgewählten DNAzyme 

13PD1 [118] und 9NL27 [119] modifiziert (s. Kap. 2.3, s. Tab. 8) und Molecular Beacons [12-15] als 

Substrate designt (s. Kap. 2.3, s. Tab. 9). Die Modifikation der DNAzyme diente der Optimierung 

der Substratbindung. Das DNAzym D-Zyme [124] wurde nicht modifiziert eingesetzt. Die experi-

mentell ermittelten Wechselzahlen der ausgewählten DNAzyme 9NL27 [119], 13PD1 [118] und D-

zyme [124] lagen jedoch deutlich unter den in der Literatur angegebenen Werten, obwohl umfang-

reiche Untersuchungen zur Optimierung der Reaktionsbedingungen durchgeführt wurden. Die bei 

Charakterisierung der ausgewählten DNAzyme erlangten Erkenntnisse legten nahe, dass die 

Substratstränge nach der Spaltung durch das DNAzym im hybridisierten Zustand verblieben und 

sich nicht bzw. nur mit sehr geringer Geschwindigkeit von ungespaltenen Substratsträngen ver-

drängen ließen. Zudem war zu bedenken, dass bei Verwendung von Molecular Beacons das 

Fluoreszenzsignal bereits bei Hybridisierung des Substrats mit dem DNAzym entsteht und dass 

es zu einer Hybridisierung der gespaltenen Substratstränge kommen kann, die zur Fluores-

zenzauslöschung führt, wenn keine Fängeroligonukleotide (s. Kap. 2.5) zugegen sind, mit dem 

der am Fluorophor gebundene Strang hybridisieren kann. 

Um eine Fluoreszenzlöschung durch Hybridisierung der gespaltenen Substratstrangteile auszu-

schließen und um die Substratspaltung direkt nachweisen zu können, wurde in weiteren Unter-

suchungen (s. Kap. 2.4) das DNAzym DET22-18 [125] und das dazugehörige lineare Substrat 

DET22-18-LS, welches eine Ribonukleotidschnittstelle enthält, verwendet; dieses DNAzym 
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wurde in vorhergehenden Arbeiten [51b] der Forschungseinrichtung umfassend charakterisiert. Da-

bei ließen sich bei Verwendung von Mn2+-Ionen als Cofaktor unter optimierten Reaktionsbedin-

gungen Wechselzahlen von 2*10-2 min-1 erreichen; ein Fluoreszenzsignal wird zudem nur bei 

Spaltung des linearen Substrats generiert. 

Zur Entwicklung von Aptazymen (s. Kap. 2.4) wurde exemplarisch das DNAzym DET22-18 [125] 

und das Aptamer BacApt3 [79], welches sich gegen Endosporen des Bakteriums B. cereus richtet, 

verwendet. Eine enzymatische Ligation von Aptamer und DNAzym zu einem Aptazym wurde un-

ter Einsatz kommerziell erhältlicher Kits [126] vorgenommen: Zunächst wurde das an beiden Enden 

phosphorylierte DNAzym DET22-18 am 5‘-Ende adenyliert und anschließend das Aptamer an 

das adenylierte Ende des DNAzyms ligiert. Nach Vervielfältigung durch PCR konnte das Ligati-

onsprodukt gelelektrophoretisch nachgewiesen werden. Aufgrund der üblicherweise geringen zu 

erzielenden Ausbeute [197], ist das bioinformatische Design der Aptazyme der enzymatischen Li-

gation vorzuziehen, zumal dabei u. a. auch Informationen über die Sekundärstruktur des Ap-

tazyms (Faltung) gewonnen werden. Sowohl das Aptazym BacApt3-DET22-18 als auch das 

DNAzym DET22-18 [125] waren in der Lage, das lineare Substrat DET22-18-LS [125] zu spalten. 

Die katalytische Aktivität des Aptazyms und des DNAzyms unterschieden sich nur geringfügig; 

folglich war das Aptazym nicht allosterisch kontrolliert. Die Bindung des Aptazyms 

BacApt3-DET22-18 an Endosporen des Bakteriums B. cereus konnte nachgewiesen werden; das 

gebundene Aptazym war katalytisch aktiv.  

Ein fluoreszenzmikroskopischer Nachweis hygienerelevanter Endosporen unter Einsatz eines 

Aptazyms ist somit möglich; eine Quantifizierung kann durch Auszählen der fluoreszierenden 

Sporen z. B. unter Verwendung eines Zählgitters erfolgen.  

Ferner wurde ein spezielles Beprobungsmedium entwickelt, mit dem sich die Fluorophore am Ort 

der Substratspaltung durch Hybridisierung des am Fluorophor gebundenen Substratstrangteils 

mit in das Agarmedium eingebrachten komplementären Strängen (Fängeroligonukleotide) immo-

bilisieren lassen, so dass prinzipiell fluoreszierende Spots um Endosporen generiert werden kön-

nen.  

Bei Charakterisierung von DNAzymen und Aptazym hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität war 

festzustellen, dass der Substratumsatz bzw. die Konzentration an gespaltenem Substrat deutlich 

unterhalb der Konzentration an DNAzym und Aptazym im Reaktionsansatz lag. Diese Beobach-

tung stützte die Hypothese, dass die Substratstränge nach der Spaltung durch das DNAzym bzw. 

Aptazym im hybridisierten Zustand verblieben und sich nicht bzw. nur mit sehr geringer Ge-

schwindigkeit von ungespaltenen Substratsträngen verdrängen lassen.  

Um einen Substratwechsel zu erzwingen, wurde Ansätze mit Aptazym und Substrat einer ther-

mozyklischen Behandlung (mehrfaches Erwärmen und wieder Abkühlen in einem qPCR Ther-

mocycler) unterzogen. Dabei war festzustellen, dass nahezu das gesamte, im Ansatz vorhandene 
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Substrat von dem Aptazym gespalten werden konnte. Da das Substrat im vierfachen Überschuss 

vorlag, war davon auszugehen, dass ein Substratwechsel erfolgte. Eine thermozyklische Behand-

lung des mit einer Lösung aus Aptazymen bzw. Aptazympaaren und Substrat überschichteten 

Beprobungsmediums ist aufgrund der zu erwärmenden und abzukühlenden Masse (ca. 20 ml 

Medium) mit einem hohen Zeitbedarf verbunden und daher nicht praktikabel (s. Kap. 2.7).  

Da jedoch gezeigt werden konnte, dass Endosporen eines hygienerelevanten Bakteriums mit 

Aptazymen belegt und somit markiert werden können und eine Substratspaltung an der Sporen-

oberfläche erfolgt, ist es prinzipiell möglich, einen anderen Mechanismus zur Signalverstärkung 

zu entwickeln: So werden derzeit in einem IGF-Forschungsprojekt [51c] netzwerkbildende Mag-

neto-Dendronen (selbstorganisierende dendritische Nukleinsäurestrukturen, in die magnetische 

Partikel eingebunden sind) auf Zelloberflächen generiert, um Zellen durch magnetisch induzierte 

Thermographie [51d] auf einem Beprobungsmedium zu visualisieren. Die Magneto-Dendronen ent-

stehen durch eine Hybridisierungskettenreaktion, in der sich verschiedene, speziell designte Oli-

gonukleotide mit Haarnadelstruktur zu einem dreidimensionalen Netzwerk zusammenlagern. 

Diese Hybridisierungskettenreaktion wird durch an die Zelloberfläche gebundene Aptazyme initi-

iert. 
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7 Wissenschaftlich-technischer und wirtschaftlicher Nutzen der er-

zielten Ergebnisse insbesondere für KMU sowie ihr innovativer 

Beitrag und ihre industriellen Anwendungsmöglichkeiten  

Die wissenschaftlich-technischen Ergebnisse bestehen in einem innovativen Verfahren zur Fluo-

reszenzquantifizierung von Endosporen hygienerelevanter Bakterien (z. B. C. difficile und B. ce-

reus) auf Basis von Aptazymen und fluorogenen Substraten.  

Dabei lag die Innovation im funktionsbestimmten Design der Aptazyme und der fluorogenen Sub-

strate, d. h. der Identifikation von Nukleinsäuren (DNA- und RNA-Stränge) mit geeigneter Nukle-

otidabfolge (Sequenz) sowie deren Funktionalisierung mit Fluorophoren und Quenchern. Die 

Synthese unter Angabe der Nukleotidabfolge und der gewünschten Funktionalisierung ist Stand 

der Technik, so dass derartige Nukleinsäuren (Aptazyme und fluorogene Substrate) kommerziell 

erhältlich sind. 

Es ist davon auszugehen, dass nach weiterführenden Forschungsarbeiten Hersteller von Schnell-

testsystemen innerhalb der nächsten Jahre innovative Nachweisreagenzien auf Basis von Ap-

tazymen und dazugehörigen fluorogenen Substraten anbieten können. Nach diesen auf den Pro-

jektergebnissen basierenden weiterführenden Entwicklungsarbeiten ist zu erwarten, dass für Rei-

nigungsdienstleister (vorwiegend KMU, über 30.000 Betriebe, Umsatz über 26 Mrd. €/a [165]) und 

für textile Dienstleistungsbetriebe (vorwiegend KMU, 2.300 Betriebe, Umsatz über 

4,3 Mrd. €/a [166,167]) ein entsprechendes Nachweisverfahren zur Fluoreszenzquantifizierung von 

Endosporen verfügbar ist. Ein solches Verfahren würde Reinigungs- und Textil-Dienstleister erst-

mals befähigen, die Sporenbelastung von Oberflächen, Textilien und Prozesswässern im Rah-

men innerbetrieblicher Eigenkontrollen eigenständig zu bewerten und somit den Erfolg von ihnen 

vorgenommener Dekontaminationsmaßnahmen zu überwachen. Dadurch können beim Auftreten 

bzw. beim Nachweis von Endosporen hygienerelevanter Bakterien umgehend für die Sporende-

kontamination geeignete Verfahren angewandt und die Hygienesicherheit weiter optimiert wer-

den. 

Sporenbildende Bakterien sind insbesondere im Gesundheitswesen, aber auch in der Lebens-

mittelindustrie hygienerelevant: Derzeit werden 46 % der Einrichtungen im Gesundheitswe-

sen [114] von externen Dienstleistern gereinigt [162,163]. Reinigungsdienstleister erwirtschaften ca. 

16 % ihres Umsatzes durch Krankenhausreinigung [165]. Hierzu zählen auch Reinigungs-/Desin-

fektionsmaßnahmen (inkl. Schlussdesinfektion) in Isolierzimmern [158], z. B. von CDAD-Patien-

ten [130,138,140,141,151,152]. Zudem erwirtschaften Reinigungsdienstleister ca. 11 % ihres Umsatzes mit 

der Industriereinigung, worunter auch die Reinigung von Gebäuden und Maschinen in der Le-

bensmittelindustrie fällt [192]. 
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Textile Dienstleistungsbetriebe erzielen ca. 22 % ihres Umsatzes mit der desinfizierenden Aufbe-

reitung von Textilien aus dem Gesundheits- und Sozialwesen und ca. 4 % ihres Umsatzes mit 

der desinfizierenden Aufbereitung von Textilien aus der Lebensmittelindustrie [193]. 

Der Erfolg von Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen ist im Gesundheitswesen und der Lebens-

mittelindustrie aufgrund verschiedener Vorschriften und Normen [168-172,194-196], die Qualitätsma-

nagement-Systeme fordern, kontinuierlich zu überwachen, z. B. durch routinemäßige Endpro-

duktkontrollen [173-175]. Die routinemäßige Durchführung innerbetrieblicher Eigenkontrollen ist der-

zeit für externe Dienstleister mit hohen Kosten verbunden, da diese externe Fachlabore mit der 

Kultivierung bzw. Auswertung von Endprodukt- bzw. Prozesswasserkontrollen beauftragen müs-

sen. Ferner führt die lange Untersuchungsdauer (mind. 2 Tage) kultureller Verfahren dazu, dass 

ggf. erforderliche (Korrektur-)Maßnahmen nur verzögert erfolgen können (s. Kap. 6). 

Vor dem Hintergrund des zunehmenden Fachkräftemangels (ca. 22.000 unbesetzte Stellen al-

leine in Krankenhäusern) [160] und des steigenden Bedarfs an Pflegekräften [161] ist davon auszu-

gehen, dass externe Dienstleister ihre Marktanteile im Gesundheitswesen ausbauen können, da 

das Outsourcing personalintensiver Reinigungs-/Desinfektionsmaßnahmen eine Entlastung des 

Pflegepersonals darstellt, das sich auf seine Kernkompetenz, die Patientenpflege, konzentrieren 

kann.  
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10 Anhang 

Ergebnisse der SELEX zur Identifizierung potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure.  

Tabelle A1 enthält die 85 häufigste Varianten aus der 3. Selektionsrunde.  

Tab. A1: Übersicht über die 85 häufigste Varianten potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure aus der 3. Selektionsrunde 

Variante Sequenz 
MFE 1) 

[kcal/mol] 
Häufigkeit der Reads in SE-

LEX-Runde 3 

V1 GGGGACGGACCGAAGTCTCTGGCAACGTTAGGCGGTCCCC -5.2 2698 

V2 GGGGGGAGGAAATGGCAACGAGCGGCCTACCACCGGCCCC -4.7  2563 

V3 GGGGGCCGCAAAGCCTGCTGATATCAGGACGTCCCACCCC -4.1 2286 

V4 GGGGCGGCAAACGACCCTGAATTCCCCGACGCGCTTCCCC -4.9 1804 

V5 GGGGACGCGGCGCGACACTGGTAGCCGAGGGACCCGCCCC -6.1 1635 

V6 GGGGCGGGCGCGCACCGTGTCCACACTCCTTCGTCTGTCC -5.5 1620 

V7 GGGCACGACGAAGCACACCCCTCACGATGTCGCGCTGTCC -2.6  1498 

V8 GGGGACGGCAGGTGCATGCAAGTTTGGACGCCTGTACCCC -6.3 1381 

V10 GGGGGGACGAGAGGAGGGGTGGGGAGATCCCACCTTGGCC -6.5 1276 

V11 GGGGCACCTGGAGGGGACATGATCTTGAGGTGGCCTGCCC -7.0 1257 

V12 GGGCGGGGAAACGGTGCCTCGGGGATAGTGATGCGCGGCC -2.4 1203 

V13 GGGGACGGCGCATACATTCCTAGTTCGTCGGTACCACCCC -1.9  1147 

V14 GGGGGCACAGGGGCTCAATAGGTCAGGTATTGCCCCCCCC -7.5 1070 

V15 GGGCGGGAATGGCAATCCCACTCGCCTTAGCCCTTGGCCC -6.8 1001 

V16 GGGCCACCGCACAGTACCAGTTCTAGAAGGTTTCGCCCCC -1.0 985 

V17 GGGGCGGGGAACCCAGACGGTGTCGCTCATGGGTCGCGCT -7.6 974 

V18 GGGGCGTAAGCAGCGACCGCTCCACGAGGCCAATGCCCCC -6.5  930 

V19 GGGGGGGGCCCGGTAGGCGAGTGGCACTAAGGGTCGTCCC -7.5 929 

V20 GGGGGCTGCACATGACTGCGGGACATCCCTTTCTGTGCCC -4.0 916 

V21 GGGGCGGGGATGCAGATTAGCTACGTTGGGAAATGGCGCC -2.3 913 

V22 GGGGCCGGAAATGGACCAAGCACCTTTACTTGGTGCCCCC -8.2  896 

V23 GGGGGCAGGGGGGCCTAGCCTCACTTGCGGTGAGCGCGCC -7.9 866 

V24 GGGGGGCTCCCAGCACAGAAGGTGGGACCATCATGCCCCC -9.2 855 

V25 GGGGGGGCCCATGATGGGTATGTAATTGCCACCTGGCCCC -6.4 833 

V26 GGGGCGGCGAGGACTGTCGTTAGTTGTAGCTCCGAACCCC -3.9 832 

V27 GGGCACGGGGCAGGAAAGCGACCTCACCTCTCCTCCGGCC -6.4 831 

V28 GGGGGGGCGTAACGAATAGATAAGGTAGCCTGTGCCTGCC -2.4 823 

V29 GGGGACCTGACCGTAAGCCACTGACAATCCGACGTGCCCC -0.4  816 

V30 GGGGCGGGCCTACACGCGCGAGTCTACATCCTACAGGCCC -4.0 796 

V31 GGGGGCGGCGAAAGATGGGTCCCGGTTAAGTGTTAGGCCC -1.5  780 

V32 GGGGGCCAGGCGGAACTCTGACTACCCAACTACCCCGTCC -2.3  771 

V33 GGGCCGTGCAGATCGGTCGGGGCAATCCTCCGCGTCCCCC -5.0 753 

V34 GGGGGGGGTAGTCACGACCCAATTCCATTTCCACCTCGCC -2.9  729 

V35 GGGGCCGATAGGTTCAGTCCGTAGTACCGAAGGCCCGCCC -4.9  693 

V36 GGGCCACGCACCGGTTAACAAGTGGTTTAGACTCCGCGCC -3.3 684 

V37 GGGGAGTGGATGTGAAGGTTACTAAACTTGGCTGCTCCCC -5.2 680 

V38 GGGGCAGCCGAGGCCCGACCGAGAGCCTCGTCACTGGCCC -9.9 669 

V39 GGGGCGCGGCGGAGAGACGAGAAACACATCCTGCCTGGCC -5.3 664 

V40 GGGGACCAGCAGGAGCGACTTTCCCACAATGCTGTACGCC -3.5 656 

V41 GGGGACACTAGAGCAGCCCCACTTCGTTACACGCCGGCCC -3.6 656 
1) MFE = Minimum free energy der thermodynamisch stabilsten Sekundärstruktur [113] (Faltungsvorhersagen s. Tab. A2) nach 
Matthews Modell 2004 
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Tab. A1: Übersicht über die 85 häufigste Varianten potentieller Aptamere gegen Dipicolinsäure aus der 3. Selektionsrunde - 
Fortsetzung 

Variante Sequenz 
MFE* 

[kcal/mol] 
Häufigkeit der Reads in SE-

LEX-Runde 3 

V42 GGGCACCCACAGTGTAGCGATTACGAGACCACGCTCCCCC -4,60 649 

V43 GGGCACACACAGGAATAATACTCAGTTACCATACCCGCCC -0,50 648 

V44 GGGCCCACACGGTGGCGGATTAGAAATCCGTTGTCGCGCC -6,90 645 

V45 GGGGCCACGGGCGATCCAGATGGAGGGGTGTCTTGGGGCC -3,70 641 

V46 GGGGACCGGCACATTGGAATCAAGGCAATCCCGGCACCCC -6,20 640 

V47 GGGGCGGAACGAACAACGAAGATTGGGGACATGCTCCTCC -1,90 629 

V48 GGGCGGACGGCTCGCACTGATCGTCTATAACTCGGTCGCC -4,40 624 

V49 GGGGCGGGTGCGGACTGTAGACTATAGACGGTCGCATGCC -7,10 611 

V50 GGGGGTGCGGACAGCAGGAATACTTACAATGGCGCCCCCC -6,40 607 

V51 GGGGAGCAGAAGACGGGTTGAGGAGAGCCTCGGACCCCCC -5,00 598 

V52 GGGGGCCAATGCTGATTGCCCTTGCACCTATACGCTGCCC -4,50 596 

V53 GGGGTGTACACAGTCAACCTAACCTGCTTGGTCCTGGCCC -2,40 592 

V54 GGGGGGAGCACCGACACGAAGACACATGCCAGCTGTTGCC -0,80 588 

V55 GGGGCAAGGGGATCTCAAGGCGCGCTGTATGTGGTACCCC -1,90 586 

V56 GGGGGGCGAGGAGCGTTTAAGTACCTAGTGTGGACCCCCC -4,50 585 

V57 GGGGACCGCCGTGGGGGAGCTCTTCGCCCGTACGGTGCCC -11,00 580 

V58 GGGCGCCACAGGAAGACCATCGGGCCCAAACACCGTCCCC -4,90 580 

V59 GGGCCACCATACGATCGGAAGCAACCTGCCCAAGCGCCCC -1,90 578 

V60 GGGGGGGCTGTATCGAGGGGGGTACGCACCCACCGTCTCC -5,90 575 

V61 GGGGGGCAGCATGCTAGAGCATCTTTCTCCGTCTTACGCC -2,20 567 

V62 GGGCAGCGATACGTTGCTTAGTGCACCTAATCGGTCCCCC -4,00 562 

V63 GGGGGCGGACCGGCTTCACTAATGCCAGAGTGGACGGGCC -4,90 559 

V64 GGGGCGGGAACCAAGGCTGCGTACTGCTGTCCTAGCCGCT -3,50 556 

V65 GGGGACACGGAAGCTGCACCAACGTCTTGTCGTTAGCCCC -2,70 550 

V66 GGGGGCGGGTAACCGTCAAGGAGGCTGTGAAATGCCCGCC -7,10 550 

V67 GGCAACGGGGAGGGTTACGCCTTTTCGGCCGCAACGCCCC -3,60 549 

V68 GGGGAGGCGGGGGTGGTTGATAACAACGGCACTATGGCCC -4,70 546 

V69 GGGCACAAACCTGGAAGCCGTTACGGCCTCGCTCCTGCCC -5,70 545 

V70 GGGGGCAGACCCGTAGGCCTGTTGTTTCTCGCCCTTTGCC -3,50 544 

V71 GGGCAGGAGGCCGGAGACTACAGCTCCCGCTGGCAACCCC -5,50 542 

V72 GGGGGCACAGAGTGACCAATGACACACGCCATGCAGTCCC -3,70 542 

V73 GGGGGCGGGGGTGCGCGTCAGAAGCCTTTCTCCTCTCGCC -5,10 539 

V74 GGGGAGGACATCGATAGACTCGAAACGGCCTATACCGCCC -4,10 537 

V75 GGGGGAGGGTGCCCGTGGCCCTGTCGCACGGGATCTGCCC -8,70 536 

V76 GGGGGGTGCGAGCTACCGGGCTGCAAAGATCTCCGGGGCC -3,70 530 

V77 GGGGGCCCGAGTGGGGACCGGGCTAGGTTGAGACCCCCCC -9,20 530 

V78 GGGGGGACCATTCCGAACTGCTACTCCTATCACTCGTCCC -1,50 529 

V79 GGGGAGCGGGTAAGAAACGGGGGGGGTAGGCGGTTTCCCC -3,20 525 

V80 GGGCACATACCAACGCGGCTACCCCGTTTGCATTGGCCCC -5,10 521 

V81 GGGGACAGGTCAGGTCGGCGAAGACAGTTTCTCCATGGCC -0,80 515 

V82 GGGGGCGTCCGCTAGCCGTCTTGGACGCACTAGGGTCCCC -8,30 514 

V83 GGGCACAGGACGAAGGCGGTCCAGTCGCCAGCTAGTGTCC -5,20 511 

V84 GGGGAGGCCGTGCTACTGAGATTTTGATAAGTGTGCCGCC -2,10 510 

V85 GGGCAAACCGTGGATAACACGAATTCCGCACCCGGCCGCC -5,70 501 
1) MFE = Minimum free energy der thermodynamisch stabilsten Sekundärstruktur [113] (Faltungsvorhersagen s. Tab. A2) 
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Tabelle A2 sind die Sekundärstrukturen der 85 häufigsten Varianten aus der 3. Selektionsrunde 

unterteilt in Kategorien wiedergegeben. Die mit dem RNAfold WebServer [113] erstellten Faltungs-

vorhersagen wurden anhand der Anzahl und Lage der Loops sowie der allgemeinen Form in die 

Kategorien S1 bis S12 eingeordnet. Grau unterlegte Kategorien stellen selten auftretende Struk-

turen dar, die zur besseren Übersicht gepoolt wurden. 

Tab. A2: Übersicht über die Sekundärstrukturen [113] der 85 häufigsten Varianten aus der 3. Selektionsrunde 

Strukturkategorie Beschreibung Varianten Beispiel 

S1 
1 geschlossener Loop mit Stamm, i-

Form bzw. abgeknickte i-Form 
V5, V7, V49 

V05 

S2 
1, 2 oder 4 geschlossene Loops + 1 of-

fener Loop am Stammende, i-Form 
bzw. abgeknickte i-Form 

V6, V10, V30, V41, 
V63, V66, V67, V76 

V06 

S3 
2 geschlossene Loops + 1 offener Loop 

~mittig im Stamm, i-Form bzw. abge-
knickte i-Form 

V15, V36, V42 

V15 

S4 
2 geschlossene Loops mit Stamm, i-

Form 
V3, V8, V17, V39, V43, 

V50, V64, V75, V80 

V03 

S5 
2 geschlossene Loops mit Stamm, ab-

geknickte i-Form 
V9, V22, V24, V44, 

V51, V82 

V09 

S6 
2 geschlossene Loops an den Enden, 

abgeknickte i-Form 
V23, V31, V33, V48, 

V52 

V23 
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Tab. A2: Übersicht über die Sekundärstrukturen [113] der 85 häufigsten Varianten aus der 3. Selektionsrunde - Fortsetzung 

Strukturkategorie Beschreibung Varianten Beispiel 

S7 
2 geschlossene Loops + 1 offener Loop 

am Stammende, i-Form 

V14, V25, V34, V35, 
V40, V47, V58, V60, 
V61, V70, V81, V84, 

V85 

V14 

S8 
3 geschlossene Loops mit Stamm, i-

Form 

V2, V4, V18, V19, V27, 
V37, V45, V46, V54, 
V62, V65, V71, V72, 

V73, V78 

V02 

S9 
3 geschlossene Loops mit Stamm, ab-

geknickte i-Form 
V38, V53, V56, V69, 

V79, V83 

V38 

S10 
3 oder 4 geschlossene Loops mit 

Stamm, y-Form 
V1, V20, V21, V59, V77 

V01 

S11 
3 geschlossene Loops + 1 offener Loop 

am Stammende, i-Form 
V11, V13, V16, V26, 
V32, V55, V68, V74 

V11 

S12 
4 oder 5 Loops mit Stamm, i-Form bzw. 

abgeknickte i-Form 
V12, V28, V29, V57 

V12 

 


