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0 Kurzfassung der Ergebnisse 

Die sachgerechte Aufbereitung von Textilien aus hygienisch anspruchsvollen Bereichen erfolgt 

überwiegend durch textile Dienstleister. Zum Nachweis der anforderungsgerechten Hygiene auf-

bereiteter Textilien erfolgen regelmäßige innerbetriebliche Eigenkontrollen, u.a. durch Endpro-

duktkontrollen mittels Abklatschplatten. Mit der Auswertung der Abklatschplatten müssen derzeit 

mikrobiologische Fachlaboratorien beauftragt werden, woraus hohe Kosten für die textilen Dienst-

leister resultieren. Die Ergebnisse liegen frühestens nach zwei Tagen, im Falle eines selektiven 

Nachweises hygienerelevanter Mikroorganismen erst nach vier Tagen vor. 

Ziel des Forschungsprojektes war, durch eine Aptazym-initiierte Hybridisierungskettenreaktion 

unter Generierung von Magneto-Dendronen eine Erhöhung der Belegungsdichte magnetischer 

Partikel auf der Zelloberfläche von Mikroorganismen zu realisieren, um mit dem im IGF-Vorläufer-

Projekt entwickelten Nachweissystem auf Basis magnetisch induzierter Thermographie Zellen 

auf einem Beprobungsmedium visualisieren zu können. 

Um die Generierung netzwerkbildender Magneto-Dendronen in Gegenwart mikrobieller Kontami-

nationen auslösen zu können, waren zunächst cis-reaktive Aptazyme zu entwickeln, die bei Bin-

dung an ihre Zielstruktur ihre katalytische Aktivität entfalten und eine Initiatorsequenz freilegen. 

Basis für die Entwicklung solcher allosterisch kontrollierter Aptazyme waren Aptamere und Nuk-

leozyme. 

Es konnten Aptamere identifiziert und umfassend charakterisiert werden, die sich gegen eine 

ubiquitär auf der Zelloberfläche 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 I-R3 exemplarisch mit dem Aptamer Antibac1 (Zielstruktur: Pep-

tidoglykan) verknüpft. Durch Modifikation der Sequenz ist es gelungen, unter Erhalt der Spaltak-

tivität 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 Nukleinsäurestrukturen zusam-

menlagerten. Ausgewählte Hairpins wurden mit magnetischen Partikeln gekoppelt; so konnten 

Magneto-Dendronen zunächst auf Glasoberflächen und danach auch auf Zelloberflächen 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 Lösungsweg 

Ziel des Forschungsprojektes war, durch eine Aptazym-initiierte Hybridisierungskettenreaktion 

unter Generierung netzwerkbildender Magneto-Dendronen (selbstorganisierte dendritische Nuk-

leinsäurestrukturen, in denen magnetische Partikel eingebunden sind) eine Erhöhung der Bele-

gungsdichte auf der Zelloberfläche von Mikroorganismen mit magnetischen Partikeln (Magnet-

partikeln) zu erzielen, um mit dem im IGF-Vorläufer-Projekt 18612 N entwickelten Nachweissys-

tem auf Basis magnetisch induzierter Thermographie auch einzelne Zellen auf einem Bepro-

bungsmedium visualisieren zu können.  

Das Nachweisprinzip basiert auf der Markierung lebender Zellen mit cis-reaktiven Aptazymen. 

Bei solch einem cis-reaktiven Aptazym handelt es sich um einen Nukleinsäurestrang, der eine 

Aptamer- und Nukleozymsequenz beinhaltet, wobei sich der Strang aufgrund seiner katalytischen 

Aktivität selber spaltet. Die katalytische Aktivität wird erst bei Bindung der Aptamersequenz an 

ihre Zielstruktur auf der Zelloberfläche durch eine Konformationsänderung 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 für die Entwicklung solcher cis-reaktiver Aptazyme stellen Aptamere, die sich gegen 

spezifische Zielstrukturen auf der Oberfläche von Mikroorganismen richten, sowie Nukleozyme, 

die Nukleinsäurestränge spalten, dar.  

Der Lösungsweg 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 Nukleinsäurestrukturen 

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 Gegenüberstellung 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.  

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Aptamere stellen die Basis für die Entwicklung von Aptazymen (s. Kap. 2.3) dar: Aptamere sind 

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

quenzabhängigen intramolekularen Faltung und der Ausbildung spezifischer Tertiärstrukturen 

analog zu Antikörpern in der Lage sind [4,5], mit hoher Spezifität verschiedene Zielstrukturen, z.B. 

organische Moleküle [6-14], Mikroorganismen, Parasiten, Prionen, Krebszellen [9,10,15-18]  und Metal-

lionen [12-14,19] zu binden. Die Bindung an die Zielstrukturen erfolgt über Wasserstoffbrücken und 

elektrostatische Wechselwirkungen [20]. Aptamere gegen spezifische Zielstrukturen lassen sich 

mittels SELEX-Verfahren entwickeln [21]. Dabei erfolgt eine selektive Anreicherung spezifisch an 

die jeweilige Zielstruktur bindender Aptamere durch repetitive Wasch- und Vervielfältigungs-

schritte mit Polymerasekettenreaktion (PCR).  

Aptamere gegen S. aureus [10,16,22-25], verschiedene Salmonella sp. [9,10,16,22-26], B. cereus [27-30] und 

E. coli [10,16,22-24,26], deren Abwesenheit auf desinfizierend aufbereiteten Textilien im Rahmen in-

nerbetrieblicher Eigenkontrollen gemäß dem „Handbuch zur Validierung von desinfizierenden 

Waschverfahren für die Aufbereitung von Textilien aus hygienisch sensiblen Bereichen“ zu prüfen 

ist, sind literaturbekannt. Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl waren Aptamere als geeignet an-

zusehen, die sich gegen Zielstrukturen richten, die ubiquitär 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 [31,32]. Einige dieser literaturbe-

schriebenen Aptamere richten sich gegen die Zielstruktur Peptidoglykan [32-36]; bei anderen ist die 

Zielstruktur nicht bekannt [31]. Peptidoglykan ist Bestandteil der Zellwand grampositiver und gram-

negativer Mikroorganismen [37-41]. 

Auf Basis umfangreicher Literaturrecherchen identifizierte, für das Forschungsprojekt potentiell 

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

Bezeichnung Zielspezies / 

Zielstruktur 

Sequenz 

BacApt3 [29] B. cereus-
Sporen 

5‘-[Atto488]-TCGCGCGAGTCGTCTGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCATCGTCCTCCC-3‘ 

P12-31 [42] 

E. coli 

5‘-[Atto488]-CATACGATTTAGGTGACACTATAGCCCTCCGGGGGGGTCATCGG-
GATACCTGGTAAGGATAATTTCTCCTACTGGGATAGGTGGA-3‘ 

EA1P [43] 5‘-[Atto488]-CCCAAGCTTGGGTATGAGAGGATAGAGGGGGGGGGAGGTGGTTAGTG-
TAGGGTAGGTGGGAAGTTATCGCGGATCCGCG-3‘ 

SA-17 [44] 

S. aureus 

5'-[Atto488]-TCCCTACGGCGCTAACCCCCCCAGTCCGTCCTCCCAGCCTCACAC-
CGCCACCGTGCTACAAC-3‘ 

SA23 [45] 5'-[Atto488]-GCAATGGTACGGTACTTCCGGGCTGGCCAGATCAGACCCCGGATGAT-
CATCCTTGTGAGAACCACAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3 

SA-61 [44] 5'-[Atto488]-TCCCTACGGCGCTAACCTCCCAACCGCTCCAC-
CCTGCCTCCGCCTCGCCACCGTGCTACAAC-3 

S43 [45] 5'-[6FAM]-GCAATGGTACGGTACTTCCTCGGCACGTTCTCAGTAGCGCTCGCTGGTCA-
TCCCACAGCTACGTCAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3 

S25 [46] S. enteritidis 5'-[Atto488]-GGGUUCACUGCAGACUUGACGAAGCUUGAGAGAUGCCCCCUGAU-
GUGCAUUCUUGUUGUGUUGCGGCAAUGGAUCCACAUCUACGAAUUC-3‘ 

Antibac1 [36] Peptidoglykan 5‘-[Atto488]-TCGCGCGAGTCGTCTGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCATCGTCCTCCC-3‘ 

Tabelle 2 zeigt die zur Charakterisierung der Aptamere hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften 

ausgewählten Mikroorganismen. 

Tab. 2:  Verwendete Mikroorganismen 1) 

Mikroorganismus DSMZ-Nr. 1) Risikogruppe Verhalten bei Gram-Färbung 

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 

1) 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-Ösen-Ausstrich auf einer CASO-Agarplatte (s. Kap. 10.1) aus-

gestrichen; danach wurde die Platte bei 37 °C über Nacht inkubiert. Zum Anlegen einer Flüssig-

kultur wurde am Folgetag CASO-Bouillon (10-20 ml; Kap. 10.1) mit einer Einzelkolonie angeimpft 

und über Nacht bei 37 °C schüttelnd 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 Gaststätten, Lebensmittelindustrie) kommt den 

chemothermischen Desinfektionsverfahren die weitaus größte Bedeutung zu. In chemothermi-

schen Desinfektionsverfahren werden Wäscheposten und Flotte verfahrensabhängig auf eine 

Desinfektionstemperatur von 40-85 °C erwärmt, meistens jedoch 60 °C. Die Einwirkzeiten (Tem-

peraturhaltezeiten) gelisteter Verfahren betragen 5-45 min, praxisüblich sind 10-20 min. Die Do-

sierung des Desinfektionsmittels (Peroxoverbindung(en); häufig Peressigsäure) erfolgt nach Er-

reichen der vorgeschriebenen Desinfektionstemperatur [47,48]. Thermische Desinfektionsverfah-

ren, in denen Wäscheposten und Flotte verfahrensabhängig z.B. für 10 min auf 90 °C bzw. 15 min 

auf 85 °C erhitzt werden, spielen in der Praxis eine untergeordnete Rolle [47]. 

• Simulation eines chemothermischen Desinfektionsverfahrens 

Zur Simulation eines chemothermischen Desinfektionsverfahrens wurden 500 µl der jeweiligen 

Bakteriensuspension (2•108-5•108 Zellen einer Übernachtkultur) mit einem handelsüblichen Des-

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

• Simulation eines thermischen Desinfektionsverfahrens 

Zur Simulation eines thermischen Desinfektionsverfahrens wurden 1000 µl der jeweiligen Bakte-

riensuspension (106 oder 109 Zellen einer Übernachtkultur) im Thermoblock bei 90 °C für 10 min 

und 80 °C für 20 min schüttelnd (300 rpm) inkubiert.  

• Überprüfung der Inaktivierung 

Nach Waschen der Zellen mit PBS-Puffer (s. Kap. 10.1; durch dreimaliges Zentrifugieren bei 

2.000xg für 2-3 min und Resuspendieren des Zellpellets) wurden jeweils 50 µl bzw. 100 µl der 

jeweiligen Suspension auf CASO-Agarplatten ausplattiert und die Platten bei 37 °C über Nacht 

inkubiert.  

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

tivierung der Zellen schließen lässt. 
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2.1.3 Charakterisierung der Aptamere hinsichtlich ihrer Bindungsfähigkeit 

500 µl der jeweiligen Bakteriensuspension (2•108-5•108 Zellen einer Übernachtkultur) wurden mit 

2 µl einer 200 µM Lösung des zu charakterisierenden Aptamers für 1-2 h bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 2.000xg für 2-3 min abzentrifugiert, die 

Überstände (mit ungebundenen Aptameren) wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die 

Bakterienpellets (mit gebundenen Aptameren) wurden dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und 

in PBS-Puffer resuspendiert. Jeweils 100 µl der Proben (resuspendierte Pellets und Überstände) 

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 ausgewählten 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 [49] band, unter den beschriebenen Bedingungen aber weder flu-

orimetrisch noch fluoreszenzmikroskopisch eine Markierung der Stämme DSM 346, 

DSM 2569, DSM 12463 und DSM 104437 mit dem fluoreszenzmarkierten Aptamer nachzu-

weisen war. Zudem banden das Aptamer SA-61 [44], das ebenfalls gegen Zellen des Stamms 

ATCC 6538DR selektiert wurde, und das Aptamer SA43 [45], das gegen Zellen des Stamms 

ATCC 5325-4 selektiert wurde, an den Stamm DSM 799 [49]. 

→ das Aptamer BacApt3 [49] (selektiert gegen Endosporen des Stamms B. cereus MHI M1) 

auch an Endosporen des Stamms B. cereus DSM 31 [50] band. Ferner ließen 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 stärkere Fluoreszenz zu detektieren als bei Vorliegen vegetativer, lebender Zel-

len, sodass von einer höheren Anzahl gebundener Aptamere auszugehen war. Dies kann 

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

→ das Aptamer P12-31 [44] (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 EA1P (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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Darüber hinaus wurde das Aptamer Antibac1 [36] hinsichtlich seiner Bindungsfähigkeit an lebende 

und thermisch inaktivierte Zellen verschiedener Bakterienarten bzw. Stämme charakterisiert; die 

Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst: 

Tab. 3:  Bindungsfähigkeit des Aptamer Antibac1 [36] an verschiedene Bakterienarten bzw. Stämme (s. Tab. 2) 

 B. cereus  
DSM 31 

E. coli  
DSM 1576 

E. coli  
DSM 11250 

S. aureus 
DSM 799 

S. aureus  
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) ließ sich schließen, dass das Aptamer An-

tibac1 [36], welches sich gegen das ubiquitär in der Zellwand von Mikroorganismen vorkommende 

Peptidoglykan richtet, sowohl an die ausgewählten gramnegativen Stämme des Bakteriums 

E. coli als auch als an die ausgewählten grampositiven Stämme der Bakterien S. aureus und 

B. cereus band.  

 

 

Abb. 1: Bindung des Aptamers Antibac1 markiert mit Atto488 (grün fluoreszierend) an die Zelloberfläche von Bakterien. 
(A) Sekundärstruktur von Antibac1. (B) Architektur der Zelloberfläche 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-Färbung werden Bakterien hinsichtlich ihres unterschiedlichen Aufbaus der Zell-

wände differenziert und in zwei Gruppen eingeteilt (s. Abb. 1B): Nach Anfärbung der Bakterien 

mit einem basischen Anilinfarbstoff (z.B. Kristallviolett) wird nach Behandlung mit Lugolscher Lö-

sung (enthält einen Iod-Kaliumiodid-Komplex) ein Farbstoff-Iod-Komplex in den Zellen gebildet, 

der im Gegensatz zum primären Farbstoff wasserunlöslich ist. Da dieser Komplex in Ethanol lös-

lich ist, kann er aus gramnegativen Bakterien extrahiert werden, aus grampositiven Bakterien 

aufgrund der dickeren Zellwand aus Peptidoglykan (Mureinschicht) aber nicht [51,52]. Der unter-

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

Da sowohl eine Markierung der ausgewählten gramnegativen als auch grampositiven Bakterien-

arten bzw. Stämme (s. Tab. 2) mit dem Aptamer Antibac1 [36] nachgewiesen wurde, wurde dieses 

Aptamer exemplarisch für die Entwicklung cis-reaktiver Aptazyme (s. Kap. 2.3) ausgewählt. Die Se-

kundärstruktur des Aptamers Antibac1 [36] ist in Abbildung 1A dargestellt. 

Zusammenfassend war festzustellen, dass nicht bei allen ausgewählten Stämmen eine Bindung 

sich gemäß 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. für die Aptamere nicht zugänglich auf der Zelloberfläche aller 

Stämme 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 gemäß 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 gemäß Literatur gegen Endosporen von B. cereus richtet, war eine deutlich stär-

kere Bindung an Zellen zu verzeichnen, die zuvor einer thermischen Behandlung unterzogen wur-

den, was auf eine Sporulation hindeuten kann. Bei dem Aptamer Antibac1, das gegen die Zielstruk-

tur Peptidoglyklan selektiert wurde, ließ sich bei allen ausgewählten Bakterienarten und Stämmen 

eine Bindung nachweisen. Das Aptamer Antibac1 eignete sich nicht zur Diskriminierung zwischen 

lebenden und inaktivierten Zellen: Während 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 Zugänglichkeit der Zielstruktur für das Aptamer zurückzuführen 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 Aktivität selbst spalten kann. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

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

mische Reaktionen an DNA- bzw. RNA-Strängen haben (z.B. Spaltung durch Umesterung oder 

Hydrolyse, Ligation, Phosphory-, Adeny- oder Deglykosylierung [20,53-56]). Nukleozyme aus DNA 

werden als Desoxyribozyme (DNAzyme) bezeichnet; Ribozyme sind Nukleozyme aus RNA. Im 

Gegensatz zu Ribozymen kommen DNAzyme nicht natürlich vor [55,57]. DNAzyme werden künst-

lich mit in vitro Selektions-Verfahren, z.B. dem SELEX-Verfahren [56-59] hergestellt, d.h. die Nuk-

leinsäuresequenzen sind bekannt. Nukleozyme sind dauerhaft aktiv, allerdings benötigen sie 

häufig Cofaktoren (z.B. zweiwertige Ionen wie Magnesium- oder Calciumionen).  

Zunächst wurden cis-reaktive bzw. selbstspaltende DNAzyme identifiziert, die gemäß Literatur-

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

Tab. 4: Beispiele für literaturbeschriebene, cis-reaktive bzw. selbstspaltende DNAzyme, Spaltstelle: hellblau markiert 

Bezeichnung Sequenz Kofaktor kobs [min-1] 1) 

I-R3 [60] 5‘-AGTCAGAAAGATAATCTAGTTGAGCTGTCTGCATCACGAG-
GAACTCGTGATGCAGACGTTGAAGGATTATCTTTCTGACT-3‘ 

Zn2+ 
1,0 (bei 37 °C);  
1,6 (bei 45 °C) 

DEC22-18A 2) [61] 5‘-GATGTGTCCGTGC[FLUdT]a[DABdT]GGTTCGATTCTTGATCGTT-
GTCATTGGCACACGGAGGTTTACTGAGTGGTAACCACGTT-
GCATGGAA-3‘ 

Co2+, Ni2+, 
Mn2+ 

1,0 3) 

LU12 2) [62]  5‘-CTGCAGAATTCTAATACGAGTCACTATaGGAAGAT-
GGCGAAACATCTTTACAAGGAACGGT-
TATAGTGAAAGGAAACTCGTAGTCGGTAAGCTTGGCAC-3‘ 

Nd3+ 0,12 

NaA43 2) [63]  5‘-GTTCAGACTAATCATCACGTATaGGAAGTACCGCATGGTACCA-
GGTCAAAGGTGGGTGAGGG-
GACGCCAAGAGTCCCCGCGGTTACGTGATGTGAGCCTACGATGA
GAC-3‘ 

Na+ 0,10 

PSCu10 4) [64] 5‘-CTGCAGAATTCTAATACGAGTCACTATPTOaGGAAGAT-
GGCGAAACATCTTCACCAG-
GAAATAGAGACAAATTAGCAGGTATTGTAACTGGTTAGAACGATTA
GTGACGGTAAGCTTGGCAC-3‘ 

Cu2+ 0,10 

1) Geschwindigkeitskonstante, 2) DNA-Strang mit Ribonukleotid als Schnittstelle, 3) unter Verwendung von Co2+ als Kofaktor 
4) DNA-Strang mit PTO-Base als Schnittstelle (PTO: Phosphothioat)  

Ausgewählt wurde das selbstspaltende DNAzym I-R3, da davon auszugehen war, dass es sich 

aufgrund seiner kurzen Sequenzlänge (80 nt) und einfachen Sekundärstruktur gut mit Aptameren 

zu einem cis-reaktiven Aptazym (s. Kap. 2.3) verbinden lässt. Das DNAzym I-R3 verwendet nicht-

toxische Zn2+-Ionen als Kofaktor. Ferner sind DNA-Stränge mit Ribonukleotid oder PTO-Base als 

Schnittstelle aufwendig zu synthetisieren und damit kostspielig. 
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Tab. 5: Sequenzen der I-R3-basierten DNAzyme [60]; Spaltstelle: hellblau 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 

Spaltaktivität führt (I-R3inv; s. Tab. 5 und Abb. 2). 

 

Abb. 2: Sekundärstruktur der Nukleozyme „I-R3“ und „I-R3inv“. Spaltstelle:  hell blau und katalytisches Zentrum: blau hervorge-
hoben 

Die I-R3-basierten DNAzyme [60] wurden hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivität charakterisiert. 

• Bestimmung der Spaltaktivität der DNAzyme 

Um unerwünschte, die Funktionalität beeinträchtigende Basenpaarungen aufzulösen, wurden 

1 µl einer 100 µM Lösung der DNAzyme zunächst für 2-3 min bei 90 °C im Thermocycler (Bio-

metra) in 9 µl Faltungspuffer (s. Kap. 10.1) denaturiert und auf Eis heruntergekühlt. Danach 

wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 µl Spaltungspuffer (s. Kap. 10.1) gestartet; dabei ergab 

sich eine Endkonzentration von 2 mM ZnCl2 und 20 mM MgCl2 in der Reaktionslösung. Die Pro-

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

• Nachweis der Spaltprodukte 

Die Spaltprodukte wurden anhand ihrer Größe zusammen mit Marker-Fragmenten (DNA Leiter) 

bekannter Größe in einem 3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem grün-

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

rungen schwächer angefärbt. 

Wurden die erforderlichen Zn2+-Ionen als Kofaktoren in Form von ZnCl2 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, führte eine Umkehrung der Nukleotid-

abfolge innerhalb des katalytischen Zentrums des DNAzyms zum vollständigen Verlust der 

Spaltaktivität; es waren keine Spaltprodukte (bei I-R3inv: 59 nt und 21 nt) nachzuweisen. 

 

Abb. 3: Spaltaktivität der DNAzyme „I-R3“ und „I-R3inv“ 

Folglich ist es gelungen, ein DNAzym zu identifizieren, das sich effizient selber spalten kann. Zu-

dem ist das DNAzym I-R3 aufgrund seiner kurzen Sequenzlänge (80 nt) und einfachen Sekun-

därstruktur besonders geeignet, um mit verschiedenen Aptameren zu einem cis-reaktiven Aptazym 

(s. Kap. 2.3) verknüpft 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 

Verknüpfung eines Aptamers mit einem Nukleozym erzielt werden. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Aptazyme können Zielstrukturen binden und katalytisch wirken [59]. Als Zielstrukturen kommen 

alle Moleküle bzw. molekularen Strukturen in Betracht, gegen die es bereits Aptamere gibt bzw. 

gegen die sich Aptamere entwickeln lassen [59]. In der Literatur sind auf verschiedenen Nukleo-

zymen (z.B. Hammerkopf-Ribozyme, Haarnadel-Ribozym, Ligase-Ribozym, Diels-Alderase-Ri-

bozym) basierende Aptazyme beschrieben [65]. Prinzipiell lassen sich cis- und trans-reaktive Ap-

tazyme unterscheiden: Ein cis-reaktives Aptazym [66] ist ein Nukleinsäurestrang, 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 Aktivität selbst. Bei einem trans-reaktiven Aptazym handelt es 

sich um einen Nukleinsäurestrang, der eine Aptamer- und eine Nukleozymsequenz umfasst; die-

ser bindet einen spezifischen Nukleinsäurestrang (Nukleozymsubstrat) durch Hybridisierung und 

spaltet den gebundenen Strang. Trans-reaktive Aptazyme können eine Vielzahl solcher Substrat-

stränge katalytisch spalten [67]. Bei allosterisch kontrollierten Aptazymen führt die Bindung der 

Aptamersequenz an ihre Zielstruktur zu einer Konformationsänderung, infolge derer die katalyti-

sche Aktivität 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) [36] ausgewählt.  

Tab. 6:  Sequenzen der entwickelten selbstspaltenden Aptazyme 

 Nach Verknüpfung von DNAzym I-R3 [60] und Aptamer Antibac1 (AB1) [36] wurde eine Initiatorsequenz (Target M) 
zum Start einer Hybridisierungskettenreaktion eingeführt; zur Erzielung einer allosterischen Kontrolle wurde eine Se-
quenzanpassung vorgenommen. Die Sequenzabschnitte sind farbig markiert: AB1: grün, Target M: rot, I-R3 kataly-
tisches Zentrum: blau, Spaltstelle: hell blau, angepasste Sequenz: orange 

Name Sequenz 

AB1/R3-Target M-3‘ 1) 5‘-AGGACAGGCACTAGTTGAGCTGACGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCGTCGTTGAAGGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-3‘ 

allo-AB1/R3-Target M-3‘ 2) 5‘-AGGACAGGCACTAGTTGAGCTGACGGGCTCAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCGCGCGTCGTTGAAGGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-3‘ 

AB1/R3-Target M-5‘ 3) 5‘-TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGCTAGTTGAGCTGACGGGGACAGG-
GAGTGCGCTGCTCCCCCCGCGTCGTTGAAGGCCAGTCTCTC-3‘ 

1)  AB1/R3-Target M-3‘: konstitutiv aktives Aptazym mit Initiatorsequenz am 3‘-Ende, Spaltaktivität nur vom Kofaktor abhängig 

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

3) AB1/R3-Target M-5‘:konstitutiv aktives Aptazym mit Initiatorsequenz am 5‘-Ende, Spaltaktivität nur vom Kofaktor abhängig 

Die Sequenzen wurden in silico verknüpft und modifiziert (s. Tab. 6 und Abb. 4): Die Sequenz in 

der Stammschleife des DNAzyms I-R3 wurde durch die Sequenz des Aptamers Antibac1 [36] 

ausgetauscht. Zum einen wurde die Sequenz am 3‘-Ende des DNAzyms modifiziert, um eine 

Initiatorsequenz zum Start einer Hybridisierungskettenreaktion (s. Kap. 2.4) einzuführen. 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‘ unabhängig von der Bindung an seine Zielstruktur 

spaltungsaktiv ist (s. Abb. 4A), wurden zur Generierung eines allosterisch kontrollierten Ap-

tazyms, dessen Spaltaktivität erst durch eine Konformationsänderung 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) übergeht 



Seite 15 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 21938 N 

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 Zelloberfläche gebunden vorliegt (s. Kap. 2.6). 

Die designten Aptazyme wurden hinsichtlich ihrer Spaltungsaktivität charakterisiert. Dabei wurde 

auch der Einfluss der Kofaktorkonzentration auf die Aktivität des Aptazyms untersucht, indem die 

Konzentration an Zn2+-Ionen (0 -10 mM; Kofaktor) in den Proben variiert wurde. 

• Bestimmung der Spaltaktivität der Aptazyme 

Um unerwünschte, die Funktionalität beeinträchtigende Basenpaarungen aufzulösen, wurden 

1 µl einer 100 µM Lösung des jeweilgen  Aptazyms zunächst für 2-3 min bei 90 °C im Thermo-

cycler (Biometra) in 9 µl Faltungspuffer (s. Kap. 10.1) denaturiert und auf Eis heruntergekühlt. 

Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von Spaltungspuffer (s. Kap. 10.1) gestartet. Die Pro-

ben wurden bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. 

• Nachweis der Spaltprodukte 

Die Spaltprodukte wurden anhand ihrer Größe zusammen mit Marker-Fragmenten (DNA Leiter) 

bekannter Größe in einem 3 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem grün-

fluoreszenten DNA-Farbstoff (SYBR® Safe) visualisiert.  
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Abb. 4: Vorhergesagte Sekundärstrukturen der entwickelten Aptazyme basierend auf dem DNAzym I-R3 [32,60] und dem Ap-
tamer Antibac1 (AB1) [36] 

 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 über. 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: grün, Target M: rot, I-R3 katalytisches Zentrum: blau, Spaltstelle: 
hell blau, angepasste Sequenz: orange 
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Der Austausch der Sequenz in der Stammschleife des DNAzyms I-R3 [60] durch die Sequenz des 

Aptamers Antibac1 [36] führte zu keinem Verlust der katalytischen Aktivität, 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 Zn2+-Ionen war eine effek-

tive Spaltung des Aptazyms AB1/R3-Target M-3‘ zu beobachten; bei höheren Kofaktorkonzent-

rationen war keine katalytische Aktivität detektierbar. 

  

Abb. 5: Zn2+-abhängige Spaltaktivität des Aptazyms AB1/R3-Target M-3‘ und  
zeitabhängige Spaltaktivität 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 Spaltaktivität 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 Spaltaktivität als 

das konstitutiv aktive Aptazym AB1/R3-Target M-3‘. Dieses Ergebnis bestätigt die Vorhersage 

der Sekundärstrukturen (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 Spaltaktivität des Aptazyms 

allo-AB1/R3-Target M-3‘ nachzuweisen (s. Abb. 6), sodass davon auszugehen war, dass die 

Bindung an die Zielstruktur den Übergang von der geschlossenen in die offene Konformation 

fördert. Nach der Spaltung setzt das Aptazym allo-AB1/R3-Target M-3‘ die Initiatorsequenz für 

eine Hybridisierungskettenreaktion frei.  
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Abb. 6: Peptidoglykan-abhängige Spaltaktivität 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 

Spaltaktivität 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 verändertes Laufverhalten zeigte und schneller durch das Agarosegel wanderte. Aufgrund 

der geringeren Interkalation des DNA-Farbstoffs in kurze Einzelstränge wurden die Spaltprodukte 

schwächer angefärbt als das ungespaltene Aptazym.  

 

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

Folglich ist es gelungen, unter Erhalt der Spaltaktivität eine Initiatorsequenz (Target M) in Aptazyme 

zu integrieren, die auf dem DNAzym I-R3 und dem Aptamer Antibac1 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 Nukleinsäurestrukturen 

 Ziel des Arbeitsschrittes:  

Ziel des Arbeitsschrittes 4 war Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur und Reaktionsbedingungen 

zu identifizieren, unter deren Einsatz sich hochverzweigte Nukleinsäurestrukturen autonom bilden. 

Die Bildung der hochverzweigten Nukleinsäurestrukturen wird dabei durch eine Initiatorsequenz 

ausgelöst, die eine Hybridisierungskettenreaktion (HCR) startet.  

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Bei einer Hybridisierungskettenreaktion erfolgt die isothermale Hybridisierung von Oligonukleoti-

den mit teilweise zueinander komplementären Nukleinsäuresequenzen [68,69]: Das Prinzip der 

Hybridisierungskettenreaktion beruht üblicherweise auf der alternierenden Hybridisierung von 

mindestens zwei einzelsträngigen Oligonukleotiden mit Haarnadelstruktur (H1 und H2), d.h. die 

zueinander komplementären Sequenzen im Oligonukleotid liegen hybridisiert vor und bilden den 

Stamm (intramolekulare Basenpaarungen). In Gegenwart eines Initiators (Oligonukleotid mit Ini-

tiatorsequenz) kommt es zu einer Strangverdrängungsreaktion unter partieller Hybridisierung von 

Initiator und Oligonukleotid H1, bei der die Haarnadelstruktur des ersten Oligonukleotids (H1) ge-

öffnet wird. Das nicht hybridisiert vorliegende Strangende des Oligonukleotids H1 besitzt eine 

komplementäre Sequenz zu dem Oligonukleotid H2, sodass es wiederum zu einer Strangver-

drängungsreaktion unter partieller Hybridisierung von Oligonukleotid H1 und Oligonukleotid H2 

kommt. Das nicht hybridisiert vorliegende Strangende des Oligonukleotids H2 enthält 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 komplementäre Nukleinsäuresequenzen zu mehr 

als einem weiteren Oligonukleotid aufweisen, lassen sich mittels Hybridisierungskettenreaktion 

verzweigte Strukturen (mit x2-Verzweigungen) bzw. hochverzweigte, sog. dendritische Strukturen 

(mit bis zu 2x-Verzweigungen) generieren [70-71]. Ferner ist in der Literatur auch eine Variante der 

Hybridisierungskettenreaktion beschrieben, bei der anstelle von Oligonukleotiden mit Haarnadel-

struktur doppelsträngige Nukleinsäuren mit sog. Bulge-Loops verwendet werden [73]. Bei solchen 

doppelsträngigen Nukleinsäuren mit Bulge-Loops weist einer der beiden Nukleinsäurestränge 

ungepaarte Basen (mind. einen nicht hybridisierten Sequenzanschnitt) auf, während der andere 

Strang durchgehend hybridisiert vorliegt [74]. 

Basierend auf Literaturrecherchen wurden eine Initiatorsequenz (Target M) und sechs Oligonuk-

leotide mit Haarnadelstruktur identifiziert, kurz als Hairpins bezeichnet, die sich autonom zu 

hochverzweigten Nukleinsäurestrukturen, sog. Dendronen, zusammenlagern können [72] 

(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-

fläche binden zu können. Die Hairpins wurden am 5‘-Ende mit dem Fluorophor Atto488 (grün 

fluoreszierend) markiert. 

Tab. 7: Oligonukleotide [75], inkl. [Modifizierung], die hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Generierung hochverzweigter Nukleinsäu-
restrukturen charakterisiert wurden. Zueinander komplementäre Sequenzen sind farbig markiert. 

Name Sequenz Anzahl nt 

Initiatorsequenz 
„Target M“ 

5′-[Thiol-C6]-TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-[Atto390]-3′ 26 

Hairpin A1 5′-[Atto488]-TGTGTTTGATTGTGTTTGTGCCTGTCCTGGAACCACCACACATACATACAACCA
AGAACCCAACGCCAGTCTCTCCCAGGACAGGCACAA-3′ 

90 

Hairpin A2 5′-[Atto488]-GGTTCTTGGTTGTATGTATGTGTGGTGGTTTCCTTCTCTCTTACCCTACATACTT
CACACGACACACGACAACATAACCACCACACATAC-3′ 

90 

Hairpin A3 5′-[Atto488]-GTGTGAAGTATGTAGGGTAAGAGAGAAGGACCAGGACAGGCACAAACACAAT
CAAACACAACACACAACGACGAATCCTTCTCTCTTACC-3′ 

90 

Hairpin B1 5′-[Atto488]-GAGATAGAGAACAGAGACACACGACAACATTTCGTCGTTGTGTGTTTTTTTGTT
TGTTTTGTATGTGTGGTGGTTATGTTGTCGTGTGTC-3′ 

90 

Hairpin B2 5′-[Atto488]-AAAACAAACAAAAAAACACACAACGACGAAGAGAGACTGGCGTTGAGGTGGA
GGTTGTATGGTAAGAGAGAAGGATTCGTCGTTGTGTGT-3′ 

90 

Hairpin B3 5′-[Atto488]-ATACAACCTCCACCTCAACGCCAGTCTCTCATGTTGTCGTGTGTCTCTGTTCTC
TATCTCTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGCGTTG-3′ 

90 

Der Netzwerkbildung liegt dabei der folgende Mechanismus zugrunde: Die Hairpins weisen am 

an beiden Strangenden eine Abfolge komplementärer Basen auf, die hybridisieren; aufgrund der 

intramolekularen Basenpaarung entsteht eine Stammschleife (s. Abb. 8). Zur Öffnung der 

Stammschleife des ersten Hairpins A1, mit der die Hybridisierungskettenreaktion beginnt, ist nur 

das Target M fähig. Das Target M öffnet die Haarnadelstruktur des ersten Hairpins A1, da seine 

Sequenz (Initiatorsequenz) komplementär zu einem Sequenzabschnitt im Stamm der Haarnadel-

struktur des Hairpins A1 ist und mit dieser hybridisiert. Das über Hybridisierung an das Target M 

gebundene Oligonukleotid A1 weist wiederum komplementäre Sequenzabschnitte zu zwei wei-

teren Hairpins A2 und A3 auf und öffnet deren Haarnadelstruktur unter Hybridisierung, wobei die 

Y-förmige Strukturuntereinheit A entsteht (s. Abb. 8). Die beiden einzelsträngigen Sequenzen der 

Y-förmigen Strukturuntereinheit A induzieren daraufhin die Bildung von zwei Y-förmigen Struktur-

einheiten B; sie weisen jeweils einen komplementären Sequenzabschnitt zu einem weiteren Hair-

pin B1 bzw. B2 auf und öffnen deren Haarnadelstruktur unter Hybridisierung. Die über Hybridi-

sierung an die Struktureinheit A gebundenen Oligonukleotide B1 bzw. B2 besitzen komplemen-

täre Sequenzabschnitte zu zwei weiteren Oligonukleotiden (B2 und B3 bzw. B1 und B3). Die 

beiden einzelsträngigen Sequenzen von der Struktureinheit B initiieren wiederum die Bildung von 

zwei weiteren Y-förmigen 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 Nukleinsäurestrukturen fluoreszenzmikroskopisch oder flu-

orimetrisch nachweisen zu können, musste das Target M zunächst auf einer Oberfläche immo-

bilisiert werden; da sonst keine Möglichkeit bestand, nicht an der Netzwerkbildung beteiligte Hair-

pins vor der Analyse durch Spülen zu entfernen. Um die Immobilisierung nachweisen zu können, 

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

• Immobilisierung des Target M [72] 

Um aktivierte Thiolgruppen zur Bindung des Target M an mit Mercaptosilan beschichteten Glas-

oberflächen (Objektträger, s. Kap. 10.2) oder Maleimid-funktionalisierten Mikrotiterplatten 

(Thermo ScientificTM PierceTM, Cat#15153) zu erhalten, wurden pro Ansatz 2,5 µl einer 100 µM 

Lösung des Target M mit einem 10-fachen Überschuss an TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin: 

1 µl einer 200 µM Stammlösung) und 1,5 µl einer 500 mM Natriumbicarbonatlösung über Nacht 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde jeder Ansatz auf die jeweilige Oberfläche 

pipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde nicht an die 

Oberfläche gebundenes Target M durch dreimaliges Waschen mit TNTw-Waschpuffer 

(s. Kap. 10.1) entfernt. 
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• Generierung hochverzweigter Nukleinsäurestrukturen 

Jeweils 1 µl einer 100 µM Lösung der Atto488-markierten Hairpins A1-A3 (s. Tab. 7) wurden in 

7 µl HCR-Puffer (s. Kap. 10.1) gelöst und zur Initiierung der Hybridisierungskettenreaktion zum 

immobilisierten Target M pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln wurden je 1 µl der Atto488-markierten Hairpins B1-B3 und 7 µl HCR-Puffer hinzupipet-

tiert und der Ansatz für weitere 1-3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nicht an der 

Netzwerkbildung beteiligte Hairpins wurden durch dreimaliges Spülen mit TNTw-Waschpuffer 

(s. Kap. 10.1) entfernt.  

• 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; für Atto488: Anregung: 420-490 nm, Emission: 520 nm, für Atto390:  Anregung: 

361-389 nm, Emission: 430-490 nm). 

Die Generierung hochverzweigter Nukleinsäurestrukturen konnten fluorimetrisch und fluoreszenz-

mikroskopisch nachgewiesen werden (s. Abb. 9). 

 

Abb. 9: Target M (Initiatorsequenz) immobilisiert auf mit Mercaptosilan beschichteten Glasoberflächen (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 Oberflä-

chen immobilisiert werden. Durch Inkubation des Target M mit den sechs Atto488-markierten 

Hairpins ließ sich zudem ein mehr als 30-facher Anstieg der Fluoreszenzintensität erzielen 

(s. Abb. 9B), was die Bildung hochverzweigter Nukleinsäurestrukturen, sog. Dendronen, belegt. 
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Folglich ist es gelungen, Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur, unter deren Einsatz sich hochver-

zweigte Nukleinsäurestrukturen autonom bilden, und eine Initiatorsequenz, die eine Hybridisie-

rungskettenreaktion startet, zu identifizieren sowie Reaktionsbedingungen für die Hybridisie-

rungskettenreaktion zu etablieren. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht. 

2.5 Entwicklung netzwerkbildender Magneto-Dendronen 

 Ziel des Arbeitsschrittes:  

Ziel des Arbeitsschrittes 5 war, magnetische Partikel in hochverzweigte Nukleinsäurenetzwerke 

einzubinden, die Magnetpartikel induktiv anzuregen und thermographisch zu visualisieren. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Nachdem die Generierung hochverzweigter Nukleinsäurenetzwerke unter Einsatz mit Fluoropho-

ren markierter Hairpins demonstriert werden konnte, wurde untersucht, ob sich hochverzweigte 

Nukleinsäurenetzwerke mit darin gebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen, durch 

eine Hybridisierungskettenreaktion auf einer Oberfläche erzeugen lassen und ob die Magneto-

Dendronen durch magnetisch induzierte Thermographie [76] nachweisbar sind.  

• Induktive Anregung 

Basierend auf den im Vorläuferprojekt 18612 N [76] gewonnenen Erkenntnissen erfolgte die induk-

tive Anregung der Magnetpartikel in einem alternierenden Magnetfeld, das mittels eines Fre-

quenzgenerators (Trumpf-Hüttinger mit 5 kW Leistung und 400 V Spannung) und eines eigens 

konzipierten Induktors (zylindrische Spule: 4 Windungen, 30 mm Höhe, 20 mm Innendurchmes-

ser) erzeugt wurde. Mit dem Frequenzgenerator lassen sich alternierende Magnetfelder im 

dreistelligen kHz-Frequenzbereich generieren. Der verwendete Frequenzgenerator besitzt vier 

Kondensatorplätze, die jeweils mit Kondensatoren der Kapazität 1,33 μF, 0,33 µF oder 0,17 μF 

belegt oder mittels einer Kurzschlusslasche überbrückt werden können. 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-

satorplätzen wurden 0,33 µF und 0,17 µF Kondensatoren parallel vor und hinter der Spule ein-

gebaut.  

• Thermographische Visualisierung der freigesetzten Wärmeenergie 

Die durch induktive Anregung magnetischer Nanopartikel erzeugte Temperaturerhöhung des um-

liegenden Mediums wurde thermographisch visualisiert. Dazu wurde basierend auf den im Vor-

läuferprojekt 18612 N [76] gewonnenen Erkenntnissen ein VarioCAM®HDx head 675 Thermogra-

phiesystem mit einer 40 mm + 0,5 x Vorsatzlinse verwendet (InfraTec GmbH, s. Kap. 3), das über 
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eine thermische Auflösung von 0,03 K verfügt. Die Detektion erfolgte mit einer IR-Auflösung von 

640x480 Pixeln bei einer Pixelgröße von 22,7 μm. Zur Steuerung und Auswertung der Messun-

gen wurde die IRBIS®3.1 Software verwendet. 

Zur Visualisierung der Temperaturerhöhung in der Umgebung induktiv angeregter Magnetpartikel 

haben sich aufgrund ihrer hohen spezifischen Heizrate insbesondere magnetische Nanopartikel 

mit hohem Eisenoxidgehalt als geeignet erwiesen [76]. Um die Netzwerkbildung nicht sterisch zu 

hindern, wurden Magnetpartikel mit einem geringen Durchmesser bevorzugt (s. Tab. 8).  

Tab. 8: Verwendete magnetische Partikel (Magnetpartikel) 

Bezeichnung 
Durchmesser  

(d) [nm] 1) 
Eisenoxidge-
halt (w/w) [%] 1) 

Eisenkonzentra-
tion [mg/ml] 

Partikelkonzen-
tration [mg/ml] 

Anzahl 

[Partikel/ml] 

synomag®-D Plain 

(104-00-501) 
50 50 10 20 1,2•1014 

synomag®-D Streptavidin 

(104-19-501) 
50 60 3 5 3,1•1013 

1) gemäß Herstellerangaben 

Die verwendeten Magnetpartikel enthielten kovalent an die Oberfläche gebundenes Streptavidin 

für die Kopplung an die biotinylierten Hairpins B2 und B3 (s. Tab. 9 und s. Abb. 10). Die funktio-

nellen Gruppen Streptavidin bzw. Biotin zur Kopplung der Magnetpartikel an die Hairpins wurden 

ausgewählt, da diese Gruppen in Nukleinsäuresträngen nicht vorkommen und somit eine Kopp-

lung an das 5‘-Ende des jeweiligen Hairpins sichergestellt ist. 

 

Abb. 10: Biotin-Streptavidin-vermittelte Kopplung der Hairpins B2 und B3 an die magnetischen Nanopartikel 
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2.5.1 Charakterisierung der magnetischen Nanopartikeln  

Die magnetischen Nanopartikel (synomag®-D Plain) wurden zunächst hinsichtlich der bei induk-

tiver Anregung erzeugten Wärmeenergie charakterisiert:  

• Variation der Partikelkonzentration 

Unter Variation der Partikelanzahl bzw. -konzentration wurden 50 µl einer Suspension aus mag-

netischen Nanopartikeln in einem alternierenden Magnetfeld mit einer Frequenz von 608 kHz und 

einer Leistung von 0,42 kW angeregt und über 290 s in einem Zeitabstand von 10 s thermogra-

phisch analysiert (s. Abb. 11). 

 

Abb. 11: Temperaturänderung bzw. -verlauf bei induktiver Anregung von 50 µl einer Partikelsuspension mit unterschiedlicher 
Partikelanzahl in einem alternierenden Magnetfeld mit einer Frequenz von 608 kHz und einer Leistung von 0,42 kW 

Abbildung 11 zeigt die gemessene Temperaturänderung bei induktiver Anregung der magneti-

schen Nanopartikel (Punkte) sowie den Temperaturverlauf (Trendlinien: zeitabhängige Tempera-

turerhöhung) in Abhängigkeit von der Partikelanzahl. Ab einer Mindestanzahl von 7,6•109 Parti-

keln (Mindestkonz.: 1,5•108 Partikel/µl) war bei einer Anregungsdauer von 290 s eine Tempera-

turerhöhung um 2,49 K detektierbar; erwartungsgemäß nahm die zu messende Temperaturerhö-

hung mit zunehmender Partikelanzahl zu. Bei einer kürzeren Anregungsdauer von 60 s waren 

mindestens 1,9•1010 Partikel (Mindestkonz.: 3,8•108 Partikel/µl) notwendig (s. Abb. 11 u. 

Abb. 12), um eine Temperaturerhöhung um 3,17 K nachweisen zu können. In Abbildung 12 ist 

die mittlere Erwärmungsrate (Heizrate in K/s) in Abhängigkeit von der Partikelanzahl bei einer 

Anregungsdauer von 60 s und 290 s dargestellt.  
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Abb. 12: Mittlere Erwärmungsrate (Heizrate in K/s) bei induktiver Anregung von 50 µl einer Partikelsuspension mit unter-
schiedlicher Partikelanzahl in einem alternierenden Magnetfeld mit einer Frequenz von 608 kHz und einer Leistung 
von 0,42 kW 

• Variation der Leistung des alternierenden Magnetfelds 

Zudem wurde der Einfluss der Leistung eines alternierenden Magnetfelds mit einer Frequenz von 

608 kHz auf die Temperaturerhöhung bei einer konstanten Partikelanzahl von 1,9•1010 Partikeln 

(Partikelkonz.: 3,8•108 Partikel/µl) analysiert; dazu wurde die Leistung schrittweise von 0,42 auf 

1,56 kW erhöht (s. Abb. 13). Dabei war davon auszugehen, dass die zu messende Temperaturer-

höhung mit steigender Leistung des alternierenden Magnetfelds zunimmt. 

 

Abb. 13: Temperaturverlauf bei induktiver Anregung der magnetischen Nanopartikel (1,9•1010 Partikel) in einem alternierenden 
Magnetfeld mit einer Frequenz von 608 kHz und variierender Leistung 

Die mittlere Erwärmungsrate stieg linear mit der Leistung des alternierenden Magnetfelds 

(s. Abb. 14). Wie erwartet, nahm mit steigender Leistung die in den magnetischen Nanopartikeln 

erzeugte Wärme zu, wodurch auch der Nachweis geringerer Partikelzahlen bzw. -konzentratio-

nen möglich wurde. 
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Abb. 14: Mittlere Erwärmungsrate (Heizrate in K/s) bei induktiver Anregung von 1,9•1010 magnetischen Nanopartikeln nach 
290 s in Abhängigkeit von der Leistung (Frequenz des alternierenden Magnetfeld: 608 kHz)  

2.5.2  Kopplung der magnetischen Nanopartikel an ausgewählte Hairpins 

Zur Entwicklung von Magneto-Dendronen wurden die in Kapitel 2.4 identifizierten Oligonukleotide 

(vgl. Tab. 7) verwendet, wobei ausgewählte Hairpins (B2 und B3) zur Kopplung mit magneti-

schen Nanopartikeln (synomag®-D Streptavidin) am 5′-Ende biotinyliert waren (s. Tab. 9).  

Tab. 9: Sequenzen von Target M und Hairpins [72] (inkl. [Modifizierung]), die zur Generierung von Magneto-Dendronen ver-
wendet wurden. Zueinander komplementäre Sequenzen sind farbig dargestellt. 

Name Sequenz Anzahl nt 

Initiatorsequenz 
„Target M“ 

5′-[Thiol-C6]-TTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGC-[Atto390]-3′ 26 

Hairpin A1 5′-TGTGTTTGATTGTGTTTGTGCCTGTCCTGGAACCACCACACATACATACAACCAAGAAC-
CCAACGCCAGTCTCTCCCAGGACAGGCACAA-3′ 

90 

Hairpin A2 5′-GGTTCTTGGTTGTATGTATGTGTGGTGGTTTCCTTCTCTCTTACCCTACATACTTCA-
CACGACACACGACAACATAACCACCACACATAC-3′ 

90 

Hairpin A3 5′-GTGTGAAGTATGTAGGGTAAGAGAGAAGGACCAGGACAGGCACAAACACAATCA-
AACACAACACACAACGACGAATCCTTCTCTCTTACC-3′ 

90 

Hairpin B1 5′-GAGATAGAGAACAGAGACACACGACAACATTTCGTCGTTGTGTGTTTTTTTGTTTGTTTT-
GTATGTGTGGTGGTTATGTTGTCGTGTGTC-3′ 

90 

Hairpin B2 5′-[Biotin]AAAACAAACAAAAAAACACACAACGACGAAGAGAGACTGGCGTTGAGGTG-
GAGGTTGTATGGTAAGAGAGAAGGATTCGTCGTTGTGTGT-3′ 

90 

Hairpin B3 5′-[Biotin]-ATACAACCTCCACCTCAACGCCAGTCTCTCATGTTGTCGTGTGTCTCTGTT-
CTCTATCTCTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACTGGCGTTG-3′ 

90 

• Kopplung der biotinylierten Oligonukleotide an die Streptavidin-beschichteten Magnetpartikel 

100 µl Stammsuspension aus magnetischen Nanopartikeln (synomag®-D Streptavidin, ca. 

3,1•1012 Magnetpartikel) wurden in 1 ml HCR-Puffer (s. Kap. 10.1) verdünnt, anschließend für 

2-3 min bei 16.000xg abzentrifugiert und danach in 100 µl HCR-Puffer resuspendiert. Jeweils 

50 µl der Partikelsuspension (ca. 1,5•1012 Magnetpartikel) wurden zu 2 µl einer Lösung des Hair-

pins B2 bzw. B3 (100 µM; ca. 6•1013 Oligonukleotide) pipettiert und für 2 h bei 4 °C inkubiert. 
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2.5.3 Entwicklung und thermographischer Nachweis von Magneto-Dendronen 

Unter Einsatz der in Tabelle 9 aufgeführten Oligonukleotide wurden Magneto-Dendronen auf 

Glasoberflächen, auf denen das Target M immobilisiert vorlag (s. Kap. 2.4), generiert und die 

Glasoberflächen nach induktiver Anregung der Magnetpartikel thermographisch analysiert. 

• Generierung der Magneto-Dendronen 

Eine Glasoberfläche auf dem das Target M immobilisiert vorlag (s. Kap. 2.4), wurde mit 25 µl 

einer Lösung der Hairpins A1, A2 und A3 (jeweils 6,8•1013 Oligonukleotide) überschichtet und 

60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 30 µl einer Lösung hin-

zugegeben, die die mit Magnetpartikeln markierten Hairpins B2 und B3 sowie das Hairpin B1 

enthielt (jeweils 3,5•1013 Oligonukleotide). Die Proben wurden weitere 2 h bei Raumtemperatur 

im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde die Lösung abpipettiert und die Glasoberfläche mit 

TNTw-Waschpuffer (s. Kap. 10.1) gespült.  

• Thermographischer Nachweis der Magneto-Dendronen 

Der Nachweis der Generierung von Magneto-Dendronen auf den Glasoberflächen erfolgte durch 

magnetisch induzierte Thermographie [76]: Dazu wurden die Proben in einem alternierenden Mag-

netfeld mit einer Frequenz von 608 kHz und einer Leistung von 1,72 kW angeregt und über 290 s 

in einen Zeitabstand von 10 s thermographisch analysiert (s. Abb. 15). Als Kontrollen dienten 

Glasoberflächen, auf denen das Target M immobilisiert vorlag, die aber nicht mit den Hairpins 

inkubiert worden waren (Kontrolle B), und Glasoberflächen, die zwar mit den Hairpins inkubiert 

worden waren, auf denen sich aber kein Target M befand (Kontrolle C).  

Abbildung 15 zeigt die thermographisch ermittelte Temperaturänderung (Mittelwerte aus zwei 

vermessenen Proben bzw. Kontrollen B + C) bei induktiver Anregung der Proben bzw. Kontrollen 

(Punkte) sowie den Temperaturverlauf (Trendlinien: zeitabhängige Temperaturerhöhung). Bei 

den Glasoberflächen, auf denen eine Generierung von Magneto-Dendronen zu erwarten war, war 

die Temperaturerhöhung deutlich höher (um 2,1 K) als bei Glasoberflächen, auf denen keine Ge-

nerierung von Magneto-Dendronen erfolgen konnte (Kontrollen B + C). Dies ist auch bei Betrach-

tung der mittleren Erwärmungsrate der Proben bzw. Kontrollen ersichtlich (s. Abb. 16). 
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Abb. 15: Temperaturverlauf bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 597 kHz, Leistung: 1,72 kW) 
einer Glasoberflächen  
- mit ins hochverzweigte Nukleinsäurenetzwerke eingebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen (A) 
- mit Target M, Kontrolle (B) 
- die mit Hairpins inkubiert wurden, auf der sich aber kein Target M befand, Kontrolle (C) 

Die Temperaturerhöhung der Kontrollen war auf die vom Induktor (Kupferspule) abgestrahlte 

Wärme zurückzuführen. Eine Erwärmung des Induktors ließ sich trotz innerer Kühlung der Kup-

ferspule nicht vermeiden. Die Erwärmung der Kontrollen durch die vom Induktor abgestrahlte 

Wärme erfolgte von den Außenseiten, die dem Induktor zugewandt waren, zum Inneren durch 

konvektiven Wärmetransport (s. Abb. 17); an Glasoberflächen, auf denen eine Generierung von 

Magneto-Dendronen zu erwarten war, erfolgte die Erwärmung hingegen von innen nach außen.  

 

Abb. 16: Mittlerer Temperaturanstieg (Heizrate in K/s) bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 
597 kHz, Leistung: 1,72 kW; Anregungsdauer: 60 s) einer Glasoberfläche  
- mit in hochverzweigte Nukleinsäurenetzwerke eingebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen (A) 
- mit Target M, Kontrolle (B) 
- die mit Hairpins inkubiert wurden, auf der sich aber kein Target M befand, Kontrolle (C) 
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Zudem war bei Glasoberflächen, auf denen eine Generierung von Magneto-Dendronen zu erwar-

ten war, die Temperaturerhöhung nicht nur deutlich größer, die Temperatur stieg insbesondere 

bei kurzer Anregungsdauer (z.B. 60 s) wesentlich schneller an als bei den Kontrollen. Aus den 

gewonnenen Erkenntnissen konnte somit geschlossen werden, dass Magneto-Dendronen auf 

den Glasoberflächen generiert und thermographisch detektiert werden konnten. Zudem waren 

bei mikroskopischer Analyse von Glasoberflächen, auf denen eine Generierung von Magneto-

Dendronen zu erwarten war, Partikelcluster erkennbar (Bilder nicht gezeigt). 

Abbildung 17 zeigt thermographische Aufnahmen einer Glasoberfläche, auf der eine Generierung 

von Magneto-Dendronen zu erwarten war und von Glasoberflächen, auf denen keine Generie-

rung von Magneto-Dendronen erfolgen konnte (Kontrollen B + C) vor induktiver Anregung (0 s) 

und nach einer Anregungsdauer von 290 s. 

vor induktiver Anregung nach induktiver Anregung   

 

 

1) 

 

Glasoberfläche mit ins hochverzweigte 
Nukleinsäurenetzwerke eingebundenen 
Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen 
(A) 

 

 Glasoberfläche mit Target M (Kontrolle, B) 

 

 mit Hairpins inkubierte Glasoberfläche 
ohne Target M (Kontrolle, C) 

Abb. 17: Thermographische Aufnahmen bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 597 kHz, 
Leistung: 1,72 kW; Anregungsdauer: 290 s) einer Glasoberfläche  
- mit in hochverzweigte Nukleinsäurenetzwerke eingebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dendronen (A) 
- mit Target M, Kontrolle (B) 
- die mit Hairpins inkubiert wurden, auf der sich aber kein Target M befand, Kontrolle (C) 

 1) Farbschlüssel für die vorliegenden Temperaturen  

In den thermographischen Aufnahmen nach induktiver Anregung ist zu erkennen, dass die Kon-

trollen (B + C) von den Außenseiten, die dem Induktor zugewandt waren, zum Inneren durch 

konvektiven Wärmetransport erwärmt wurden; der äußere Ring (in Abb. 17 mit Pfeilen gekenn-

zeichnet), der die Fassung abbildet, in der die Kontrollen lagen, ist wärmer als das Innere. Die 
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Glasoberfläche, auf der eine Generierung von Magneto-Dendronen zu erwarten war, wurde hin-

gegen durch die induktive Anregung der ins Netzwerk eingebundenen Magnetpartikel von innen 

nach außen erwärmt. 

Aus den erzielten Ergebnissen lässt sich schließen, dass Magneto-Dendronen auf den Glasober-

flächen generiert und thermographisch detektiert werden konnten. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht. 

2.6 Entwicklung der Aptazym-initiierten Hybridisierungskettenreaktion 

 Ziel des Arbeitsschrittes:  

Ziel des Arbeitsschrittes 6 war Magneto-Dendronen auf Zelloberflächen zu generieren und die 

markierten Zellen durch magnetisch induzierte Thermographie zu visualisieren. 

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Nachdem die Generierung von Magneto-Dendronen auf den Glasoberflächen demonstriert wer-

den konnte, wurde untersucht, ob sich Magneto-Dendronen durch eine Aptazym-initiierte Hybri-

disierungskettenreaktion auf Zelloberflächen erzeugen lassen (s. Abb. 18). 

 

Abb. 18: Hybridisierungskettenreaktion auf der bakteriellen Zelloberfläche 

Da keine Reaktionsbedingungen identifiziert werden konnten, unter denen eine effektive Bindung 

des Aptazyms an der Zielstruktur, eine effektive Selbstspaltung des Aptazyms sowie effektive 

Zusammenlagerung der Hairspins zu Dendronen stattfand, waren zur Generierung von Magneto-

Dendronen auf einer Zelloberfläche mehrere Reaktionsschritte notwendig. Somit wurde zur Ge-

nerierung von Magneto-Dendronen zuerst die Spaltung des Aptazyms AB1/R3-Target M-5‘ 
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(s. Tab. 6) initiiert (1. Schritt), danach wurden die gespaltenen Aptazyme an die Zelloberflächen 

der zu markierenden Mikroorganismen gebunden (2. Schritt) und zuletzt wurden die Zellen mit 

den oberflächengebundenen Aptazymen mit den Hairpins (s. Tab. 9) inkubiert (3. Schritt), wobei 

die Hairpins B2 und B3 mit Magnetpartikeln gekoppelt waren. 

• Kopplung der biotinylierten Oligonukleotide an die Streptavidin-beschichteten Magnetpartikel 

200 µl Stammsuspension aus magnetischen Nanopartikeln (synomag®-D Streptavidin, 

6,2•1012 Partikel) wurden mit 1 ml HCR-Puffer (s. Kap. 10.1) verdünnt und abzentrifugiert (10 min 

bei 16.000xg), der Überstand entfernt und die Partikel in 150 µl HCR-Puffer resuspendiert, um 

die Partikel zu waschen. Danach wurden je 75 µl der Partikelsuspension mit 4 µl Hairpin B2 bzw. 

4 µl Hairpin B3 (s. Kap. 2.4; je 1,2•1014 Moleküle) gemischt und für 4 h bei 4 °C inkubiert. Um 

ungebundene Hairpins abzutrennen, wurden die Magnetpartikel erneut abzentrifugiert und in 

75 µl HCR-Puffer resuspendiert. Dann wurden die beiden Magnetpartikel-gekoppelten Hairpins 

B2 und B3 zusammen mit 4 µl Hairpin B1 gemischt und über Nacht bei 4 °C gelagert. 

• Selbstspaltung des Aptazyms (1. Schritt) 

Die Selbstspaltung des Aptazyms AB1/R3-Target M-5‘ wurde durch Zugabe von Spaltungspuffer 

initiiert: Dafür wurden 5 µl einer 100 µM Stammlösung des Aptazyms mit 45 µl Faltungs- und 

50 µl Spaltungspuffer (s. Kap. 10.1) gemischt und über Nacht bei 37 °C im Thermocycler (Bio-

metra) inkubiert. 

• Bindung des Aptazyms an die Zelloberflächen (2. Schritt) 

100 µl einer Übernachtkultur (1•109 Zellen in CASO-Bouillon; E. coli DSM 11250) wurden mit dem 

über Nacht gespaltenen Aptazym gemischt und für 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur 

Abtrennung nicht gebundener Aptazyme wurde die Suspension anschließend abzentrifugiert 

(3.200xg) und der Überstand verworfen.  

• Initiierung der Hybridisierungskettenreaktion (3. Schritt) 

Zur Durchführung der Hybridisierungskettenreaktion wurden jeweils 4 µl einer 100 µM Lösung 

der Hairpins A1-A3 in 143 ml HCR-Puffer verdünnt und die Zellen mit oberflächengebundenen 

Aptazymen darin resuspendiert. Die Ansätze wurden für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden je 60 µl der Suspension aus den Hairpins B1-B3, von denen die Hairpins 

B2 und B3 mit Magnetpartikel gekoppelt waren, zugegeben und die Ansätze für 60 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze über eine Polyethersulfon-Membran mit 

0,22 µm Porengröße (FisherScientific; Art.Nr.: 11755305) filtriert, um nicht an den Zelloberflächen 

gebundene Hairpins bzw. Magnetpartikel durch Spülen entfernen zu können: Dazu wurden zu-

nächst 5 ml TNTw-Puffer (s. Kap. 10.1) und anschließend 15 ml HCR-Puffer (s. Kap. 10.1) ver-

wendet. Als Kontrollen dienten Ansätze, die E. coli-Zellen (B), die Hairpins A1-A3 und B1-B3 (C) 

sowie die Hairpins A1-A3 und B1-B3 nach Inkubation mit dem Target M (D) enthielten. 
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• Thermographischer Nachweis der Bindung von Magnetpartikeln an die Zelloberflächen 

Die Membranen, durch die (A) E. coli-Zellen, die zuerst mit dem Aptazym AB1/R3-Target M-5‘ 

 und danach mit den Hairpins (A1-A3 + B1-B3) inkubiert wurden,  

 (B) E. coli-Zellen (Kontrolle), 

 (C)  die Hairpins A1-A3 und B1-B3 (Kontrolle) sowie  

 (D) die Hairpins A1-A3 + B1-B3 nach Inkubation mit dem Target M 

  (Kontrolle) 

filtriert wurden, wurden einem alternierenden Magnetfeld mit einer Frequenz von 580 kHz und 

einer Leistung von 1,72 kW ausgesetzt, um auf der Membran verbliebene magnetische Nanopar-

tikel induktiv anzuregen. Um die bei induktiver Anregung der Magnetpartikel generierte Wärme 

zu detektieren, wurden die Proben über 290 s in einem Zeitabstand von 10 s thermographisch 

analysiert. Abbildung 19 zeigt die gemessene Temperaturänderung bei induktiver Anregung der 

jeweiligen Probe bzw. Kontrolle (Punkte) sowie den Temperaturverlauf (Trendlinien: zeitabhän-

gige Temperaturerhöhung). 

 

Abb. 19: Temperaturverlauf bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 580 kHz, Leistung: 1,72 kW) 
eines Filters  
- mit E. coli-Zellen, die zuerst mit dem Aptazym AB1/R3-Target M-5‘ und anschließend mit den Hairpins (A1-A3 
 und B1-B3) inkubiert wurden (A) 
-  mit E. coli-Zellen, Kontrolle (B) 
-  durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) filtriert wurden, Kontrolle (C) 
-  durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) nach Inkubation mit dem Target M filtriert wurden, Kontrolle (D) 

1) Hairpins B2 und B3 mit Magnetpartikeln gekoppelt 

Abbildung 20 zeigt die mittlere Temperaturänderung der Probe (A) bzw. der jeweiligen Kontrolle 

(B, C, D) bezogen auf die ersten 60 s der Messung.  
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Abb. 20: Mittlerer Temperaturanstieg (Heizrate in K/s) bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 
580 kHz, Leistung: 1,72 kW; Anregungsdauer: 60 s) eines Filters  
-  mit E. coli-Zellen, die zuerst mit dem Aptazym AB1/R3-Target M-5‘ und anschließend mit den Hairpins (A1-A3 
 und B1-B3) inkubiert wurden (A)  
- mit E. coli-Zellen, Kontrolle (B) 
- durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) filtriert wurden, Kontrolle (C) 
- durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) nach Inkubation mit dem Target M filtriert wurden, Kontrolle (D) 

1) Hairpins B2 und B3 mit Magnetpartikeln gekoppelt 

Aus den Graphen in Abbildung 19 ist zu erkennen, dass sich die Probe mit den E. coli-Zellen, auf 

deren Oberfläche durch Bindung des gespalteten Aptazyms AB1/R3-Target M-5‘ und anschlie-

ßende Inkubation mit den Hairpins (A1-A3 und B1-B3) Magneto-Dendronen generiert wurden, 

stärker erwärmt hat als die Kontrollen. Wie bereits in Kapitel 2.5 beschrieben, führt die vom In-

duktor (Kupferspule) abgestrahlte Wärme zu einer Temperaturerhöhung der Kontrollen und der 

Probe. Der höhere und zudem schnellere Temperaturanstieg bei der Probe im Vergleich zu den 

Kontrollen lässt jedoch auf eine induktive Anregung der magnetischen Nanopartikel schließen, 

die in das auf der Zelloberfläche generierte Nukleinsäurenetzwerk eingebunden sind (Magneto-

Dendronen). Zudem unterschieden sich die Probe und die Kontrollen in der Temperaturvertei-

lung: Während die Kontrollen von den dem Induktor zugewandten Außenseiten erwärmt wurden, 

stieg die Temperatur bei der Probe von innen nach außen, was auf eine induktive Erwärmung 

der Magnetpartikel hindeutet, da sich die Zellen, auf deren Oberfläche die Magneto-Dendronen 

generiert wurden, in der Membranmitte befanden (s. Abb. 21). 
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vor induktiver Anregung nach induktiver Anregung  Membran  

  
1) 

 

mit E. coli-Zellen, die zuerst mit dem Aptazym 
und danach mit den Hairpins 
(A1-A3 + B1-B3) 2) inkubiert wurden (A)  

  

mit E. coli-Zellen, Kontrolle (B) 

  

durch die die Hairpins (A1-A3 + B1-B3) 2) fil-
triert wurden (C)  

  

durch die die Hairpins (A1-A3 + B1-B3) 2)  
nach Inkubation mit dem Target M filtriert wur-
den (D) 

Abb. 21: Thermographische Aufnahmen bei induktiver Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 580 kHz, Leis-
tung: 1,72 kW; Anregungsdauer: 290 s) eines Filters  
- mit E. coli-Zellen, die zuerst mit dem Aptazym AB1/R3-Target M-5‘ und anschließend mit den Hairpins (A1-A3 
 und B1-B3) inkubiert wurden (A) 
- mit E. coli-Zellen, Kontrolle (B) 
- durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) filtriert wurden, Kontrolle (C) 
- durch den die Hairpins (A1-A3 und B1-B3) nach Inkubation mit dem Target M filtriert wurden, Kontrolle (D) 

1) Farbschlüssel für die vorliegenden Temperaturen, 2) Hairpins B2 und B3 mit Magnetpartikeln gekoppelt 

In Abbildung 21 sind thermographische Aufnahmen der Probe mit den E. coli-Zellen, auf deren 

Oberfläche durch Bindung des gespalteten Aptazyms AB1/R3-Target M-5‘ und nachfolgende In-

kubation mit den Hairpins (A1-A3 und B1-B3) Magneto-Dendronen generiert wurden sowie der 

drei Kontrollen (Membran durch die E. coli-Zellen (B), Hairpins A1-A3 + B1-B3 (C) sowie Hair-

pins A1-A3 + B1-B3 nach Inkubation mit dem Target M (D) filtriert wurden) vor (zum Zeitpunkt 

0 s) und nach (zum Zeitpunkt 290 s) induktiver Anregung dargestellt. Die thermographischen Auf-

nahmen zeigen, dass die Probe mit den E. coli-Zellen, auf deren Oberfläche Magneto-Dendronen 

generiert wurden, nach induktiver Anregung im Zentrum eine deutlich höhere Temperatur aufwies 

als in den Randbereichen; zudem war auch im Zentrum der Probe eine inhomogene Erwärmung 

zu beobachten, die auf eine starke Anreicherung von Magnetpartikeln bzw. Zellen mit Magneto-

Dendronen auf der Zelloberfläche hindeutet. Da sich die Kontrollen (B+C+D) von den Randberei-

chen zum Zentrum hin erwärmten, ist davon auszugehen, dass sich auf den Membranen keine 
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bzw. nur wenige Magnetpartikel befanden; d.h. dass weder Magnetpartikel bzw. an Hairpins ge-

koppelte Magnetpartikel (C) noch in Lösung generierte Magneto-Dendronen (D) von der Memb-

ran zurückgehalten wurden. 

Aus den erzielten Ergebnissen lässt sich schließen, dass Magneto-Dendronen auf Zelloberflächen 

generiert und thermographisch detektiert werden konnten. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde erreicht. 

2.7 Erprobung des entwickelten Nachweissystems unter praxisnahen Bedingungen 

 Ziel des Arbeitsschrittes: 

Ziel des Arbeitsschrittes 7 war, Zellen auf einem Beprobungsmedium durch magnetisch indu-

zierte Thermographie zu visualisieren, nachdem diese durch eine Aptazym-initiierte Hybridisie-

rungskettenreaktion mit Magneto-Dendronen markiert wurden.  

 Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse: 

Nachdem die Generierung von Magneto-Dendronen auf den Zelloberflächen demonstriert wer-

den konnte, wurde untersucht, ob sich Magneto-Dendronen auf Oberflächen von Zellen generie-

ren und durch magnetisch induzierte Thermographie [76] visualisieren lassen, die sich auf einem 

Beprobungsmedium befinden. Zur Generierung der Magneto-Dendronen wurden die in Tabelle 9 

aufgeführten Hairpins verwendet. Die Kopplung der biotinylierten Hairpins an die Streptavidin-

beschichteten Magnetpartikel erfolgte analog zu Kapitel 2.6. Zur Selbstspaltung wurde das Ap-

tazym AB1/R3-Target M-5‘ (s. Tab. 6) für mindestens 3 h bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. 

Zur Generierung der Magneto-Dendronen auf den Zelloberflächen wurden Zellen des Bakteriums 

E. coli DSM 11250 zunächst entweder auf CASO-Agarplatten oder immobilisiert in Weichagar 

kultiviert. Das in einer Mischung aus Faltungs- und Spaltungspuffer (Verhältnis 1 zu 1,15; 

s. Kap. 10.1) gelöste Aptazym AB1/R3-Target M-5‘ (s. Tab. 6) wurde sowohl gespalten (analog 

zu Kap. 2.6; 1 h bei 37 °C) als auch nicht gespalten (4 h bei 37 °C) mit den Zellen inkubiert. So-

fern ein Überstand vorhanden war, wurde dieser vorsichtig abpipettiert und die Zellen mit 60 µl 

HCR-Puffer gewaschen, um ungebundene Aptazyme zu entfernen. 

Zur Durchführung der Hybridisierungskettenreaktion wurden zunächst 4 µl einer 100 µM Lösung 

der Hairpins A1-A3 in 143 ml HCR-Puffer verdünnt; die Zellen auf dem jeweiligen Nährmedium 

wurden mit je 30 µl der Lösung überschichtet und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurden je 30 µl der Suspension aus den Hairpins B1-B3, von denen die Hairpins B2 und 

B3 mit Magnetpartikeln gekoppelt waren, zugegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettie-

ren mit Lösung der Hairpins A1-A3 vermischt. Nach 60 min Inkubation bei Raumtemperatur 
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wurde der Überstand abpipettiert und die Medienoberfläche mit 50 µl TNTw-Puffer zweimal ge-

waschen, bevor sie für die thermographische Analyse mit je 50 µl HCR-Puffer überschichtet wur-

den.  

Um die Zellen durch induktive Anregung der auf der Zelloberfläche generierten Magneto-Dend-

ronen thermographisch zu visualisieren, wurden die Medien einem alternierenden Magnetfeld mit 

einer Frequenz von 580 kHz und einer Leistung von 1,72 kW ausgesetzt und über 290 s in einen 

Zeitabstand von 10 s analysiert. Dabei waren keine signifikanten Temperaturunterschiede (Tem-

peraturverlauf, mittlere Erwärmungsrate und Temperaturverteilung) bei induktiver Anregung zwi-

schen Medien zu erkennen, auf denen sich Zellen befanden, die zur Generierung von Magneto-

Dendronen auf ihren Zelloberflächen mit Aptazymen und darauffolgend mit den Hairpins 

A1-A3 + B1-B3 inkubiert wurden und den Kontrollen (Medien mit Zellen auf deren Oberfläche 

kein gespaltenes Aptazym und damit keine Initiatorsequenz vorlag). Ferner waren bei mikrosko-

pischer Betrachtung (Durchlicht, REM) von Medien, auf deren Oberfläche Mikroorganismen kul-

tiviert wurden, weder Magnetpartikel noch Zellen zu erkennen. Dies legt die Vermutung nahe, 

dass die Zellen beim Wechsel von Puffermedien bzw. Waschschritten von der Medienoberfläche 

abgespült wurden. Bei Immobilisierung der Zellen im Weichagar war vermutlich die zugängliche 

Zelloberfläche für eine ausreichend effiziente Bindung der Aptazyme an ihrer Zielstruktur nicht 

ausreichend.  

Aus den erzielten Ergebnissen ist zu schließen, dass eine Markierung von Zellen auf einem Bepro-

bungsmedium mit Magneto-Dendronen nicht möglich war, da sich die dazu notwendige Aptazym-

initiierte Hybridisierungskettenreaktion nicht in einem Schritt realisieren ließ. 

 Das Ziel des Arbeitsschrittes wurde nicht 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 15,55 Personenmonaten. 

Zur Visualisierung von Magneto-Dendronen anhand der bei induktiver Anregung erzeugten 

Wärme wurde ein VarioCAM® HDx head 675 Thermographiesystem als Leistung Dritter einge-

setzt (Einzelansatz C des Finanzierungsplans, Infratec GmbH, 9.460,50 €). 

Im Rahmen der Projektbearbeitung konnten Aptamere identifiziert und umfassend charakterisiert 

werden, die sich gegen eine ubiquitär auf der Zelloberfläche von Mikroorganismen vorliegende 

Zielstruktur (Peptidoglykan, Bestimmung der Gesamtkeimzahl) und gegen hygienerelevante Mik-

roorganismen richten und deren Sequenzen bekannt waren; daher wurden die ursprünglich be-

antragten Leistungen Dritter (Einzelansatz C des Finanzierungsplans, Eurofins Genomics GmbH, 

3.620,00 €) 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-

schritte 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 des Forschungs-
themas 

Vorstellung des Projektes 1. Quartal 2022 

Zeitschrift „wfk-news“ Transfer in die Wirtschaft Vorstellung ausgewählter Ergebnisse Juni 2022 
Februar 2024 

Wissenschaftlicher Beirat 
wfk 

Transfer in die Branche der 
textilen Dienstleister 

Vorstellung der Ergebnisse und Diskussion 
des weiteren Vorgehens 

22. Juni 2022 
22. Juni 2023 

wfk-Activity Report Schnelle und umfassende 
Verbreitung der Ergebnisse 

Vorstellung des Projektes bzw. der Ergeb-
nisse 

April 2022 
April 2023 

 

Projektbegleitender Aus-
schuss (PA) 

Die Ergebnisse werden konti-
nuierlich im PA diskutiert. 

Vorstellung des Projektes und Diskussion 
der geplanten Arbeiten 

Vorstellung der Ergebnisse und Diskussion 
des weiteren Vorgehens  

Abschlusspräsentation und Diskussion aller 
erzielten Ergebnisse 

14.06.2022 
29.03.2023 
27.09.2023 
15.03.2024 

 

5.2 Geplante spezifische Transfermaßnahmen nach Abschluss des Vorhabens 

Maßnahme Ziel Ort/Rahmen Datum/Zeitraum 

wfk-Homepage Transfer in die Wirtschaft Zusammenfassung der Ergebnisse  2. Quartal 2024 

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

Wissenschaftlicher Beirat 
wfk 

Transfer in die Branche der 
textilen Dienstleister 

Zusammenfassung der Ergebnisse Juni 2024 

Zeitschrift „Wäscherei + 
Reinigungspraxis“ 

Ergebnisverbreitung in der 
Branche 

Zusammenfassende Darstellung der Ergeb-
nisse 

3. Quartal 2024  

International Detergency 
Conference (IDC) 

Transfer in die Wirtschaft Vorstellung der Projektergebnisse 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 textilen Dienstleistern, Textil-, Chemikalien- und Maschinenherstellern so-

wie Herstellern von Hygieneschnelltests. Über das Projekt hinaus bestehen Kontakte zu Herstel-

lern von molekularbiologischen Agenzien insbesondere von funktionalen Oligonukleotiden und 

Spezialchemikalien.  
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6 Zusammenfassende Diskussion und Folgerungen für die Praxis 

Die Aufbereitung von Textilien aus hygienisch anspruchsvollen Bereichen (z.B. Krankenhaus, 

Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie) stellt für die ca. 2.300 vorwiegend kleinen und 

mittelständischen textilen Dienstleistungsbetriebe (Umsatz über 4,3 Mrd. €/a) einen attraktiven 

Markt mit enormem Wachstumspotential dar [77,78]. In diesen Bereichen kommt der Überwachung 

und Dokumentation des Hygienestatus aufbereiteter Textilien aufgrund verschiedener Vorschrif-

ten und Normen [z.B. Richtlinien des Robert Koch-Instituts (RKI) im Gesundheitswesen [47], 

HACCP-Konzept [79] und International Food Standard (IFS) [80] in der Lebensmittelindustrie] sowie 

aufgrund permanent steigender Kundenansprüche immer größere Bedeutung zu. Deshalb haben 

die textilen Dienstleistungsbetriebe Hygiene-Qualitätsmanagementsysteme (RABC-Systeme auf 

der Basis der EN 14065) [81,82] eingeführt und validieren [83] entsprechend der normativen Vorgabe 

ihre Waschverfahren. Zum Nachweis der anforderungsgerechten Hygiene aufbereiteter Textilien 

sind regelmäßige innerbetriebliche Eigenkontrollen unabdingbar. Empfehlungen des Robert-

Koch-Instituts weisen explizit darauf hin, dass Endproduktkontrollen durchzuführen sind, um „alle 

hygienischen Bedingungen und Rekontaminationsmöglichkeiten […] zu erfassen“ [47]. Bei Abklat-

schuntersuchungen dürfen auf desinfizierend aufbereiteten Textilien aus dem Gesundheitswesen 

bis zu 20 KBE/dm2 Textiloberfläche vorliegen, hygienerelevante Mikroorganismen dürfen nicht 

nachweisbar sein [47,84,85]. Desinfizierend aufbereitete Textilien aus dem Lebensmittelbereich dür-

fen 50 KBE/dm2, aber keine hygienerelevanten Mikroorganismen aufweisen [84-87]. 

Die routinemäßige Durchführung von Endproduktkontrollen ist derzeit für die textilen Dienstleister 

mit hohen Kosten verbunden, da diese externe Fachlabore mit der Kultivierung bzw. Auswertung 

der Abklatschplatten beauftragen müssen. Ferner führt die lange Untersuchungsdauer (mind. 

2 Tage bei Bestimmung der Gesamtkeimzahl und mind. 4 Tage bei dem zusätzlich notwendigen 

Nachweis hygienerelevanter Mikroorganismen) bei kulturellen Verfahren dazu, dass ggf. erfor-

derliche Korrekturmaßnahmen nur mit zeitlicher Verzögerung erfolgen können. 

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen des IGF-Vorläufer-Projektes 18612 N [76] ein Nach-

weissystem für mikrobielle Kontaminationen auf Basis magnetisch induzierter Thermographie 

entwickelt, welches auf der Anregung von an Mikroorganismen gebundenen magnetischen Par-

tikeln (Magnetpartikeln) in einem alternierenden magnetischen Feld und der Detektion der dabei 

entstehenden Wärme mit einer Thermographiekamera beruht. Die Erzeugung des alternierenden 

Magnetfelds erfolgte mittels eines Induktors (Spule) betrieben mit einem Frequenzgenerator. Im 

Rahmen der Untersuchungen zeigte sich allerdings, dass die bei Funktionalisierung der magne-

tischen Partikel mit Lektinen (Bestimmung der Gesamtkeimzahl) bzw. Antikörpern (Nachweis hy-

gienerelevanter Mikroorganismen) auf der Zelloberfläche erzielbare Belegungsdichte von max. 

104 Partikeln/Zelle nicht ausreichte, um einzelne Zellen auf einem Beprobungsmedium anhand 
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der durch ein alternierendes Magnetfeld erzeugten Wärme (magnetische Hyperthermie) nach-

weisen zu können. 

Ziel des Forschungsprojektes war, die Belegungsdichte der Zelloberfläche mit magnetischen Par-

tikeln zu erhöhen: Dazu wurden Magneto-Dendronen (selbstorganisierte dendritische Nuklein-

säurestrukturen, in denen magnetische Partikel eingebunden sind) mittels einer Hybridisierungs-

kettenreaktion auf Zelloberflächen generiert (s. Kap. 2.6). Zudem wurde ein allosterisch kontrol-

liertes, cis-reaktives Aptazym entwickelt, das durch eine Konformationsänderung bei Bindung an 

seine Zielstruktur eine Sequenz (Target M) freilegte, die eine Hybridisierungskettenreaktion aus-

lösen konnte. Die Basis für die Entwicklung solcher Aptazyme stellten Aptamere (s. Kap. 2.1) und 

cis-reaktive Nukleozyme (s. Kap. 2.2) dar. 

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

grund ihrer sequenzabhängigen intramolekularen Faltung und der Ausbildung spezifischer Terti-

ärstrukturen analog zu Antikörpern in der Lage sind [4,5], mit hoher Spezifität verschiedene Ziel-

strukturen zu binden. Aptamere gegen die Mikroorganismen S. aureus [10,16,22-25], verschiedene 

Salmonella sp. [9,10,16,22-26], B. cereus [27-30] und E. coli [10,16,22-24,26], deren Abwesenheit auf desinfi-

zierend aufbereiteten Textilien im Rahmen innerbetrieblicher Eigenkontrollen gemäß dem „Hand-

buch zur Validierung von desinfizierenden Waschverfahren für die Aufbereitung von Textilien aus 

hygienisch sensiblen Bereichen“ zu prüfen ist, sind literaturbekannt. Zur Bestimmung der Ge-

samtkeimzahl waren Aptamere als geeignet anzusehen, die sich gegen Zielstrukturen richten, die 

ubiquitär auf allen Mikroorganismen vorkommen: So sind Aptamere beschrieben, die an verschie-

dene Gattungen und Arten (S. aureus, E. coli etc.) grampositiver und gramnegativer Mikroorga-

nismen binden [31,32]. Einige dieser literaturbeschriebenen Aptamere richten sich gegen die Ziel-

struktur Peptidoglykan [32-36]; bei anderen ist die Zielstruktur nicht bekannt [31]. Peptidoglykan ist 

Bestandteil der Zellwand grampositiver und gramnegativer Mikroorganismen [37-41]. Für das For-

schungsprojekt potentiell relevante Aptamere sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Aptamere 

wurden hinsichtlich ihrer Bindungsfähigkeit an ausgewählte hygienerelevante Bakterienarten und 

-stämme (s. Tab. 2) charakterisiert. Um die Bindung fluorimetrisch bzw. fluoreszenzmikrosko-

pisch nachweisen zu können, wurden die Aptamere mit einem Fluorophor markiert.  

Zusammenfassend war festzustellen, dass nicht bei allen ausgewählten Stämmen eine Bindung 

sich gemäß Fachliteratur spezifisch gegen diese Bakterienart richtender Aptamere nachzuweisen 

war. Da diese Aptamere gegen Zellen lebender Bakterien selektiert wurden, ist davon auszuge-

hen, dass die Zielstruktur entweder nicht bzw. für die Aptamere schwer zugänglich auf der Zell-

oberfläche aller Stämme bzw. Ribotypen der jeweiligen Bakterienart vorlag oder die Anzahl an 

Zielstrukturen (Bindungsstellen) zu gering war, um die Aptamerbindung fluorimetrisch bzw. fluo-

reszenzmikroskopisch nachzuweisen. Um verschiedene Stämme bzw. Ribotypen zu markieren, 
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kann es daher vorteilhaft bzw. notwendig sein, eine Mischung verschiedener Aptamere zu ver-

wenden, die sich gegen die jeweilige Bakterienart richten [49]. 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 gemäß Li-

teratur gegen E. coli richtet, konnte eine Bindung nur an lebende Zellen, nicht aber an thermisch 

inaktivierte Zellen beobachtet werden. Somit ist davon auszugehen, dass die Zielstruktur bei Si-

mulation eines thermischen Desinfektionsverfahrens denaturiert und somit nicht mehr vom Apta-

mer „erkannt“ wurde. Bei dem Aptamer BacApt3, das sich gemäß Literatur gegen Endosporen 

von B. cereus richtet, war eine deutlich stärkere Bindung an Zellen zu verzeichnen, die zuvor 

einer thermischen Behandlung unterzogen wurden, was auf eine einsetzende Sporulation hin-

deuten kann. Bei dem Aptamer Antibac1, das gegen die Zielstruktur Peptidoglyklan selektiert 

wurde, ließ sich bei allen ausgewählten Bakterienarten und Stämmen eine Bindung nachweisen. 

Das Aptamer Antibac1 eignete sich nicht zur Diskriminierung zwischen lebenden und inaktivierten 

Zellen: Während an E. coli-Zellen des Stamms DSM 1576 nach der thermischen Behandlung 

eine starke Bindung des Aptamers zu beobachten war, was auf eine verbesserte Zugänglichkeit 

der Zielstruktur für das Aptamer zurückzuführen sein kann, konnte nach thermischer Behandlung 

von S. aureus-Zellen des Stamms DSM 2569 keine Bindung des Aptamers mehr nachgewiesen 

werden, was auf eine Denaturierung der Zielstruktur zurückzuführen sein kann. 

Die Hypothese, dass Aptamere eine höhere Bindungsfähigkeit an lebende Zellen besitzen, da sie 

gegen diese selektiert wurden [88,89], ließ sich nicht verifizieren. Aus den erhaltenen Erkenntnissen 

ließ sich schließen, dass die Eignung eines Aptamers zur Diskriminierung zwischen lebenden 

und inaktivierten Zellen davon abhängt, ob die Zielstruktur im Desinfektionsprozess soweit ge-

schädigt wird, dass eine Aptamerbindung nicht mehr möglich ist. Durch Schädigung anderer Zell-

wandbestandteile im Desinfektionsprozess kann die Zielstruktur für das Aptamer aber auch bes-

ser zugänglich werden, wodurch die Bindungsfähigkeit des Aptamers steigt. Da die Zielstruktu-

ren, gegen die sich Aptamere richten, die in einem SELEX-Verfahren gegen lebende Zellen se-

lektiert wurden, üblicherweise nicht bekannt sind, lässt sich nicht vorhersagen, wie sich ein Des-

infektionsprozess auf die Bindungsfähigkeit eines solchen Aptamers auswirkt. 

Gemäß Recherchen der Forschungseinrichtung ist es durch eine Negativselektion gegen abge-

tötete Zellen (thermisch inaktiviert) prinzipiell möglich, Aptamere zu selektieren, die spezifisch nur 

an lebende Zellen binden [64-67]. Zu bedenken bleibt jedoch, dass die Integration einer Negativse-

lektion in ein Selektionsverfahren gegen einen spezifischen Stamm einer Bakterienart (Zell-SE-

LEX) keinen Einfluss auf die unterschiedliche Bindungsfähigkeit der selektierten Aptamere an 

verschiedene andere Stämme der Bakterienart besitzt. Des Weiteren muss auch eine Negativse-

lektion gegen eine Vielzahl anderer Bakterienarten erfolgen, um Kreuzreaktionen auszuschlie-

ßen. Dies ließe sich gemäß weiterführenden Literaturrecherchen vermeiden, wenn das Aptamer 
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gegen eine Zielstruktur selektiert würde, von der bekannt ist, dass sie spezifisch für eine Bakte-

rien- bzw. Mikroorganismenart (artspezifisch) ist; zudem müsste eine solche Zielstruktur in aus-

reichender Konzentration auf der Zelloberfläche vorliegen, um den Nachweis einer Bakterien- 

bzw. Mikroorganismenart durch Markierung mit Aptameren bzw. Aptazymen zu ermöglichen. Des 

Weiteren erwies sich, nachdem die Sequenz des Aptamers mit der Sequenz eines Nukleozyms 

in silico verknüpft wurde, eine Sequenzanpassung (gezielter Austausch einzelner Nukleotide) als 

notwendig, um ein allosterisch kontrolliertes, cis-reaktives Aptazym (s. Kap. 2.3) zu erhalten. Die-

ser in der Fachliteratur als „post selection engineering“ bezeichnete Prozess bedarf einer auf-

wendigen sukzessiven Sequenzoptimierung und -validierung. Da die vorzunehmende Anpassung 

sequenzspezifisch ist, muss dieser zeitintensive Prozess für jedes zu entwickelnde allosterisch 

kontrollierte Aptazym erneut durchgeführt werden. Ferner ist nicht zu gewährleisten, dass sich 

bei jeder Aptazymsequenz durch eine Sequenzanpassung eine allosterische Kontrolle erzielen 

lässt. Vor diesem Hintergrund erschien es nicht zielführend, Aptamere gegen lebende Zellen zu 

selektieren und durch Negativselektion am Ende jeder Selektionsrunde die Aptamere abzutren-

nen, die auch an abgetötete Zellen binden. 

Parallel zur Charakterisierung der Aptamere (s. Kap  2.1) erfolgte die Identifizierung cis-reaktiver 

bzw. selbstspaltender Nukleozyme (s. Tab. 4). Ausgewählt und umfassend hinsichtlich seiner ka-

talytischen Aktivität charakterisiert wurde das selbstspaltende DNAzym I-R3, das nicht-toxische 

Zn2+-Ionen als Kofaktor verwendet und das sich aufgrund seiner kurzen Sequenzlänge (80 nt) 

und einfachen Sekundärstruktur gut mit Aptameren zu einem cis-reaktiven Aptazym (s. Kap. 2.3) 

verbinden ließ. 

Zur Entwicklung cis-reaktiver Aptazyme auf Basis des DNAzyms I-R3 wurde exemplarisch das 

Aptamer Antibac1 (Zielstruktur: Peptidoglykan, s. Kap. 2.1) [36] ausgewählt. Die Sequenzen wur-

den in silico verknüpft und modifiziert; wobei auch eine Sequenz (Target M) eingeführt wurde, 

die eine Hybridisierungskettenreaktion (s. Kap. 2.4) auslösen kann. Der Austausch der Sequenz 

in der Stammschleife des DNAzyms I-R3 [60] durch die Sequenz des Aptamers Antibac1 [36] führte 

zu keinem Verlust der katalytischen Aktivität, sodass zum Erhalt eines allosterisch kontrollierten 

Aptazyms weitere Sequenzanpassungen (gezielter Austausch einzelner Nukleotide) notwendig 

waren. Durch sukzessive Sequenzoptimierung ist es gelungen, aus einem konstitutiv aktiven Ap-

tazym ein allosterisch kontrolliertes Aptazyms zu generieren, dessen Selbstspaltung bei Bindung 

an die Zielstruktur aktiviert wurde (s. Tab. 6 und Abb. 4). 

Basierend auf Literaturrecherchen wurden eine Initiatorsequenz (Target M) und sechs Oligonuk-

leotide mit Haarnadelstruktur identifiziert (s. Tab. 7), kurz Hairpins genannt, die sich autonom zu 

hochverzweigten Nukleinsäurestrukturen, sog. Dendronen, zusammenlagern können [72]. Um die 

Generierung der Dendronen nachweisen zu können, wurde das Target M auf einer Oberfläche 
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immobilisiert, da sonst keine Möglichkeit bestand, nicht an der Netzwerkbildung beteiligte Hair-

pins vor der Analyse durch Spülen zu entfernen. Unter Einsatz eines am 3‘-Ende mit Atto390 

markierten Target M konnte die Immobilisierung fluoreszenzmikroskopisch bestätigt werden. Zu-

dem konnte die Generierung von Dendronen unter Einsatz am 5‘-Ende mit Atto488 markierter 

Hairpins fluoreszenzmikroskopisch und fluorimetrisch nachgewiesen werden (s. Abb. 9). 

Nachdem die Generierung von Dendronen unter Einsatz mit Fluorophoren markierter Hairpins 

demonstriert werden konnte (s. Kap. 2.4), gelang es unter Einsatz der mit Magnetpartikeln (sy-

nomag®-D Streptavidin) gekoppelten Oligonukleotide B2 und B3, die Generierung von hochver-

zweigten Nukleinsäurenetzwerken mit darin gebundenen Magnetpartikeln, sog. Magneto-Dend-

ronen, auf Glasoberflächen thermographisch nachzuweisen (s. Kap. 2.5). Die induktive Anregung 

der Magnetpartikel erfolgte in einem alternierenden Magnetfeld mit einer Frequenz von 597 kHz 

und einer Leistung von 1,72 kW über 290 s. Bei Glasoberflächen, auf denen eine Generierung 

von Magneto-Dendronen zu erwarten war, stieg die Temperatur bei induktiver Anregung deutlich 

stärker und schneller an als bei den Kontrollen (s. Abb. 15 und Abb. 16). Zudem erfolgte die Er-

wärmung der thermographisch analysierten Glasoberflächen mit Magneto-Dendronen von innen 

nach außen, während sich die Kontrollen durch die vom Induktor (Kupferspule) abgestrahlte 

Wärme von außen nach innen durch konvektiven Wärmetransport erwärmten (s. Abb. 17).  

Nachdem die Generierung von Magneto-Dendronen auf den Glasoberflächen demonstriert wer-

den konnte (s. Kap. 2.5), gelang es, auch Magneto-Dendronen durch eine Aptazym-initiierte Hyb-

ridisierungskettenreaktion auf Zelloberflächen zu generieren und diese mittels der bei induktiver 

Anregung (Frequenz des alternierenden Magnetfelds: 580 kHz, Leistung: 1,72 kW) erzeugten 

Wärme thermographisch nachzuweisen (s. Kap. 2.6). Bei induktiver Anregung von Zellen (E. coli 

DSM 11250), auf deren Oberfläche Magneto-Dendronen zu erwarten waren, stieg die (Proben-

)Temperatur deutlich stärker und schneller als bei den Kontrollen (s. Abb. 19 und Abb. 20). Zu-

dem ließ die unterschiedliche Temperaturverteilung bei Proben und Kontrollen auf die Generie-

rung von Magneto-Dendronen auf den Zelloberflächen schließen (s. Abb. 21). 

Allerdings erwiesen sich zur Generierung von Magneto-Dendronen auf den Zelloberflächen drei 

aufeinander folgende Reaktionsschritte als erforderlich, da keine Reaktionsbedingungen identifi-

ziert werden konnten, unter denen eine effektive Bindung des Aptazyms an die Zielstruktur, eine 

effektive Selbstspaltung (des Aptazyms) sowie effektive Zusammenlagerung der Hairpins statt-

fand. Dies war vermutlich ein Grund, warum keine Markierung von Zellen auf einem Beprobungs-

medium mit Magneto-Dendronen nachzuweisen war: Um die verschiedenen Reaktionsbedingun-

gen für die Aptazymbindung an die Zielstruktur, die Selbstspaltung (des Aptazyms) und die Ge-

nerierung von Magneto-Dendronen durch die Hybridisierungskettenreaktion auf der Zelloberflä-

che zu schaffen, waren mehrere Wechsel von Puffermedien und Waschschritte erforderlich, bei 
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denen vermutlich auch die Zellen von der Medienoberfläche abgespült wurden; folglich war bei 

induktiver Anregung der Proben kein Unterschied zu den Kontrollen erkennbar (s. Kap. 2.7). 

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse und weiterführenden Recherchen in der Fachliteratur 

erscheint es möglich, allosterisch kontrollierte Aptamere zu entwickeln, die bei Bindung an ihrer 

Zielstruktur eine DNA-Sequenz freilegen, welche zur Initiierung einer Hybridisierungskettenreak-

tion genutzt werden kann. Zur Generierung solcher allosterisch kontrollierten Aptamere ist ein 

spezielles Selektionsverfahren zu entwickeln, das sowohl die Anreicherung an eine immobilisierte 

Zielstruktur bindender DNA-Stränge (potentielle Aptamere) in einem Pool als auch eine Selektion 

der DNA-Stränge hinsichtlich ihrer Konformation bzw. einer Konformationsänderung bei Bindung 

an der Zielstruktur (Übergang von einer geschlossenen in eine offene Form mit freigelegter Initi-

atorsequenz) und eine Negativ- bzw. Gegenselektion, in der an denaturierte Zielstrukturen bin-

dende DNA-Stränge aus dem Pool eliminiert werden können, umfasst. Eine sukzessive Sequen-

zoptimierung und -validierung zur Erzielung einer allosterischen Kontrolle ist nicht mehr erforder-

lich. Ferner hat die Entwicklung von Aptameren gegen eine art- bzw. erregerspezifische Zielstruk-

tur den Vorteil, dass keine Negativ- bzw. Gegenselektion gegen andere Spezies notwendig ist 

und das Risiko von Kreuzreaktionen enorm sinkt. Da die Entwicklung eines solchen Selektions-

verfahrens mit einem hohen wissenschaftlichen Anspruch und Zeitbedarf verbunden ist, konnten 

die dazu notwendigen Forschungsarbeiten im Rahmen dieses Projektes nicht geleistet werden; 

die Entwicklung solch eines Verfahrens, aufbauend auf den in diesem Forschungsprojekt gewon-

nenen Erkenntnissen, ist in einem anderen Forschungsvorhaben geplant.  
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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 zum 

Nachweis mikrobieller Kontaminationen auf Basis magnetisch induzierter Thermographie. Das 

Nachweisprinzip beruht auf der Markierung von Zellen mit allosterisch kontrollierten, cis-reaktiven 

Aptazymen, die ihre katalytische Aktivität erst bei Bindung an ihre Zielstruktur entfalten und sich 

selber spalten, wobei eine Initiatorsequenz freigelegt wird. Die Initiatorsequenz startet eine Hyb-

ridisierungskettenreaktion, in der sich Oligonukleotide mit Haarnadelstruktur (Hairpins), von de-

nen einige mit Magnetpartikeln gekoppelt sind, autonom zu baumartig verzweigten Netzwerken, 

sog. Magneto-Dendronen, zusammenlagern. Dabei lag die Innovation im funktionsbestimmten 

Design von allosterisch kontrollierten, cis-reaktiven Aptazymen und von mit Magnetpartikeln ge-

koppelten Hairpins.  

Die Synthese von Oligonukleotiden unter Angabe der Sequenz und der gewünschten Funktiona-

lisierung ist Stand der Technik, sodass derartige Nukleinsäurestränge (Aptazyme und Hairpins) 

kommerziell erhältlich sind. Zudem sind auch Frequenzgeneratoren und Thermographiesysteme 

kommerziell erhältlich. Es ist davon auszugehen, dass nach weiterführenden Forschungsarbeiten 

Hersteller von Schnelltestsystemen innerhalb der nächsten Jahre innovative Agenzien zur Mar-

kierung von Mikroorganismen mit Magneto-Dendronen anbieten können. Somit können auch Un-

ternehmen aus der KMU-geprägten Biotechnologie-Branche (750 Unternehmen) profitieren, die 

2022 über 3 Mrd. € in die Forschung und Entwicklung investierten [90,91]. 

Nach diesen auf den Projektergebnissen basierenden weiterführenden Entwicklungsarbeiten ist 

zu erwarten, dass für textile Dienstleister (vorwiegend KMU, ca. 2.300 Betriebe, ca. 4,3 Mrd. € 

Umsatz in 2023, 70.000 Beschäftigte [92]) ein entsprechendes Nachweisverfahren verfügbar ist. 

Nach Schätzung der Branche bereiten ca. 80 % dieser Betriebe Textilien aus hygienisch an-

spruchsvollen Bereichen (Krankenhaus, Alten- /Pflegeheim, Lebensmittel-, Pharma-, Kosmetik-

industrie) auf. In diesen Bereichen kommt der Überwachung und Dokumentation des Hygiene-

status aufbereiteter Textilien aufgrund verschiedener Vorschriften und Normen [z.B. Richtlinien 

des Robert Koch-Instituts (RKI) im Gesundheitswesen [47], HACCP-Konzept [79] und International 

Food Standard (IFS) [80a,b] in der Lebensmittelindustrie] sowie aufgrund permanent steigender 

Kundenansprüche immer größere Bedeutung zu. Deshalb haben die textilen Dienstleistungsbe-

triebe Hygiene-Qualitätsmanagementsysteme (RABC-Systeme auf der Basis der EN 14065) [81,82] 

eingeführt und validieren [83] entsprechend der normativen Vorgabe ihre Waschverfahren. 

Ein Verfahren, das textile Dienstleister befähigt, den hygienischen Zustand (Bestimmung von hy-

gienerelevanten Bakterien und der bakteriellen Gesamtkeimzahl) aufbereiteter Textilien selber zu 
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bestimmen und somit den Erfolg von ihnen vorgenommener Desinfektionsmaßnahmen zu über-

wachen, würde die für Hygienekontrollen anfallenden Kosten reduzieren, da auf die Beauftragung 

externer Fachlaboratorien verzichtet werden könnte. Zudem könnten Fehler im Prozessablauf 

wesentlich schneller erkannt und ggf. nötige Korrekturmaßnahmen umgehend eingeleitet werden; 

die Hygienesicherheit würde weiter optimiert. 

Darüber hinaus kann durch weitere Forschungsarbeiten ein Übertrag der Projektergebnisse auf 

andere Bereiche des Gesundheits- und Sozialwesens (z.B. 1.893 Krankenhäuser [92a], 1.089 Vor-

sorge- oder Rehabilitationseinrichtungen [92b], 16.115 Pflegeeinrichtungen, davon 11.358 mit voll-

stationärer Dauerpflege [92c], 63.039 Arzt- und 45.541 Zahnarztpraxen [93,94], über 5.300 Medizini-

sche Versorgungszentren [95]) sowie die Lebensmittel-, Pharma- und Kosmetikindustrie (über 

6.100 Lebensmittelunternehmen, ca. 2.100 Chemie- und Pharmaunternehmen, alle vorwiegend 

KMU [96,97]) erfolgen, in denen regelmäßige Hygienekontrollen unverzichtbar sind.  
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10 Anhang 

10.1 Verwendete Medien, Puffer und Lösungen 

Sämtliche Lösungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit deionisiertem Wasser (VE) her-

gestellt. Die Sterilisation aller hitzestabilen Lösungen, Verbrauchsmaterialien und Gerätschaften 

erfolgte in einem Tuttnauer 3870 ELV (Systec GmbH) Autoklaven (Nutzvolumen 85 L) für 20 min 

bei 121 °C bei einem Druck von 2,1°bar. Zur Sterilisation von hitzelabilen Lösungen wurden ste-

rile Filter mit einer Porengröße von 0,22 µm (Regenerierte Cellulose, Typ 184 von der Firma 

VWR) verwendet. 

• CASO-Bouillon, pH 7,3 ±0,2 (Carl Roth; X938.1) 

Komponente Menge  Endkonzentration  

Pepton aus Casein (Pankreashydrolysat) 17 g - 

Pepton aus Soja (Papainhydrolysat) 3 g - 

di-Kaliumhydrogenphosphat 2,5 g 1,4 mM 

Natriumchlorid (NaCl) 5 g 8,6 mM 

Glucose-Monohydrat 2,5 g 1,3 mM 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

• CASO-Agar, pH 7,3 ±0,2 (Carl Roth; X937.1) 

Komponente Menge  Endkonzentration  

Pepton aus Casein (Pankreashydrolysat) 15 g - 

Pepton aus Soja (Papainhydrolysat) 5 g - 

Natriumchlorid (NaCl) 5 g 8,6 mM 

Agar 15 g - 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

• PBS-Puffer (engl.: phosphate-buffered saline) 

Komponente Menge Endkonzentration  

Na2HPO4 14,4 g 101 mM 

NaCl 80 g 1,369 M 

KCl 2 g 27 mM 

auf 800 ml mit VE-Wasser auffüllen, pH-Wert auf 7.4 einstellen und dann auf 1000 ml auffüllen 

Der 10x PBS-Puffer wurde zur Herstellung des 1x konzentrierten PBS-Puffers 1:9 mit VE-Wasser 

verdünnt. Der 1x PBS-Puffer wurde arbeitstäglich frisch angesetzt. 
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• Tris-HCL, pH 7,4 

Komponente Menge  Endkonzentration  

Tris 60,57 g 1 M 

auf 800 ml mit VE-Wasser auffüllen, pH-Wert mit HCL einstellen und dann auf 1000 ml auffüllen 

• HCR-Puffer 

Komponente Menge  Endkonzentration  

1M Tris-HCL, pH 7,4  10 ml 10 mM 

NaCl 12,82 g 150 mM 

MgCl2 0,48 g 5 mM 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

• TNTw-Waschpuffer 

Komponente Menge  Endkonzentration  

1M Tris-HCL, pH 7,4  10 ml 10 mM 

NaCl 12,82 g 150 mM 

Tween-20 500 µl 0,05 % 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

• TCEP (Tris(2-carboxyethyl)phosphin-hydrochlorid) 

Komponente Menge  Endkonzentration  

TECP 2,36 mg 200 µM 

auf 40 ml mit VE-Wasser auffüllen, pH von 7,0 mit NaOH einstellen, auf 50 ml auffüllen  

• Faltungs-Puffer 

Komponente Menge  Endkonzentration  

HEPES-KOH, pH 7,05 13,82 g 50 mM 

NaCl 5,80 g 100 mM 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 
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• Spaltungs-Puffer 

Komponente Menge  Endkonzentration  

HEPES-KOH, pH 7,05 13,82 g 50 mM 

NaCl 5,80 g 100 mM 

MgCl2 3,80 g 40 mM 

ZnCl2 0,55 g 4 mM 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

• HCR-Puffer 

Komponente Menge  Endkonzentration  

1M Tris-HCL, pH 7,4  10 ml 10 mM 

NaCl 12,82 g 150 mM 

MgCl2 0,48 g 5 mM 

auf 1000 ml mit VE-Wasser auffüllen 

10.2 Weitere Angaben zu den verwendeten Materialien und Methoden 

• Laborgeräte 

Sofern nicht anders angegeben wurden Heizblöcke der Firma Eppendorf (Thermomixer Comfort 

bzw. ThermoMixer®C) verwendet. Die Nukleozym-Assays wurden im Thermocycler der Firma Bi-

ometra (Tadvanced 96 G) durchgeführt. Für Absorptions- bzw. Fluoreszenzmessungen von Sus-

pensionen bzw. Lösungen wurde ein TECAN Plate Reader Infinite® 200 Pro (Männedorf, 

Schweiz) verwendet. Je nach Probenvolumen wurden zum Abzentrifugieren entweder eine 

Pico™ 17 Mikrozentrifuge (Thermo Scientific, Schwerte; bis 2 ml) oder eine 5804R Zentrifuge 

(Eppendorf, Hamburg; bis 50 ml) verwendet.  

• Chemikalien und synthetische DNA-Moleküle 

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Carl Roth (Karlsruhe, Deutsch-

land), TCI (Eschborn, Deutschland) bzw. Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland), New England 

Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland) und Nippon Genetics Europe GmbH bezogen. Alle 

Oligonukleotide wurden bei Metabion (Planegg) synthetisiert.  

• Silanisierung von Glasoberflächen 

Die zu silanisierenden Glasoberflächen (Kalk-Natron-Glasobjektträger, Deckgläschen, d=6mm) 

wurden über Nacht in einer 25-30 %igen (v/v) Ammoniumhydroxid-Lösung inkubiert, um Verunrei-

nigungen vor der Silanisierung zu entfernen. Am nächsten Tag wurden die Oberflächen 10 min in 

VE-Wasser gespült, danach mit 95 %igem Ethanol gewaschen und anschließend an der Raum-

luft getrocknet. Die zu silanisierende Fläche wurde mit 200 µl MPTS-Lösung überschichtet und für 

30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Die Mercaptosilanlösung (MPTS; pH 4,5) wurde wie folgt angesetzt:  

Komponente  Menge Endkonzentration (v/v) 

3-Mercaptopropyl-trimethoxysilan (MPTS)  0,5 ml  1 % 

Ethanol  47,5 ml  95 % 

Essigsäure, 400 mM  2 ml einer 400 mM Lösung  4 % 

Nach der Inkubation wurde überschüssiges Mercaptosilan mit einer Mischung aus 95 % Ethanol, 

4 % Essigsäure (Endkonz. 16 mM; pH 4,5) und 1 % VE-Wasser abgespült. Anschließend wurden 

die Oberflächen für 2 h bei 150 °C in einem Vakuum-Trockenschrank getrocknet. 

 


