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0 Kurzfassung der Ergebnisse

Die sachgerechte Aufbereitung von Textilien aus hygienisch anspruchsvollen Bereichen erfolgt
tberwiegend durch textile Dienstleister. Zum Nachweis der anforderungsgerechten Hygiene auf-
bereiteter Textilien erfolgen regelmafiige innerbetriebliche Eigenkontrollen, u.a. durch Endpro-
duktkontrollen mittels Abklatschplatten. Mit der Auswertung der Abklatschplatten miissen derzeit
mikrobiologische Fachlaboratorien beauftragt werden, woraus hohe Kosten fiir die textilen Dienst-
leister resultieren. Die Ergebnisse liegen friihestens nach zwei Tagen, im Falle eines selektiven

Nachweises hygienerelevanter Mikroorganismen erst nach vier Tagen vor.

Ziel des Forschungsprojektes war, durch eine Aptazyme-initiierte Hybridisierungskettenreaktion
unter Generierung von Magneto-Dendronen eine Erh6hung der Belegungsdichte magnetischer
Partikel auf der Zelloberflache von Mikroorganismen zu realisieren, um mit dem im IGF-Vorlaufer-
Projekt entwickelten Nachweissystem auf Basis magnetisch induzierter Thermographie Zellen

auf einem Beprobungsmedium visualisieren zu kénnen.

Um die Generierung netzwerkbildender Magneto-Dendronen in Gegenwart mikrobieller Kontami-
nationen auslésen zu kénnen, waren zunachst cis-reaktive Aptazyme zu entwickeln, die bei Bin-
dung an ihre Zielstruktur ihre katalytische Aktivitat entfalten und eine Initiatorsequenz freilegen.
Basis fur die Entwicklung solcher allosterisch kontrollierter Aptazyme waren Aptamere und Nuk-

leozyme.

Es konnten Aptamere identifiziert und umfassend charakterisiert werden, die sich gegen eine
ubiquitar auf der Zelloberflache von Mikroorganismen vorliegende Zielstruktur (Peptidoglykan,
Bestimmung der Gesamtkeimzahl) und gegen hygienerelevante Mikroorganismen richten. Ferner

wurde ein Nukleozym (DNAzym I-R3) identifiziert, das sich effizient selber spaltet.

In silico wurde das DNAzym |-R3 exemplarisch mit dem Aptamer Antibacl (Zielstruktur: Pep-
tidoglykan) verknupft. Durch Modifikation der Sequenz ist es gelungen, unter Erhalt der Spaltak-
tivitat eine Initiatorsequenz in das Aptazym zu integrieren und aus einem dauerhaft aktiven ein

allosterisch kontrolliertes Aptazym zu generieren.

Zudem gelang es, Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur (Hairpins) zu identifizieren, die sich in
Gegenwart der Initiatorsequenz autonom zu hochverzweigten Nukleinsaurestrukturen zusam-
menlagerten. Ausgewahlte Hairpins wurden mit magnetischen Partikeln gekoppelt; so konnten
Magneto-Dendronen zunachst auf Glasoberflachen und danach auch auf Zelloberflachen gene-
riert und nach induktiver Anregung (in einem alternierenden Magnetfeld) thermographisch visua-

lisiert werden.

Das Ziel des Forschungsvorhabens wurde teilweise erreicht.
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1 Forschungsziel und prinzipieller Losungsweg

Ziel des Forschungsprojektes war, durch eine Aptazyme-initiierte Hybridisierungskettenreaktion
unter Generierung netzwerkbildender Magneto-Dendronen (selbstorganisierte dendritische Nuk-
leinsaurestrukturen, in denen magnetische Partikel eingebunden sind) eine Erh6hung der Bele-
gungsdichte auf der Zelloberflache von Mikroorganismen mit magnetischen Partikeln (Magnet-
partikeln) zu erzielen, um mit dem im IGF-Vorlaufer-Projekt 18612 N entwickelten Nachweissys-
tem auf Basis magnetisch induzierter Thermographie auch einzelne Zellen auf einem Bepro-

bungsmedium visualisieren zu kénnen.

Das Nachweisprinzip basiert auf der Markierung lebender Zellen mit cis-reaktiven Aptazymen.
Bei solch einem cis-reaktiven Aptazym handelt es sich um einen Nukleinsaurestrang, der eine
Aptamer- und Nukleozymsequenz beinhaltet, wobei sich der Strang aufgrund seiner katalytischen
Aktivitat selber spaltet. Die katalytische Aktivitat wird erst bei Bindung der Aptamersequenz an
ihre Zielstruktur auf der Zelloberflache durch eine Konformationsanderung des cis-reaktiven Ap-
tazyms aktiviert (allosterisch kontrolliertes Aptazym). Infolge der Strangspaltung wird eine Se-
quenz freilegt, die zur Initiierung einer Hybridisierungskettenreaktion genutzt wird. Bei dieser Hy-
bridisierungskettenreaktion lagern sich spezielle Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur, von de-
nen einige mit magnetischen Partikeln gekoppelt sind, autonom zu baumartig verzweigten Netz-

werken, sog. Magneto-Dendronen zusammen.

Die Basis fur die Entwicklung solcher cis-reaktiver Aptazyme stellen Aptamere, die sich gegen
spezifische Zielstrukturen auf der Oberflache von Mikroorganismen richten, sowie Nukleozyme,

die Nukleinsaurestréange spalten, dar.

Der Losungsweg bestand aus den folgenden Arbeitsschritten:
1.  Entwicklung und Charakterisierung spezifischer Aptamere
2. Charakterisierung von cis-reaktiven Nukleozymen
3. Entwicklung von cis-reaktiven Aptazymen
4.  Entwicklung hochverzweigter Nukleinsaurestrukturen
5.  Entwicklung netzwerkbildender Magneto-Dendronen
6.  Entwicklung der Aptazym-initiierten Hybridisierungskettenreaktion
7.  Erprobung des entwickelten Nachweissystems unter praxisnahen Bedingungen

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

2.1 Entwicklung und Charakterisierung spezifischer Aptamere
= Ziel des Arbeitsschrittes:

Ziel des Arbeitsschrittes 1 war, Aptamere zu identifizieren und zu charakterisieren, die sich zum
einen zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl und zum anderen zum Nachweis hygienerelevanter

Mikroorganismen eignen.
= Durchgefihrte Arbeiten und erzielte Ergebnisse:

Aptamere stellen die Basis fir die Entwicklung von Aptazymen (s. Kap. 2.3) dar: Aptamere sind
DNA- oder RNA-Sequenzen (bestehend aus 20-100 Nukleotiden %), welche aufgrund ihrer se-
guenzabhéangigen intramolekularen Faltung und der Ausbildung spezifischer Tertiarstrukturen
analog zu Antikorpern in der Lage sind *5, mit hoher Spezifitat verschiedene Zielstrukturen, z.B.
organische Molekile ©14 Mikroorganismen, Parasiten, Prionen, Krebszellen 101518 ynd Metal-
lionen 1214191 zy binden. Die Bindung an die Zielstrukturen erfolgt tiber Wasserstoffbriicken und
elektrostatische Wechselwirkungen 2%, Aptamere gegen spezifische Zielstrukturen lassen sich
mittels SELEX-Verfahren entwickeln %, Dabei erfolgt eine selektive Anreicherung spezifisch an
die jeweilige Zielstruktur bindender Aptamere durch repetitive Wasch- und Vervielfaltigungs-

schritte mit Polymerasekettenreaktion (PCR).

Aptamere gegen S. aureus [1916:22-251 'yerschiedene Salmonella sp. [910.16.22-261 B cereus ?7-3% und
E. coli 1016222426 ' qaren Abwesenheit auf desinfizierend aufbereiteten Textilien im Rahmen in-
nerbetrieblicher Eigenkontrollen gemall dem ,Handbuch zur Validierung von desinfizierenden
Waschverfahren fur die Aufbereitung von Textilien aus hygienisch sensiblen Bereichen® zu prifen
ist, sind literaturbekannt. Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl waren Aptamere als geeignet an-
zusehen, die sich gegen Zielstrukturen richten, die ubiquitar auf allen Mikroorganismen vorkom-
men: So sind Aptamere beschrieben, die an verschiedene Gattungen und Arten (S. aureus, E. coli
etc.) grampositiver und gramnegativer Mikroorganismen binden 122, Einige dieser literaturbe-
schriebenen Aptamere richten sich gegen die Zielstruktur Peptidoglykan 52-3¢l; bei anderen ist die
Zielstruktur nicht bekannt BY. Peptidoglykan ist Bestandteil der Zellwand grampositiver und gram-

negativer Mikroorganismen B7-411,

Auf Basis umfangreicher Literaturrecherchen identifizierte, fir das Forschungsprojekt potentiell

relevante Aptamere sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tab. 1: Aptamere

Bezeichnung | Zielspezies|/ | Sequenz
Zielstruktur
BacApt3 29 B. cereus- 5'-[Atto488]-TCGCGCGAGTCGTCTGGGGACAGG-
Sporen GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCATCGTCCTCCC-3*
P12-31 142 5'-[Atto488]-CATACGATTTAGGTGACACTATAGCCCTCCGGGGGGGTCATCGG-
E ool GATACCTGGTAAGGATAATTTCTCCTACTGGGATAGGTGGA-3'
. coli
EA1P 43] 5'-[Atto488]-CCCAAGCTTGGGTATGAGAGGATAGAGGGGGGGGGAGGTGGTTAGTG-
TAGGGTAGGTGGGAAGTTATCGCGGATCCGCG-3
SA-1T7 4] 5'-[Atto488]-TCCCTACGGCGCTAACCCCCCCAGTCCGTCCTCCCAGCCTCACAC-
CGCCACCGTGCTACAAC-3'
SA23 143] 5'-[Atto488]-GCAATGGTACGGTACTTCCGGGCTGGCCAGATCAGACCCCGGATGAT-
s CATCCTTGTGAGAACCACAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3
. aureus
SA-61 144 5'-[Atto488]-TCCCTACGGCGCTAACCTCCCAACCGCTCCAC-
CCTGCCTCCGCCTCGCCACCGTGCTACAAC-3
$43 18] 5'-[6FAM]-GCAATGGTACGGTACTTCCTCGGCACGTTCTCAGTAGCGCTCGCTGGTCA-
TCCCACAGCTACGTCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3
§25 K6l S. enteritidis | 5'-[Atto488]-GGGUUCACUGCAGACUUGACGAAGCUUGAGAGAUGCCCCCUGAU-
GUGCAUUCUUGUUGUGUUGCGGCAAUGGAUCCACAUCUACGAAUUC-3'
Antibac1 361 | Peptidoglykan | 5'-[Atto488]-TCGCGCGAGTCGTCTGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCATCGTCCTCCC-3*

Tabelle 2 zeigt die zur Charakterisierung der Aptamere hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften

ausgewahlten Mikroorganismen.

Tab.2: Verwendete Mikroorganismen ")

Mikroorganismus DSMZ-Nr. 1 Risikogruppe Verhalten bei Gram-Farbung
Bacillus cereus DSM 31 2 grampositiv
Escherichia coli DSM 1576 2 gramnegativ
Escherichia coli DSM 11250 (K12) 1 gramnegativ
Staphylococcus arlettae DSM 20672 1 grampositiv
Staphylococcus aureus DSM 346 2 grampositiv
Staphylococcus aureus DSM 799 2 grampositiv
Staphylococcus aureus DSM 2569 2 grampositiv
Staphylococcus aureus DSM 12463 2 grampositiv
Staphylococcus aureus DSM 104437 2 grampositiv

") Die Mikroorganismen wurden von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen.
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2.1.1 Kultivierung der Mikroorganismen

Sofern nicht anders angegeben, wurde aus dem entsprechenden Glycerol-Stock der Stamm-
sammlung Zellmaterial mittels 3-Osen-Ausstrich auf einer CASO-Agarplatte (s. Kap. 10.1) aus-
gestrichen; danach wurde die Platte bei 37 °C tGiber Nacht inkubiert. Zum Anlegen einer Flissig-
kultur wurde am Folgetag CASO-Bouillon (10-20 ml; Kap. 10.1) mit einer Einzelkolonie angeimpft
und Uber Nacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert.

2.1.2 Simulation desinfizierender Waschverfahren zur Inaktivierung von Mikroorganismen

Im Rahmen der gewerblichen Aufbereitung von Textilien aus hygienisch anspruchsvollen Berei-
chen (Gesundheits- und Sozialwesen, Hotel und Gaststatten, Lebensmittelindustrie) kommt den
chemothermischen Desinfektionsverfahren die weitaus gréfite Bedeutung zu. In chemothermi-
schen Desinfektionsverfahren werden Wascheposten und Flotte verfahrensabhéangig auf eine
Desinfektionstemperatur von 40-85 °C erwarmt, meistens jedoch 60 °C. Die Einwirkzeiten (Tem-
peraturhaltezeiten) gelisteter Verfahren betragen 5-45 min, praxisiblich sind 10-20 min. Die Do-
sierung des Desinfektionsmittels (Peroxoverbindung(en); haufig Peressigsaure) erfolgt nach Er-
reichen der vorgeschriebenen Desinfektionstemperatur “748l, Thermische Desinfektionsverfah-
ren, in denen Wéascheposten und Flotte verfahrensabhangig z.B. fur 10 min auf 90 °C bzw. 15 min
auf 85 °C erhitzt werden, spielen in der Praxis eine untergeordnete Rolle 1,

e Simulation eines chemothermischen Desinfektionsverfahrens
Zur Simulation eines chemothermischen Desinfektionsverfahrens wurden 500 pl der jeweiligen

Bakteriensuspension (2¢108-5¢108 Zellen einer Ubernachtkultur) mit einem handelstiblichen Des-

infektionsmittel (1 Vol-% Ottalin) versetzt und fir 15 min auf 60 °C erhitzt.

e Simulation eines thermischen Desinfektionsverfahrens

Zur Simulation eines thermischen Desinfektionsverfahrens wurden 1000 ul der jeweiligen Bakte-
riensuspension (10° oder 10° Zellen einer Ubernachtkultur) im Thermoblock bei 90 °C fiir 10 min
und 80 °C fir 20 min schittelnd (300 rpm) inkubiert.

e Uberprifung der Inaktivierung

Nach Waschen der Zellen mit PBS-Puffer (s. Kap. 10.1; durch dreimaliges Zentrifugieren bei
2.000xg fur 2-3 min und Resuspendieren des Zellpellets) wurden jeweils 50 ul bzw. 100 pl der
jeweiligen Suspension auf CASO-Agarplatten ausplattiert und die Platten bei 37 °C Uber Nacht

inkubiert.

= Auf den Platten war kein Bakterienwachstum zu beobachten, was auf eine erfolgreiche Inak-

tivierung der Zellen schlie3en lasst.
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2.1.3 Charakterisierung der Aptamere hinsichtlich ihrer Bindungsfahigkeit

500 pl der jeweiligen Bakteriensuspension (2¢108-5¢108 Zellen einer Ubernachtkultur) wurden mit
2 ul einer 200 puM Lésung des zu charakterisierenden Aptamers fir 1-2 h bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 2.000xg fur 2-3 min abzentrifugiert, die
Uberstande (mit ungebundenen Aptameren) wurden in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR lberfihrt. Die
Bakterienpellets (mit gebundenen Aptameren) wurden dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und
in PBS-Puffer resuspendiert. Jeweils 100 pl der Proben (resuspendierte Pellets und Uberstande)
wurde fluorimetrisch vermessen (TECAN Plate Reader Infinite® 200 Pro; Anregung: 488 nm,
Emission: 520 nm; Doppelbestimmung). Zudem wurden die Proben fluoreszenzmikroskopisch

analysiert (Nikon Ni-U Eclipse mit DS-Qi2; Anregung: 420-490 nm, Emission: 520 nm).
Zusammengefasst ergab die Charakterisierung der ausgewahlten Aptamere (s. Tab. 1), dass

- das Aptamer SA-17 44 (selektiert gegen S. aureus ATCC 6538DR) zwar an S. aureus-Zel-
len des Stamms DSM 799 19 band, unter den beschriebenen Bedingungen aber weder flu-
orimetrisch noch fluoreszenzmikroskopisch eine Markierung der Stdmme DSM 346,
DSM 2569, DSM 12463 und DSM 104437 mit dem fluoreszenzmarkierten Aptamer nachzu-
weisen war. Zudem banden das Aptamer SA-61 ¥4, das ebenfalls gegen Zellen des Stamms
ATCC 6538DR selektiert wurde, und das Aptamer SA43 9], das gegen Zellen des Stamms
ATCC 5325-4 selektiert wurde, an den Stamm DSM 799 9,

> das Aptamer BacApt3 9 (selektiert gegen Endosporen des Stamms B. cereus MHI M1)
auch an Endosporen des Stamms B. cereus DSM 31 B% band. Ferner lieRBen sich vegetative,
lebende Zellen und einer thermischen Behandlung unterzogene Bakterien (s. Kap. 2.1.2)
nach Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Aptamer mikroskopisch visualisieren, so-
dass von einer Aptamerbindung auszugehen war. Nach einer thermischen Behandlung war
eine deutlich starkere Fluoreszenz zu detektieren als bei Vorliegen vegetativer, lebender Zel-
len, sodass von einer hoheren Anzahl gebundener Aptamere auszugehen war. Dies kann

auf eine partielle Sporulation der Zellen bei thermischer Behandlung zuriickzufiihren sein.

- das Aptamer P12-31 [“4 (selektiert gegen E. coli DSM 1103) an lebende E. coli-Zellen des
Stamms DSM 11250 band. Eine Markierung thermisch inaktivierter Zellen des Stamms
DSM 11250 sowie von lebenden Zellen des Stamms DSM 1576 mit dem fluoreszenzmar-
kierten Aptamer konnte weder fluorimetrisch noch fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen
werden. Ferner konnte keine Bindung des Aptamers EAL1P (selektiert gegen E. coli
DSM 30083) an E. coli-Zellen des Stamm DSM 11250 nachgewiesen werden; allerdings flu-
oreszierten Zellen des Bakteriums S. aureus DSM 12463 nach Inkubation mit dem fluores-

zenzmarkierten Aptamer (Kreuzreaktion).
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Dartiber hinaus wurde das Aptamer Antibac1 8 hinsichtlich seiner Bindungsfahigkeit an lebende
und thermisch inaktivierte Zellen verschiedener Bakterienarten bzw. Stamme charakterisiert; die
Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst:

Tab. 3: Bindungsfahigkeit des Aptamer Antibac1 ¢ an verschiedene Bakterienarten bzw. Stamme (s. Tab. 2)

B. cereus E. coli E. coli S. aureus S. aureus
DSM 31 DSM 1576 DSM 11250 DSM 799 DSM 2569
++ - ++ + ++
lebende Zel-
len
thermisch in-
aktivierte
Zellen

Bewertung der Aptamerbindung anhand der Fluoreszenz bei mikroskopischer Analyse:
++ starke Fluoreszenz, + geringe Fluoreszenz, = keine Fluoreszenz

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen (s. Tab. 3) liel3 sich schliel3en, dass das Aptamer An-
tibac1 B8, welches sich gegen das ubiquitar in der Zellwand von Mikroorganismen vorkommende
Peptidoglykan richtet, sowohl an die ausgewéhlten gramnegativen Stamme des Bakteriums
E. coli als auch als an die ausgewahlten grampositiven Stamme der Bakterien S. aureus und
B. cereus band.

c
. . b4 TC. G__A A G C
(A) Antibac1 (a-Peptidoglykan) 5 }.:TCGCGCGAGTCG TG GG GGGAGT G
' I I I B | [ i [ I I I I
3*CCCTC_GC _ AC _CC CCCTCG c
CcT T G T
(B) grampositiv gramnegativ

CERELSTTD
“ m Membran

LTI
CELLTTLLO Peptidoglykan i o o 0 B o L )
(CCCeCeeCCc ) | Peptidoglykan

Bacillus cereus (grampositiv)

Escherichia coli K12 (gramnegativ)

TR
&

Abb. 1:  Bindung des Aptamers Antibac1 markiert mit Atto488 (griin fluoreszierend) an die Zelloberflache von Bakterien.
(A) Sekundérstruktur von Antibac1. (B) Architektur der Zelloberflache von grampositiven und gramnegativen Bakte-
rien und Bindung von Antibac1 an B. cereus (grampositiv) und E. coli (gramnegativ)
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Bei der Gram-Farbung werden Bakterien hinsichtlich ihres unterschiedlichen Aufbaus der Zell-
wande differenziert und in zwei Gruppen eingeteilt (s. Abb. 1B): Nach Anfarbung der Bakterien
mit einem basischen Anilinfarbstoff (z.B. Kristallviolett) wird nach Behandlung mit Lugolscher Lo-
sung (enthalt einen lod-Kaliumiodid-Komplex) ein Farbstoff-lod-Komplex in den Zellen gebildet,
der im Gegensatz zum primaren Farbstoff wasserunldslich ist. Da dieser Komplex in Ethanol |6s-
lich ist, kann er aus gramnegativen Bakterien extrahiert werden, aus grampositiven Bakterien
aufgrund der dickeren Zellwand aus Peptidoglykan (Mureinschicht) aber nicht 5152, Der unter-

schiedliche Aufbau der Zellwand ist bei Bakterien ein wichtiges taxonomisches Merkmal.

Da sowohl eine Markierung der ausgewdahlten gramnegativen als auch grampositiven Bakterien-
arten bzw. Stamme (s. Tab. 2) mit dem Aptamer Antibac1 ¢ nachgewiesen wurde, wurde dieses
Aptamer exemplarisch fur die Entwicklung cis-reaktiver Aptazyme (s. Kap. 2.3) ausgewahlt. Die Se-

kundarstruktur des Aptamers Antibac1 B8 ist in Abbildung 1A dargestellt.

Zusammenfassend war festzustellen, dass nicht bei allen ausgewdahlten Stammen eine Bindung
sich gemald Fachliteratur spezifisch gegen diese Bakterienart richtender Aptamer nachzuweisen
war. Da diese Aptamere gegen Zellen lebender Bakterien selektiert wurden, ist davon auszugehen,
dass die Zielstruktur nicht bzw. fir die Aptamere nicht zuganglich auf der Zelloberflache aller
Stamme bzw. Ribotypen der jeweiligen Bakterienart vorlag oder die Anzahl an Zielstrukturen (Bin-
dungsstellen) zu gering war, um die Aptamerbindung fluorimetrisch bzw. fluoreszenzmikroskopisch
nachzuweisen. Bei dem Aptamer EA1P, das sich laut Literatur spezifisch gegen E. coli richtet,
wurde eine Markierung von S. aureus-Zellen des Stamms DSM 12463 beobachtet (Kreuzreaktion).
Bei dem Aptamer P12-31, das sich gemalf? Literatur gegen E. coli richtet, konnte eine Bindung nur
an lebende Zellen, nicht aber an thermisch inaktivierte Zellen beobachtet werden. Bei dem Aptamer
BacApt3, das sich gemal Literatur gegen Endosporen von B. cereus richtet, war eine deutlich stér-
kere Bindung an Zellen zu verzeichnen, die zuvor einer thermischen Behandlung unterzogen wur-
den, was auf eine Sporulation hindeuten kann. Bei dem Aptamer Antibacl, das gegen die Zielstruk-
tur Peptidoglyklan selektiert wurde, lie? sich bei allen ausgewahlten Bakterienarten und Stammen
eine Bindung nachweisen. Das Aptamer Antibacl eignete sich nicht zur Diskriminierung zwischen
lebenden und inaktivierten Zellen: Wéahrend an E. coli-Zellen des Stamms DSM 1576 nach der ther-
mischen Behandlung eine starke Bindung des Aptamers zu beobachten war, was auf eine verbes-
serte Zuganglichkeit der Zielstruktur fir das Aptamer zurtickzufiihren sein kann, konnte nach ther-
mischer Behandlung von S. aureus-Zellen des Stamms DSM 2569 keine Bindung des Aptamers

mehr nachgewiesen werden, was auf eine Denaturierung der Zielstruktur hindeutet.

= Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde teilweise erreicht.


https://de.wikipedia.org/wiki/Iod-Kaliumiodid-L%C3%B6sung
https://de.wikipedia.org/wiki/Iod-Kaliumiodid-L%C3%B6sung
https://de.wikipedia.org/wiki/Iod
https://de.wikipedia.org/wiki/Kaliumiodid
https://de.wikipedia.org/wiki/Komplexchemie
https://de.wikipedia.org/wiki/Peptidoglycane
https://de.wikipedia.org/wiki/Taxonomie
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2.2 Charakterisierung von cis-reaktiven Nukleozymen
= Ziel des Arbeitsschrittes:

Ziel des Arbeitsschrittes 2 war, ein Nukleozym zu identifizieren und zu charakterisieren, das sich
mit hoher Aktivitat selbst spalten kann.

= Durchgefihrte Arbeiten und erzielte Ergebnisse:

Nukleozyme sind DNA- oder RNA-Sequenzen, die eine katalytische Wirkung auf spezifische che-
mische Reaktionen an DNA- bzw. RNA-Strdngen haben (z.B. Spaltung durch Umesterung oder
Hydrolyse, Ligation, Phosphory-, Adeny- oder Deglykosylierung 2%5356)) Nukleozyme aus DNA
werden als Desoxyribozyme (DNAzyme) bezeichnet; Ribozyme sind Nukleozyme aus RNA. Im
Gegensatz zu Ribozymen kommen DNAzyme nicht natrlich vor 5571, DNAzyme werden kiinst-
lich mit in vitro Selektions-Verfahren, z.B. dem SELEX-Verfahren 5659 hergestellt, d.h. die Nuk-
leinsauresequenzen sind bekannt. Nukleozyme sind dauerhaft aktiv, allerdings bendétigen sie

haufig Cofaktoren (z.B. zweiwertige lonen wie Magnesium- oder Calciumionen).

Zunachst wurden cis-reaktive bzw. selbstspaltende DNAzyme identifiziert, die gemaR Literatur-

angaben eine hohe Aktivitat aufweisen (s. Tab. 4).

Tab. 4: Beispiele fir literaturbeschriebene, cis-reaktive bzw. selbstspaltende DNAzyme, Spaltstelle:

Bezeichnung Sequenz Kofaktor Kobs [min1] 1)

I-R3 [60] 5-AGTCAGAAAGATAATCTAGTTGAGCTGTCTGCATCACGAG- 7n2+ 1,0 (bei 37 °C);
GAACTCGTGATGCAGACGTTGAAGGATTATCTTTCTGACT-3 1,6 (bei 45 °C)

DEC22-18A 2161 | 5-GATGTGTCCGTGC[FLUdT]a[DABATIGGTTCGATTCTTGATCGTT- Coz* Nit+
GTCATTGGCACACGGAGGTTTACTGAGTGGTAACCACGTT- M’n?+ ’ 1,09
GCATGGAA-3'

LU12 22 5-CTGCAGAATTCTAATACGAGTCACTATaGGAAGAT-
GGCGAAACATCTTTACAAGGAACGGT- Nd3+ 0,12
TATAGTGAAAGGAAACTCGTAGTCGGTAAGCTTGGCAC-3'

NaA43 2)163] 5-GTTCAGACTAATCATCACGTATaGGAAGTACCGCATGGTACCA-
GGTCAAAGGTGGGTGAGGG- Na* 0.10
GACGCCAAGAGTCCCCGCGGTTACGTGATGTGAGCCTACGATGA '
GAC-3'

PSCu10 464 5-CTGCAGAATTCTAATACGAGTCACTATPTOaGGAAGAT-
GGCGAAACATCTTCACCAG- cut 0.10
GAAATAGAGACAAATTAGCAGGTATTGTAACTGGTTAGAACGATTA '
GTGACGGTAAGCTTGGCAC-3'

1) Geschwindigkeitskonstante, 2 DNA-Strang mit Ribonukleotid als Schnittstelle, 3 unter Verwendung von Co?* als Kofaktor

4) DNA-Strang mit PTO-Base als Schnittstelle (PTO: Phosphothioat)

Ausgewahlt wurde das selbstspaltende DNAzym I-R3, da davon auszugehen war, dass es sich
aufgrund seiner kurzen Sequenzlange (80 nt) und einfachen Sekundarstruktur gut mit Aptameren
zu einem cis-reaktiven Aptazym (s. Kap. 2.3) verbinden lasst. Das DNAzym I-R3 verwendet nicht-
toxische Zn?*-lonen als Kofaktor. Ferner sind DNA-Strange mit Ribonukleotid oder PTO-Base als

Schnittstelle aufwendig zu synthetisieren und damit kostspielig.
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Tab. 5: Sequenzen der |-R3-basierten DNAzyme [60]; Spaltstelle: und katalytisches Zentrum: blau hervorgehoben

Name Sequenz

I-R3 [60] 5-AGTCAGAAAGATAATCTAGTTGAGCTGTCTGCATCACGAGGAACTCGTGATGCAGACGTT-
GAAGGATTATCTTTCTGACT-3'

I-R3inv 5-AGTCAGAAAGATAATCCTGAGTTGATGTCTGCATCACGAGGAACTCGTGAT-
GCAGACGAAGTTGGATTATCTTTCTGACT-3*

Zur Kontrolle wurde ein DNAzym mit umgekehrter Nukleotidabfolge innerhalb des katalytischen
Zentrums designt, da davon auszugehen war, dass diese Modifikation zu einem Verlust der
Spaltaktivitat fihrt (I-R3™; s. Tab. 5 und Abb. 2).

-R3 T oA
T c
G T
A 7n2+ GTCTGCATCACGAGG
T f CAGACGTAGTGCTCA
5° AGTCAGAAAGATAATC G
3* TCAGTCTTTCTATTAG G T T
4 G
|-R3inv
G T T
A G A
G T
T 7n2* GTCTGCATCACGAGG
C n CAGACGTAGTGCTCA
5° AGTCAGAAAGATAATC G
3° TCAGTCTTTCTATTAG G
Tt 6"V
Abb. 2: Sekundarstruktur der Nukleozyme ,I-R3" und ,I-R3n*, Spaltstelle: und katalytisches Zentrum: blau hervorge-
hoben

Die I-R3-basierten DNAzyme ©% wurden hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitat charakterisiert.

e Bestimmung der Spaltaktivitat der DNAzyme
Um unerwiinschte, die Funktionalitdt beeintrachtigende Basenpaarungen aufzulésen, wurden
1 pl einer 100 pM L6sung der DNAzyme zunachst fur 2-3 min bei 90 °C im Thermocycler (Bio-
metra) in 9 pl Faltungspuffer (s. Kap. 10.1) denaturiert und auf Eis heruntergekuhlt. Danach
wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 pl Spaltungspuffer (s. Kap. 10.1) gestartet; dabei ergab
sich eine Endkonzentration von 2 mM ZnCl; und 20 mM MgCl. in der Reaktionslésung. Die Pro-

ben wurden bei 37 °C bzw. 42 °C im Thermocycler inkubiert.

¢ Nachweis der Spaltprodukte
Die Spaltprodukte wurden anhand ihrer Grol3e zusammen mit Marker-Fragmenten (DNA Leiter)
bekannter Grofe in einem 3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem grin-

fluoreszenten DNA-Farbstoff (SYBR® Safe) visualisiert. Aufgrund der praferenziellen Einlagerung
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des DNA-Farbstoffs in doppelstrangige DNA-Abschnitte wurden Spaltprodukte ohne Basenpaa-

rungen schwacher angefarbt.

Waurden die erforderlichen Zn?*-lonen als Kofaktoren in Form von ZnCl, zur Reaktion hinzugege-
ben, konnten entsprechend der theoretischen Vorhersage zwei Spaltprodukte von 62 nt und
18 nt detektiert werden (s. Abb. 3). Wie zu erwarten war, fuhrte eine Umkehrung der Nukleotid-
abfolge innerhalb des katalytischen Zentrums des DNAzyms zum vollstandigen Verlust der
Spaltaktivitat; es waren keine Spaltprodukte (bei I-R3"': 59 nt und 21 nt) nachzuweisen.

I-R3 I-R3inv

ncl, - + -+

==
bt S

Abb. 3:  Spaltaktivitdt der DNAzyme ,I-R3* und ,|I-R3n*

Folglich ist es gelungen, ein DNAzym zu identifizieren, das sich effizient selber spalten kann. Zu-
dem ist das DNAzym I-R3 aufgrund seiner kurzen Sequenzlange (80 nt) und einfachen Sekun-
darstruktur besonders geeignet, um mit verschiedenen Aptameren zu einem cis-reaktiven Aptazym

(s. Kap. 2.3) verknupft zu werden.

= Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht.

2.3 Entwicklung cis-reaktiver Aptazyme
= Ziel des Arbeitsschrittes:

Ziel des Arbeitsschrittes 3 war, allosterisch kontrollierte Aptazyme zu entwickeln; dies kann durch

Verknipfung eines Aptamers mit einem Nukleozym erzielt werden.
= Durchgefihrte Arbeiten und erzielte Ergebnisse:

Aptazyme konnen Zielstrukturen binden und katalytisch wirken ®9. Als Zielstrukturen kommen
alle Molekiile bzw. molekularen Strukturen in Betracht, gegen die es bereits Aptamere gibt bzw.
gegen die sich Aptamere entwickeln lassen 9. In der Literatur sind auf verschiedenen Nukleo-
zymen (z.B. Hammerkopf-Ribozyme, Haarnadel-Ribozym, Ligase-Ribozym, Diels-Alderase-Ri-
bozym) basierende Aptazyme beschrieben ©°. Prinzipiell lassen sich cis- und trans-reaktive Ap-

tazyme unterscheiden: Ein cis-reaktives Aptazym (% ist ein Nukleinsaurestrang, der eine Apta-
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mer- und eine Nukleozymsequenz sowie eine Spaltstelle beinhaltet; d.h. der Aptazymstrang spal-
tet sich durch seine katalytische Aktivitat selbst. Bei einem trans-reaktiven Aptazym handelt es
sich um einen Nukleinséurestrang, der eine Aptamer- und eine Nukleozymsequenz umfasst; die-
ser bindet einen spezifischen Nukleinséaurestrang (Nukleozymsubstrat) durch Hybridisierung und
spaltet den gebundenen Strang. Trans-reaktive Aptazyme kdnnen eine Vielzahl solcher Substrat-
strange katalytisch spalten 7). Bei allosterisch kontrollierten Aptazymen fiihrt die Bindung der
Aptamersequenz an ihre Zielstruktur zu einer Konformationsénderung, infolge derer die katalyti-

sche Aktivitat des Aptazyms aktiviert wird.

Zur Entwicklung cis-reaktiver Aptazyme auf Basis des DNAzym I-R3 (s. Kap. 2.2) wurde exemp-

larisch das Aptamer Antibac1 (AB1, Zielstruktur: Peptidoglykan, s. Kap. 2.1) B¢ ausgewahlt.

Tab. 6: Sequenzen der entwickelten selbstspaltenden Aptazyme
Nach Verkniipfung von DNAzym [-R3 0 und Aptamer Antibac1 (AB1) B8lwurde eine Initiatorsequenz (Target M)
zum Start einer Hybridisierungskettenreaktion eingefiihrt; zur Erzielung einer allosterischen Kontrolle wurde eine Se-
quenzanpassung vorgenommen. Die Sequenzabschnitte sind farbig markiert: AB1: griin, Target M: rot, I-R3 kataly-

tisches Zentrum: blau, Spaltstelle: , angepasste Sequenz:
Name Sequenz
AB1/R3-Target M-3‘ ") 5-“AGGACAGGCACTAGTTGAGCTGACGGGGACAGG-

GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCGTCGTTGAAGGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-3'

allo-AB1/R3-Target M-3‘ 2 | 5-AGGACAGGCACTAGTTGAGCTGACGGG GG-
GAGTGCGCTGCTCCCCECGCGTCGTTGAAGGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-3'!

AB1/R3-Target M-5° %) 5-TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGCTAGTTGAGCTGACGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCGTCGTTGAAGGCCAGTCTCTC-3'
) AB1/R3-Target M-3: konstitutiv aktives Aptazym mit Initiatorsequenz am 3'-Ende, Spaltaktivitat nur vom Kofaktor abhéngig

2) allo-AB1/R3-Target M-3": allosterisch kontrolliertes Aptazym mit Initiatorsequenz am 3'-Ende, Spaltaktivitat wird bei Bindung
an Peptidoglykan durch einen Ubergang von einer geschlossenen in eine offene Konformation aktiviert

3 AB1/R3-Target M-5'konstitutiv aktives Aptazym mit Initiatorsequenz am 5-Ende, Spaltaktivitat nur vom Kofaktor abhéngig

Die Sequenzen wurden in silico verknlpft und modifiziert (s. Tab. 6 und Abb. 4): Die Sequenz in
der Stammschleife des DNAzyms I-R3 wurde durch die Sequenz des Aptamers Antibacl ¢!
ausgetauscht. Zum einen wurde die Sequenz am 3-Ende des DNAzyms modifiziert, um eine
Initiatorsequenz zum Start einer Hybridisierungskettenreaktion (s. Kap. 2.4) einzufiihren. Die als
Initiator dienende Sequenz wird im Folgenden als Target M (s. Kap. 2.4, Tab. 7) bezeichnet. Da
das designte Aptazym AB1/R3-Target M-3‘ unabhangig von der Bindung an seine Zielstruktur
spaltungsaktiv ist (s. Abb. 4A), wurden zur Generierung eines allosterisch kontrollierten Ap-
tazyms, dessen Spaltaktivitat erst durch eine Konformationsdnderung infolge der Bindung der
Aptamersequenz an ihre Zielstruktur aktiviert wird, weitere Sequenzanpassungen (gezielter Aus-
tausch einzelner Nukleotide) vorgenommen. Dieser in der Fachliteratur als ,post selection engi-
neering“ bezeichnete Prozess bedarf einer sukzessiven Sequenzoptimierung und -validierung.
Das dabei entstandene Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3* (s. Abb. 4B) wurde so designt, dass
davon auszugehen war, dass es bei Bindung der Aptamersequenz an die Zielstruktur von einer

geschlossenen Konformation (AUS) in eine offene, spaltungsaktive Konformation (AN) Gibergeht
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und die Initiatorsequenz (Target M) freisetzt. Zum anderen wurde die Initiatorsequenz am entge-
gengesetzten 5-Ende des Aptazyms eingebracht, um ein Aptazym zu generieren, im Folgenden
als AB1/R3-Target M-5° (s. Abb. 4C) bezeichnet, bei dem durch Abspaltung eines anderen
Strangteils die Initiatorsequenz freigelegt wird und zur Initiierung einer Hybridisierungskettenre-
aktion an der bakteriellen Zelloberflache gebunden vorliegt (s. Kap. 2.6).

Die designten Aptazyme wurden hinsichtlich ihrer Spaltungsaktivitét charakterisiert. Dabei wurde
auch der Einfluss der Kofaktorkonzentration auf die Aktivitat des Aptazyms untersucht, indem die

Konzentration an Zn?*-lonen (0 -10 mM; Kofaktor) in den Proben variiert wurde.

e Bestimmung der Spaltaktivitat der Aptazyme

Um unerwiinschte, die Funktionalitdt beeintrachtigende Basenpaarungen aufzulésen, wurden
1 pl einer 100 pM Loésung des jeweilgen Aptazyms zunachst fur 2-3 min bei 90 °C im Thermo-
cycler (Biometra) in 9 pl Faltungspuffer (s. Kap. 10.1) denaturiert und auf Eis heruntergekunhlt.
Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von Spaltungspuffer (s. Kap. 10.1) gestartet. Die Pro-
ben wurden bei 37 °C im Thermocycler inkubiert.

e Nachweis der Spaltprodukte

Die Spaltprodukte wurden anhand ihrer Gro3e zusammen mit Marker-Fragmenten (DNA Leiter)
bekannter Grof3e in einem 3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem grin-
fluoreszenten DNA-Farbstoff (SYBR® Safe) visualisiert.
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(A) AB1/R3-Target M-3¢

(B) allo-AB1/R3-Target M-3

katalytisches Zentrum

G
- T A G .
G C
T G._ A~ A G C
GACG GG GGGAGT G
T i CTGC CC SCeTCe
CCCTCG C
5° AGGACAGGCAC G G C
L IO T T I O B |
3 CGGTCAGAGAGGGTCCTGTCCGTG G TT Antibac1 (AB1)
Initiatorsequenz A G

A C
G G
T G
C-G
G- .
A- geschlossene Konformation (AUS)
G =
5 ASGACAGGCACTAGTT=! | G C
3* CGGTCAGAGAGGGTCCTGTCCGTG G P e G
CCCTCG C
C T
G
fo
TG C
cr® Y
offene Konformation (AN)
T G A
T G c
G T G C
A GACG% GGGAGT G
T Zn2+ CITI(;CICII LI I
CCCTCG C
5 AGGACAGGCAC G G ¢ T
3 CGGTCAGAGAGGGTCCTGTCCGTG G T T .
4 G Peptidoglykan
(C) AB1/R3-Target M-5°
T G A
T G c
G T eacc A A G C
A GACG GG GGGAGT G
T Zn cT6e CC CCCTCE
5 TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC e ¢ ¢ ceeiee
. L I T I O I I I B | T
3* CTCTCTGACCG G T
A G

Abb. 4: Vorhergesagte Sekundarstrukturen der entwickelten Aptazyme basierend auf dem DNAzym |-R3 18260 und dem Ap-

tamer Antibac1 (AB1) (81

Das Aptazym AB1/R3-Target M-3 ist konstitutiv aktiv, d.h. es ist in Abwesenheit der Zielstruktur spaltungsaktiv (A).
Das Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3‘ liegt in einer geschlossenen Konformation vor und geht erst bei Bindung der
Aptazymsequenz an Peptidoglykan in die offene, spaltungsaktive Konformation Gber. Durch die Spaltung wird die
Initiatorsequenz (Target M) zum Start der Hybridisierungskettenreaktion freigesetzt (B). Das Aptazym AB1/R3-Tar-
get M-5‘ ist konstitutiv aktiv, durch Abspaltung eines anderen Strangteils wird die Initiatorsequenz freigelegt.

Die Sequenzabschnitte sind farbig markiert: AB1: griin, Target M: rot, I-R3 katalytisches Zentrum: blau, Spaltstelle:
, angepasste Sequenz:
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Der Austausch der Sequenz in der Stammschleife des DNAzyms I-R3 % durch die Sequenz des
Aptamers Antibac1 B¥ fiihrte zu keinem Verlust der katalytischen Aktivitat, sodass die theoretisch
vorhergesagten Spaltprodukte von 62 nt und 25 nt gelelektrophoretisch nachgewiesen werden
konnten (s. Abb. 5). Bei einer Kofaktorkonzentration von 2 und 4 mM Zn?*-lonen war eine effek-
tive Spaltung des Aptazyms AB1/R3-Target M-3‘ zu beobachten; bei hoheren Kofaktorkonzent-
rationen war keine katalytische Aktivitat detektierbar.

(A) AB1/R3 (B)
Target M-3° AB1/R3 Target  allo-AB1/R3
M-3 Target M-3°
ZnCl,mM) 0 2 4 8 9 10 Zeit(inh) 0 1 3 0 1 3
87 nt 87 nt
. ' ' I 62 nt 62 nt
25 nt 25 nt
3% Agarose 3% Agarose

Abb. 5:  ZnZ*-abhangige Spaltaktivitat des Aptazyms AB1/R3-Target M-3‘ und
zeitabhangige Spaltaktivitdt von AB1/R3-Target M-3‘ und allo-AB1/R3-Target M-3‘ (B)

Zudem wurde das Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3° hinsichtlich seiner Spaltaktivitat mit dem
Aptazym AB1/R3-Target M-3* verglichen. Wie in Abbildung 5B zu erkennen ist, zeigte das allos-
terisch kontrollierte Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3¢ eine deutlich geringere Spaltaktivitat als
das konstitutiv aktive Aptazym AB1/R3-Target M-3‘. Dieses Ergebnis bestatigt die Vorhersage
der Sekundarstrukturen (s. Abb. 4), die ergab, dass das Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3¢ in-
folge der Sequenzanpassungen in Abwesenheit von der Zielstruktur Peptidoglykan bevorzugt in
der geschlossenen, katalytisch inaktiven Konformation vorliegt. Zudem war bei Zugabe der Ziel-
struktur Peptidoglykan eine deutliche Steigerung der Spaltaktivitat des Aptazyms
allo-AB1/R3-Target M-3‘ nachzuweisen (s. Abb. 6), sodass davon auszugehen war, dass die
Bindung an die Zielstruktur den Ubergang von der geschlossenen in die offene Konformation
fordert. Nach der Spaltung setzt das Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3* die Initiatorsequenz fur

eine Hybridisierungskettenreaktion frei.
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allo-AB1/R3
Target M-3*

ZnCl, - +
Peptidoglykan - -

87 nt

62 nt

%t
3% Agarose

Abb. 6: Peptidoglykan-abhéngige Spaltaktivitét des allosterisch kontrollierten Aptazyms allo-AB1/R3- Target M-3°
Zudem wurde gezeigt, dass die Initiatorsequenz (Target M) auch am 5'-Ende unter Erhalt der
Spaltaktivitdt des Aptazyms eingebaut werden kann. Bei Selbstspaltung des dabei generierten
Aptazyms AB1/R3-Target M-5° wird die Initiatorsequenz durch Abspaltung eines anderen Teil-
strangs freilegt. Die vorhergesagten Spaltprodukte von 76 nt und 13 nt waren nach Inkubation
des Aptazyms im Spaltungspuffer bei 37 °C gelelektrophoretisch nachweisbar (s. Abb. 7). Das
76 nt lange Spaltprodukt, welches die Initiatorsequenz enthielt, lief oberhalb des ungespalteten
Aptazyms (89 nt), da letzteres aufgrund seiner Konformation (intramolekulare Basenpaarungen)
ein verandertes Laufverhalten zeigte und schneller durch das Agarosegel wanderte. Aufgrund
der geringeren Interkalation des DNA-Farbstoffs in kurze Einzelstrdnge wurden die Spaltprodukte

schwacher angefarbt als das ungespaltene Aptazym.

AB1/R3-Target M-5°

ZnCcl, - % - ¢
76 nt
m 5 89 nt
13 nt
3% Agarose

Abb. 7: Spaltaktivitt des Aptazyms AB1/R3-Target M-5‘ mit Initiatorsequenz (Target M) am 5-Ende

Folglich ist es gelungen, unter Erhalt der Spaltaktivitat eine Initiatorsequenz (Target M) in Aptazyme
zu integrieren, die auf dem DNAzym |-R3 und dem Aptamer Antibacl basieren. Durch Sequen-
zoptimierung konnte aus einem konstitutiv aktiven Aptazym ein allosterisch kontrolliertes Aptazyms

generiert werden, dessen Selbstspaltung bei Bindung an Peptidoglykan aktiviert wurde.

= Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht.
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2.4 Entwicklung hochverzweigter Nukleinsdurestrukturen
= Ziel des Arbeitsschrittes:

Ziel des Arbeitsschrittes 4 war Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur und Reaktionsbedingungen
zu identifizieren, unter deren Einsatz sich hochverzweigte Nukleinsaurestrukturen autonom bilden.
Die Bildung der hochverzweigten Nukleinsaurestrukturen wird dabei durch eine Initiatorsequenz
ausgelost, die eine Hybridisierungskettenreaktion (HCR) startet.

= Durchgefihrte Arbeiten und erzielte Ergebnisse:

Bei einer Hybridisierungskettenreaktion erfolgt die isothermale Hybridisierung von Oligonukleoti-
den mit teilweise zueinander komplementaren Nukleinsauresequenzen ©: Das Prinzip der
Hybridisierungskettenreaktion beruht Ublicherweise auf der alternierenden Hybridisierung von
mindestens zwei einzelstrangigen Oligonukleotiden mit Haarnadelstruktur (H1 und H2), d.h. die
zueinander komplementéren Sequenzen im Oligonukleotid liegen hybridisiert vor und bilden den
Stamm (intramolekulare Basenpaarungen). In Gegenwart eines Initiators (Oligonukleotid mit Ini-
tiatorsequenz) kommt es zu einer Strangverdrangungsreaktion unter partieller Hybridisierung von
Initiator und Oligonukleotid H1, bei der die Haarnadelstruktur des ersten Oligonukleotids (H1) ge-
offnet wird. Das nicht hybridisiert vorliegende Strangende des Oligonukleotids H1 besitzt eine
komplementére Sequenz zu dem Oligonukleotid H2, sodass es wiederum zu einer Strangver-
drangungsreaktion unter partieller Hybridisierung von Oligonukleotid H1 und Oligonukleotid H2
kommt. Das nicht hybridisiert vorliegende Strangende des Oligonukleotids H2 enthalt die Initia-
torsequenz; folglich kommt es zur partiellen Hybridisierung von Oligonukleotid H2 und Oligonuk-
leotid H1. Bei fortschreitender Hybridisierungskettenreaktion tritt ein lineares Kettenwachstum

durch alternierende Anlagerung der Oligonukleotide H2 und H1 ein.

Durch das Design von Oligonukleotiden, die komplementare Nukleinsduresequenzen zu mehr
als einem weiteren Oligonukleotid aufweisen, lassen sich mittels Hybridisierungskettenreaktion
verzweigte Strukturen (mit x2-Verzweigungen) bzw. hochverzweigte, sog. dendritische Strukturen
(mit bis zu 2*-Verzweigungen) generieren %71, Ferner ist in der Literatur auch eine Variante der
Hybridisierungskettenreaktion beschrieben, bei der anstelle von Oligonukleotiden mit Haarnadel-
struktur doppelstrangige Nukleinsauren mit sog. Bulge-Loops verwendet werden "], Bei solchen
doppelstrangigen Nukleinsauren mit Bulge-Loops weist einer der beiden Nukleinsdurestrange
ungepaarte Basen (mind. einen nicht hybridisierten Sequenzanschnitt) auf, wahrend der andere

Strang durchgehend hybridisiert vorliegt /4,

Basierend auf Literaturrecherchen wurden eine Initiatorsequenz (Target M) und sechs Oligonuk-
leotide mit Haarnadelstruktur identifiziert, kurz als Hairpins bezeichnet, die sich autonom zu
hochverzweigten Nukleinsaurestrukturen, sog. Dendronen, zusammenlagern konnen 2

(s. Tab. 7). Das Target M wurde am 3‘-Ende mit dem Fluorophor Atto390 (blau fluoreszierend)


https://de.wikipedia.org/wiki/Basenpaar
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markiert und am 5°-Ende mit einer Thiolgruppe funktionalisiert, um dieses kovalent an eine Ober-
flache binden zu kénnen. Die Hairpins wurden am 5‘-Ende mit dem Fluorophor Atto488 (grun

fluoreszierend) markiert.

Tab. 7:  Oligonukleotide 73], inkl. [Modifizierung], die hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Generierung hochverzweigter Nukleinsau-
restrukturen charakterisiert wurden. Zueinander komplementare Sequenzen sind farbig markiert.
Name Sequenz Anzahl nt
Initiatorsequenz | 5-[Thiol-C6}-TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-[Atto390]-3' 26
»rarget M“
Hairpin A1 5-[Atto488]- 90
CAACGCCAGTCTCTCCCAGGACAGGCACAA-3
Hairpin A2 5-[Atto488]- TCCTTCTCTCTTACCCTACATACTT 90
CACACGACACACGACAACATAACCACCACACATAC-3'
Hairpin A3 5-[Atto488]-CTGTGAAGTATGTAGGGTAAGAGAGAAGGA 90
ACACACAACGACGAATCCTTCTCTCTTACC-3'
Hairpin B1 5'-[Atto488]- TTCGTCGTTGTGTGTTTTTTTGTT 90
TGTTTTGTATGTGTGGTGGTTATGTTGTCGTGTGTC-3'
Hairpin B2 5-[Atto488]-AAAACAAACAAAAAAACACACAACGACGAAGAGAGACTGGCGTTGAGGTGGA 90
GGTTGTATGGTAAGAGAGAAGGATTCGTCGTTGTGTGT-3'
Hairpin B3 5-[Atto488]-ATACAACCTCCACCTCAACGCCAGTCTCTC 90
TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGCGTTG-3'

Der Netzwerkbildung liegt dabei der folgende Mechanismus zugrunde: Die Hairpins weisen am
an beiden Strangenden eine Abfolge komplementérer Basen auf, die hybridisieren; aufgrund der
intramolekularen Basenpaarung entsteht eine Stammschleife (s. Abb. 8). Zur Offnung der
Stammschleife des ersten Hairpins A1, mit der die Hybridisierungskettenreaktion beginnt, ist nur
das Target M fahig. Das Target M offnet die Haarnadelstruktur des ersten Hairpins Al, da seine
Sequenz (Initiatorsequenz) komplementar zu einem Sequenzabschnitt im Stamm der Haarnadel-
struktur des Hairpins Al ist und mit dieser hybridisiert. Das Uber Hybridisierung an das Target M
gebundene Oligonukleotid Al weist wiederum komplementare Sequenzabschnitte zu zwei wei-
teren Hairpins A2 und A3 auf und 6ffnet deren Haarnadelstruktur unter Hybridisierung, wobei die
Y-formige Strukturuntereinheit A entsteht (s. Abb. 8). Die beiden einzelstrangigen Sequenzen der
Y-formigen Strukturuntereinheit A induzieren daraufhin die Bildung von zwei Y-férmigen Struktur-
einheiten B; sie weisen jeweils einen komplementaren Sequenzabschnitt zu einem weiteren Hair-
pin B1 bzw. B2 auf und 6ffnen deren Haarnadelstruktur unter Hybridisierung. Die tGber Hybridi-
sierung an die Struktureinheit A gebundenen Oligonukleotide B1 bzw. B2 besitzen komplemen-
tare Sequenzabschnitte zu zwei weiteren Oligonukleotiden (B2 und B3 bzw. B1 und B3). Die
beiden einzelstrangigen Sequenzen von der Struktureinheit B initiieren wiederum die Bildung von

zwei weiteren Y-formigen Struktureinheiten A.
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Abb. 8: Basenpaarungen innerhalb und zwischen den Oligonukleotiden (kurz Oligo) am Beispiel des Oligonukleotids A1

Um die Generierung hochverzweigter Nukleinsaurestrukturen fluoreszenzmikroskopisch oder flu-
orimetrisch nachweisen zu kénnen, musste das Target M zunachst auf einer Oberflache immo-
bilisiert werden; da sonst keine Mdglichkeit bestand, nicht an der Netzwerkbildung beteiligte Hair-
pins vor der Analyse durch Spilen zu entfernen. Um die Immobilisierung nachweisen zu kénnen,

wurde ein am 3‘-Ende mit Atto390 markiertes Target M verwendet.

e Immobilisierung des Target M [2

Um aktivierte Thiolgruppen zur Bindung des Target M an mit Mercaptosilan beschichteten Glas-
oberflachen (Objekttrager, s. Kap. 10.2) oder Maleimid-funktionalisierten Mikrotiterplatten
(Thermo Scientific™ Pierce™, Cat#15153) zu erhalten, wurden pro Ansatz 2,5 pl einer 100 uM
Losung des Target M mit einem 10-fachen Uberschuss an TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin:
1 pl einer 200 uM Stammldsung) und 1,5 pl einer 500 mM Natriumbicarbonatldsung uber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde jeder Ansatz auf die jeweilige Oberflache
pipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde nicht an die
Oberflache gebundenes Target M durch dreimaliges Waschen mit TNTw-Waschpuffer
(s. Kap. 10.1) entfernt.



Seite 22 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21938 N

e Generierung hochverzweigter Nukleinsaurestrukturen

Jeweils 1 pl einer 100 uM Lésung der Atto488-markierten Hairpins A1-A3 (s. Tab. 7) wurden in
7 ul HCR-Puffer (s. Kap. 10.1) geldst und zur Initiierung der Hybridisierungskettenreaktion zum
immobilisierten Target M pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln wurden je 1 pl der Atto488-markierten Hairpins B1-B3 und 7 pl HCR-Puffer hinzupipet-
tiert und der Ansatz fir weitere 1-3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nicht an der
Netzwerkbildung beteiligte Hairpins wurden durch dreimaliges Spilen mit TNTw-Waschpuffer
(s. Kap. 10.1) entfernt.

o Nachweis der Netzwerkbildung

Die Analyse der Netzwerkbildung erfolgte fluorimetrisch (TECAN Plate Reader Infinite® 200 Pro,
Anregung: 488 nm, Emission von 520 nm) und fluoreszenzmikroskopisch (Nikon Ni-U Eclipse mit
DS-Qi2; fur Atto488: Anregung: 420-490 nm, Emission: 520 nm, flr Atto390: Anregung:
361-389 nm, Emission: 430-490 nm).

Die Generierung hochverzweigter Nukleinsaurestrukturen konnten fluorimetrisch und fluoreszenz-

mikroskopisch nachgewiesen werden (s. Abb. 9).

(A) (B)

Target M (Initiarsequenz)

: ! @
X b4
; OIS ()3
ﬁ Fluorophor Att0488) gekoppelte Halrplns

Hairpins A1-B3

- N
f\' "\/ s
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:
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Fluoreszenz (FE)

. t 2.000
< A 0 — — =
TargetM + + -
Hairpins A1-A3 = + + +
Hairpins B1-B3 = - + -

Abb. 9: Target M (Initiatorsequenz) immobilisiert auf mit Mercaptosilan beschichteten Glasoberflachen (A), Abbildungen oben
Nachweis der Bildung von Dendronen:  fluoreszenzmikroskopisch (A), Abbildungen unten und

fluorimetrisch in Mikrotiterplatte (B).

+in Gegenwart bzw. - in Abwesenheit von Target M bzw. der Hairpins
Wie in Abbildung 9A zu sehen, konnte das Target M (Initiatorsequenz) erfolgreich auf Oberfla-
chen immobilisiert werden. Durch Inkubation des Target M mit den sechs Atto488-markierten
Hairpins liel3 sich zudem ein mehr als 30-facher Anstieg der Fluoreszenzintensitat erzielen

(s. Abb. 9B), was die Bildung hochverzweigter Nukleinsaurestrukturen, sog. Dendronen, belegt.
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Folglich ist es gelungen, Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur, unter deren Einsatz sich hochver-
zweigte Nukleinsdurestrukturen autonom bilden, und eine Initiatorsequenz, die eine Hybridisie-
rungskettenreaktion startet, zu identifizieren sowie Reaktionsbedingungen fiir die Hybridisie-

rungskettenreaktion zu etablieren.

= Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht.

25 Entwicklung netzwerkbildender Magneto-Dendronen
= Ziel des Arbeitsschrittes:

Ziel des Arbeitsschrittes 5 war, magnetische Partikel in hochverzweigte Nukleinsdurenetzwerke

einzubinden, die Magnetpartikel induktiv anzuregen und thermographisch zu visualisieren.
= Durchgefuhrte Arbeiten und erzielte Ergebnisse:

Nachdem die Generierung hochverzweigter Nukleinsaurenetzwerke unter Einsatz mit Fluoropho-
ren markierter Hairpins demonstriert werden konnte, wurde untersucht, ob sich hochverzweigte
Nukleinsdurenetzwerke mit darin gebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen, durch
eine Hybridisierungskettenreaktion auf einer Oberflache erzeugen lassen und ob die Magneto-
Dendronen durch magnetisch induzierte Thermographie [ nachweisbar sind.

¢ Induktive Anregung

Basierend auf den im Vorlauferprojekt 18612 N ["®1 gewonnenen Erkenntnissen erfolgte die induk-
tive Anregung der Magnetpartikel in einem alternierenden Magnetfeld, das mittels eines Fre-
guenzgenerators (Trumpf-Huttinger mit 5 kW Leistung und 400 V Spannung) und eines eigens
konzipierten Induktors (zylindrische Spule: 4 Windungen, 30 mm Ho6he, 20 mm Innendurchmes-
ser) erzeugt wurde. Mit dem Frequenzgenerator lassen sich alternierende Magnetfelder im
dreistelligen kHz-Frequenzbereich generieren. Der verwendete Frequenzgenerator besitzt vier
Kondensatorplatze, die jeweils mit Kondensatoren der Kapazitat 1,33 yF, 0,33 yuF oder 0,17 pF
belegt oder mittels einer Kurzschlusslasche iberbrickt werden kdnnen. Die Konfiguration des
Frequenzgenerators wirkt sich im Wesentlichen auf die eingekoppelte Leistung bei Betrieb des
Frequenzgenerators sowie die Frequenz des alternierenden Magnetfeldes aus. In den Konden-
satorplatzen wurden 0,33 pF und 0,17 pF Kondensatoren parallel vor und hinter der Spule ein-

gebaut.

o Thermographische Visualisierung der freigesetzten Warmeenergie

Die durch induktive Anregung magnetischer Nanopartikel erzeugte Temperaturerhéhung des um-
liegenden Mediums wurde thermographisch visualisiert. Dazu wurde basierend auf den im Vor-
lauferprojekt 18612 N '8! gewonnenen Erkenntnissen ein VarioCAM®HDx head 675 Thermogra-

phiesystem mit einer 40 mm + 0,5 x Vorsatzlinse verwendet (InfraTec GmbH, s. Kap. 3), das Uber
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eine thermische Aufldsung von 0,03 K verfugt. Die Detektion erfolgte mit einer IR-Auflésung von
640x480 Pixeln bei einer Pixelgrof3e von 22,7 ym. Zur Steuerung und Auswertung der Messun-
gen wurde die IRBIS®3.1 Software verwendet.

Zur Visualisierung der Temperaturerhdhung in der Umgebung induktiv angeregter Magnetpartikel
haben sich aufgrund ihrer hohen spezifischen Heizrate insbesondere magnetische Nanopartikel
mit hohem Eisenoxidgehalt als geeignet erwiesen . Um die Netzwerkbildung nicht sterisch zu
hindern, wurden Magnetpartikel mit einem geringen Durchmesser bevorzu