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Zusammenfassung

Das Projekt ,PhotoDynalLysis® wurde im Rahmen der Bekanntmachung
Wisssenschatftliche Vorprojekte (WiVoPro) beantragt und gefordert. Es wurde als
Einzelprojekt durch das ILM mit dem Hahn-Schickard Institut fur Mikroanalysesysteme
(Freiburg) als Unterauftragnehmer durchgefihrt. Das Projekt zielte darauf ab, ein
photodynamisches (d. h. durch Licht schaltbares) Verfahren fir den effizienten
Zellaufschluss von Mikroorganismen im Rahmen eines Arbeitsablaufs einer digitalen
Rekombinase Polymerase Amplifikationsreaktion (RPA) zu etablieren. Dieses Verfahren
istinsbesondere fir die Nukleinsaurediagnostik am Point-of-Care bedeutsam. Im Rahmen
des Vorhabens wurden zunédchst fluoreszenzbasierte (Exo) RPA Assays fir
reprasentative Modellorganismen fir Gram-positive und -negative Bakterien sowie Pilze
etabliert. Nach Identifizierung effizienter Protokolle fur die photodynamische Inaktivierung
der Testorganismen wurden diese hinsichtlich ihrer Kompatibilitat mit dem Exo RPA
Assay gepruft und angepasst. Im nachsten Schritt erfolgte die Anpassung des Exo RPA
Assays von der Echtzeitmessung zur digitalen Messung, wobei mikrofluidische
Kartuschen und das erforderliche know-how durch den Unterauftragsnehmer
bereitgestellt wurden. Um die Effizienz der photodynamischen Lyse zu verbessern und
damit die Projektziele zu erreichen, wurde das Projekt zun&chst kostenneutral verlangert
und anschlie3end aufgestockt, wobei die digitale Exo RPA auf die kommerziell verfligbare
Stilla Naica Plattform transferiert wurde. Nach erforderlichen Anpassungsarbeiten konnte
der photodynamisch vermittelte Bakterienaufschluss in einem digitalen Exo RPA
Arbeitsablauf auf dieser Plattform erfolgreich durchgefiihrt werden. Ein Konzeptnachweis
mittels einer Biplex- Exo RPA an humanpathogenen methicillinresistenten
Staphylococcus aureus wurde in Zusammenarbeit mit Unterauftragnehmer Hahn-
Schickard versucht, jedoch konnte hier bisher keine photodynamische Freisetzung RPA-
amplifizierbarer DNA eindeutig nachgewiesen werden.

Die Projektergebnisse sind von hoher Relevanz fir zellbasierte Multiplex-Assays, da bis
dato kein Konzept fur einen schaltbaren Zellaufschluss in einem komplexen
automatisierten Arbeitsablauf realisiert ist. Effizienz, Reproduzierbarkeit und Universalitat
des in PhotoDynalysis erforschten Ansatzes missen in Folgeprojekten weiter evaluiert
werden. Im Erfolgsfall kann das Konzept nicht nur im digitalen Assay, sondern auch in
anderen zellbasierten Multiplexanalysen (bspw. Fluoreszenz in situ-Hybridisierung
[FISH]) eingesetzt werden. Neben dem attraktiven Konzept der Schaltbarkeit des
Zellaufschlusses existieren weitere Vorteile, bspw. die geringen Beschaffungskosten und
die hohe Stabilitdt von Photosensibilisatoren im Vergleich mit rekombinanten Enzymen.
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1 Einleitung

1.1 Aufgabenstellung

PhotoDynalysis zielte darauf ab, die ,schaltbare® Desintegration von Bakterienzellen
allgemein und im speziellen Fall fir humanpathogene Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) durch einen lichtinduzierten photodynamischen Prozess
in einem diagnostischen Arbeitsablauf zu realisieren. Der Bedarf fir dieses schaltbare
Verfahren wurde in Vorarbeiten erkannt. Hier wurde die Desintegration von
Bakterienzellen in einem automatisierten digitalen biplex Exo RPA Assay durch die
Zugabe eines lytischen Enzyms erreicht. Da das Enzym bereits zum Zeitpunkt der
Mischung der Probe mit dem Reaktionsgemisch aktiv wird, erfolgt eine Lyse der Zellen
und damit der Verlust der Zelle als diagnostische Einheit partiell bereits vor der
vollstandigen Kompartimentierung der Probe in Tropfchen. Durch Kombination von
Analyten aus 2 verschiedenen Zellen in einem Tropfchen kann dadurch ein falsch
positives Signal erzeugt werden. Eine schaltbare Lyse nach Kompartimentierung des
Reaktionsansatzes kann diese Fehlerquelle ausschlieBen und war Ziel von
PhotoDynalLysis.

Da es sich bei der photodynamischen Lyse um ein physikalisches Verfahren handelt, ist
zu erwarten, dass keine artspezifische, sondern lediglich eine dem grundséatzlichen
Zellwandaufbau entsprechende Anpassung notwendig ist. Demzufolge sollen
Photosensibilisator und Bestrahlungsmodalitaten fir drei reprasentative Testorganismen
(Gram-positives Bakterium: Staphylococcus warneri, Gram-negatives Bakterium:
Pseudomonas syringae, Pilz: Saccharomyces cerevisiae) zunachst hinsichtlich ihrer
Lyseeffizienz untersucht und anschlieRend hinsichtlich ihrer Kompatibilitat mit der Exo
RPA evaluiert und angepasst werden. Im Einzelnen werden folgende Teilziele angestrebt:

Etablierung von Exo RPA-Protokollen flr die Detektion der Testorganismen.
Photodynamische Lyse der drei reprasentativen Testorganismen, Etablierung
jeweils eines Protokolls mit 100% Permeabilisierungseffizienz.

e Evaluierung / Steigerung der Kompatibilitat der photodynamischen Lyse mit Exo
RPA, benchmarking durch Vergleich der Amplifkationskinetik mit aquivalenten
Mengen freier genomischer DNA (gDNA) in konventionellem, ,analogem® Assay.

e Untersuchung der photodynamischen Lyse im digitalen Assay.

¢ Proof-of-Concept: Integration der photodynamischen Lyse in einen Biplex Exo RPA

Assay zur Identifizierung des Humanpathogens MRSA.

Meilenstein 1 (12 Monate): Fur die Testorganismen konnte jeweils ein Protokoll fur die
photodynamische Permeabilisierung erarbeitet werden, welches eine Keimabtotung um
mindestens 4 Logstufen innerhalb von 5 Minuten sicherstellt.

Das Vorhaben wurde als Einzelprojekt im Programm ,Wissenschaftliche Vorprojekte®

realisiert.
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1.2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefihrt wurde

Als Unterauftragnehmer fungierte das Hahn-Schickard Institut fir angewandte Forschung
(Standort Freiburg). Hahn-Schickard hat bei der Etablierung von Exo RPA Assays fachlich
unterstutzt, mikrofluidische Chips fir die digitale Tropfchen-RPA bereitgestellt und know-
how und Laboreinrichtung fur die abschlie3enden Experimente zum Funktionsnachweis
an MRSA bereitgestellt.

1.3 Stand der Technik

Bis Projektbeginn zielten Forschungen zur photodynamischen Elimination von
Mikroorganismen vornehmlich auf eine Nutzung dieser Technologie als antimikrobiell-
therapeutisches Verfahren ab. Hier hat die Methode gegeniber konventionellen
biochemisch wirkenden Antibiotika entscheidende Vorteile, z.B. dass die Wechselwirkung
der Sensibilisatoren mit den Bakterien im Wesentlichen durch die Zellwandstruktur
bestimmt wird und die Abtotung auf physikalischen Prozessen beruht, gegen die sich nur
schwer Resistenzen auspragen konnen. Fur einige PS (z.B. Eosin-(KLAKLAK)) wurde
eindeutig nachgewiesen, dass die Bakterienabtotung mit einer Desintegration der Zelle
einhergeht, die moglicherweise auch zur Freisetzung bzw. Zugénglichkeit von gDNA fuhrt
(doi: 10.1021/bc3005254). Bisher wurde diese Tatsache jedoch nicht beachtet, da sie fur
die antimikrobielle Wirkung irrelevant ist.

Die digitale Einzelzell-Nukleinsaureanalytik, fir die eine schaltbare Analyt-Freisetzung
eine essentielle Grundlage darstellt, ist eine vergleichsweise junge Anwendung. Im F&E
Vorhaben ,IDAK® (Fordergeber: MFW Baden-Wirttemberg) in dem das Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Uniklinik Freiburg als Kklinisch-
infektiologischer Partner eingebunden war, konnte beim Unterauftragnehmer Hahn-
Schickard die Vereinzelung gram-positiver Bakterien (S. aureus) in Tropfchen erstmals
erfolgreich gezeigt werden (doi: 10.1039/d0Ic00294a). Fir die schaltbare Lyse der
Bakterien in den Tropfchen steht jedoch noch keine Lsung zur Verfugung. Neben der in
0. g. Studie durchgefuhrten enzymatischen Lyse (Stand der Technik) kdnnte die
Anwendung Detergenzien-basierter Lyseverfahren (doi: 10.1039/c6lc00329j) eine
Alternative zur photodynamischen Lyse darstellen. Bei beiden Methoden ist jedoch im
Gegensatz zur photodynamischen Lyse keine exakte zeitliche Steuerung mdéglich, so
dass die in Abschnitt 1.1 beschriebenen Nachteile bei einer ungewollten Lyse vor der
Vertropfung auftreten konnen.

1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die im Projekt verwendeten Photosensibilisatoren wurden teilweise von externen
Partnern bereitgestellt (BLC2003 von Dr. Arno Wiehe, biolitec AG und FU Berlin, Chlorin
e6 Trinatriumsalz von Dr. Dirk Huttenberger, Synverdis GmbH).
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2 Hauptteil

2.1 Ergebnisse und Arbeiten zu den einzelnen Arbeitspaketen

2.1.1 Arbeitspaket (AP) 1: Etablierung von RPA-Assays fur die Evaluierung
der Detektion von Testkeimen (Monate 1-6)
Ziel dieses Arbeitspaket ist der robuste und reproduzierbare Nachweis der Testkeime
durch eine RPA Reaktion.
Durchgefiihrte Arbeiten: Photodynamische Effekte zur Schadigung von Bakterien
beruhen auf der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (insbesondere Singulettsauerstoff)
nach Lichtanregung eines Photosensibilisators und Energietransfer auf molekularen
Sauerstoff. Da es um ein physiko-chemisches Verfahren handelt, ist zu erwarten, dass fur
eine photodynamisch vermittelte Lyse von Mikroorganismen im Rahmen der
Probenvorbereitung fur diagnostische Tests keine artspezifische, sondern lediglich eine
dem grundsatzlichen Zellwandaufbau entsprechende Anpassung des photodynamischen
Verfahrens notwendig ist. Es wurden drei reprasentative Testorganismen (Gram-positives
Bakterium: Staphylococcus warneri [Stamm DSM 20316], Gram-negatives Bakterium:
Pseudomonas syringae [Stamm DSM 50252], Pilz: Saccharomyces cerevisiae [Stamm
Weinhefe Lalvin CY3079]) ausgewahlt, fur die in Arbeitspaket 1 spezifische RPA Assays
mit Exonuklease-vermittelter Sondenaktivierung (Exo RPA) entwickelt wurden. Exo RPA
Assays erlauben eine fluoreszenzbasierte (semi)quantitative Analyse von DNA-Analyten
im Echtzeitmodus oder im digitalen Format. Die Etablierung der Exo RPA Assays erfolgte
unter Verwendung genomischer DNA der ausgewahlten Mikroorganismen in enger
Zusammenarbeit und mit fachlicher Unterstlitzung durch Unterauftragnehmer Hahn-
Schickard Freiburg, der Uber fundierte Expertise in der Anwendung von RPA Assays
verfugt. Im Folgenden werden die Arbeiten zur Etablierung der unterschiedlichen Assays
beschrieben.

a) Gram-negativer Testkeim: Pseudomonas syringae (P. syringae, Psy)
Die Isolierung genomischer DNA, welche fur die Etablierung des RPA Assays als template
verwendet wurde, erfolgte unter Verwendung des GenElute bacterial genomic DNA-Kit
(Sigma-Aldrich). Anhand der im TwistAmp Exo Anwendungsprotokoll beschriebenen
Richtlinien wurde ein Assay-Design unter Verwendung der fir DSM 50252 publizierten
Genomsequenz (Accession Nr. GL385256.1 / GCA _000145905) sowie der PrimerBLAST
Web-Anwendung entworfen. Nach erfolgreicher Testung der Primerpaare mittels PCR
und gelelektrophoretischer Verifizierung der Amplikongrof3e (nicht gezeigt) wurden die
Primerpaare zusammen mit der Sonde in Exo RPA Reaktionen evaluiert. Die
Echtzeitanalyse der Amplifikation wurde im LightCycler 96 (Roche) unter Nutzung der
Voreinstellungen fir den FAM-Farbstoff durchgefihrt und zeigte bei Verwendung der
Primerpaare 1, 5, 6 und 7 in Anwesenheit von P. syringae DNA einen Anstieg der
Fluoreszenzintensitat nach ca. 10 Zyklen (entspricht ca. 5 Minuten, ein Zyklus entspricht

ca. 30 Sekunden Reaktionszeit), wobei sowohl Zeitpunkt als auch Ausmal} des Anstiegs
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unterschiedlich waren. In Abwesenheit von DNA (NTC) konnte fur das Primerpaar 5 ein
leichter Anstieg der Fluoreszenzintensitat ab ca. Zyklus 35 beobachtet werden (Abb. 1a).
Da der Zeitpunkt des Fluoreszenzanstiegs als semi-quantitatives Mal3 fur die in der
Reaktion vorhandene Zielsequenz dienen kann und ein Fluoreszenzanstieg in
Abwesenheit von DNA die Quantifizierung geringer DNA Mengen erschwert, wurde
Primerpaar 7 (257 bp Amplicon) mit den diesbeziglich gunstigsten Eigenschaften fur
weiterfihrende Analysen ausgewéhlt. Es konnte nachfolgend eine reproduzierbare
Abhéangigkeit des Zeitpunkts der Fluoreszenzintensitats-zunahme von der eingesetzten
DNA-Menge gezeigt werden (Abb. 2b), was Primerpaar 7 fur Testungen zu Kompatibilitat
und Effizienz der photodynamischen Lyse mit der Exo RPA qualifiziert.
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Abbildung 2: Etablierung von Exo RPA Assays fir P syringae. (a) Real time Exo RPA mit den in
der Legende bezeichneten Primerkombinationen jeweils unter Einsatz von 10 ng genomischer
DNA vs. in Abwesenheit von DNA (NTC). (b) Real time Exo RPA unter Verwendung der
Primerkombination 7F/7R. Replikatmessungen in Gegenwart unterschiedlicher DNA Mengen
zeigen ein hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit.

b) Gram-positiver Testkeim: Staphylococcus warneri (S. warneri, Swa)
Die Isolierung genomischer DNA erfolgte unter Verwendung des GenElute bacterial
genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich). Fir den verwendeten Stamm DSM 20316 ist die
Sequenz fir die 16S rRNA in der Genbank hinterlegt (Accession Nr. NR_025922.1). In
Vorarbeiten konnte bereits ein geeignetes Primerpaar fir die Amplifikation eines 151 bp
Segments aus diesem Gen mittels Real-time PCR identifiziert werden. Obwohl diese
Primer prinzipiell auch in der RPA funktionieren, wurden unter Verwendung der
PrimerBLAST Web-Anwendung zwei weitere Primerpaare mit fir die RPA angepassten
Eigenschaften ausgewahlt (Swa2, Swa3) und mittels PCR erfolgreich getestet (nicht
gezeigt). Nach Entwurf und Beschaffung einer geeigneten Sonde zeigte sich wahrend der
Exo RPA in Abwesenheit von DNA (NTC) ein Anstieg der Fluoreszenzintensitat nach ca.
20 Zyklen, wodurch eine Quantifizierung geringerer DNA-Mengen mit diesen Assays nicht
moglich war. Testreaktionen zeigten, dass das Fluoreszenzsignal in der NTC aufgrund
einer Wechselwirkung der Sonde mit den reverse Primern entstand (nicht gezeigt). Darum
wurden weitere reverse Primer entworfen / beschafft (5R, 6R) und in Kombination mit den
forward Primern (2F, 3F) in der Exo RPA getestet. Unter Verwendung des 5R Primers
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konnte eine sensitive Detektion von S. warneri DNA bei gleichbleibend niedrigem Signal
in der NTC erzielt werden (Abbildung 3a). Im direkten Vergleich der Primerkombinationen
2F/5R und 3F/5R zeigte sich ein geringfiigig schnellerer Fluoreszenzanstieg und damit
eine hohere Sensitivitat fir das 2F/5R Primerpaar (Abbildung 3b). Replikatmessungen
unter Verwendung dieses Primerpaars zeigten weiterhin eine hohe Reproduzierbarkeit
sowie eine hohe Sensitivitat (Abbildung 3c), so dass dieser Assay fur weiterfiihrende
Arbeiten zu Kompatibilitat und Effizienz der photodynamischen Lyse mit der exo RPA
verwendet wurde.
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Abbildung 3: Etablierung von Exo RPA Assays fur S. warneri. (@) Real time Exo RPA mit den in
der Legende bezeichneten Primerkombinationen jeweils unter Einsatz von 10 ng genomischer
DNA vs. in Abwesenheit von DNA (NTC). (b) Real time Exo RPA unter Verwendung der
Primerkombinationen 2F/5R und 3F/5R in Gegenwart unterschiedlicher DNA-Mengen. (c)
Primerkombination 2F/5R: Replikatmessungen in Gegenwart unterschiedlicher DNA Mengen
zeigen ein hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit.

c) Pilz: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae, SC)
Die Isolierung genomischer DNA, welche fir die Etablierung des RPA-Assays als
template verwendet wurde, erfolgte unter Verwendung des Yeast DNA Extraction Kit
(Thermo Scientific). Fur den verwendeten Stamm (Weinhefe Lalvin CY3079) ist keine
spezifische Sequenz in der Genbank hinterlegt, jedoch sind Primer fiir die Amplifikation
einer Teilsequenz des 5.8S rRNA Gens von S. cerevisiae in einer Publikation beschrieben
(van den Brink et al. 2020, doi: 10.1101/2020.10.14.337808). Die Funktionalitat des
publizierten Primerpaars (SC1F/R) fur die Amplifikation der 5.8S rRNA des Stammes
CY3079 wurde mittels Endpunkt-PCR und gelelektrophoretischer Analyse des 191 bp
Amplicons verifiziert (nicht gezeigt). Fur die Etablierung der Exo RPA wurde ein weiteres
Primerpaar (SC2F/R, 244 bp Amplicon) sowie eine Sondensequenz, welche von beiden
Primerpaaren flankiert ist und somit unter Verwendung beider Primerpaare verwendet
werden kann, entworfen (nicht gezeigt). Die Testung aller Primerpaar-Kombinationen mit

der Sonde in der Exo RPA zeigte eine gute Amplifikationskinetik, jedoch auch einen
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Anstieg der Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit von DNA fiir alle Primerpaare (Abb. 4a).
Versuche zur Unterdrickung des Signals in der NTC beinhalteten die Anhebung der
Reaktionstemperatur von 39 (Standard) auf 42°C (nicht gezeigt), die Reduktion der
Sondenkonzentration von 120 nM (Standard) auf 60 nM (nicht gezeigt) sowie die
Reduktion der Primerkonzentration von 420 nM (Standard) auf 280 nM (Abbildung 4b).
Alle Variationen der Reaktionsbedingungen bewirkten eine Reduktion des Anstiegs der
Fluoreszenzintensitat in der NTC, jedoch auch eine geringere Sensitivitdt des Assays.
Zusammenfassend konnte auch fur S. cerevisiae ein geeigneter Exo RPA Assay etabliert
werden, mit der Einschrankung, dass geringe DNA-Mengen aufgrund eines &hnlich
spaten / schwachen Anstiegs der Fluoreszenzintensitét wie in der NTC nicht hinreichend
quantifiziert werden konnen. Als Riickfallszenario wird in Ubereinstimmung mit der vom
Reagenzienhersteller TwistDx empfohlene Reaktionsdauer beim verwendeten TwistAmp
Exo Kit eine Termination der Reaktion nach Zyklus 40 (entspricht ca. 20 min
Reaktionszeit) in Betracht gezogen. Falls der Fluoreszenzanstieg in der NTC in der
Etablierung / Evaluierung der photodynamischen Lyse fir S. cerevisiae ein
persistierendes Problem darstellt, erfolgt eine weitere Anpassung des S. cerevisiae Exo
RPA Assays zu einem spéateren Zeitpunkt.
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Abbildung 4: Etablierung von Exo RPA Assays fir S. cerevisiae. Fluoreszenzmessung fur die in
der jeweiligen Legende bezeichneten Primerkombinationen jeweils unter Einsatz von 10 ng
genomischer DNA vs. in Abwesenheit von DNA (NTC) unter Verwendung der durch den Hersteller
TwistDx empfohlenen Konzentrationen fir Primer und Probe (a) sowie nach Reduktion der
Primerkonzentration im Exo RPA assay von 420 nM (Standardkonzentration) auf 280 nM (b).

Soll-Ist-Vergleich: Die Etablierung von Exo RPA Assays fur Gram-negative und -positive
Bakterien sowie Pilze wurde erreicht. Da die RPA fur den im Antrag als Gram-negativer
Modellorganismus definierten Bakterienstamm E. coli aufgrund technischer
Schwierigkeiten nicht durchfuhrbar war, wurde P. syringae ersatzweise als
Modellorganismus ausgewahlt.
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2.1.2 AP 2: Dosis-Wirkungsstudien fur die photodynamische
Permeabilisierung / Lyse mittels unterschiedlicher
Photosensibilisatoren (Monate 4-12)

Ziel: Charakterisierung der DNA-Freisetzungseffizienz unterschiedlicher

Photosensibilisatoren.

Durchgefiihrte Arbeiten: In AP 2 wurde die Effizienz der photodynamischen

Permeabilisierung auf die Testkeime unter Anwendung unterschiedlicher

Photosensibilisatoren (PS) evaluiert. Nach Beratung mit Dr. Wiehe (biolitec AG, Jena),

einem renommierten Experten fir antibakterielle PS, wurde die Substanz BLC2003 durch

biolitec kostenfrei zur Verfigung gestellt und primar evaluiert. Das Absorptionsmaximum
von BLC2003 liegt bei ca. 530 nm. Weitere in AP2 zu evaluierende PS waren zunachst

Chlorin e6 (Absorptionsmaxima 407 nm wund ca. 650 nm), Methylenblau

(Absorptionsmaximum ca. 660 nm) sowie Toluidinblau O (Absorptionsmaximum ca. 630

nm). Um die PS effizient anzuregen, wurde eine Bestrahlungseinheit entworfen und

aufgebaut (Abbildung 5).

Wellplatten
Bestrahlungseinheit

Lichtquelle violett / blau
(noch zu definieren)

Faser-Einkopplung j

(d__ /)
Strahl- &
zusammenfiihrung

659 nm Diodenlaser Diodenlaser

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Bestrahlungsaufbaus fiir die Evaluierung der
photodynamischen Lyse.

Dosis-Wirkungsstudien zur photodynamischen Inaktivierung der Testorganismen wurden
mit BLC2003, Chlorin e6 (Ce6), Methylenblau (MB) und Toluidinblau O (TBO)
durchgefihrt. Hinsichtlich der avisierten Inaktivierungsrate von mindestens 4 Log-Stufen
innerhalb von 5 Minuten zeigten erste Experimente vor allem fir BLC2003 und Ce6
vielversprechende Ergebnisse, so dass fiur diese beiden PS umfangreiche
Experimentserien unter Variation und mit dem Ziel der Minimierung von PS-Dosis, Préa-

Inkubationszeit und Lichtdosis durchgefihrt wurden. Die fur die Erfallung des Meilensteins
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erforderliche Inaktivierungsleistung von 4 Log-Stufen innerhalb von 5 Minuten wurde fir
alle 3 Testorganismen unter Verwendung von BLC2003 erreicht (Abbildung 6). Die
photodynamische Inaktivierung der Mikroorganismen mittels Ce6 war weniger effizient
und erforderte eine langere Prainkubationsdauer und héhere PS-Konzentrationen (nicht
gezeigt), wurde jedoch als Rickfallszenario fir den Fall unbefriedigender Ergebnisse bei
Verwendung von BLC2003 im weiteren Projektverlauf in Betracht gezogen.

Staphylococcus warneri Pseudomonas syringae Saccharomyces cerevisiae
(3 min Prainkubation) (3-5 min Prainkubation) (3-10 min Prainkubation)
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Abbildung 6: Photodynamische Inaktivierung der 3 Testorganismen unter Verwendung von BLC2003 und
Laserlicht (A = 525 nm, Photonenflussdichte 250 mW/cm?2). Frische Ubernachtkulturen der Teststamme
wurden mit 0,9% NaCl auf ODeoo = 1 eingestellt, mit Photosensibilisator oder aquivalentem Volumen 0,9%
NaCl (unbehandelt) versetzt, Uber die angegebenen Zeitrdume prainkubiert und anschlielend bestrahlt.
Danach wurde die Reduktion der koloniebildenden Einheiten (KBE) durch die photodynamische
Behandlung in Relation zur unbehandelten / unbestrahlten Kontrolle ermittelt (gestrichelte Linie signalisiert
jeweils eine Inaktivierung um 4 Log-Stufen, n> 3, Fehlerbalken: Standardabweichung).

Soll-Ist-Vergleich: Der Aufbau einer Bestrahlungseinheit und umfassende Dosis-
Wirkungsstudien fiir unterschiedliche PS wurden wie geplant durchgefuhrt. Der mit AP 2
assoziierte Meilenstein der Etablierung eines PDI-Protokolls fur die Inaktivierung der
Modellorganismen um 4 Log-Stufen innerhalb von 5 Minuten wurde erreicht.

2.1.3 AP 3: Evaluierung und Verbesserung der Kompatibilitat der
photodynamischen Lyse mit RPA (Monate 13-18)

Ziel:_Photodynamische Lyse ohne negativen Einfluss auf Exo RPA.

Durchgefiihrte Arbeiten: AP 3 zielte darauf ab, einen mdglichen negativen Einfluss der
PS bzw. des photodynamischen Prozesses auf die Detektion des RPA-Reporterfarbstoffs
(FAM) sowie auf die Amplifkationsreaktion zu identifizieren und zu minimieren. BLC2003
absorbiert als einziger der evaluierten PS das Anregungslicht fur den verwendeten
Reporterfarbstoff FAM, jedoch ist der im LightCycler96 fur die FAM-Detektion verwendete
Filter ungeeignet fur die Detektion der BLC2003-Fluoreszenz, so dass eine Storung der
FAM-Detektion ausgeschlossen werden konnte. Das Anregungslicht fir die
photodynamische Reaktion wird nicht (Ce6, A=652 nm) bzw. nur schwach (BLC2003,
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A=525 nm) durch das Sonden-Fluorophor absorbiert, so dass ein Photobleaching des
Sonden-Fluorophors durch Bestrahlung unwahrscheinlich ist und in Testreaktionen bei
Applikation photodynamisch effizienter Lichtdosen auch nicht beobachtet wurde.
Nachfolgend wurde eine systematische Untersuchung des Einflusses der
Photosensibilisatoren BLC2003, Ce6 und MB in der Dunkelreaktion sowie fir BLC2003
und Ce6 bei Bestrahlung unter Verwendung von genomischer DNA von S. warneri und
des entsprechenden Exo RPA assay durchgefihrt.

A 34 3 3

—— NTCdark 1 MM z 2 'J'M z 5 'J'M
NTC BLC2003 8 g

—— 10 ng DNA - 8 2
H H

10 ng DNA BLC2003  § 14 i, : £,
5 5 5
—— 100 pg DNA 2 / 3 :

100 pg DNA BLC2003 0

nce Intensity

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 ] 10 20 30 40 50
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Abbildung 7: Beeinflussung der Exo RPA Reaktionen in Abwesenheit von Licht und in Gegenwart
der jeweils angezeigten Konzentrationen der Photosensibilisatoren (A) BLC2003, (B) MB und (C)
Ceb6. Abgebildet ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (von jeweils mindestens 2 Experimenten mit
mindestens 2 technischen Replikaten) in Abhangigkeit der Zeit fir die Amplifikationsreaktion im
Echtzeit-Assay (S. warneri) in Abwesenheit von DNA (NTC) sowie in Gegenwart von 10 ng (blaue
Linien) und 100 pg (rote Linien) genomischer DNA. Die Verlaufe fir die Reaktionen in
Anwesenheit des Photosensibilisators sind durch jeweils hellere Linien gekennzeichnet (s.
Legende). Vertikale Balken auf den Verlaufskurven zeigen die Standardabweichung im jeweiligen
MeRpunkt.

MB wurde bzgl. seiner photodynamischen Wirkung auf die Exo RPA zunachst nicht
getestet, da eine Konzentration von 10 uM ohne Bestrahlung bereits zu starker Inhibition
der RPA fuhrt (Abbildung 7B), gleichzeitig jedoch nur eine geringe PDI-Effizienz bei S.
warneri (ca. 1 Log-Stufe) aufweist. Wahrend in den nicht bestrahlten Reaktionen bei
BLC2003 und Methylenblau Konzentrationen >2 pM eine deutliche Verzdgerung des
Fluoreszenzanstiegs bewirken, konnte fur Ce6 bis zu einer Konzentration von 5 pM
nahezu kein inhibitorischer Effekt auf die RPA beobachtet werden (Abbildung 7). Nach
Bestrahlung der Reaktionen zeigten sowohl BLC2003 als auch Ce6 bei einer
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Konzentration von 2 uM eine deutliche Verzdgerung des Fluoreszenzanstiegs in der Exo-
RPA, was auf eine photodynamische Schadigung der Exo-RPA Enzyme hinweist
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Beeinflussung der Exo RPA Reaktionen (S. warneri) durch vorhergehende
photodynamische Behandlung mit 2 uM BLC2003 (linkes Diagramm, A=525 nm) und Chlorin e6
(rechtes Diagramm, A=652 nm) und einer Lichtdosis von jeweils 20 J/cm?. Wahrend bei separater
Bestrahlung von DNA sowie DNA und Sonde vor Mischung mit den tGibrigen RPA-Reagenzien kein
verzogerter Signalhub auftrat, war bei Bestrahlung der vollstandigen Reaktion (rote Kurve) ein
verzdgerter Signalhub gegeniber der unbestrahlten Reaktion erkennbar, was auf eine partielle
Inhibition der Exo-RPA Enzyme durch die photodynamische Behandlung hinweist.

Die im Rahmen der Laufzeitverlangerung / Projektaufstockung eingesetzten Additive zur
Steigerung der photodynamischen Effizienz bzw. zum Schutz der RPA-Enzyme wurden
allein und in Kombination mit Photosensibilisatoren hinsichtlich ihrer Beeinflussung der
RPA untersucht. Die Experimente und Ergebnisse werden in den Ausfihrungen zu
Arbeitspaket 4 beschrieben.

Soll-Ist-Vergleich: Das Ziel der Identifizierung eines Protokolls, welches eine effiziente
photodynamische Lyse der Testorganismen ohne Beeintrachtigung der (in Echtzeit
gemessenen) Exo RPA ermdglicht, konnte zunachst nicht erreicht werden. Da in der
Echtzeitmessung jedoch nur eine partielle Beeintréachtigung gemessen wurde, besteht die
Maoglichkeit, dass diese die in Endpunktmessung ermittelten Ergebnisse der digitalen Exo
RPA nicht beeinflussen.

2.1.4 AP 4: Benchmarking der Effizienz der photodynamischen Lyse in der
RPA (urspringliche Planung Monate 16-18, nach Aufstockung /
Laufzeitverlangerung Monate 16-31)

Ziel: Photodynamische Lyse bewirkt vollstandige Zugéanglichkeit der Ziel-DNA von

Testorganismen in Suspension.

Durchgefuhrte Arbeiten: Um die Anreicherung extrazellularer Ziel-DNA nach

photodynamischer Behandlung der Modellorganismen zu untersuchen, wurden die

Zeitpunkte des Fluoreszenz-Intensitatsanstiegs in der Exo RPA an Photosensibilisator-

versetzten bestrahlten vs. nicht bestrahlten Suspensionen (insgesamt jeweils ca. 10°
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Bakterienzellen) sowie in Relation definierter Mengen identisch behandelter genomischer
DNA verglichen. Abbildung 9 zeigt, dass PS-inkubierte bestrahlte S. warneri
Suspensionen verglichen mit identisch behandelten unbestrahlten Suspensionen einen
reproduzierbar friiheren Signalhub in der Echtzeit-RPA bewirkten, was mutmallich auf
photodynamisch freigesetzte Ziel-DNA zurtckzufihren ist. Die Dynamik des
Fluoreszenzverlaufs ist derjenigen einer Amplifikation von 1 ng DNA (entspricht dem
Gehalt von ca. 3,85 x 10° Bakterienzellen) ahnlich, was darauf hindeutet, dass die Menge
an Ziel-DNA in diesen Reaktionen vergleichbar ist. Aufgrund des starken Hintergrunds an
extrazellularer DNA in der unbestrahlten Bakteriensuspension ist eine Quantifizierung der
photodynamisch vermittelten DNA-Freisetzung in diesem Experiment jedoch nicht
maoglich. Vergleichbare Experimente an P. syringae und S. cerevisiae hingegen zeigten
nach photodynamischer Behandlung der Bakteriensuspensionen keinen reproduzierbar
frheren und starkeren Signalhub (nicht gezeigt).

Experimentelles Design: NTC
Biol. Probe ' 3
105 Zellen ] 2
+BLC2003, 5 min ! NTC dark — 20J/cm
Pra-Inkubation £ 1 ng DNA dark — 20J/cm2
g 10° cells dark — 20J/cm?
v v £ 27
Lichtexposition nein 20)/cm2, ) = 525 nm E
| | § extrazellulare +
HEE frei tzte DNA
+ Primer, Sonde & % 1 regeseiae
Enzymgemisch 2 extrazelluldre DNA
RPA (integrales = 0 s T . . .
Signal) , 0 10 20 30 40 50 60
Cycles

Abbildung 9: Freisetzung von Ziel-DNA in Bakteriensuspensionen durch photodynamische Lyse.
Schema links: DNA-freie Proben (NTC), DNA-haltige Proben sowie Bakteriensuspensionen
wurden mit BLC2003 versetzt und unterschiedlichen Lichtdosen (keine Lichtexposition vs. 20
Jicm?) ausgesetzt, anschlieRend mit dem RPA-Reaktionsgemisch versehen und mittels Echtzeit
Exo RPA im Lightcycler analysiert. Graphik rechts: wahrend die NTC sowie die DNA-haltigen
Proben unabhéngig von der Lichtexposition ahnliche Fluoreszenzintensitaten Uber die Zeit
aufwiesen, zeigte sich bei der Bakteriensuspension ein deutlich friiherer und starkerer Signalhub
nach Bestrahlung. Wahrend das Fluoreszenzsignal bei der unbestrahlten Probe mutmaflich auf
extrazellulare DNA in der Bakteriensuspension zurtickzufiihren ist (dies ist ein normales
Phanomen, das auf das Absterben einzelner Bakterien wahrend der Wachstumsphase der Kultur
zurickzufuhren ist), wird der frihere / starkere Signalhub der Préasenz zusatzlicher
photodynamisch freigesetzter DNA zugeschrieben. Die dargestellten Fluoreszenzverlaufe
reprasentieren Mittelwerte aus 5-11 technischen / biologischen Replikaten.

In diesen Experimenten wurden nur die Bakteriensuspensionen, nicht jedoch die
Reagenzien fir die RPA der photodynamischen Behandlung unterzogen. Die in AP3
erzielten Ergebnisse zeigten hingegen, dass die photodynamische Reaktion auch zu einer
Inhibition der RPA-Reaktion fuhrt. Somit bestimmen nach photodynamischer Lyse von
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Bakteriensuspensionen 2 gegenlaufige Effekte den zeitlichen Verlauf der
Fluoreszenzintensitat in der Echtzeit RPA, was ein verlafllliches benchmarking im Sinne
der fur AP 4 beschriebenen Arbeiten unméglich macht. Obwohl das Ausmald der
Inaktivierung der RPA-Reagenzien durch die Wahl geeigneter Kontrollen, bspw.
bestrahlter Reaktionen mit genomischer DNA, in jedem einzelnen Experiment hétte
ermittelt werden kdnnen, ware unklar gewesen, ob sich die photodynamisch vermittelte
Hemmung der Exo RPA in Gegenwart von Bakterien anders verhalt als in Gegenwart
genomischer DNA. Aufgrund dieser Unwagbarkeiten wurde auf die urspringlich
vorgesehenen Experimente zum benchmarking verzichtet. Stattdessen erfolgten im
Rahmen der Projektaufstockung zuséatzliche Arbeiten zur ldentifizierung von Additiven,
welche die photodynamische Reaktion modulieren (Singulettsauerstoffquencher
Quercetin, beta-Carotin, Ascorbinsaure) oder verstarken (Kaliumiodid [KI]). Ziel des
Einsatzes der Additive war, die Effizienz der photodynamischen Lyse der
Mikroorganismen gezielt zu erh6hen bei gleichzeitigem Schutz der Amplifikationsenzyme
vor Inaktivierung.

Quercetin fuhrte bereits bei einer Konzentration von 10 yuM zu einer signifikanten Inhibition
der RPA (nicht gezeigt), wahrend eine nennenswerte Verstarkung der photodynamischen
Inaktivierung von Bakterien sowie Quenching von Singulettsauerstoff erst bei hoheren
Konzentrationen beobachtet wurde (doi: 10.7603/s40730-016-0008-6), so dass auf
weitere Tests mit Quercetin verzichtet wurde. Die Verwendung von B-Carotin in der RPA
war aufgrund der geringen Wasserl6slichkeit der Substanz nur <1 pM praktikabel, was
ebenfalls deutlich unter der fir das Quenching erforderlichen Konzentration von 100 uM
lag (doi: 10.7603/s40730-016-0008-6), so dass auch mit dieser Substanz keine weiteren
Experimente durchgefuhrt wurden. Die gut wasserlésliche Ascorbinsaure zeigte sich bei
einer Endkonzentration von 100 pM kompatibel mit der RPA-Reaktion, jedoch in
Kombination mit Ce6 und photodynamischer Lyse von S. warneri einen deutlich
verzogerten Fluoreszenzanstieg gegentber der unbeleuchteten und nicht Ascorbat-
enthaltenden Reaktion (nicht gezeigt) so dass auch mit Ascorbat bis auf Weiteres nicht
weitergearbeitet wurde.

Kl erwies sich ab einer Endkonzentration von 10 mM als effizient fur eine signifikante
Verstarkung der MB-vermittelten photodynamischen Inaktivierung (PDI, s. doi:
10.1128/AAC.00019-15) als auch kompatibel mit der RPA (nicht gezeigt). Darum wurde
zunéchst die PDl-verstarkende Aktivitat von KI in  Kombination mit den 3
vielversprechenden Photosensiblilisatoren BLC2003, Ce6 und MB untersucht. Wahrend
Kl als Zusatz von MB und Ce6 auch die PDI-Effizienz bei S. warneri und P. syringae
verstarken konnte, zeigte sich in Kombination mit BLC2003 bei der Anwendung an S.
warneri Uberraschenderweise eine deutlich geringere PDI-Effizienz (Abbildung 10). Dies
ist wahrscheinlich auf eine reduktive Inaktivierung des Photosensibilisators durch lodid
zurlickzufiihren (doi: 10.1006/mchj.1997.1533), so dass fur die Kombination BLC2003 /
Kl keine weiteren Tests an P. syringae durchgefuhrt wurden.
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Abbildung 10: Modifizierung der PDI-Effizienz von BLC2003, Ce6 und MB auf S. warneri (Swa)
und P. syringae (Psy) durch Zugabe von 10 mM KI. Wéahrend BLC2003 aufgrund der Reaktion mit
den lodid-Anion inaktiviert wird und dadurch die PDI-Effizienz von BLC2003 durch Kl signifikant
reduziert wird, bewirkt KI eine Verstarkung der MB-vermittelten PDI bei sowohl Swa als auch Psy
sowie eine Verstarkung der Ce 6 vermittelten PDI-Effizienz bei Psy.

Im Folgenden wurde die Kompatibilitdt von MB / KI in Abwesenheit von Licht sowie nach
Bestrahlung (20 J/cm2, A=652 nm) mit der Echtzeit-RPA Uberpruft. Wahrend der Zusatz
von 10 mM KI bei 2 uM MB in Abwesenheit von Licht keinen inhibitorischen Einfluss auf
die RPA aufwies, war eine Inhibition in Gegenwart von 5 uM MB mel3bar (blaue
Kurvenverlaufe in Abbildung 11). Bei Bestrahlung der RPA-Enzyme sowie des ganzen
Reaktionsansatzes (rote Kurvenverlaufe) zeigte sich hingegen bei beiden MB-
Konzentrationen eine Inhibition der Reaktion.

2 uM MB / 10 mMKI 5puM MB /10 mM KI

NTC dark

10 ng DNA MB only dark

10 ng DNA MB Kl dark

10 ng DNA MB KI 20J/cm? (Enzymes only)

Fluorescence Intensity (FAM)

Fluorescence Intensity (FAM)

10 ng DNA MB KI 20)/em? (whole reaction)

0 10 20 30 40 50 60
Cycles Cycles

Abbildung 11: Einfluss von 10 mM KI auf die in Echtzeit gemessene Exo-RPA an genomischer
DNA bei Anwendung der angezeigten MB-Konzentrationen in Abwesenheit vs. Gegenwart von
Licht (A=652 nm, 20 J/cm?). Wahrend der Zusatz von 10 mM Kl in Gegenwart von 5 uM MB ohne
Bestrahlung einen leicht verzdgerten Anstieg der Fluoreszenz aufweist (blaue Kurvenverlaufe), ist

die Inhibition nach Bestrahlung deutlich starker ausgepragt (rote Kurvenverlaufe).
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Wahrend die Inaktivierungseffizienz von MB und Ce6 durch den Zusatz von 10 mM Ki
signifikant erhoht werden konnte, wurde bis dato kein Additiv identifiziert, das die
inhibitorische Wirkung der photodynamischen Reaktion auf die Exo-RPA unterbindet. Die
nachfolgend fir AP 5 beschriebenen Ergebnisse verdeutlichen jedoch, dass eine in der
Echtzeit-Reaktion gemessene Inhibition der Exo RPA nicht zwangslaufig zu einer
Reduktion der Anzahl RPA-positiver Tropfchen in der digitalen Reaktion fihrt, so dass die
Nutzung von KI fur die Steigerung von Effizienz und Reproduzierbarkeit der
photodynamischen Lyse untersucht wurde.

Soll-Ist-Vergleich: Aufgrund der sich im Echtzeit-Assay gegenlaufig auswirkenden
Effekte der photodynamischen Inaktivierung von Exo RPA Reagenzien einerseits und der
Freisetzung genomischer DNA aus den Testorganismen andererseits konnte in diesem
Format keine Quantifizierung der Freisetzungseffizienz der Ziel-DNA aus den Bakterien
ermittelt werden.

2.1.5 AP 5: Etablierung der digitalen RPA mit photodynamischer Lyse im
DropChip (urspringliche Planung Monate 16-21, nach Aufstockung /
Laufzeitverlangerung Monate 16-32)

Ziel: Photodynamische Lyse bewirkt vollstandige Zuganglichkeit der Ziel-DNA einzelner

Testorganismen in Mikrokompartimenten in digitaler Exo RPA.

Durchgefiihrte Arbeiten: Die Exo RPA in dem von UA-Nehmer Hahn-Schickard

bereitgestellten DropChip wurde zunéchst mit genomischer DNA und dem flur die

Echtzeitanalyse entwickelten Protokoll durchgefuhrt. Wahrend der fur die Echtzeitanalyse

von P. syringae DNA etablierte Assay auch im digitalen Format funktionierte und eine

einfache Unterscheidung zwischen positiven und negativen Tropfchen ermoglichte

(Abbildung 12), war fur den S. warneri Assay aufgrund der sehr geringen

Fluoreszenzintensitat in positiven Tropfchen zunéchst eine Protokollanpassung

erforderlich. Nach Variation unterschiedlicher Parameter konnte durch Anpassung der

Reaktionstemperatur von 39°C auf 42°C eine héhere Fluoreszenzintensitat in den

Tropfchen erreicht werden.

NTC + BLC2003 (dunkel) DNA ohne BLC2003 (dunkel) DNA + BLC2003 (dnkel)

Inlet 2

Abbildung eines DC24 DropChips (Hahn-Schickard). Inlet 1 + 2: Einlassoffnungen fiur die
Vertropfung der RPA-Reaktion nach dem durch Hahn-Schickard bereitgestellten Protokoll. Die
Tropfchen akkumulieren in den zugehérigen Tropfchenkammern (droplet chambers 1 + 2) und
werden mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop dokumentiert. Dargestellt sind
exemplarische Aufnahmen vertropfter Reaktionen in Gegenwart (rechtes Bild) vs. Abwesenheit
(mittleres Bild) von BLC2003 (links: NTC). RPA-positive Tropfchen sind durch grine Fluoreszenz
erkennbar.
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Nach erfolgreicher Detektion der S. warneri Exo RPA-Reaktion mit genomischer DNA im
digitalen Format erfolgte die Erprobung der photodynamischen Lyse der Bakterien in
Tropfchen mit anschlie3ender digitaler Exo RPA. Dabei wurden die Exo RPA-Reaktionen
(50 pl) nach der photodynamischen Behandlung aufgeteilt und sowohl mittels Echtzeit-
RPA im Lightcycler96 (35 pl) als auch parallel im DC24 DropChip (15 pl) analysiert, um
die Kongruenz der Ergebnisse der beiden Auswerteverfahren zu untersuchen. Sowohl bei
BLC2003 als auch bei Ce6 zeigte sich in der digitalen Endpunkt-RPA in den DropChips
im Mittel eine leichte Zunahme der amplifizierbaren DNA nach photodynamischer
Behandlung, erkennbar an einem signifikant hheren Prozentsatz griin fluoreszierender
Tropfchen. Die parallel durchgefiihrte Echtzeit-RPA zeigte hingegen bei beiden
Photosensibilisatoren einen verzdgerten Fluoreszenzanstieg (fur Ce6 exemplarisch in
Abbildung 13 dargestellt). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch die
photodynamische Inaktivierung verursachte partielle Inhibition der enzymatischen
Reaktionen sich in der digitalen Exo RPA (Endpunktmessung in jedem einzelnen
Tropfchen) weniger stark oder garnicht bemerkbar macht, wahrend sie in der Echtzeit-
Exo RPA trotz der moglicherweise htheren Menge amplifizierbarer DNA zu einem
verzogerten Fluoreszenzanstieg fuhrt.

vxx P=0.0007, paired t-test dunkel parallel durchgefiihrte realtime RPA

10 | | —— NTCdark

49 100 pg DNA dark
—— ~1.5x10° cells 20 J/cm?

~1.5 x 10° cells dark

| /
v ;
0 t t T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Cycles

bestrahlt

4 ——

2 uM Ce6 / dark

positive droplets [%]
Fluorescence Intensity (FAM)

2 uM Ce6 / 20 J/cm?

Abbildung 13: Exo RPA von S. warneri in Gegenwart von Ce6 (unbestrahlt vs. 20 J/cm?, 1=652
nm). Links: quantitative Auswertung der digitalen Exo RPA nach Auszéhlung von jeweils 6-12
Sichtfeldern bei 6 unabhangigen Experimenten. Dargestellt ist der durchschnittliche Prozentsatz
Exo RPA-positiver Tropfchen mit Standardabweichung der unbestrahlten (blau) vs. bestrahlten
(rot) Reaktionen. Mitte: exemplarische Darstellung repréasentativer Sichtfelder. Rechts:
exemplarische Darstellung von Fluoreszenzverlaufen der Echtzeit Exo RPA-Reaktionen
(Kontrollen: Exo RPA ohne Zugabe von DNA oder Bakterien [NTC], Exo RPA unter Verwendung
von 100 pg genomischer DNA von S. warneri].

Da bis April 2023 ein grol3er Teil der von Hahn-Schickard bereitgestellten DropChips
verbraucht und eine Herstellung weiterer DropChips mit sehr hohen Kosten und
Zeitverzdgerungen verbunden gewesen ware, wurde im Rahmen der Projektaufstockung
die kommerzielle Crystal digital PCR Technologieplattform der Firma Stilla beschafft.
Prinzipiell ist diese Plattform geeignet fir die Implementierung der photodynamischen
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Lyse in einen Exo RPA-Arbeitsablauf, d.h. ein aus spezifischen Druck- und
Temperaturverlaufen bestehendes Protokoll zur Vertropfung und Amplifikation kann
nahezu beliebig fur die Insertion eines Bestrahlungsschritts unterbrochen und/oder
modifiziert werden. Jedoch waren die von Stilla verfligbaren Protokolle fir die digitale
PCR optimiert und wurden bis dato noch nicht fir isothermale DNA-
Amplifikationsverfahren wie RPA verwendet. Dabei ist die verhaltnismafiig lange Dauer
und hohe Temperatur der Vertropfung (ca. 45 min. Gesamtdauer, davon ca. 20 min. bei
40°C) nicht ideal, da die Exo RPA Reaktion nach Mischung aller Reagenzien startet, ein
Temperaturoptimum von ca. 40°C aufweist und folglich wahrend der Vertropfung, d.h. vor
der erwinschten Kompartimentierung, nahezu vollstandig abgelaufen ist. Eine
Anpassung des Vertropfungsprotokolls fir Exo RPA erfolgte durch schrittweise Senkung
der Vertropfungstemperatur und Beschleunigung von Druckaufbau und Druckabbau bei
jeweiliger Kontrolle des Erfolgs der Vertropfungsreaktion (hier wurde eine
durchschnittliche Anzahl =10.000 durch die Crystal Miner Software analysierbare
Tropfchen als unterer Schwellenwert definiert) sowie des Reaktionsstatus (Anzahl RPA-
positiver Tropfchen) vor bzw. nach der sich anschliel3enden Inkubation fir 30 min bei
42°C. Es stellte sich heraus, dass bei Erreichen einer akzeptablen Anzahl analysierbarer
Tropfchen die Vertropfungstemperatur auf 20°C abgesenkt und Druckaufbau und -abbau
signifikant verkurzt werden konnte. Dadurch wurde die bendétigte Zeit von ca. 45 min (Stilla
Standardprotokoll fur PCR) auf ca. 6 min. verkirzt (nicht gezeigt). Das fur Exo RPA
angepasste Vertropfungsprotokoll wurde ab Dezember 2023 bis Projektende fir
nachfolgende Experimente zur Effizienz der photodynamischen Lyse sowie fur den
Funktionsnachweis an MRSA (AP 6) verwendet. Wéhrend fur S. warneri bei Testung von
BLC2003 sowie der Kombinationen Ce6/KI und MB/KI keine Erhdhung der Anzahl Exo
RPA-positiver Tropfchen nach Bestrahlung gemessen werden konnte (nicht gezeigt),
konnte fir Exo RPA Reaktionen mit P. syringae Zellsuspensionen eine signifikante
Erhéhung von Zielmolekilen nach photodynamischer Behandlung unter Verwendung von
5 uM MB und 10 mM KI gezeigt werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Digitale Exo RPA an S. warneri Suspensionen in Gegenwart von MB / KiI
(unbestrahlt vs. 20 J/cm?, A=652 nm). Links: Bilder reprasentativer Experimente bestrahlter (obere
Reihe) vs. unbestrahlter Exo-RPA Reaktionen nach Vertropfung in Stilla Sapphire Kartuschen.
Das linke Bildpaar zeigt die Fluoreszenzintensitat des FAM Reporters, d.h. die RPA-positiven
Tropfchen sind hier hell dargestellt. Das rechte Bildpaar zeigt das Signal des
Fluoreszenzfarbstoffs ATTO647, der in allen Tropfchen préasent ist. Mitte: Auftragung der FAM-
Fluoreszenzintensitat einzelner Tropfchen der im linken Bildpaar dargestellten Reaktionen im
sogenannten ,droplet plot‘. Nach Festlegung eines Schwellenwerts in der Stilla Crystal Miner
Software (blaue Linie) erfolgt die Definition Exo RPA-positiver Tropfchen (blau). Rechts:
normalisierte Darstellung amplifizierbarer DNA in der RPA unbestrahlter (grau) vs. bestrahlter (rot)
Reaktionen.

Soll-Ist-Vergleich: Die digitale RPA mit photodynamischer Lyse konnte im DropChip
etabliert werden. Die fur eine Nutzung des Stilla Naica Systems erforderliche Anpassung
des Vertropfungsprotokolls konnte erfolgreich durchgefiihrt und die digitale Exo-RPA
etabliert werden. Die Reaktion nach photodynamischer Lyse zeigte auch in diesem
Format eine signifikante Erhohung der Ziel-DNA Menge im Vergleich zur Dunkelreaktion,
wobei Effizienz und Reproduzierbarkeit des DNA-Freisetzungsprozesses fur eine
Routinenutzung des Verfahrens in diagnostischen Tests noch verbessert werden sollten.

2.1.6 AP 6: Photodynamische Lyse am humanpathogenen Keim MRSA
(Monate 22-24)

Ziel: Photodynamische Lyse bewirkt vollstandige Zugéanglichkeit der Ziel-DNA von MRSA
in Mikrokompartimenten in digitaler RPA.

Durchgefiihrte Arbeiten: Die Testung eines Protokolls fir die photodynamische Lyse
wurde im Rahmen eines digitalen Biplex Assays fur die MRSA-Detektion unter Nutzung
der Stilla Naica Plattform bei Unterauftragnehmer Hahn-Schickard durchgefiihrt. Der
Assay wurde in Anlehnung an publizierte Vorarbeiten (doi: 10.1039/d0lc00294a)
durchgefiihrt, wobei die Detektion des vicK Gens fir die Identifizierung des Organismus
durch Spaltung einer FAM-markierten Sonde angezeigt werden sollte, wahrend die
Resistenz durch die Spaltung einer TAMRA-markierten Sonde detektiert werden sollte.
Die photodynamische Lyse sollte durch Ce6 (2 puM) und Kl (10 puM) und einer
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Lichtapplikation von 20 J/cm? (A=652 nm) erreicht werden. Die Quantifizierung der RPA-
positiven Trépfchen im direkten Vergleich der unbestrahlten vs. bestrahlten Reaktion
zeigte keinen Unterschied, was darauf hindeutet, dass die Freisetzung der genomischen
DNA aus den Bakterienzellen fir die RPA-Reaktion nicht erfolgte.

Soll-Ist-Vergleich: Der Funktionsnachweis der photodynamischen Lyse im digitalen Exo-
RPA Assay an MRSA konnte nicht erbracht werden.

2.2 Verwertung

Wie in 3.1 beschrieben wurden die Ergebnisse des Projekts in Prasentationen und
Posterbeitragen auf Kongressen der Offentlichkeit vorgestellt und sollen in einem peer-
reviewed Journal veréffentlicht werden (Einreichung geplant bis Ende 2024). Dies tragt
zur Sichtbarkeit des ILM bei, was bei der Akquisition neuer Fordermittel fur
Anschlussprojekte (bspw. BMBF-Verbundprojekte) hilfreich ist. Fir PhotoDynaLysis ist
hier eine weitere Verbesserung des Protokolls zur photodynamischen Lyse erforderlich,
um Reproduzierbarkeit und Effizienz des Verfahrens zu steigern. Die Akquisition von
Folgeprojekten ist fir 2025 geplant.

Abseits der Anwendung in isothermalen Nukleinsdurenachweisverfahren wie der RPA
kann das Verfahren auch fur einfachere Zwecke wie bspw. der Einschleusung markierter
Molekile in Zellen (bspw. fur die Markierung von Mikroorganismen bei der Fluoreszenz
in situ Hybridisierung [FISH]) genutzt werden. Da hier im Gegensatz zur digitalen Exo
RPA keine komplexen enzymatischen Reaktionen nachfolgen, ist zu erwarten, dass die
im Vorhaben erforschten Protokolle hier hinreichende Effizienz und Reproduzierbarkeit
bieten und keine weitere aufwéandige Optimierung erforderlich ist. Auch hier sollen
Mdglichkeiten der Zusammenarbeit mit Unternehmen und ggfs. Forschungseinrichtungen
ab sofort evaluiert werden. Die Implementierung des Verfahrens in bestehende
diagnostische Arbeitsablaufe konnte bspw. in Auftragsforschung, einem BMBF-
Verbundprojekt oder einem ZIM-Projekt realisiert werden (ab ca. 2025). Eine Validierung
kann im Erfolgsfall recht schnell (bis ca. 2027) durchgefuhrt werden, ebenso wie eine
nachfolgende Produktentwicklung (bis ca. 2029).

Im Rahmen der erfolgreichen Anpassung der Exo-RPA-Reaktion an die Stilla Naica
Plattform erfolgte ein wesentlicher Schritt hin zur Verwertung der im Vorhaben erforschten
Technologie. Das Interesse des bisher auf die digitale PCR fokussierten Herstellers Stilla
an einer Realisierung der Exo-RPA auf ihrer Analyseplattform wird aktuell erfragt.

2.3 Fortschritte und Ergebnisse Dritter
Es sind keine Forschungsergebnisse Dritter bekannt, die die Ergebnisse des Projekts
betreffen oder ihrer Verwertung entgegenstehen.
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3 Anhang

3.1 Veroffentlichungen

1. microTEC Sudwest Clusterkonferenz 2022 (18.-19.05.2022, Freiburg) Vortrag:
.Schaltbare Probenvorbereitung fur Einzelzellanalysen in mikrofluidischen
workflows*.

2. 5. Minchner POCT Symposium (27.-29.09.2022, Minchen) Vortrag & Poster:
“PhotoDynalLysis: Photoswitchable sample preparation for single cell analysis in
automated digital assay workflows”.

3. Photodynamic Therapy and Photodiagnosis Update 2024 (16.-20.09.2024, Kochel
am See) Vortrag: ,Photodynamic disintegration of bacteria for single cell
diagnostics”

4. Petra Kruse, Thomas Stegmayer, Michael Lehnert, and Rainer Wittig:
“Photodynamic lysis of bacteria as a switchable sample preparation for single cell-
resolved recombinase polymerase amplification in digital assay workflows”.
Manuskript in Vorbereitung fir Lab on a Chip (Journal der Royal Society of
Chemistry, Impact Factor 6,1)

3.2 Schutzrechte
Es wurden keine Patente oder Gebrauchsmuster angemeldet.
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1 Projektziele

Ziel des Projekts war die Etablierung eines durch die Applikation von Licht schaltbaren,
photodynamisch vermittelten Aufschlusses von Mikroorganismen (Gram-positive
Bakterien, Gram-negative Bakterien, Pilze) fur die nachfolgende Amplifikation von
Gensequenzen mittels des Rekombinase Polymerase Amplifikationsverfahrens (RPA) in
einem digitalen Assay-Format. Bis dato wurde dies durch die Verwendung eines
lytischen Enzyms erzielt, welches die Zelle jedoch bereits vor Kompartimentierung des
Reaktionsansatzes aufschliel3en kann. Dies kann zu falschen diagnostischen
Ergebnissen fihren.

2 Projektinhalte

Im Projekt wurden zunachst Modellorganismen identifiziert (Gram-positive Bakterien:
Staphylococcus warneri DSM 20316; Gram-negative Bakterien: Pseudomonas syringae
DSM 50252; Pilze: Saccharomyces cerevisiae Weinhefe Lalvin CY3079) und
fluoreszenzbasierte Exo-RPA-Assays im Echtzeitmodus (Real-time Exo-RPA) etabliert
(Arbeitspaket [AP] 1). Anschlie3end erfolgte die Konstruktion einer Bestrahlungseinheit
mit den fir die photodynamische Behandlung erforderlichen Wellenl&angen sowie Dosis-
Wirkungsstudien zur photodynamischen Inaktivierung (PDI) der Modellorganismen unter
Verwendung unterschiedlicher Photosensibilisatoren (AP 2). Die fur die
photodynamische Lyse potentiell geeigneten Photosensibilisatoren wurden hinsichtlich
ihrer Kompatibilitdt mit der Real-Time Exo-RPA in Abwesenheit und Gegenwart von
Licht evaluiert (AP 3). In AP 4 erfolge die Evaluierung der Effizienz des photodynamisch
vermittelten Zellaufschlusses durch Vergleich des Real time Exo-RPA-Signals nach
photodynamischer Lyse von Zellen vs. des Signals nach Amplifikation &quivalenter
Mengen zellfreier genomischer DNA. Kompatible Lyseverfahren mit hoher
Freisetzungseffizienz der Ziel-DNA wurden fir die Etablierung eines Protokolls fiir die
tropfchenbasierte digitale Exo-RPA verwendet (AP 5). Das vielversprechendste
Verfahren aus AP 5 wurde in AP 6 flr den Konzeptnachweis an humanpathogenen
Mikroorganismen in den Arbeitsablauf einer Biplex-RPA flr die Identifizierung von
Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA) integiert und funktionell
evaluiert.

3 Ergebnisse

Fur alle drei Testkeime konnten Exo-RPA Assays etabliert werden, welche
reproduzierbar eine semiquantitative Bestimmung DNA-Menge in einer Probe
ermoglichten. Die Bestrahlungseinheit wurde erfolgreich fertiggestellt und fr PDI Dosis-
Wirkungsstudien an den Modellorganismen verwendet. Es wurden Leistungsdichten von
200 mW/cm2 und Energiedichten von 10-20 J/cm2 unter Verwendung der

Photosensibilisatoren BL2003, Chlorin e6 (Ce6), Methylenblau (MB) und Toluidinblau O
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getestet. Ziel und Meilenstein des Projekts war die Etablierung eines PDI-Protokolls, das
die Inaktiverung der Testorganismen um mindestens 4 Log-Stufen innerhalb von 5
Minuten ermaoglichte. Dieses Ziel wurde unter Verwendung des Photosensibilisators
BLC2003 bei einer Lichtdosis von 20 J/cm2 (I=525 nm) erreicht. In den Arbeitspaketen 3
und 4 zeigte sich, dass alle evaluierten Photosensibilisatoren konzentrationsabhangig
zu einer leichten Hemmung der Effizienz der RPA-Reaktion fuhrten, die durch
Applikation von Licht verstarkt wurde. Durch die selektive photodynamische Behandlung
einzelner Komponenten der RPA-Reaktion konnte demonstriert werden, dass
insbesondere eine Schadigung der Enzyme und zu einem geringeren Mal3e die
Schadigung von Sonde und Primern die Hemmung der Exo-RPA Reaktion bewirkte.
Nach photodynamischer Behandlung von S. warneri Suspensionen mit BLC2003 und
nachfolgender Zugabe der bestrahlten Probe zur Exo-RPA Reaktion konnte im
Vergleich mit einer identisch behandelten unbestrahlten Probe gezeigt werden, dass die
photodynamische Behandlung zu einem signifikant beschleunigten
Fluoreszenzintensitatsanstiegs im Real-Time Exo-RPA Assay fuhrte. Dies ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf eine photodynamisch vermittelte Freisetzung von Ziel-DNA aus
den Bakterien zurlickzufiihren. Im digitalen Assay unter Verwendung der von UA-
Nehmer Hahn-Schickard bereitgestellten DC24 dropchips konnte durch die Bestrahlung
der Reaktion ebenfalls ein signifikanter Anstieg Exo-RPA positiver Tropfchen gemessen
werden. Effizienz und Reproduzierbarkeit des photodynamischen Verfahrens wurden
jedoch entweder durch unvollstandigen Bakterienaufschluss oder die Schadigung der
Reaktionskomponenten. Um das Projektziel der Integration der photodynamischen Lyse
in den Arbeitsablauf der digitalen Exo-RPA zu erreichen, erfolgte eine kostenneutrale
Projektverlangerung sowie nachfolgend eine Aufstockung des Projekts. Hier wurden
PDI-verstarkende Additive sowie Singulettsauerstoffquencher hinsichtlich einer
Verbesserung der photodynamischen Lyse im Exo-RPA Arbeitsablauf getestet, wobei
insbesondere Kaliumiodid (KI) die PDI-Effizienz von Chlorin €6 und Methylenblau
signifikant verstarkte. Im Rahmen der Aufstockung wurde auch die Beschaffung eines
kommerziell verfugbaren Systems fir digitale PCR (Stilla Naica 6) bewilligt, da UA-
Nehmer Hahn-Schickard nicht in der Lage war, weitere bendtigte DC24 dropchips fir die
Evaluierung der digitalen Exo-RPA bereitzustellen. Nach erfolgreicher Anpassung der
Vertropfungsprotokolle der Stilla Naica 6 Plattform auf die Erfordernisse der Exo-RPA
konnte eine Zunahme positiver Signale durch den photodynamischen Aufschluss von P.
syringae mit Ce6 und KI demonstriert werden. Das Protokoll wurde im abschlielRenden
Konzeptnachweis in der Biplex Exo-RPA bei UA-Nehmer Hahn-Schickard an MRSA
getestet. Hier konnte jedoch kein eindeutiger Nachweis des erfolgreichen
photodynamischen Aufschlusses von MRSA erzielt werden.
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4 Nutzen bzw. Anwendungsmoglichkeiten der Ergebnisse

Die Projektergebnisse zeigen, dass eine durch Licht schaltbare Lyse von Bakterien im
Arbeitsablauf der digitalen Exo-RPA grundsatzlich mdglich ist. Effizienz und
Reproduzierbarkeit des Verfahrens missen jedoch durch nachfolgende Forschung
deutlich verbessert werden, da eine verlassliche Diagnostik die RPA-kompatible
Freisetzung der Zielsequenzen aus allen in der Probe befindlichen Bakterien erfordert.
Abseits der Exo-RPA erscheint die photodynamische Permeabilisierung von Zellen
insbesondere fir solche Methoden der Zelldiagnostik attraktiv, die lediglich den
Transport eines kleinen Molekls in das Zellinnere erfordern (bspw. Fluoreszenz in situ
Hybridisierung).
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