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Zusammenfassung

Die Identifizierung von Erregern ambulant erworbener Infektionen des unteren
Respirationstrakts (CA-LRTI) ist von bedeutsamer Wichtigkeit fiir die Initi-
ierung einer wirksamen medizinischen Behandlung. Da diese Art der Infektio-
nen eine der Hauptgriinde fir infektionsbedingte Sterbefélle darstellt, ist eine
unverziigliche arztliche Behandlung sehr wichtig. Aufgrund der hohen Sterbe-
rate, insbesondere unter Kleinkindern, alten und geschwachten Personen, und
wegen der Schwierigkeit einer Fritherkennung der verantwortlichen Erreger wird
zumeist aus Praventionszwecken eine Antibiotikabehandlung eingeleitet. Viele
der Antibiotika-Medikationen erfolgen dabei vorschnell und sind iiberfliissig.
Ein vermehrtes Auftreten von Antibiotikaresistenzen wie beispielsweise MRSA
(Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) ist die Folge.

Da die Differenzierung der verantwortlichen Erreger anhand der Symptoma-
tik fast unmoglich und eine Bestimmung mittels Zellkultur kompliziert und
zeitaufwandig ist, besteht ein hoher Bedarf an schnell durchfithrbaren analy-
tischen Methoden. Besonders die ambulante Identifikation der Erreger in Pra-
xen niedergelassener Arzte ist in diesem Sinne sehr wichtig, da ein Grofteil
der Antibiotika auflerhalb der Krankenh&user appliziert wird. Fiir diese Art der
Vor-Ort-Identifikation eignen sich insbesondere Point-of-Care-Testing (POCT)-
Geriéte, da sie leicht zu bedienen sind und schnell zu quantitativen Aussagen
fithren. In Verbindung mit einer Probenvorbereitung in mikrofluidischen Test-
chips (Lab-on-a-Chip, LOC) lassen sich innerhalb kiirzester Zeit DNA- und
RNA-Fragmente aus Proben der Atemwegsschleimhaut extrahieren und analy-
sieren.

Die vorliegende Arbeit zeigt, wie eine quantitative Nachweisprozedur fiir die-
se Art realistischer DNA-Proben (5 kbp dsDNA) realisiert werden kann. Es
wird verdeutlicht, wie mittels fluoreszenzmikroskopischer Bildgebung eine Me-
thode entsteht, die geeignet ist, in POCT-Gerédten Anwendung zu finden. Durch
Verwendung magnetischer Beads als Mittel zur Analyt-Akkumulation und ver-
schiedenster Optimierungen einer hybridisierungsbasierten Quantifizierungspro-
zedur konnen somit fiir die Detektion eines entsprechenden Fragments des Or-
ganismus M. [uteus Empfindlichkeiten erlangt werden, die eine Identifikation
von CA-LRTI Erregern in Proben relevanter Konzentration (ca. 5 pM = 0,1
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- 0,2 fmol bzw. 7,8 log,, Molekiile) zulassen. Beachtenswert ist hier, wie dies
ohne eine Vervielfaltigung der DNA-Fragmente (z.B. durch PCR) oder Signal-
amplifikation ermoglicht werden kann. Dies wird anhand eines bead-basierten
Sandwich-Assays ausgearbeitet. Die magnetischen Mikropartikel dienen dabei
als mobile Phase des Nachweisverfahrens und sind mit Fanger-Fragmenten be-
schichtet; unter Bindung der Ziel-DNA kann mit einem fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotid die Anwesenheit der spezifischen Ziel-Sequenz in 20 pl. Proben
nachgewiesen werden.

In diesem Zusammenhang erfolgt eine Charakterisierung der erforderlichen Be-
schaffenheit der benutzten Oligonukleotide und deren Zusammensetzung. Diese
legt dar, dass optimale Resultate mit kurzen, 25 Nukleotide langen Fanger-
und Reporteroligonukleotiden erzielt werden konnen, wenn diese in einer kon-
tinuierlichen Abfolge auf dem Ziel-Fragment positioniert werden. Es wird her-
ausgestellt, wie punktuelle Modifikationen der Fanger-Fragmente mittels LNA-
Substitution einzelner Nukleotide zusétzlich zur Verbesserung der Hybridisie-
rungseffizienz beitragen. Im Zusammenhang der Detektion doppelstrangiger
Ziel-Fragment-DNA wird demonstriert, wie kurze Hilfsoligonukleotide dazu ge-
eignet sind, nach erfolgter Doppelstrangdenaturierung eine Rehybridisierung
des nativen Komplements zu verhindern. Weiter wird im Verlauf dieser Ar-
beit gezeigt, wie durch Gebrauch magnetischer Beads die Bindungsreaktion be-
schleunigt und die Ausbeute der Bindungen durch aktive Bewegung verbessert
werden kann.

Durch Miniaturisierung eines fluoreszenzmikroskopischen Aufbaus kénnen Be-
dingungen geschaffen werden, wie sie in Detektions-Modulen von POCT-Ge-
raten integriert sind, um unter realistischen Bedingungen die Nachweisprozedur
anpassen und weiter optimieren zu konnen. Es wird eine neu entwickelte Metho-
de zur Prozessierung fluoreszenzmikroskopische Bilder etabliert, die es dem An-
wender ermoglicht quantitative Aussagen aus der Fluoreszenzintensitit ziehen
zu konnen. Dartiber hinaus wird ein Screening der gangigen Fluoreszenzlabel
durchgefiihrt und unter Gesichtspunkten des beadbasierten Verfahrens bewer-
tet. Das Ergebnis zeigt, dass sich Cyanin-Farbstoffe besonders zur Markierung
eignen.
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Summary

Being the main reason for infectious disease deaths the identification of CA-
LRTT pathogens is of utmost importance to initiate instant appropriate medi-
cation. In this concern the differentiation between etiological factors is excee-
dingly complicated. As mortality rate is increased for children, elderly, chro-
nically ill or persons with weakened immune system, antibiotic treatment is
initiated when first symptoms occur. In most cases antibiotic therapy is inap-
propriate and prematurely applied. Consequently, antibiotic resistant strains,
e.g., Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) appear.

Distinction of involved pathogens only on the basis of clinical signs and sym-
ptoms is almost impossible and cultivation of strains is a difficult and very
time consuming process. Therefore, there is urgent need for highly rapid ana-
lytical methods. Especially the diagnosis on-site at resident physicians’ offices
is of crucial importance as the bulk of antibiotics is not applied in hospitals.
Here, point-of-care (POCT) devices are of particular relevance due to intuitive
and simple handling and rapid delivery of quantitative results. In combination
with lab-on-a-chip (LOC) based systems extracting DNA and RNA fragments
from specimens of sputum, it is possible to analyze pathogenic levels within few
minutes.

In this work the realization of a DNA quantification assay is demonstrated,
detecting 5 kbp dsDNA fragments as extractable from real-world patient spe-
cimens. It is shown that an efficient procedure can be realized when combined
with fluorescence microscopy as appropriate tool for being integrated in POCT
devices. Magnetic beads are used for accumulation process of target molecules
resulting in sensitivities of 5 pM for M. luteus fragments (i.e., 0.1 - 0.2 fmol
or 7.8 log,, copies). Through further optimizations of the hybridization based
assay format it is possible to achieve detection sensitivities that are suited for
identifying CA-LRTT pathogens. Remarkably, this can be accomplished without
any amplification of DNA fragments (e.g., by PCR) or signal (e.g., enzyme chain
reactions). This is elaborated on the basis of a DNA-sandwich assay by means
of magnetic microparticles coated with capturing probes and serving as mobile
solid phase. Upon binding, the target sequence can be subsequently identified
through fluorescently labeled detection probe specific hybridization. This stra-
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tegy enables the detection of target fragments in sample volumes of 20 pL.

In this regard, the present work offers a description of several characterizations
concerning the required composition and configuration of used oligonucleotides.
As a result, optimal hybridization efficiencies can be obtained when capturing
and detection probes are composed of 25 nucleotides each and when positioned
adjacently along the target strand sequence. It is further highlighted that dis-
crete modifications of capturing probes with single LNA nucleotides lead to an
increased hybridization efficiency. For DNA duplex detection, it is demonstra-
ted that short blocking oligonucleotides are feasible to prevent re-hybridization
of the native target strand complement after denaturation. Moreover, this work
presents a strategy to increase binding rate and yield of the target capturing
process by inducing an alternating magnetic field thus leading to an active
movement of particles.

It is described how the assay procedure can be optimized and aligned to specific
conditions given by the potential integration in POCT devices. In this regard, a
miniaturized fluorescence microscopic system was constructed enabling the eva-
luation of potential consequences for assay sensitivity. In addition, a new image
processing method is introduced for general quantification issues using wide-
field fluorescence microscopy. Last but not least, this work reviews commonly
used fluorescent labels and evaluates their feasibility in the light of bead-based
quantification methods. The result highlights cyanine dyes to be the best choice
in this concern.
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1 Einleitung

Infektionen des unteren Respirationstrakts (LRTI') sind die Hauptursache der
meisten Sterbefille unter den infektionsbedingten Erkrankungen. Im Jahr 2002
starben weltweit ca. 3,9 Millionen Menschen an Folgen dieser Infektionen, das
macht ungefahr 6,9 % der gesamten Todesursachen dieses Jahres aus [WHO,
2004]. Unter den ambulant erworbenen Infektionen (CA-LRTT?) kénnen sowohl
virale als auch bakterielle Kolonisationen der Ausloser sein. 50 % davon ent-
stehen dabei durch Viren, reprasentiert durch hauptsichlich Influenza A &
B, Parainfluenzavirus 1 - 3 oder das Metapneumovirus. Bakterielle Infektio-
nen werden in den meisten Fallen durch Staphylococcus aureus, Mycoplasma
pneumoniae und vor allem Streptococcus pneumoniae hervorgerufen. Dabei ist
besonders der Erreger S. pneumoniae atiologisch fiir schwere Infektionen wie
beispielsweise bakterielle Meningitis oder Lungenentziindung. Jéahrlich sterben
etwa zwei Millionen Menschen an einer durch Pneumokokken verursachten In-
fektion, wobei besonders &ltere Menschen und Kinder betroffen sind [Bjerre
et al., 2009]. Bei Kindern unter fiinf Jahren gehort die Lungenentziindung zu
den grofiten Todesursachen [Kabra et al., 2010]. Die meisten aller Todesfille
treten dabei innerhalb der ersten 48 Stunden ein.

Da eine Differenzierung zwischen bakteriellen und viralen Infektionen allein
durch symptomatische Diagnostik nahezu ausgeschlossen ist, ist die praventi-
ve Verabreichung von Antibiotika gingige Praxis. Wie aus aktuellen Studien
hervorgeht wird der Grof3teil der konsumierten Antibiotika aufgrund von LRTI
verschrieben [Greene et al., 2011]. Weiter wird die Kritik getibt, dass viele die-
ser Verabreichungen den Patienten dabei nicht nutzen, sondern vielmehr zu der
Entstehung von Antibiotikaresistenzen beitragen [Greene et al., 2011]. Allein in
Europa werden 90 - 95 % der Antibiotika auerhalb von Krankenhausern ap-
pliziert, in erster Linie infolge von Infektionen des unteren Respirationstrakts
[Vander Stichele et al., 2006]. Obwohl einigen Patienten ein Vorteil aus einem
frithen Eingriff durch Behandlung mit Antibiotika entsteht, gibt es keine eta-
blierten Methoden, diese Vorteile zu bewerten [Stanton et al., 2010]. Beson-
ders alarmierend ist in diesem Zusammenhang das in letzter Zeit verstérkte

lengl.: Lower Respiratory Tract Infection
2engl.: Community-Acquired Lower Respiratory Tract Infection



1 Finleitung

Aufkommen von ambulant erworbenen Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus Stiammen (CAMRSA?), die bei Infektion duflerst schwere (ambulant
erworbene) Lungenentziindungen (CAP?) mit nekrotisierenden Eigenschaften
verursachen.

1.1 Diagnostik von CA-LRTI Pathogenen, Stand
der Technik

Fiir diagnostische Laboranalysen wird bevorzugt eine Probe der Atemwegs-
schleimhaut (Sputum) entnommen [Gnarpe et al., 1997; Waring et al., 2001,
Ellis, 1998], um invasive Eingriffe zu vermeiden. Die Identifikation von CA-
LRTI Pathogenen erfolgt hauptséachlich tiber Kultivierung der aus dem Hals-
oder Nasenrachenraum entnommenen und somit nicht-sterilen Abstriche. Mit
dieser Methode ist besonders fiir die Bestimmung von viralen Pathogenen ein
hoher Zeitaufwand verbunden. Der Zeitraum kann zwar von 4 - 7 Tagen auf
zwei Tage verkiirzt werden, benotigt dafiir allerdings spezielle und komplizierte
Verfahren [Mahony, 2008]. Auch fiir die Identifizierung von M. pneumoniae ist
die Analytik mittels Kultivierung ungeeignet, da dieses Bakterium in vitro nur
sehr langsam wachst und u.U. zwei bis fiinf Wochen benotigen kann, um sicht-
bare Kolonien auszuformen [Loens et al., 2003]. Ein weiteres Problem besteht
in dem Transport vom Ort der Probenentnahme ins mikrobiologische Labor.
Proben des Sputums, die fiir einen langeren Zeitraum als zwei bis fiinf Stunden
bei Raumtemperatur aufbewahrt werden, weisen eine Verminderung der bak-
teriellen Erreger und eine Vermehrung der Kontaminationen auf. Die Proben
sollten daher méglichst innerhalb von zwei Stunden verarbeitet und nicht langer
als 24 Stunden gekiihlt gelagert werden [Saubolle and McKellar, 2001]. Proben
viraler Erreger sollten ebenso unverziiglich unter Kiihlung auf 4 °C zum Labor
tiberfithrt werden [Mandell, 2000].

Auf Grund dieser Schwierigkeiten der gangigen Technik besteht ein sehr hoher
Bedarf beziiglich neuartiger Verfahren zur Frithdiagnose von CA-LRTI. Zwar
bieten PCR basierte Detektionsverfahren fiir Nukleinsduren einen vielverspre-
chenden Ansatz, doch unterliegen sie gewissen Einschrankungen. Die meisten
Systeme benétigen nach wie vor eine zu lange Prozessierungsdauer, sind zu teu-
er, begrenzt beziiglich der méglichen Ziel-Pathogene und zu kompliziert [Loens
et al., 2003].

3engl.: Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
4engl.: Community-Acquired pneumonia



1.2 Point-Of-Care-Testing (POCT)

1.2 Point-Of-Care-Testing (POCT)

Im Fall von Infektionen, deren Diagnose sehr zeitkritisch ist, bietet die pati-
entennahe Diagnostik direkt am Ort der Behandlung (POCT?®) eine dufierst
wichtige Losung [Junker et al., 2010]. Dafir bedarf es kleiner mobiler Ana-
lysegerate, die direkt auf der Krankenstation oder sogar in der Praxis eines
niedergelassenen Arztes ihren Einsatz finden. Die Identifikation der Erreger
kann somit unabhéngig eines Zentrallabors in vitro erfolgen (IVD®). Dies fiihrt
neben einer Zeitersparnis auch zur Vermeidung des kritischen Transportwegs
der entnommen Proben. Da die Durchfithrung derartiger Analysetests meist
durch medizinisches Assistenzpersonal durchgefiihrt werden muss, ist die Be-
dienung von POCT-Gerédten ohne medizinisch-technischer Vorbildung Voraus-
setzung. Dafiir ist es erforderlich, dass der gesamte Analyseprozess ohne vor-
hergehende Zu- oder Aufbereitung der Proben vollzogen werden kann. Eine
oft genutzte Losung bieten in diesem Sinne miniaturisierte Formate, basierend
auf mikrofluidischen Strukturen zur Probenverarbeitung (LOCT). In Form von
Kassetten oder kleinen Chips, auf denen alle benétigten Reagenzien in Reser-
voirs vorgelegt sind, kann durch einmaliges Injizieren der Patientenprobe der
vollstandige Analyseprozess initiiert werden [Roeser et al., 2011]. Das ideale
POC-Nachweisverfahren liefert dabei innerhalb von ca. 30 Minuten das Er-
gebnis der Untersuchung; dadurch wird das unmittelbare Einleiten von the-
rapeutischen Konsequenzen vor Ort ermoglicht. Besonders das Problem der
Bildung von MRSA-Stdmmen, hervorgerufen durch vorschnelle und fahrléssige
antimikrobielle Antibiotika-Behandlungen, kann durch solche Mafinahmen zur
Fritherkennung eingegrenzt werden [Micek et al., 2011]. Eine friihzeitig erfolgte
medizinisch-adaquate Behandlung tragt dabei zur Verbesserung der Heilungs-
chancen bei [Kumar et al., 2006] und mindert somit entstehende Folgekosten
[Mauldin et al., 2010; Nicolau, 2011].

Durch Einsatz von LOC-Verfahren in POCT-System entstehen sehr spezifische
Anforderungen an die Prozedur des molekularen Nachweisverfahrens. Um ei-
ne einfache, aber dennoch schnelle und zuverlassige Methode zu gewahrleisten,
muss die Technik der Erreger-Identifizierung sehr simpel gestaltet sein, also auf
moglichst wenigen fehleranfalligen Prozessschritten beruhen. Es existiert zwar
eine Vielzahl an PCR-basierten Methoden, jedoch ist deren Verwendung zum
POCT-Nachweis von CA-LRTI beziiglich der Dauer sowie der Kapazitit des
simultanen Nachweises unterschiedlicher Erreger (Multiplexing) eingeschrénkt.

Sengl.: Point-Of-Care Testing
bengl.: In Vitro Diagnostic
Tengl.: Lab-On-a-Chip



1 Finleitung

So konnen infolge von Dimerbildung der Primer und dem Auftreten von Arte-
fakten maximal 10 - 20 Analyte parallel detektiert werden [Broude et al., 2001;
Syvanen, 2005; Fredriksson et al., 2007]. Auch benétigt der Prozess der Ver-
vielfaltigung von Nukleinsduren zusétzlich 10 bis 20 Minuten gegeniiber ampli-
fizierungsfreien Methoden. Im Fall von bestimmten viralen Infektionen besteht
ferner die Erfordernis einer Umschreibung der RNA in DNA durch Anwen-
dung der Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR). Wéh-
rend die Minimierung der Zeitdauer zwischen Probenentnahme und Erhalt der
Ergebnisse sehr kritisch fiir den klinischen Nutzen ist [Bissonnette and Berge-
ron, 2012], zieht dies wiederum eine Verldngerung der Prozedur mit sich.

1.3 Detektion und ldentifikation von
Nukleinsauren

Seit Anfang der 70er Jahre ist es durch Entwicklung der verschiedensten Metho-
den der Sequenzierung gelungen spezifische Gensequenzen zu analysieren. Somit
wurde es moglich nicht nur einzelne Gene zu isolieren und deren Funktionen
zu bestimmen, sondern auch ganze Genome unterschiedlicher Organismen zu
entschliisseln. Die Identifikation komplexer Basenpaar-Muster ertffnete neben
der Moglichkeit zur Feststellung phylogenetischer Verwandtschaftsgrade ebenso
die Erstellung einzigartiger DNA-Profile einzelner Individuen. So kénnen durch
Analyse und Vergleich spezifischer DNA-Sequenzen neben systematischen auch
individuelle Abstammungsgutachten erstellt werden. Der gemeinhin bekannte
Vaterschaftstest beruht beispielsweise auf der Methode eines solchen Vergleiches
repetitiver DNA-Elemente (STR®). Hit Hilfe der Analyse von STR-Abschnitten
lasst sich weiter der genetische Fingerabdruck identifizieren. Mit einer durch-
schnittlichen Prézision von 1:10'! kénnen neue kommerziell erhéltliche STR-
Analysesysteme DNA-Muster zweier nicht-verwandter Personen voneinander
diskriminieren. Auf diese Moglichkeit der Identifikation und Zuordnung einer
DNA-Probe stiitzt sich ebenso das Feld der forensischen Analytik. Auch viele
Gebiete der molekularen Forschung basieren auf der spezifischen Identifikati-
on und Detektion von Nukleinsduren. Dabei erstreckt sich der Schwerpunkt
iiber die Untersuchung von Grundlagen der Vererbungsmechanismen bzw. der
hochst speziellen Epi-Genetik bis zur Bestimmung von Genexpressions-Leveln.
Dartiber hinaus ist die Diagnose von genetischen Krankheiten oder akuten In-
fektionen auf Methoden der molekularen Nukleinsdure-Analytik angewiesen.

8engl.: Short Tandem Repeat



1.3 Detektion und Identifikation von Nukleinsduren

Grundlage fiir viele Arten der eingesetzten Verfahren bildet die 1983 von KA-
RY MULLIS entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (PCR?) zur Vervielfiltigung
von DNA. Durch dieser Methode ist es moglich kleinste Mengen an DNA um
das 105 - 107-fache zu amplifizieren. Dabei wird der natiirliche Prozess der spe-
zifischen Replikation durch Polymerisation einzelner Nukleotide mit Hilfe der
DNA-Polymerase in wvitro ausgenutzt. Unter vielen verschiedenen Formen der
PCR ist besonders die Echtzeit-PCR (qPCR!?) als Grundlage fiir die Analy-
se sehr geringer DNA-Konzentrationen geeignet. Da bei dieser Variante schon
wahrend der Kettenreaktion ein Fluoreszenzfarbstoff bzw. ein Markermolekiil
beigesetzt wird, kann in Verbindung mit einer geeigneten Detektionsmethode
nach relativ kurzer Zeit eine Identifikation der DNA erfolgen. Uber die klassi-
sche Gel-Elektrophorese hinaus bieten sich zahlreiche neuartige Ansétze dafiir
an.

In jlingster Zeit wurden grofle Fortschritte beztiglich der Steigerung von Spezi-
fitdt und Sensitivitat direkter Detektionstechniken von Nukleinsduren gemacht
und viele neue Methoden wurden vorgestellt. Diese basieren dabei sowohl auf
konfokaler [Zhang and Johnson, 2006; Li et al., 2003; Yahiaténe et al., 2012]
oder Weitfeld [Lehr et al., 2003; Klamp et al., 2013] Fluoreszenzmikroskopie
als auch auf elektrochemischen [Kavanagh and Leech, 2006; Kukol et al., 2008]
oder physikalischen Techniken [Nie et al., 2007; Cao et al., 2002; Merkoci et al.,
2005; Liu et al., 2006]. Trotz beeindruckenden Fortschritten im Hinblick auf
ultrasensitive DNA-Detektion, beispielsweise auf Einzelmolekiilebene [Li et al.,
2003; Yahiatene et al., 2012; Nam et al., 2004; Hill et al., 2007], besteht nach
wie vor Bedarf an der Entwicklung und Verbesserung von Methoden, die in
der Lage sind, eine hohe Detektionsempfindlichkeit und -sensitivitat mit der
benotigten Prozessionsgeschwindigkeit zu vereinbaren, um damit Anwendbar-
keit fiir den Gebrauch als zuverlassiges Werkzeug in miniaturisierten In-vitro-
Diagnostik (IVD) -Systemen zu finden.

So zeigt die kritische Evaluation verschiedenster hochempfindlicher Methoden
die offensichtlichen Nachteile fiir eine erfolgreiche Integration in LOC!-basierten
Geréten auf. Neben umstandlichen Prozeduren und einer langen Verarbeitungs-
dauer bendtigen viele Methoden hochkomplexe oder teure Aufbauten, die nur
bedingt in miniaturisierter Form realisierbar sind. Auch wird die hohe Emp-
findlichkeit der unterschiedlichen Techniken oftmals an sehr kurzen (50-500 Nu-
kleotide) und einzelstrangigen DNA-Fragmenten demonstriert. Die Umsetzung
unter POCT-Bedingungen ist damit unpraktikabel, da realistische Zielmolekii-

Yengl.: Polymerase Chain Reaction
Oengl.: Quantitative PCR
"engl.: Lab-On-a-Chip



1 Finleitung

le echter Patientenproben z.T. viele tausend Nukleotide lang sind und stets im
Doppelstrang vorliegen.

1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es auf Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie ein
effizientes Quantifizierungsverfahren zum Nachweis von CA-LRTI Erregern fiir
den Einsatz in POCT Gerédten zu entwickeln. Die Arbeit représentiert dabei
einen grundlegenden Teil der Ergebnisse des EU-Projekts TheraEDGE!2. Im
Rahmen dieses Projekts wurde in Zusammenarbeit mit Partnern eines inter-
nationalen Konsortiums, zusammengesetzt aus Arzten, Mikrobiologen, Mikro-
struktur-Technikern, Informatikern, Okonomen u.a., unter Verwendung inter-
disziplindrer Methoden ein System zur Weiterentwicklung des Stands der Tech-
nik beziiglich diagnostischer POCT- und IVD-Instrumente elaboriert.

Die vorliegende Arbeit stellte in diesem Sinne die Grundlage fiir die Entwicklung
einer Strategie zur hochsensitiven Detektion von Nukleinsduren unter spezifi-
schen Anforderungen dar. Der Schwerpunkt bestand dabei insbesondere in der
Erarbeitung der Assay-Prozedur sowie in der Konzeption und Optimierung der
fluoreszenzmikroskopischen Detektionseinheit des Systems.

12Vertragsnummer 216027; https://www.theraedge.org/, Stand: 08/2013



2 Theoretische Grundlagen

Zum besseren Verstandnis der Arbeit werden im Folgenden die Mechanismen
der Fluoreszenz (Kapitel 2.1) sowie Eigenschaften und Strukturen der Nuklein-
sauren (Kapitel 2.2) grundlegend skizziert.

2.1 Prinzipien der Fluoreszenzspektroskopie

2.1.1 Absorption und Emission von Licht

Absorption

Atome und Molekiile sind in der Lage Licht zu absorbieren. Unter dem Vorgang
der Absorption versteht man im allgemeinen die Ubertragung der Energie eines
Photons auf ein Molekiil oder ein Atom. Die iibertragene Energie ist gequantelt
und abhangig von der Frequenz bzw. der Wellenldnge des absorbierten Lichtes.
Die Energie E eines Photons ist dabei nach der EINSTEIN’schen Lichtquanten-
hypothese durch den Zusammenhang

E=h-v=h-% (2.1)
A

gegeben. Dabei ist h das PLANCK’sche Wirkungsquantum, ¢ die Lichtgeschwin-
digkeit, v die Frequenz und \ die Wellenléinge des Photons. Durch den Ubertrag
der Energie auf ein Atom erfolgt eine Anregung der Valenzelektronen vom ener-
getischen Grundzustand Sy in einen energetisch hoheren, angeregten Zustand
S1. Bei Molekiilen kann diese Energieaufnahme durch Anregung der Elektronen
in hohere Rotations- oder Schwingungsniveaus erfolgen. Diese sind geméafl dem
Prinzip der Energieerhaltung

AFE = ESl - ESO =h-Av (22)

nur dann moglich, wenn die Energie des absorbierten Photons ausreichend hoch
ist. Mit der Anregung eines Elektrons in einen héherenergetischen Zustand geht
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Abbildung 2.1: Elekroneniiberginge nach %%

dem Franck-Condon-Prinzip. Darstellung -2 S
. < .. . Sy g J0

der elektronischen Ubergidnge zwischen 2 X —

Grundzustand (Sp) und erstem angeregten \‘ //

Zustand (S1) mit den beteiligten Vibrations- \ V4

niveaus. \

Kern-Koordinaten

nun auch eine Anderung des Vibrationsniveaus des Elektrons einher. Dies ldsst
sich nach dem FRANCK-CONDON-Prinzip (Abbildung 2.1) erkldren und beruht
auf der groferen Trigheit der Atomkerne. Auf Grund der vergleichbar gerin-
gen Masse eines Elektrons erfolgt ein Elektronensprung mit 107! s wesent-
lich schneller als eine molekulare Schwingung des Kerns mit 1072 s. Nach der
BORN-OPPENHEIMER-Niherung sind daher nur solche Uberginge wahrschein-
lich, bei denen sich die Lage zum Atomkern nicht wesentlich &ndert. Bezogen auf
Abbildung 2.1 erfolgen energetische Uberginge also nur in vertikaler Richtung
mit einhergehender Anderung des Vibrationsniveaus.

Emission

Geht ein angeregtes Elektron eines Molekiils in seinen Grundzustand bzw. nie-
derenergetischen Zustand iiber, so spricht man von Rekombination. Dieser Vor-
gang kann mit der Emission eines Photons einhergehen und wird dann allgemein
als Lumineszenz bezeichnet. Erfolgt der Ubergang strahlungslos, so nennt man
dies Relaxation. Dabei kann die Energie einerseits iiber Schwingungsrelaxati-
on und anderseits durch stoflbedingte Vibrationsrelaxation abgegeben werden

(1ch).

Die Schwingungsrelaxation kann dabei in das unterste Niveau des angeregten
Zustands S, oder in den untersten elektronisch angeregten Zustand S; inner-
halb einiger Pikosekunden erfolgen. Die Abgabe der verbleibenden Energie des
S1 Zustandes kann anschlieBend durch spontane Emission eines Photons er-
folgen und heift Fluoreszenz. Abbildung 2.2 zeigt die Zusammenhénge dieser
Vorgénge auf. Da dem Vorgang der Emission meist die Relaxation vorangeht,
ein Teil der Energie des Elektrons also bereits durch innere Umwandlung (VR)

lengl.: Internal Conversation
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VR Abbildung 2.2: Jablonski-
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abgegeben wurde, wird bei diesem Vorgang auch die energetische Differenz des
angeregten Zustandes S, zum Grundzustand Sy geringer. Das hat nach dem
Prinzip der Energieerhaltung wiederum zur Folge, dass die Energie bzw. die
Frequenz des abgestrahlten Photons geringer ist, als die des absorbierten (Abb.
2.2). Damit geht also eine spektrale Verschiebung der Wellenlédnge des emit-
tierten Photons A, in langerwellige Bereiche gegeniiber der Wellenlédnge des
absorbierten Photons A,ps einher. Dieser Effekt wird als STOKES-Verschiebung
bezeichnet. Somit gilt:

AN = [Aabs — Aem| - (2.3)

In dem speziellen Fall, dass der Emission keine strahlungslosen Ubergénge vor-
angehen, ist A\ gleich 0. Dieser Prozess wird als Resonanzfluoreszenz bezeich-
net und geschieht folglich ohne der Auswirkung einer STOKES-Verschiebung.
Die vorangegangene Ausfithrung ist allerdings nur eine vereinfachte Darstel-
lung der Vorgénge von Elektronentibergéingen und bezieht sich lediglich auf
Prozesse innerhalb des Singulettsystems. In diesem werden lediglich Elektro-
nen unterschiedlicher Orbitale mit antiparallelem Spin betrachtet. Weist nun
das Valenzelektron des angeregten Zustandes dem Elektron des Grundzustan-
des gegeniiber einen gleichgerichteten, parallelen Spin auf, so erweitert sich die
Multiplizitat M des Mehrelektronensystems. Diese wird durch die Formel

M=25+1 (2.4)

berechnet. S stellt dabei den Gesamtspin der Elektronen dar. Da ein einzelnes
Elektron beziiglich der Orientierung des Drehimpulses eine Spinquantenzahl
5 = —i—% oder s = —% annehmen kann, ergeben sich fiir den Gesamtdreh-

impuls lediglich zwei unterschiedliche Wertigkeiten. So kann dieser entweder
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S =1 bei paralleler Ausrichtung der Elektronen, oder S = 0 bei antiparalleler
Ausrichtung der Elektronen zueinander betragen. Aus der Multiplizitéit eines
Mehrelektronensystems ergibt sich somit aus einem Gesamtspin von S =1 ein
Singulettsystem und aus einem Gesamtspin von S = 3 ein Triplettsystem (siehe
Abb. 2.2). Durch Umkehr der Spin-Orintierung kann ein Ubergang eines Elek-
trons zwischen dem Singulettsystem und dem Triplettsystem erfolgen (ISC?).
Da diese Spinumkehr allerdings mit einer Anderung des Gesamtdrehimpulses
verbunden ist, gilt ein solcher Ubergang unter quantenmechanischen Gesichts-
punkten als verboten. Dies bedeutet, dass ein Umklappen des Elektronenspins
sehr unwahrscheinlich ist und somit nur sehr selten vorkommt. Dies driickt sich
in der Ubergangswahrscheinlichkeit und somit in der Dauer des Ubergangs aus.
So liegt die Dauer der Relaxation aus dem T; Zustand in den Sy Zustand im
Mikrosekunden-Bereich. Geschieht dieser Ubergang unter Emission eines Pho-
tons, so wird dies als Phosphoreszenz bezeichnet. Zusammenfassend ergeben
sich also zwei mogliche Wege des Elektroneniibergangs in den Grundzustand.
Zum einen kann dies strahlungslos durch Relaxation oder zum anderen un-
ter Emission von Photonen erfolgen. Das Verhaltnis dieser beiden Vorginge
zueinander beschreibt somit das Verhaltnis der absorbierten Photonen zu den
emittierten Photonen und wird daher Quantenausbeute ® genannt:

ky

- 2,
PR (2:5)

k, ist dabei die Rate der radiativen und k,, die Rate der nicht-radiativen Pro-
zesse. Betrachtet man allerdings nur die Quantenausbeute der Fluoreszenz, so
wird der Vorgang der Phosphoreszenz in Formel 2.5 rein formal den nicht-
radiativen Prozessen k,, zugeordnet. Die Quantenausbeute kann Werte zwi-
schen null und eins annehmen, wobei eins eine Ausbeute von 100 % darstellt.
Die durchschnittliche Dauer des angeregten Zustands eines Molekiils, also die
gemittelte Zeitspanne, die ein angeregtes Molekiil ben6tigt um seine Anregungs-
energie abzugeben, wird Fluoreszenzlebensdauer genannt. Der Zusammenhang
ist dabei folgender:

1

T e o (2:6)

Der Verlauf der Fluoreszenz wird dabei als mono-exponentielle Kinetik durch

I(t)=1Iy-e~ (2.7)

2engl.: Inter System Crossing

10
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Obijektiv
L2 Abbildung 2.3: Schematische Darstellung

s L1 BF des Strahlengangs eines fluoreszenzmikros-
>< -m kopischen Aufbaus mit Weitfeld-Ausleuch-
. tung. BF: Bandpassfilter. L1, L2 & L3:
i BF Linsen. S: Dichroitischer Strahlteiler. CCD:
L3 ' CCD-Kamera.

beschrieben. I(t) ist die Intensitat der Fluoreszenz zum Zeitpunkt ¢, I, die
Intensitat zum Zeitpunkt £ = 0 und 7 die Fluoreszenzlebensdauer.

2.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die einfachste Form der Fluoreszenzmikroskopie ist die Weitfeld-Mikroskopie.
Das namensgebende Charakteristikum dieser epi-mikroskopischen Technik ist
die Ausleuchtung eines grofien Teils des Volumens der Probe (Abb.: 2.3). Dazu
wird der Laserstrahl durch ein Linsensystem aufgeweitet, um einen moglichst
kleinen Fokus auf der hinteren Fokalebene des Objektives zu erzeugen. Der
Strahl wird dadurch im Objektiv kollimiert, wobei das Ausmafl der vorherge-
henden Aufweitung u.a. die Breite des austretenden Anregungslichts bestimmt.
Dadurch ermoglicht die Anwendung dieser Methode die Bestrahlung des ge-
samten Probevolumens im Sichtfeld (FOV?). Nach Durchquerung des Objekti-
ves wird das Fluoreszenzlicht mittels eines dichroitischen Strahlteilers von dem

Anregungslicht separiert und mit Hilfe einer Tubuslinse auf den lichtsensitiven
Teil des CCD-Chips der Kamera fokussiert.

Ein Nachteil der Weitfeld-Mikroskopie gegentiber anderen mikroskopischen Me-
thoden, wie beispielsweise der konfokalen Mikroskopie, ist ein geringes Signal-
zu-Hintergrund-Verhéltnis (SNR?). Durch Bestrahlung eines groen Probevolu-
mens ist eine grofle Zahl von Molekiilen im Anregungsvolumen gegeben; der Bei-
trag der Storquellen zum Signal ist also recht hoch [Tinnefeld and Sauer, 2005].
Diese treten in Form von Rayleigh- und Raman-Streuung an den Molekiilen
des Anregungsvolumen auf. Durch den Einsatz von Bandpassfiltern zwischen
Kamera und Strahlteiler kann Rayleigh-Streuung vom Emissionslicht separiert

3engl.: Fied-of-View
4engl.: Signal-to-Noise-Ratio
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werden, wiahrend Raman-Streuung aufgrund der spektralen Ahnlichkeit zum
Fluoreszenzsignal meist zu einem Verlust des SNR fiihrt.

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 Natiurliche Nukleinsauren

Als Grundbaustein des Lebens finden sich Nukleinsduren (NA®) in allen Or-
ganismen wieder und bilden zusammen mit Proteinen, Kohlenhydraten und
Lipiden die groBite Gruppe der biologischen Makromolekiile. Der Name leitet
sich aus dem lateinischen Wort nucleus (Kern) ab, da sie durch den Mediziner
FRIEDRICH MIESCHER im Jahr 1869 erstmals in den Zellkernen von Leukozyten
lokalisiert wurden. Der Physiologe und Mediziner ALBRECHT KOSSEL identifi-
zierte diese Substanz mit hohem Phosphatanteil spater als Polymer, bestehend
aus vier Bestandteilen und einem Zuckeranteil. Erst ein viertel Jahrhundert
spiter lieferte OSWALD AVERY in Zusammenarbeit mit seinen Kollegen Co-
LIN MACLEOD und MACLYN MCCARTY entgegen der damals vorherrschenden
Meinung das erste nachhaltige Indiz, dass diese hochpolymere organische Ver-
bindung der Trager der genetischen Information sei [Avery et al., 1944]. Auf
Grundlage der Arbeiten von PHOEBUS LEVENE, der am Beispiel der Desoxyri-
bonukleinsdure (DNA) die vier zuvor entdeckten Bestandteile der NA als orga-
nische Basen und den Zuckerteil als Desoxyribose ausmachte, konnte 1953 durch
JAMES D. WATSON und FrRANcCIS CRICK der grundlegende Aufbau der DNA
identifiziert werden. Anhand der rontgenspektrographischen Beugungsmuster
einer DNA-Helixstruktur der Biochemikerin ROSALIND FRANKLIN [Franklin
and Gosling, 1953] und der Kenntnis der Paarung von Purin- und Pyrimidin-
Basen gelang es ihnen, das erste vollstandige Modell der Molekularstruktur der
DNA zu entwickeln [Watson et al., 1953]. Dabei setzten sie zunéchst, analog zu
der fehlerhaften Darstellung der o-Helices von Polypeptiden durch LiNus PAU-
LING, der DNA-Helix eine Dreistrang-Struktur voraus. Mittels des von FRAN-
KLIN determinierten Durchmessers der Helixstruktur gelang es ihnen jedoch ihr
unzutreffendes Dreistrangmodell der DNA-Helix durch das Modell der Doppel-
helix (Abb. 2.4) zu ersetzen.

Das von WATSON und CRICK entworfene Modell hat bis heute nicht an Giiltig-
keit verloren. Demzufolge besteht die Doppelhelix aus zwei zueinander komple-
mentédren Einzelstrangen, die durch Basenpaarung unter Ausbildung von Was-

Seng.: Nucleic Acid
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Abbildung 2.4: Aufbau der DNA-Doppelhelix. (a) Ausbildung von Wasserstoffbriicken
(gestrichelte Linien) zwischen beiden antiparallel hybridisierten Einzelstrangen. Simu-
lation mittels make na-server und PyMOL [Schrodinger, 2010]. (b) Adenintriphosphat
(ATP) als Repréasentant eines Nukleotids. Bei physiologischem pH sind die Phosphor-
saurereste teilweise deprotoniert.

serstoffbriicken (Abb. 2.4a) in antiparalleler Anordnung zu einer Helix hybridi-
sieren. Jeder Einzelstrang ist ein Polymer, das durch Polykondensation einzelner
Monomere entsteht.

Diese von LEVENE benannten Nukleotide (NT) setzen sich aus drei Einhei-
ten zusammen: i) einem Molekiill Mono-, Di- oder Triphosphorsiure, ii) einem
Pentose-Molekiil und iii) einem Molekiil einer stickstoffhaltigen, heterocycli-
schen Base. In den nattirlich vorkommenden NAs sind die fiinf Nukleobasen
Guanin, Adenin, Cytosin, Thymin und Uracil vertreten, die sich unter Abspal-
tung von Wasser mit der Pentose des Nukleotids verbinden. Die Verkniipfung
erfolgt dabei zwischen der Hydroxygruppe des Pentose-C-1-Atoms und eines
Wasserstoff-Atoms der Base. Die Verbindung aus Pentose und Base heifit Nu-
kleosid. Durch Veresterung der Hydroxygruppe des Pentose-C-5-Atoms mit ei-
ner Mono-, Di- oder Triphosphorsaure ergibt sich ein vollstandiges Nukleotid

(Abb. 2.4b).

Neben der von WATSON und CRICK beschriebenen DNA existiert noch eine
zweite natiirliche Form der Nukleinsdure, die Ribonukleinsdure (RNA). Diese
unterscheidet sich sowohl strukturell als auch funktionell von ihrem bekannte-
rem Gegenstiick. Anders als DNA dient die RNA u.a. als Signaliibertrager und
liegt in der natiirlichen Form als Einzelstrang vor. Ein markanter Unterschied
ist durch die Auspragung der Pentose der Nukleotide gegeben. Wahrend die NT
der {3-o-Ribonukleinsédure die (3-p-Ribose als Monosaccharid enthalten, ist die
Pentose der 2-Desoxy-f3-p-Ribonukleinsédure in Form der 2-Desoxy-{3-p-Ribose
vorliegend. Ein weiteres Unterscheidungskriterium liegt in dem Vorkommen der
verschiedenen Basen der Nukleotide, da in jeder der zwei NAs nur jeweils vier
der fiinf Basen vertreten sind. In der DNA sind dies Guanin (G), Adenin (A),
Cytosin (C) und Thymin (T); in RNA sind die vier Basen G, A, C, und Ura-

13
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cil (U) enthalten. Im Verlauf der Hybridisierung bilden jeweils die Purinbasen
durch Wasserstoftbriicken eine spezifische Paarung mit den Pyrimidinbasen, d.h.
im Fall der DNA G:C und A:T, in RNA Molekiilen G:C und A:U.

Uber strukturelle Abweichungen hinaus besteht ein grofer Unterschied zwischen
beiden NAs in ihrer Funktion. Die RNA spielt hauptséachlich fir die Regulation
verschiedener Prozesse der Zellphysiologie eine Rolle. Weiter dient diese Form
der NA als Signaliibertriager bei Translation und Transkription. Dabei werden
genetische Informationen von der Matrize der DNA abgelesen und fiir den Pro-
zess der Proteinsynthese bereitgestellt. Der Replikationscode fiir die Synthese
von Polypeptiden aber auch der fiir die Zusammensetzung der RNA ist auf der
DNA in Form von Codons hinterlegt. Ein Triplett dreier aufeinanderfolgender
Nukleobasen codiert in diesem Sinne eine definierte Aminosaure. Die Codierung
der gesamten genetischen Information eines Lebewesens basiert also auf der in-
dividuellen Abfolge unterschiedlicher DNA-Sequenzen, bestehend aus den vier
verschiedenen Nukleotid-Untereinheiten, die iiber Phosphodiesterbindungen li-
near zu einem langem Polymer verkniipft sind.

Als es 1961 dem deutschen Biochemiker HEINRICH MATTHAEI gelang die Me-
chanismen dieses Prinzips zu identifizieren, war der Grundstein zur Entschliis-
selung des genetischen Codes gelegt. Aufgrund der Universalitit des Codes er-
offnete sich in den darauf folgenden Jahren das Feld der Gentechnik. Mit Hilfe
der 1975 von FREDERICK SANGER entwickelten Didesoxymethode zur DNA-
Sequenzierung konnten von nun an ganze Genome entschliisselt werden [Sanger
et al., 1977]. Neuste Sequenzierungsmethoden der dritten Generation ermogli-
chen dabei sogar die Entschliisselung in Echtzeit, z.T. ohne vorherige Vervielfal-
tigung der DNA mittels PCR [Liu et al., 2012]. Infolge der vielen Moglichkeiten
konnten bis Dato umfangreiche molekularbiologischen Datenbanken mit zahl-
reichen Genomen aufgebaut werden, mit deren Hilfe sich organismen-spezifische
Gensequenzen identifizieren lassen.

2.2.2 Spezielle Formen und Strukturen

Neben den zwei nattirlich vorkommenden NAs konnten in der Vergangenheit
verschiedenste Arten von NAs kiinstlich hergestellt werden. Die Zahl der un-
terschiedlichen Formen ist recht grof}, da iiber kleine Modifikationen hinaus
alle Grundbestandteile ausgetauscht und gegen synthetische Einheiten ersetzt
werden konnen. Die meisten Variationen bestehen in einer Veranderung des
Riickgrates aber auch neuartige Nukleobasen mit veranderter Spezifitat konnen
zum Finsatz kommen. Vorteile dieser Modifikationen driicken sich z.T. durch
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Abbildung 2.5: Zusammensetzung des Riickgrates der gangigsten Nukleinsduren. (a)
DNA/RNA, R = OH fiir RNA, R = H fiir DNA. (b) LNA, (c) PNA.

Resistenzen gegentiber Nukleasen oder einem verédnderten Verhalten beziiglich
der Basenpaarung oder Basenstapelung aus.

Entgegen der urspriinglichen Annahme des Modells von WATSON und CRICK
weil man aus neuen Untersuchungen, dass die Art der Basenstapelung und nicht
die spezifische Basenpaarung zum Groffteil die Stabilitdt des Doppelstrangs be-
stimmt [Yakovchuk et al., 2006]. Durch Modifikationen des Nukleotidriickgrats
lasst sich die Position der Nukleobasen zueinander und somit die Auspragung
der Helixwindung beeinflussen. Dies fiithrt zu verstarkten Interaktionen zwischen
benachbarten Nukleobasen und folglich zu einem verandertem Stapelverhalten.
Mogliche Modifikationen des Riickgrats konnen in diesem Zusammenhang ei-
ne Manipulation der Struktur der Pentose betreffen, wie es im Fall der LNAS
gegeben ist, oder aber durch Substitution des vollstandigen Pentose-Phosphat-
Komplexes erfolgen. PNAT beispielsweise besitzt ein durchgiangig synthetisches
Riickgrat, aufgebaut aus einzelnen Aminoethylglycin-Einheiten. Abbildung 2.5
verdeutlicht den Unterschied im Aufbau beider synthetisch erzeugten NAs zu
dem der natiirlichen Nukleotide.

2-Desoxy- 3-o-Ribonukleinsdaure (DNA)

In der natiirlichen B-Form der Doppelhelix sind beide Einzelstrange polar und
antiparallel ausgerichtet, wahrend die helikale Windung einer rechtsgewand-

Sengl.: Locked Nucleic Acid
"engl.: Peptide Nucleic Acid
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Abbildung 2.6: Konformationen der Pentose (Furanose). (a) S-Typ (C2’-endo-) Kon-
formation wie sie in B-Helices vorliegt. (b) N-Typ (C3’-endo-) Konformation, gegeben
in A-Helices. R = OH fiir RNA, R = O fiir DNA.

ten Drehung folgt. Die Nukleobasen stehen dabei planar zueinander und sind
durch die C2’-endo-Konformation der Pentose annahernd senkrecht zur Achse
des Doppelstrangs innenseitig angeordnet. Durch die Lange einer Helixwindung
um 360° von 34 A mit 10 Basenpaarungen ergibt sich ein Durchmesser von
20 A. Auch wenn dies unter physiologischen Bedingungen die natiirliche Form
der Helixstruktur ist, kann es unter anderen Verhéltnissen zu abweichenden
Ausformungen der Doppelstrangkonformation kommen. Die A-Form beispiels-
weise entsteht durch Dehydrierung des DNA-Duplex und ist typisch fiir RNA-
Doppelstriange. Durch die C3’-endo-Konformation des Zuckers (Abb. 2.6) er-
gibt sich eine Kriimmung des Nukleotidriickgrats (Abb. 2.7a), die Basen stehen
dadurch in einem 20° Winkel zur Achse des Doppelstrangs. Der grofiere Nei-
gungswinkel fiihrt zu einer leichten Stauchung der Helix, wodurch sich die grofie
Furche etwas verengt und eine leicht schrage Oberfliche annimmt. Weiter sind
ein gréBerer Durchmesser (ca. 23 A) und eine erhohte Anzahl der Basenpaare
pro Windung (im Schnitt 0,5 gegeniiber der B-Form) die Folge.

Locked Nucleic Acid (LNA)

Die Struktur der LNA beruht auf einer geringfiigigen Modifikation der Pentose
des Nukleotidriickgrats. Durch eine zusatzliche Methylenbriicke zwischen dem
2’-Sauerstoff und dem 4’-Kohlenstoff wird das Monosaccharid in seiner C3’-
endo-Konformation (N-Typ) verankert. Da sich dadurch eine Fixierung des
Riickgrats des Polynukleotids ergibt, resultiert hieraus auch die Bezeichnung
der NA. Grundlage fiir diese Art der Modifikation des Furanose-Rings schafften
SINGH und OBIKA [Singh et al., 1998; Obika et al., 1998] durch erste N-Typ-
Verankerungen an Ribo- und Desoxyribonukleotiden. Diese N-Typ-Konformation
ermoglicht die Ausformung entropisch bevorzugter A-Helix-Geometrien mit kom-
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2.2 Nukleinsduren

Abbildung 2.7: Helixstrukturen der gingigsten Nukleinsduren. (a) DNA Duplex, links:
A-Form, rechts: B-Form. Simulation von Fanger 6 mit der entsprechenden Sequenz der
tDNA (siehe Tabelle 3.1) mittels make na-server und PyMOL. (b) LNA Duplex [Eichert
et al., 2010]. (c) PNA Duplex, Simulation mit PyMOL (2K4G.pdb).

plementidren DNA- und RNA-Fragmenten. Die Helix weist eine rechtslédufige
Windung der antiparallel orientierten Einzelstrénge auf, die durch WATSON-
CRICK-Basenpaarung miteinender verbunden sind. Der reine LNA-Doppelstrang
zeigt eine leichte Abschwichung der Helix-Windung (Abb.2.7b) bei gleichzeiti-
ger Streckung; dies fithrt zu einer Anzahl von 14 Basenpaaren je Windung
und einer vergleichend zu RNA verbreiterten zentralen Liicke zwischen beiden
Stringen. Diese betrigt 39 A fiir (LNA), - und 29 A fiir (RNA), -Komplexe.
Eine weitere Folge ist die VergréBerung der grofen Furche auf 24 - 25 A und
einer Verkleinerung der kleinen Furche auf 15 A [Eichert et al., 2010]. Die
Struktur solcher LNA:LNA-Duplices lasst sich somit weder der A- noch der
B-Form der natiirlichen Helices zuordnen. Im Vergleich dazu besitzen A-Form-
Doppelstringe der RNA einen Durchmesser von 16 A fiir die grofie und 19 A fir
den der kleinen Furche. Chiméren aus LNA und RNA zeigen eine Zwischenform
aus reiner B-Form und der des LNA:LNA-Doppelstrangs (Abb. 2.8b). In den
meisten Anwendungen werden allerdings DNA-Oligonukleotide mit vereinzel-
ten LNA-Modifikationen benutzt. Dazu werden einzelne Nukleoside mit LNA-
Nukleosiden substituiert. In einer solchen Konfiguration beeinflussen LNA-NT
benachbarte DNA-NT, die dadurch ebenfalls eine N-Typ-Konformation anneh-
men [Petersen et al., 2000]. Die so gearteten Chiméren weisen eine stark erhoh-
te Stabilitit gegeniiber reinen DNA:DNA-Doppelstrangen auf [McTigue et al.,
2004].
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Abbildung 2.8: NA-Chimiren. (a)
DNA:(PNA), -Triplex (1PNN.pdb). Die
DNA:PNA-Doppelhelix, bestehend aus
einem DNA-Polypurinstrang und einem
PNA-Polypyrimidinstrang, zeigt eine Mi-
schung aus A- und B-Helix. In der grofien
Furche der Doppelhelix lagert sich der
zweite PNA-Strang durch HOOGSTEEN-
Paarung an. (b) RNA:LNA-Duplex (46 bp,
abgewandelt von 1HO0Q.pdb) [Eichert et al.,
2010].

Peptid-Nukleinsaure (PNA)

PNA [Nielsen et al., 1991] ist eine kiinstliche Nachbildung einer NA, deren
Riickgrat durch Polymerisation von Pseudopeptiden mittels Amidbindung auf-
gebaut wird. Der Name dieser synthetischen Form der NA ist ein wenig irre-
fithrend, da die einzelnen PNA-Molekiile im chemischen Sinne weder aus Sau-
ren noch aus nattrlichen Peptiden bestehen. Zutreffender fiir diese Chimére
aus Nukleobasen und Pseudopeptiden ist daher die Bezeichnung Polyamid-
Nukleinsdure-Analogon® [Nielsen et al., 1994]. Die Nukleotide bestehen dabei
aus N-(2-Aminoethyl)glycin -Bausteinen, deren Stickstoff des Glycins durch ei-
ne Methylen-Carboxyl-Verbindung mit den Nukleobasen verkniipft ist (Abb.
2.5¢).

Die Doppelhelix eines PNA-Duplex’ besteht aus 18 Basenpaaren je Windung
und ist damit vergleichend zur A- oder B-Form der natiirlichen NAs stark ge-
staucht, ausgedriickt in einem relativ grofen Durchmesser von 28 A. Durch spe-
zifische WATSON-CRICK-Basenpaarung bildet PNA Dopppelhelices mit DNA-
und RNA-Oligomeren aus. Aufgrund der Achiralitat der PNA konnen dabei
DNA- und RNA-Einzelstrdnge sowohl in paralleler als auch in antiparalle-
ler Ausrichtung hybridisieren. Bei paralleler Anordnung der Komplemente ist
die thermische Stabilitat des Duplex’ vergleichbar zu der des entsprechenden
DNA:DNA- bzw. RNA:RNA-Konstrukts, bei antiparalleler Orientierung ist die
Schmelztemperatur stark erhéht [Egholm et al., 1993]. Aufgrund der enor-
men Abweichung der natiirlichen PNA-Duplexstruktur von der A-Form der
DNA ist die NIELSEN-PNA allerdings trotz der effizienten DNA- und RNA-
Bindung nicht fir diese Art der Duplex-Bildung optimiert [Nielsen and Haai-

8engl.: polyamide nucleic acid analogue
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ma, 1997]. Eine besondere Eigenschaft der PNA ist die Moglichkeit zur Bildung
von (PNA)y:DNA-Triplexen. Urspriinglich zu diesem Zweck entwickelt [Niel-
sen et al., 1994], ist PNA in der Lage durch HOOGSTEEN-Basenpaarung in der
groen Furche eines Doppelstrangs eine Dreifach-Helix auszubilden (Abb. 2.8a).
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3 Material und Methoden

3.1 Ensemble Spektroskopie

3.1.1 Absorptionsspektroskopie

Zur Bestimmung und Kontrolle der Konzentrationen sowie des Reinheitsgrads
der Reporter-Fragmente wurden zwei Standard-UV /VIS-Photometer (Lambda
25, Perkin Elmer und V-650,Jasco) in Kombination mit 500 pL. Quarzglaskii-
vetten (Hellma) benutzt. Mit diesen wurden ebenfalls die Absorptionsspektren
der Farbstoffe und die Transmissionsspektren der Detektionsfilter und des di-
chroitischen Strahlteilers aufgenommen. Die Bestimmung der Konzentration des
HaloTagH-tubulin G1 Vektor-Konstrukts wurde mittels eines Nanophotometers
(P-300, Implen) durchgefiihrt.

3.1.2 Emissionsspektroskopie
Zur Charakterisierung der Bindung des Hairpins wurde eine zeitabhéngige Mes-

sung der Fluoreszenz vorgenommen. Dazu wurde ein Standard-Fluoreszenzspek-
trometer (Cary Eclipse, Varian) benutzt.

3.2 Fluoreszenz Mikroskopie

3.2.1 Das wissenschaftliche Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzmikroskopischer Aufbau (I):

Strahlengang des Anregungswegs

Das kohérente Licht (640 nm) der Anregungsquelle (Diodenlaser, Glasfaser-
gekoppelt, 75 mW; Coherent) wurde durch Einsatz eines Z647/10 Breitband-
filters selektiert. Die Anregungsleistung wurde mittels eines kontinuierlichen
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Dichtefilter-Rads (Newport) eingestellt. Zur Homogenisierung des Strahlpro-
fils wurde eine Glasfaser (Thorlabs) benutzt. Der Laserstrahl wurde in epi-
mikroskopischer Anordnung auf die hintere Fokalebene des Objektivs fokussiert,
um eine moglichst parallele Weitfeld- Ausleuchtung zu erzeugen.

Das Mikroskop

Zur Fixierung und Bestrahlung der Beadproben wurde ein inverses Mikroskop
(Olympus IX70), ausgestattet mit einem Ol-Immersionsobjektiv hoher Nume-
rischer Apertur (Olympus Plan Apo N) benutzt. Die Einkopplung des Anre-
gungslichts erfolgte iiber einen Dualband-Strahlteiler (Semrock Brightline, FF
497/661-Di01-25x36).

Strahlengang des Detektionswegs

Das Fluoreszenzlicht wurde mit dem obigen Objektiv aufgefangen und mittels
des dichroitischen Strahlteilers vom Anregungslicht separiert. Uber eine Kom-
bination zweier Detektionsfilter (ET 700/75 M, 647 Razor Edge Langpassfilter)
erfolgte die spektrale Selektion des Emissionslichts vor Fokussierung auf der
CCD Kamera (CoolSnap HQ, Roper Scientific).

3.2.2 Das miniaturisierte Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzmikroskopischer Aufbau (II):

Strahlengang

Das kohérente Licht (640 nm) der Anregungsquelle (Diodenlaser Glasfaser-
gekoppelt, 75 mW, Coherent) wurde durch Einsatz eines Kollimators (MB04 Fo-
cusing Collimator, Qioptiq) aufgeweitet und kollimiert (Abb.: 3.1). Ein Z647/10
Breitbandfilter diente der Selektion der Wellenldnge. Der Laserstrahl wurde
iber einen Dualband-Strahlteiler (560/659, AHF) in epi-mikroskopischer An-
ordnung auf die hintere Fokalebene des Luft-Objektives (Tubuslange oo-korrigiert,
40x; Olympus) fokussiert. Nach Aufsammeln des Fluoreszenzlichts mittels des
Objektives und Transmission durch den dichroitischen Strahlteiler wurde die
Detektionswellenlénge durch einen Bandpass-Filter (700/75, AHF) selektiert
und auf die CCD Kamera (Pixelfly VGA, PCO) fokussiert.

Erweiterung des Aufbaus zur Zweifarbendetektion

Die Laserlinie der griinen Anregungsquelle (DPSS Laser, 532 nm, 80 mW; La-
serworld) wurde durch einen Anregungsfilter (ZET532/10, AHF) spektral auf-
gereinigt, iiber einen dichroitischen Strahlteiler (LaserMUX 514-543R, AHF)
in den Strahlengang eingekoppelt und mit der roten Anregungslinie iiberlagert.
Zur Selektion der Emissionswellenlédnge wurde ein zusétzlicher Bandpass-Filter
(HC 582/75 BrightLine, AHF) in das System verbaut.
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3.3 Datenanalyse

Abbildung 3.1: Schematische
Darstellung des Strahlengangs des
miniaturisierten Aufbaus (II). Der
Funktions-Prototypen der fluores-
zenzmikroskopischen Einheit des
POCT-Geréts konnte mit den Au-
Benmaflen von x= 50 cm, y= 30
cm und z = 35 cm realisiert wer-
den. Die Miniaturisierung des wis-
senschftlichen Aufbaus (I) fihrt zu
einer Kostenersparnis von ca. 65 -
70 k Euro gegeniiber dem High-
End-Gerit.

3.3 Datenanalyse

3.3.1 Datenaufnahme

Nach erfolgter Durchfiithrung der Waschprozedur der Mikropartikel wurden die
Probelésungen zu jeweils 10 pL in 1536 Well-Plates (Greiner bio-one, cat.-no.
783856) iiberfithrt und auf dem entsprechenden fluoreszenzbasierten Detek-
tionssystem bei einer Anregungswellenldnge von 640 nm vermessen. Die Ver-
wendung der Art des fluoreszenzmikroskopischen Systems sowie Details zu den
Parametern des Bildgebungsprozesses sind in Tabelle 3.4 fiir jedes Experiment
einzeln aufgelistet.

Einfluss der Fokus-Position auf den Intensitatsmittelwert

Da die Bestimmung der Abbildungsebene der Proben (Beads) auf dem fluo-
reszenzmikroskopischen Aufbau (I) sowie bei dem miniaturisierten Funktions-
Prototypen (II) nicht automatisiert implementiert ist, wurde das Scharfstellen
des Beadédquators per Hand durchgefiihrt. Die Genauigkeit dieser manuellen
Methode ist dabei nicht gleichsam prézise wie beispielsweise die Anwendung
eines Schrittmotors, verbunden mit dem axialen Trieb des Probentisches. Um
fiir diesen Prozess die Auswirkungen geringfiigiger Anderungen der Position des
Objektives auf den Intensitatsmittelwert zu evaluieren, wurde eine Analyse des
Zusammenhangs der Position der Abbildungsebene und der Beadintensitiaten
untersucht. Abbildung 3.2 verdeutlicht, dass sich durch relevante Variationen
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der Fokalebene nur geringe Auswirkungen auf die mittlere Fluoreszenzintensi-
tdt der Beads ergeben. So fiihrt eine Verdnderung zwischen 0 und A3 pm zu
einer Abnahme von nur 15 %. Viel ausschlaggebender ist allerdings die Variati-
on zwischen 0 und Al pm: Die in Abbildung 3.2 eingefiigten Fluoreszenzbilder
eines Beads an der entsprechenden Position zeigen die Verdnderung der Kon-
trastschéirfe an der Auflenkante der Beads. Hier ist bereits mit blofem Auge
erkennbar, dass diese sich fir Abweichungen von Al pm verdndert. Auch der
Durchmesser des Abbilds eines Beads dndert sich oberhalb beziehungsweise un-
terhalb der beschriebenen Abweichung. Da die Grofle eines der Hauptkriterien
wihrend der Selektion geeigneter Beads im Rahmen der Bildverarbeitung ist,
fiihrt dies dazu, dass alle Beads in Abweichung von mehr als einem Mikrometer
von der Abbildungsebene des Objektives verworfen und nicht zur Bildung des
Mittelwerts herangezogen werden. Die Betrachtung der Intensitatsvariation des
Mittelwerts zwischen einer z-Position von 0 und Al pm zeigt eine Abnahme
von nur 3 % der Maximalintensitét (0 pm) auf; der Einfluss der Fokus-Position
des Objektives ist somit vernachlassigbar.

3.3.2 Bildverarbeitung

Zur Automatisierung des Bildverarbeitungsprozesses nach individuellen Krite-
rien wurde ein Java-basiertes Fiji-Makro entwickelt. Fiji ist eine Paketsamm-
lung basierend auf dem Bildverarbeitungsprogramm ImageJ [Abramoff et al.,
2004; Collins et al., 2007; Schneider et al., 2012]. Dieses Makro kann unter je-
dem Betriebssystem verwendet werden und ist durch seine hohe Modularitét
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3.3 Datenanalyse

aufgrund des Pluginkonzepts beliebig erweiterbar; durch die offene Program-
mierschnittstelle (API') von ImageJ ist die Einbindung vorhandener Prozesse
der Bildverarbeitung ohne groflen Aufwand durchfithrbar. Der Prozess der Bild-
verarbeitung besteht aus vier grundlegenden Hauptroutinen, die im Folgenden
erlautert werden.

Bestimmung des Maximums des Anregungsprofils

Die Grundlage zur Identifikation der Koordinaten des Maximums des Anre-
gungsprofils innerhalb des abgebildeten Bildausschnitts (FOV?) ist ein Fluores-
zenzbild einer homogenen Farbstoflosung. Ein solches dient der Kalibrierung
des Vorgangs der Bildverarbeitung und ist vor Aufnahme der Beads aufzuneh-
men. Nach Konvertierung in 8-bit Graustufen wird dieses Bild durch Anglei-
chung eines jeden Bildpunktes an den Durchschnittswert der 3 x 3 Nachbarpixel
geglittet. Durch Setzen eines Grenzwerts?® fiir die Darstellung der Graustufen-
skalierung auf 240 bis 255 (fiir [ATTO 647N] = 1 nM) kann der Bereich des
Maximums eingegrenzt werden. Die Funktion ,Particle-Finder® (Parametrisie-
rung: Size = 100-infinity, Circularity = 0,3-1) liefert die genauen Koordinaten
des Zentrums.

Extraktion der Beadkoordinaten und Berechnung des Vektors

Die unterschiedlichen Fluoreszenzbilder der Beadproben werden in einem Batch-
Prozess nacheinander geladen und einzeln prozessiert. Nach Konvertierung in 8-
bit Graustufen und einer Weichzeichnung wird wiederum die Funktion ,, Particle-
Finder® aufgerufen. Die Parametrisierung zur Identifikation der Beads erfolgt
dabei abhéngig von der Grole der Mikropartikel. Die unterschiedlichen Para-
meter konnen im Header des Makros initiiert werden und sind typischerweise
abhédngig von der Pixelgrofie der Aufnahme (hier ca. 216 nm/Pixel). M-280: Si-
ze = 100-500 Pixel, Circularity 0,9-1; Varian: Size = 300-700, Circularity 0,7-1;
CMO1N: Size = 900-1500, Circularity 0,7-1. Die Vorgabe einer Gréfle selek-
tiert an dieser Stelle auswertbare Beads durch Unterscheidung von moglichen
Artefakten oder Bead-Aggregaten in den Bildern. Als zusétzliches Unterschei-
dungskriterium dient die Zirkularitat fiir den seltenen Fall einer identischen
Artefaktgrofe. Eine Zirkularitat > 0,7 sorgt weiter fiir die Auswahl von Beads

lengl.: Application Programming Interface
2engl.: Field of View
3engl.: Threshold
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die keine Verwischungen zeigen, da diese keine reprasentativen Intensitéten auf-
weisen (siche Abb. 4.4, Seite 47).

Die Tabelle der Koordinaten wird fiir jedes Bild separat mit dem Namenspra-
fix ,,Coordinates-“ als Textdatei gespeichert. Durch Kenntnis der Koordinaten
des Maximums des Anregungsprofils sowie der Koordinaten der Partikel kann
anschliefend fiir jeden Bead der Betrag des Vektors von der Koordinate des
Anregungsmaximums zu seiner entsprechenden Position bestimmt werden. Die-
ser Wert wird ebenfalls in einer Tabelle den entsprechenden Beadkoordinaten
zugeordnet. Da Beads am aufleren Rand des FOV abgeschnitten sein kénnen,
ist weiter die Moglichkeit auf Festlegung einer ROT? durch Initialisierung im
Header gegeben. Beads auflerhalb dieser Region werden fiir den weiteren Ver-
arbeitungsprozess verworfen.

Bestimmung der Beadintensitaten

Auch hier werden die Bilder der Beads durch Anwendung eines Batch-Prozesses
sukzessiv prozessiert. Vor der Ermittlung der Intensitatswerte wird von den
Fluoreszenzbildern das geglattete Bild einer Dunkelaufnahme subtrahiert. Dies
geschieht, um eventuelle Abhéngigkeiten vom Raumlicht, hervorgerufen durch
unzureichende Abdunklung des Detektionsstrahlengangs des Fluoreszenzmikro-
skops, auszuschlieffen. Durch Abrufen der Koordinaten der einzelnen Beads aus
der zuvor hinterlegten Tabelle kann nun mittels des ,,ROI>-Managers“ eine Aus-
wahl um die Partikel gelegt und die mittlere Intensitdt der Mikropartikel be-
stimmt werden. Die Werte werden ebenfalls in der bild-spezifischen Tabelle auf-
genommen und den Vektoren der entsprechenden Beads zugeordnet. Das Bild
mit den Auswahlen der durchnummerierten Partikel wird zur Moglichkeit einer
manuellen Sichtkontrolle im Tiff-Format gespeichert.

Korrektur der Beadintensitaten

Die unkorrigierten Beadintensitédten konnen als Funktion des Betrags des Vek-
tors in ein Koordinatensystem tibertragen werden. Wegen der exakten Symme-
trie des Anregungsprofils infolge der Benutzung einer Glasfaser zur Laseraus-
kopplung besteht die Moglichkeit, die Verteilung der Beadintensitiaten mittels
eines halbseitigen zweidimensionalen GauB-Modells zu approximieren (siehe

4engl.: Region of Trust
Sengl.: Region of Interest
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Abbildung 3.3: Prozess der Profilkorrektur. (Oben) homogene Farbstofflésung,
(unten) Beadprobe, (links) Fluoreszenzbilder, (mitte) Approximation der Intensitéiten
durch die Rodbard-Funktion, (rechts) normierte Intensitéiten. Das R? von 0,99 (mitte
oben) verdeutlicht die Eignung der Rodbard-Funktion zur Beschreibung des Systems.
Durch die breite Verteilung der Beadintensitdten, beispielsweise infolge von Variatio-
nen der Bindung mit DNA, ergibt sich ein typisches R? von 0,52 fiir die Werte einer
Beadprobe (mitte unten).

Abb.3.3). Dazu wurde zur Vereinfachung die Rodbard-Funktion als Modell eines
sigmoidalen Kurvenverlaufs herangezogen:

_ (QC*LCC)2

I(|7]) =a+ (b—a)-e =2 (3.1)

Das Zentrum der Funktion (z.) muss dabei gleich 0 gesetzt werden, da sich
an dem Punkt das Zentrum des Anregungsprofils /(0) befindet. Anhand dieses
Modells kann der Verlauf des Intensitdtsabfalls vom Zentrum zu den Auflen-
bereichen eines Fluoreszenzbildes identifiziert werden, ohne dafiir ein Bild des
Anregungsprofils heranziehen zu miissen. Dadurch lasst sich das Verhaltnis der
Beadintensitat () am Maximum des Anregungsprofils 7(0) zu der Intensitét
eines Mikropartikels an der Stelle I(|77|) bestimmen. Der reziproke Wert des re-
sultierenden Korrekturfaktors c; beschreibt den Intensitétsverlust der mittleren
Beadintensitat, hervorgerufen durch eine dem Anregungsprofil entsprechende
Verminderung der Anregungsleistung an der Position des Beads. Es gilt:

(3.2)
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Die unkorrigierte Intensitat eines Beads kann somit durch diesen Faktor ange-
passt und auf die extrapolierte Beadintensitat im Zentrum des Anregungsprofils
normalisiert werden. Der korrigierte Wert der Beadintensitit an der Stelle (|7/])
ist folglich durch

(7)) = 1(171) - ¢ (3.3)

gegeben.

Verwerfung von Ausreil3ern

Die Intensitdtswerte der Beadfluoreszenz kénnen in Extremfallen stark abwei-
chen. Ist beispielsweise die Funktionalisierung der Beschichtung beschadigt,
konnen keine Ziel-Fragmente auf der Oberfliche binden; die Konsequenz ist
eine drastische Verringerung der Intensitit des Fluoreszenzsignals. Im umge-
kehrten Fall kann es zum Teil auch zu Aggregaten von Reporterfragmenten auf
den Beads kommen. In beiden Féllen ist mit einer groflen Abweichung vom re-
prasentativen Intensitdtsmittelwert zu rechnen. Beads mit Abweichungen um
mehr als 2,58 o (= 1 % der Verteilung) werden als Ausreifier deklariert und
nicht fiir die Darstellung der Daten herangezogen.

3.3.3 Darstellung der Daten

Fiir jedes Experiment werden die korrigierten Intensitatsmittelwerte der Beads
der unterschiedlichen Fluoreszenzbilder zu einer Stichprobe zusammengefiigt.
Das entspricht fiir Stichprobenumfange von n > 50 Beads fiinf bis zehn Bil-
dern. Anschlieend werden die Werte des arithmetischen Mittels der Stichpro-
ben in Abhéngigkeit der Ziel-DNA-Konzentration aufgetragen, das Level der
nicht-spezifischen Beadfluoreszenz der Blindprobe determiniert dabei die Nach-
weisgrenze und ist in den entsprechenden Abbildungen als gestrichelte Linie
vermerkt. Bei unterschiedlichen Experiment-Komplexen unterliegt die Kompo-
sition der eingesetzten Assay-Oligonukleotide entsprechenden Abweichungen.
So fithrt beispielsweise ein Wechsel des Farbstoffsystems zu einer Verdnderung
des nicht-spezifischen Signals. Die Zusammensetzung des Gesamtsignals der Be-
adfluoreszenz aus spezifischen und nicht-spezifischen Signal unterliegt folglich
erheblichen Variationen mit der Folge einer Verschiebung der Intensitétsmittel-
werte.
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3.4 Benutzte Fragmente

Wegen der Schwierigkeit, Einfliisse einer variierenden Probenpréaparation auf
die Sensitivitidt des Quantifizierungsverfahrens graphisch darzustellen, wurde
das Verhéltnis des spezifischen Fluoreszenzsignals (Is,..) zum unspezifischen
Anteil (Iynspec) der Beadfluoreszenz als Parameter herangezogen. Da fiir das
Gesamtsignal lipta = Ispec + Tunspec gilt, ist die Detektionseffizienz v demnach
durch

]Oa ]Sec
N = total :14_#

Iunspec Iunspec

(3.4)

definiert. Die Detektionseffizienz beschreibt also Bindungsvorginge, die tiber
dem Niveau des nicht-spezifischen Hintergrund detektiert werden und fiihrt zu
~v-Werten >1 fiir positive Ergebnisse. Dieser Wert wurde in graphischer Form
als Funktion der Konzentration der Ziel-Fragmente aufgetragen und erméglicht
die Vergleichbarkeit unterschiedlicher Messreihen.

3.4 Benutzte Fragmente

Eine Ubersicht aller in dieser Arbeit verwendeten DNA-Fragmente ist der Ta-
belle 3.1 zu entnehmen.

Assay Oligonukleotide

Alle Fénger- und Reporteroligonukleotide sowie die Hilfsfragmente wurden vom
Hersteller IBA GmbH (Gottingen) synthetisiert und HPLC aufgereinigt. LNA
modifizierte Fanger-Fragmente wurden von ATDBio (School of Chemistry, Uni-
versity of Southampton, Highfield Southampton, United Kingdom SO17 1BJ)
bezogen und sind ebenfalls mittels HPLC gereinigt.

Ziel-Fragmente

Als Ziel-DNA wurden zwei unterschiedliche Fraktionen von Fragmenten ausge-
wahlt. Zum einen wurden fiir erste Versuche zwei synthetische, einzelstrangige
(ssDNA) Fragmente im Bereich von 119 bis 151 Nukleotiden (NT) zur Untersu-
chung der grundlegenden Zusammenhéange des bead-basierten Nachweisverfah-
rens benutzt. Anderseits wurde fiir die Priifung der Moglichkeiten des Verfah-
rens unter realistischen Bedingungen der patientennahen Diagnostik (POCT®)

6Point-of-Care-Testing
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3 Material und Methoden

ein praxistaugliches, 5 kbp langes doppelstréangiges (dsDNA) Modellfragment
herangezogen. An diesem wurde das Verfahren im weiteren Verlauf optimiert.

Ziel-Fragment 1 (151 NT, ss- & dsDNA):

Dieses synthetische Fragment wurde kommerziell bezogen (IBA GmbH, Got-
tingen). Es beinhaltet eine kurze Sequenz des Glyoxalase/Bleomycin Resistenz-
Gens des Organismus Micrococcus luteus und wurde vom Hersteller mittels
HPLC aufgereinigt.

Ziel-Fragment 2 (119 NT, ssDNA):

Auch dieses synthetische Fragment wurde kommerziell bezogen (IBA GmbH,
Gottingen). Es beinhaltet einen Teil der Penicillin bindenden Region des Pro-
teins PBP la des Organismus Streptococcus pneumoniae und wurde um 19 NT
verlangert. Diese Sequenz dient als Binderegion fiir das Fanger-Fragment in den
ersten Versuchen.

Ziel-Fragment 3 (5 kbp, dsDNA):

Bei diesem Fragment handelt es sich um einen rekombinanten Plasmiden, der
das vollstindige Glyoxalase/Bleomycin Resistenz-Gen des Organismus M. [u-
teus (GenBank: CP001628.1) enthélt. Details zu der Vervielfaltigung des Plas-
miden in [Klamp et al., 2013].

Hintergrund-Nukleinsauren (BgNA)

Bei BgNAs” handelt es sich um 7,5 kbp lange, nicht-spezifische Hintergrund-
Nukleinsauren der Probe, die zum Test der Spezifitiat eingesetzt wurden. Die-
se sind gegeben durch ein HaloTagH-tubulin G1 Vektor-Konstrukt, das durch
Anwendung einer Miniprep (NucleoSpinH Plasmid, Macherey-Nagel) aus FE.
coli extrahiert und mittels des Restriktionsenzyms EcoRV (Thermo Scienti-
fic) linearisiert wurde. Anschlieflend konnten die Fragmente mit Hilfe des Gel-
Extraktions-Kits QIAEX II (Qiagen) vom Verdauungspuffer aufgereinigt und
deren Konzentration durch Adsorptionsspektroskopie (NanoPhotometer P-300,
Implen) bestimmt werden.

Tengl.: Background Nucleic Acid
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3.4 Benutzte Fragmente

Tabelle 3.1: Benutzte DNA-Fragmente und deren Nukleotid-Sequenzen. Allgemeine
Ubersicht.

Oligo Name %;gljleiiir(lige? Sequenz von 5" nach 3’

Fanger 1 25 + 10 GATGATCACCAAGGACGGCGCCTCC
AAAAAAAAAA

Fanger 2 30 + 10 TACCGGATGATCACCAAGGACGGCG
CCTCCAAAAAAAAAA

Fanger 3 35 4+ 10 GCCACTACCGGATGATCACCAAGGA
CGGCGCCTCCAAAAAAAAAA

Fanger 4 25 4+ 10 CCGGCGAGGAGTTCGGCCACTACC
GAAAAAAAAAA

Fanger 5 19 TAGGGGGGGGGTAGGGGGG

Fanger 6 25 CCGGCGAGGAGTTCGGCCACTACCG
AAAAAAAAAA

Reporter 1 25 CCGGCGAGGAGTTCGGCCACTACCG

Reporter 2 25 GGACCTTCACCGACTCCGGCGAGGA

Reporter 3 25 GATGATCACCAAGGACGGCGCCTCC

Reporter 4 35 ATTAAGGACCTTCACCGACTCCGGC
GAGGATTAAT

Reporter 5 23 GGTCTACAACTGGGATAGAGACC

Reporter 6 20 TTGAGACTTTGAATAAGGTC

Reporter 7 25 AGCTCTCGCGGATGACCGGCGAGGA

Ziel-Fragment 1 151 GCGCCGCCCACGGAGGCGCCGETCCT
TGGTGATCATCCGGTAGTGGCCGAA
CTCCTCGCCGGAGTCGGTGAAGGTC
CAACCGAAAAGGGCCTCGTAGAAGG
CCCGCTGGCGGGCGAAGTCGGGGGC
GGTGTAGTCGATCCAGGCGGGGGAT
C

Ziel-Fragment 2 119 GACCTTATTCAAAGTCTCAACGGCT
GTGACATTTCGTGATTGTTGAAGAG
CATATTGCAGAGTAATATTACCGAA
ATATGCTCTATCCCAGTTGTAGACA
ATCCCCCCCCCATCCCCCC

Hilfsfragment 1 15 GATCCCCCGCCTGGA

Hilfsfragment 2 25 TCGACTACACCGCCCCCGACTTCGC

Hilfsfragment 3 25 CCGCCAGCGGGCCTTCTACGAGGCC

Hilfsfragment 4 25 CTTTTCGGTTGGACCTTCACCGACT

Hilfsfragment 5 25 GATGATCACCAAGGACGGCGCCTCC

Hilfsfragment 6 21 CGCCCCGCCCGCCGCGTGGAC
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Abbildung 3.4: Grundsitzliches Schema der Probenpriparation. (a) Quantifizierung
von ssDNA. I: Zugabe von Beads und detDNA, II: Waschen der Probe. (b) Quantifizie-
rung von dsDNA. I: Zugabe von Hilfs-Fragmenten und detDNA, II: Zugabe von Beads,
ITI: Waschen der Probe.

3.5 Probenzubereitung

3.5.1 Allgemeiner Teil

Wegen der Komplexitdt der Zusammenhédnge des Einflusses kleiner Variatio-
nen in der Prozedur auf die Empfindlichkeit des Verfahrens wurden der Uber-
sicht halber die Unterschiede der Zubereitung der Proben unterschiedlicher Ex-
perimente tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 3.2 & 3.3). Folgende Basis-
Protokolle kamen dabei zum Einsatz:

Detektion einzelstrangiger Fragmente

6 — 7 x 103 vorbeschichtete Beads wurden in 20 nL der Probelésung unterschied-
licher Ziel-Fragment-Konzentrationen gelost. Als Puffer wurde PBS (1 M [Nacl],
0,05 % Tween20) benutzt. Nach Zugabe des Reporter Oligonukleotide wurden
die Proben fiir eine Stunde unter Schiitteln (700 rpm) bei 20 °C inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Eine Ubersicht ist in Abb. 3.4 gegeben.

Detektion doppelstrangiger Fragmente

Die Probelosung (20 pL) mit Ziel-Fragmenten unterschiedlicher Konzentratio-
nen wurde mit Hilfs-Fragmenten (10 pM) und detDNA versetzt. Nach einer
Phase von zwei Minuten bei 95 °C wurden die Proben auf 60°C herabgekiihlt
und vorbeschichtete Beads hinzugegeben. Nach einer zweiten Inkubationsphase
von 15 Minuten bei 60 °C wurden die Partikel gewaschen. Eine Ubersicht ist in
Abb. 3.4 gegeben.
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3.5 Probenzubereitung

Beschichtung der Beads mittels Biotin-Streptavidin
Wechselwirkungen

6 —7 x 10° Streptavidin modifizierte Beads (Dynabeads M-280, Life Techno-
logies, Kat. Nr.: 11205D ) wurden in 100 pL. PBS (0,05 % Tween20) gelost.
Zusammen mit biotinylierten DNA Fénger-Oligomeren (100 nM) wurden diese
fiir 1,5 Std. bei 20 °C unter Schiitteln (700 rpm) inkubiert. Anschlieflend wurden
die Beads vier Mal mit 100 pL. PBS gewaschen.

Beschichtung der Beads mittels Amidbindung

Neben der gesteigerten Haltbarkeit beziiglich der Aufbewahrung der Proben ist
auch eine hohe Temperaturstabilitat der Beadbeschichtung von grofler Wichtig-
keit. Wegen der Erhitzung der Proben auf 60 °C wiahrend Phase IT (beziiglich
dsDNA Detektion) sowie wihrend des Waschvorgangs (betrifft einzelne Expe-
rimente, siehe Tabelle 3.2 & 3.3) ist die Anwendung des Streptavidin-Biotin
Bindungssystems nicht moglich, da diese Bindung ab Temperaturen von 60 °C
beeintrachtigt ist [Holmberg et al., 2005].

Die detaillierte Beschreibung des Protokolls zur Amidbindung der Beadbe-
schichtung ist in [Klamp et al., 2013] zu finden. Dabei wurde wahrend des
Beschichtungsprozesses die Dichte des Fanger-Fragments auf ca. 8 x 102 Frag-
mente cm~2 eingestellt. Diese Dichte ist auch fiir andere Assay-Formate in der
Literatur als optimal beschrieben [Peterson et al., 2001; Vainrub and Pettitt,
2002].

Waschen der Beads

Der Vorgang der Separation der Beads von der nicht gebundenen Fraktion der
Nukleinsduren wurde in allen Experimenten identisch durchgefiihrt: Die Beads
wurden nach der Inkubationsphase mit einem Magneten auf dem Boden des
Reaktionsgefifles fixiert und der Uberstand bis auf ein Restvolumen von 10
nL abgezogen. AnschlieBend wurden 100 pL. PBS hinzugefigt, die Beadlosung
kurz mit einer Pipette durchmischt und das Reaktionsgefaf fiir fiinf Sekun-
den bei 1500 rpm geschiittelt. Dieser Vorgang wurde viermal wiederholt; nach
Vollendung des fiinften Waschschritts wurde der Uberstand wiederholt auf 10
pnL abgezogen.
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3 Material und Methoden

Tabelle 3.2: Ubersicht der Details der Probenpriparation. Auflistung nach der Seiten-
zahl der entsprechenden Abbildung. Nummerierung der Fragmente nach Tabelle 3.1. AB:
Amidbindung, SA: Streptavidin, WT Temperatur des Waschpuffers. Die Inkubationszeit
und -temperatur (letzte Spalte) bezieht sich auf Phase I der ssDNA- bzw. Phase II der
dsDNA-Detektion. Die Konzentration des L6 Puffers betrigt jeweils 50 %.

Seite  Beads ]ie;gd'— 07511)31\1;1 AA d /e}t{]illizi& Label Puffer I/nTl‘{eIZne; ?y(;l]j
48 M-280 121;;— /si p /0,16pM A6£7Tl\? NaCl GSOI%H 20
s waw By bET 2 A0 o mur o
a waw Be 1SN0 gy
6lal Varian AB / di _— ?;1M ﬁ%\? L6 1650Té“ 20
6la2 Varian AB d6s . /1?;11\4 ‘g?Tl\? L6 16501?(1? 20
63a  M-280 Bsi/i_ /si 1 1pM %Z?Tp? NaCl 6200][13&3Il 20
o e Do 7,0 A0 a mun
e Do, A0 a B
69 Varian AB / di 3 /318;1\7/[ var L6 1§OT1CH 60
rlel M-280 Bsi/i_ /si 2 N iﬂ\/[ ﬁ%\? NaCl 62()or?(ijn 20
le2 M-280 Bsi/i_ /si 2 N ZM %Z;Fl\? NaCl 62001(%1 20
o M-280 Bsi/i_ /dls 1N iM %Z;Fl\? Nigl’ 6200]?(13n 20
76 Varian AB / dls . /1 111\/[ %Z;Fl\(l) L6 62()Or£1én 20
76 Varian AB / dls 3 /1 1}11\/[ %Z;Fl\? L6 6200I?icn 20
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3.5 Probenzubereitung

Tabelle 3.3: Ubersicht der Details der leicht modifizierten Probenpriparation. Auflis-
tung nach der Seitenzahl der entsprechenden Abbildung. Nummerierung der Fragmente
nach Tabelle 3.1. SA: Streptavidin, WT Temperatur des Waschpuffers. Die Inkubations-
zeit und -temperatur (letzte Spalte) bezieht sich auf Phase I der ssDNA- bzw. Phase II
der dsDNA-Detektion. Die Konzentration des L6 Puffers betrigt jeweils 50 %.

Seite Beads B{)?;_ ij[]))l\lﬁﬁ d/e}t{];ljzlf& Label  Puffer I/nqlfeigt \[Z,YC?
00 M2 G0 by Neo” GRS
e M0 GF 0 e oy MOyt ¥
72 M-280 BSiZ_ /sil /\1/ar %Z?TI\(I) NaCl S((J] ‘fr(l]lri 20

* Phase I withrend der Doppelstrangseparation modifiziert: Erhitzen der Probe fiir fiinf
Minuten auf 95 °C und anschlieSende sukzessive Kiihlung auf 20 °C in Schritten von 1
°C/pro Minute.

* Erhohte Salzkonzentration: 1M.

3.5.2 Einzelne Experimente

Verkiirzung der Prozessierungsdauer

Bei diesem Experiment wurden die 151 bp langen Ziel-Fragmente wurden in 5
nl L6 Puffer (50%) gelost und auf 95 °C erhitzt. Parallel wurden 5 pL Hilfs-
fragmenten (100 nuM), 5pL Reporter 3 (100 pM), 0,5 nL. Tween20 (10%) und 1
nL Varian (3,5 x 103/pL) auf 60 °C erhitzt. Nach fiinf Minuten wurden beide
Ansétze vermischt und fiir 30 Minuten bei 60 °C unter Schiitteln (700 rpm)
inkubiert. Eine identisch zubereitete Probe wurde fiir 30 Minuten bei 60 °C un-
ter Schiitteln (700 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben gewaschen
und mit einer Belichtungszeit von 100ms bei einer Anregungsleistung von 56
W/em? auf dem Fluoreszenzmikroskop (IT) vermessen.

Erhohung des Reaktionsradius

Zur Maximierung des Reaktionsradius der Beads wurde eine Konstruktion be-
stehend aus einer Drehscheibe und einer Magnethalterung entworfen. Abbildung
3.5 zeigt, wie die Anwendung dieses Aufbaus wihrend der Phase 1T des Quanti-
fizierungsverfahrens eine Bewegung der magnetischen Mikropartikel durch das
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3 Material und Methoden

Tabelle 3.4: Ubersicht der Details der Akquisition der Fluoreszenzbilder. Auflistung
nach der Seitenzahl der entsprechenden Abbildung.

Seite Belichtungszeit Laserleistung Fluoreszenzmikros-

[ms] [W/cm?] kopischer Aufbau
48 100 114 I
50b 2000 114 I
o8 100 96 I
29 100 96 I
6lal 100 56 II
61la2 100 56 II
63a 100 114 I
63b 100 114 I
65 100 56 II
69 100 198 II
Tlcl 100 114 I
T1c2 100 114 I
72 1000 96 I
75 100 81,5 I
76 100 56 II
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3.5 Probenzubereitung

Abbildung 3.5: Technik der magnetisch induzierten Bead-
bewegung. Die Probengefifie wurden senkrecht zur Drehachse
auf einer Scheibe befestigt, die sich gleichméflig bei 4 rpm im
Uhrzeigersinn dreht. Magneten sind abwechselnd im Zentrum
und auf der Auflenseite der Drehscheibe durch eine separate
Halterung ortsfest befestigt. Bei Rotation der Drehscheibe wer-
den die magnetischen Mikropartikel abwechselnd an die Innen-
bzw. Aulenwand des Probengefifies (also in z-Richtung) gezo-
gen. Die Drehscheibe ist auf einem Schiittelinkubator befestigt,

! z der in x-Richtung schwenkt.
iy

gesamte Probevolumen der Analytlosung auf zwei unterschiedlichen Achsen er-
moglicht.

Test der Kreuzreaktivitat

Beads mit unterschiedlichen Zusammensetzungen der Oberflichenmodifikation
wurden von einem der Partner des Projektes TheraEDGE bezogen®. LNA mo-
difizierte capDNA Fragmente und polyA;y Oligomere wurden wahrend des Vor-
gangs der Beadbeschichtung in unterschiedlichen Verhaltnissen hinzugegeben.
Durch Amidbindung wurden die Fragmente auf mit Carboxylgruppen modifi-
zierten Beads kovalent fixiert. Weitere Details zum allgemeinen Protokoll der
Beadfunktionalisierung sind in [Klamp et al., 2013] enthalten.

Jeweils 3,5 x 103 Varian Beads unterschiedlicher Oberflichenfunktionalisierung
wurden in 35 pl L6 (50 %) gelost und i) mit 3 pL des Reporters 1 (1 pM,
ATTO 647N Label) und ii) mit 3 pL des Reporters 3 (1 nM, ATTO 647N La-
bel) fiir 15 Minuten bei 60 °C unter Schiitteln (700 rpm) inkubiert. Nach einer
Waschphase von fiinf Schritten wurden die Beads mit 100 Millisekunden Belich-
tungszeit und einer Anregungsleistung von 56 W/cm? auf dem miniaturisierten
Fluoreszenzmikroskop (II) vermessen.

8Firma: Biokit, S.A., Department of Molecular Biology and R&D, Can Malé s/n, 08186
Llica d’Amunt, Barcelona-Spain
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QD655 als Label (gleichzeitige Zugabe)

20 pL der Ziel-Fragmente unterschiedlicher Konzentrationen wurden in der An-
wesenheit eines groffen Uberschusses an Hilfs-Fragmenten fiir fiinf Minuten auf
95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden 3,5 x 10° Beads (Varian, beschichtet
mit Fanger 6), detDNA (biotin-modifizierter Reporter 3, 1 uM) sowie QD655
(Streptavidin modifiziert, 100 nM) hinzugegeben und die Probe fir 17 Minu-
ten bei 60 °C unter Schiitteln (700 rpm) inkubiert. Nach vier Waschschritten
erfolgte die Vermessung der Probe bei einer Anregungsleistung von 105 W /cm?
mit einer Belichtungszeit von 100 ms auf dem optischen Aufbau (II).

QD655 als Label (sukzessive Zugabe)

20 pL der Ziel-Fragmente unterschiedlicher Konzentrationen wurden in der An-
wesenheit eines grofien Uberschusses an Hilfs-Fragmenten fiir fiinf Minuten auf
95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden 3,5 x 10° Beads (Varian, beschichtet mit
Fanger 6) sowie detDNA (biotin-modifizierter Reporter 3, 1 nM) hinzugegeben
und die Probe fiir 15 Minuten bei 60 °C unter Schiitteln (700 rpm) inkubiert.
Nach vier Waschschritten wurden 2 pl von QD655 (Streptavidin modifiziert,
100 nM) dazu gegeben, gefolgt von einer weiteren Inkubationsphase von 10
Minuten bei 60 °C unter Schiitteln (700 rpm). Danach wurden die Beads vier-
mal gewaschen und anschlieBend bei 105 W/cm? Anregungsleistung mit 100 ms
Belichtungszeit auf dem optischen Aufbau (II) vermessen.

Multiplexing: Separation von Quantifizierungs- und
Codierungskanal

Zu der Herstellung der unterschiedlichen Codes wurden fiinf verschiedene Kon-
zentrationen (5 x 10712 M, 1 x 107" M, 5 x 107 M, 1 x 1071 M, 5 x 10710
M) von biotinyliertem ATTO 532, gelost in PBS, hergestellt und zu je 40 pL
aufgeteilt. Dieser Losung wurden jeweils 1 pg Streptavidin modifizierte Beads
(CMO1N, Bangs Laboratories Inc.) beigefiigt und fiir ca. 30 s durch Pipettierung
gut durchmischt. Anschiefend wurden die Proben fiinfmal mit PBS gewaschen
und in die Messkammern tberfiithrt. Die Fluoreszenzbilder wurden mit einer
Anregungsleistung von 72 W/cm? und einer Belichtungszeit von 0,1 s akqui-
riert.
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Abbildung 3.6: Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der untersuchten
Fluoreszenzfarbstoffe. Die gestrichelte Linie zeigt die Anregungswellenlédnge (532 nm) an.

3.6 Bestimmung des SCRs bei
Zweifarbendetektion (Multiplexing)

Um das Multiplexing unterschiedlicher Ziel-Fragmente zu ermoglichen, wurde
der miniaturisierte fluoreszenzmikroskopische Aufbau um eine weitere Anre-
gungslinie (532 nm) erweitert (siehe Kapitel 3.2.2, Seite 22). Fiir die Bewertung
der Eignung verschiedener griin fluoreszierender Fluoreszenzfarbstoffe zum Ein-
satz der Zweifarbendetektion mittels des fluoreszenzmikroskopischen Aufbaus
(IT) wurde das Signal-zu-Ubersprechsignal-Verhiltnis (SCR?) unterschiedlicher
Fluorophore als Entscheidungskriterium herangezogen.

Um die maximal detektierbare Fluoreszenzintensitiat unter Verwendung des Sets
der verbauten Spektralfilter zu bestimmen, wurden die Integrale der normali-
sierten Emissionsspektren der drei relevanten Fluorophore Atto 532, Atto 550
und Atto 565 bei einer Anregungswellenldnge von 532 nm verglichen (Abb. 3.6).
Aufgrund ineffizienter Anregung sind die Fluoreszenzintensitdten von ATTO
550 und ATTO 565 vergleichend zu ATTO 532 vermindert (Abb. 3.6a, links).
Anderseits ist das Emissionsmaximum beider Fluorophore im Gegensatz zu dem
von ATTO 532 zum Zentrum des Transmissionsfensters des Detektionsfilters

9engl.: Signal-to-Crosstalk-Ratio
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verschoben (Abb. 3.6a, rechts).

Wegen dieses konkurrierenden Effekts wurde zunéchst die Funktion des effektiv
detektierbaren Emissionssignals im griinen Kanal E'm; berechnet. Diese ist ab-
hangig von der Transmission des dichroitischen Strahlteilers und der des griinen
Detektionsfilters. E'm; kann also durch die Faltung der Funktion des Emissi-
onsspektrums Em, mit der des Strahlteilers S, im griinen Spektralbereich und
der des Filters F, beschrieben werden:

Em(X) = Emg(X) * Sg(A) * Fy(A) . (3.5)

Dies gilt ebenso fiir das effektiv detektierbare Crosstalk-Signal im roten Kanal
Em! hier miissen allerdings die Funktionen des Strahlteilers im roten Spektral-
bereich S, und die des roten Detektionsfilters F,. mit einbezogen werden:

Eml(\) = Em,.(\) x S.(A\) = F.(\) . (3.6)

Da sich das SCR aus dem Verhaltnis der effektiven Signale des griinen zum
roten Kanal ergibt (Abb. 3.6b), ist dieses durch den Quotienten beider Integrale
gegeben:

(3.7)

Tabelle 3.5: Maximal detektierbares Signal im griinen Kanal in Abhéngigkeit ineffizi-
enter Anregung bei gegebenem Strahlteiler und Detektionsfilter. Anregungswellenlénge:
532 nm.

. Signal Signal «
Farbstoff Gesamtsignal grﬁne% Kanal rotergKanal ?’CR
%] %] %] (Griin/Rot)
ATTO 532 100 37,9 1,7 22,3
ATTO 550 39,9 22,6 1,5 15
ATTO 565 38,2 18,8 1,7 11

* engl.: Signal-to-Crosstalk Ratio
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3.7 Berechnung der Verluste durch Austausch des Objektives

a - b
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Abbildung 3.7: Bestimmung der Fliche der Kugelkalotte (b) anhand des Raumwinkels
eines Objektivs (a).

3.7 Berechnung der Verluste durch Austausch des
Objektives

Die Numerische Apertur berechnet sich nach:
NA=n-sin « . (3.8)
Der halbe objektseitige Offnungswinkel @ des Objektives ist dabei durch

a = arcsin (NA> (3.9)

n

mit der Numerischen Apertur NA und dem Brechungsindex n des Mediums
verkniipft.

Da die Oberfliche einer Kugel 4712 betrigt, ist fiir einen Raumwinkel von 180°
die Oberflache eines idealen Objektes (r = 1) mit

Arr?

2

=21 . (3.10)

gegeben. Die Berechnung der Flache eines Kugelausschnitts in Abhéngigkeit
des Raumwinkels o ist gemafl Abbildung 3.7b:

A= (a*+h?) . (3.11)

Es gilt auch:
h:r—r-cos%. (3.12)

Wobei der Raumwinkel o des Ausschnitts der Kugelkalotte 2a betragt. Damit
folgt

A= 2mp? (1 — cos g) . (3.13)
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3 Material und Methoden

Fir @ = 0/2 bedeutet dies nach Formel (3.9):

A =2mr? (1 — cos (arcsin (NA>>) . (3.14)

n
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt durch Einteilung in drei Sinnabschnitte:
In Teil 1 (Kapitel 4.1) wird ein allgemeiner Umriss des Verfahrens gegeben und
grundlegende Zusammenhange aufgezeigt.

In Teil 2 (Kapitel 4.2 bis 4.3) wird der Hybridisierungsprozess charakterisiert
sowie Details und Optimierungen der Prozedur beschrieben.

In Teil 3 (Kapitel 4.4 und 4.5) wird die Umsetzung des Verfahrens zur Imple-
mentierung in der Praxis verdeutlicht.

4.1 Das Bead-basierte Quantifizierungsverfahren

Die Effizienz sowie der Erfolg eines quantifizierenden Nachweisverfahrens sind
von vielen Parametern abhéngig, die eng miteinander verkniipft sind. Diese
Verflechtung der verschiedensten Anforderungen macht die Bestimmung und
Charakterisierung der sensitivitatsbestimmenden Faktoren zu einer groflen Her-
ausforderung bei der Konzipierung eines neuen Verfahrens. Eine allgemeine Ein-
teilung der Hauptfaktoren hat Haes [Haes et al., 2006] fiir die Formulierung des
Erfolgs von Immunoassays vorgenommen. Dieser ist demnach abhéngig von: 1)
der Bindungskonstanten bzw. der Affinitat der Bindungspartner, 2) dem Aus-
maf der unspezifischen Bindung, 3) der Diffusionsdistanz der Bindungspartner,
4) der Sensitivitat des Detektors und 5) der Reaktionszeit. Durch Anwendung
des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Nachweisverfahrens zur Quantifi-
zierung von DNA-Fragmenten ist die Moglichkeit der Beeinflussung sowie der
Manipulation der oben genannten Hauptfaktoren gegeben.

Nach eingehender Betrachtung des Prozesses der Datenverarbeitung als elemen-
taren Bestandteil des Verfahrens werden im folgenden Abschnitt die Rolle sowie
die Vorteile und Limitierungen der Anwendung von Beads als feste Phase im
Zusammenhang mit der Detektion von DNA-Fragmenten aufgezeigt.

43



4 Ergebnisse und Diskussion

c 801
60
S 407
<, ,
Profil-Korrektur — '
= 1001
- A, AAA AL Ak, A A
T 50{ s WAL AT

oL . . . .
50 100 150 200 250
9] [Pixel]

Selektions
Routine

Mittlere Intensitat

Abbildung 4.1: Korrektur des Anregungsprofils. (a) Entsprechend der Lage werden die
Beads unterschiedlichen Anregungsleistungen ausgesetzt. (b) Prinzip der Datenverarbei-
tung. Das Fluoreszenzbild wird beziiglich des Anregungsprofils korrigiert; anschlieend
werden einzelne Beads fiir die Analyse selektiert. (¢) Abhéingigkeit der Beadintensitét

von der Lage im Anregungsprofil. ® Nicht-korrigierte und A profil-korrigierte Intensitéits-
werte. [Klamp et al., 2013]

4.1.1 Datenverarbeitung

Der Prozess der Bildverarbeitung kann in zwei grundlegende Hauptprozesse un-
terteilt werden. Zum einen ist die Angleichung des gaufiférmigen Laserprofils
elementar fiir die Reproduzierbarkeit der Daten. Zum anderen kommt der Se-
lektion der zu verarbeitenden Beads eine grofie Bedeutung zu. Die Optimierung
beider Prozesse fithrt zu einer Verbesserung der Unterscheidbarkeit gering un-
terschiedlicher Konzentrationen der Ziel-DNA Fragmente (tDNA') beziehungs-
weise gering unterschiedlicher Bead-Intensitaten und erhoht somit die Empfind-
lichkeit des Nachweisverfahrens.

Angleichung des Anregungsprofils

Wie aus Abbildung 4.1a & b zu entnehmen ist, folgt das Leistungsprofil des
Laserstrahls der Weitfeldausleuchtung in lateraler Ausrichtung einem gauf3for-
migen Habitus. Dies kann am einfachsten unter Bestrahlung einer homogenen
Fluoreszenzfarbstoflosung gezeigt werden (Abb. 4.1b oben rechts). Wird eine
Probe homogen-fluoreszierender Beads einem derartigen Anregungsprofil aus-
gesetzt, unterliegt die Emission folglich dem gleichen charakteristischen Profil.
Dies fiihrt somit zu dem Effekt, dass Beads an der Peripherie der Anregungs-

lengl.: Target DNA
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Abbildung 4.2: Erweiterung der Detektionsgrenze durch Angleichung des Anregungs-
profils. Bead-Intensitéten (a, ¢) und Intensitatsverteilungen (b, d) vor (a, b) und nach
(c, d) Angleichung des Anregungsprofils. Die schraffierte Region verdeutlicht den In-

tensitétsbereich, in dem eine Unterscheidung nicht moglich ist. 10 pM [5kbp DNA-
Fragment|, ®Nullprobe.

funktion mit geringerer Intensitat emittieren als Beads gleicher Farbstoffbele-
gung im Zentrum der Laserausleuchtung (Abb. 4.1c oben).

Abbildung 4.2 verdeutlicht weiter die Problematik der Unterscheidung von
Beads verschiedener Belegungs-Konzentrationen aufgrund ihrer Fluoreszenzin-
tensitat bei ungiinstiger Lage innerhalb der Laserausleuchtung. Dies ist insbe-
sondere bei geringen Intensitatsunterschieden, wie sie nahe des Detektionslimits
zu finden sind (vgl. Abb. 4.39a), der Fall. Zur Charakterisierung des Zusam-
menhangs zwischen Lage im Anregungsprofil und Fluoreszenzintensitat wird
der Vektor vom Zentrum des Anregungsprofils zu der Position des entspre-
chenden Beads herangezogen (siche Abb. 4.1a). Bei gegenseitiger Auftragung
kann das Ausmafl dieser Abhangigkeit typischerweise durch eine gaufiférmige
Anpassung der Daten verdeutlicht werden. Diese Funktion folgt parametrisch
typischerweise der gleichen Funktion des Anregungsprofils. Wie in Abbildung
4.2 gezeigt, kann die effiziente Korrektur der Bead-Intensitaten die Unterschei-
dung zwischen Beads dhnlicher Fluoreszenzintensitat ermoglichen und somit die
Detektionsgrenze erweitern.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Selektion der Beads

Der zweite wichtige Schritt der Bildverarbeitung ist die angemessene Selektion
der zu prozessierenden Beads in den Fluoreszenzbildern. Zum Teil ist das Auf-
treten von Artefakten ein grofles Hindernis bei der prazisen Bestimmung der
mittleren Fluoreszenzintensitat. Diese sind zwar mit dem bloflen Auge recht gut
erkennbar, fiir einen automatisierten Algorithmus allerdings schwer zu identi-
fizieren. Als Mittel der Charakterisierung der fluoreszenten Strukturen wurden
zwei strukturelle Parameter herangezogen, die Grofle und die Zirkularitat. In ih-
rer Kombination sind sie nicht nur ein effektives Instrument zur Unterscheidung
zwischen Beads und Artefakten, sondern auch zur Identifikation repriasentativer
Beads. Solche Partikel, die beispielsweise Aggregatbildung oder Verwischungen
zeigen, sind fir den Auswertungsprozess nicht geeignet, da der Mittelwert der

Intensitat

einzelne aggregierte
Beads Beads

Haufigkeit

200 300 400 500
Bead-Intensitat [a.u.]

Abbildung 4.3: Cluster-Analyse. (a) Axiale Aggregation. (b) Laterale Aggregation.
(c) Mittlere Beadintensitit aggregierter Beads. Beadnummern beziehen sich auf (a) und
(b), die gestrichelte Linie zeigt die mittlere Beadintensitit einzelner (nicht aggregierter)
Beads an. (d) Vergleich der Verteilungen der Beadintensitéten zwischen © einzelnen und

B aggregierten Beads bei der Quantifizierung von 5 kbp Ziel-Fragmenten. Box-Plot: ®
Arithmetisches Mittel, - Median, I Interquartilsabstand, | Standardabweichung.

46



4.1 Das Bead-basierte Quantifizierungsverfahren

b ';‘ 500
S,
=’ 400t
iy
2
3 300F-- - - TN . DO
£
- 200f
@®©
<))
m
15
Cc
g =
X
2 . ,
HS 2 normale verwischte
H) Beads Beads
I

200 300 400 500
Bead-Intensitat [a.u.]

Abbildung 4.4: Verwischungen von Beads. (a) Fluoreszenzbilder. (b) Mittlere
Beadintensitat verwischter Beads. Die gestrichelte Linie zeigt die mittlere Beadintensitat
scharf abgebildeter Beads an. (c¢) Vergleich der Verteilungen der Beadintensitéten zwi-

schen ™ scharf und ® verwischt abgebilteten Beads. Box-Plot: siche Abb. 4.3.

Intensitatsverteilung sich von dem der einzelnen, scharf abgebildeten Beads un-
terscheidet.

Eine genaue Untersuchung aggregierter Beads zeigt, dass an den Schnittstellen
bzw. Uberlappungen mehrerer Beads die Intensitat aufgrund der Akkumula-
tion des Fluoreszenzsignals leicht erhoht ist (Abb. 4.3). Folglich ist auch die
mittlere Fluoreszenzintensitét solcher Beads tiberdurchschnittlich hoher als die
der frei liegenden Mikropartikel (Abb. 4.3c). Der Einfluss dieses Effekts auf den
Mittelwert der Gesamtheit der Beads ist also abhéngig von dem Ausmafl der
Aggregatbildung. Fiir eine repréisentative Probe mit einem Stichprobenumfang
von n = 97 zeigt sich, dass knapp ein Viertel der Beads Aggregate aufweist. Die
Intensitatsverteilung dieser Partikel (Abb. 4.3d) hat einen Mittelwert von 347
Counts,? der sich mit 69 Counts somit um 1,8 ¢ vom Mittelwert der Intensi-
tatsverteilung einzelner Beads (mit 278 Counts) unterscheidet.

Den gegenteiligen Einfluss auf den Intensitdtsmittelwert weisen solche Parti-
kel auf, die Verwischungen zeigen (Abb. 4.4). Bedingt durch Bewegung dieser

2engl.: Zahlimpulse
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Abbildung 4.5: Reproduzierbarkeit der Datenanalyse Anhand des Vergleichs dreier
unabhéingiger Messungen. (a) Detektion von 151 bp Fragmenten des Organismus S.

pneumoniae. M Arithmetisches Mittel der Mittelwerte dreier unabhéngiger Messungen.
Fehlerbalken: SEM. (b) Box-Whisker-Plots der Intensitétsverteilungen bei einer Analyt-
Konzentration von 1 nM. ® Arithmetisches Mittel, — Median, Box: Interquartilsabstand,
1 S.D., XPerzentile P99 und P1, & V Ausreifier. Probenpriparation nach Tabelle 3.2 &
3.4, Seite 34 ff.

Beads wiahrend der Dauer der Akquisition der Fluoreszenzbilder, ergibt sich ein
Verlust in der mittleren Beadintensitat und somit eine Verringerung des Mittel-
werts der Intensitédtsverteilung (Abb. 4.4b, ¢). Hier ergibt sich eine Abweichung
von 1,2 o, allerdings zu niedrigen Intensitaten verschoben.

In ihrer Kombination kann das Auftreten beider Effekte also im besten Fall
zu einer Kompensation in der Verschiebung des Mittelwerts fiithren. Nichts-
destotrotz handelt es sich hierbei um eine Verfélschung der Grundgesamtheit
der auswertbaren Beads, die zumindest eine Vergroflerung der Halbwertsbrei-
te der Intensitétsverteilung und somit eine Erhohung der Standardabweichung
mit sich zieht. Dies kann sich gerade bei sehr geringen Intensitatsunterschieden
von unterschiedlichen Analyt-Konzentrationen negativ auf die Sensitivitdt des
Nachweisverfahrens auswirken.

Reproduzierbarkeit der Daten

Die Funktionalitidt sowie die Zuverlassigkeit der einzelnen Prozesse der Da-
tenverarbeitung spiegelt sich in der Reproduzierbarkeit der Daten wider. Eine
unzulangliche Profilkorrektur beziehungsweise Beadselektion fithrt zu grofien
Streuungen der einzelnen Beadintensitdten. Der arithmetische Mittelwert aller
Mikropartikel einer Probe unterliegt in diesem Fall, besonders bei kleinen Stich-
probenumfiangen, grofen Schwankungen. Die Analyse der Standardabweichung
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4.1 Das Bead-basierte Quantifizierungsverfahren

(SD) einer Probe mit n = 50 Beads weist nach Verarbeitung der Daten einen re-
lativen Wert von 2-12 % auf. Der relative Standardfehler der Mittelwerte (SEM)
von 1-6 % verdeutlicht dabei die hohe Stabilitét des arithmetischen Mittels fiir
diese Grofle der Stichprobe.

Die prazise Reproduzierbarkeit des Intensitdtsmittelwerts der Gesamtheit al-
ler Beads ist in Abbildung 4.5 anhand der Durchfithrung dreier unabhangiger
Messreihen bei der Quantifizierung synthetischer Fragmente des Organismus
Streptococcus pneumoniae aufgezeigt. Auch weisen hier die Intensitatsvertei-
lungen der einzelnen Beads der Messungen ein hohes Mafl an Symmetrie auf.
Beide Faktoren unterstreichen somit die korrekte Funktionsweise der Software
zur Verarbeitung der Fluoreszenzbilder. Weiter begriindet der geringe relati-
ve Standardfehler der Mittelwerte der drei Messungen (4 %) die Zuverldssig-
keit des arithmetischen Mittelwerts als robusten Quantifikationsparameter des
Nachweisverfahrens.

4.1.2 Moglichkeiten des Nachweisverfahrens

Viele Aspekte der Eigenschaften und der Anwendung des Nachweisverfahrens
profitieren von dem Einsatz magnetischer Beads als mobile feste Phase. Das
Losen der festen in der fliissigen Phase ermdoglicht etwa die Verkiirzung der Dif-
fusionsdistanz der Bindungspartner [Fan et al., 1999] und fihrt zu einer stark
verbesserten Reaktionsrate [Jungell-Nortamo et al., 1988]. Ein weiterer wesent-
licher Vorteil gegeniiber einer stationdren festen Phase ist die Moglichkeit der
Manipulation der Bindungsreaktion. Durch aktive Bewegung der magnetischen
Partikel lasst sich beispielsweise ihr Reaktionsradius erweitern - dies fithrt neben
der Erhohung der lokalen Konzentration des Analyten und der daraus folgen-
den Akkumulation des Signals auf der Oberfliche [Kim et al., 2006] zu einer
weiteren Beschleunigung der Reaktion; die Bindung des Analyten erfolgt also
unabhéngig von Brown’scher Molekularbewegung.

Experimentell konnte dieses Verhalten zur Maximierung der Akkumulationsef-
fizienz genutzt und weiter optimiert werden. Dies verdeutlicht der Vergleich der
Detektionseffizienz bei Variation der Inkubationsbedingungen. Abbildung 4.6
zeigt die Abhéngigkeit der Detektionseffizienz von der Art der Inkubationstech-
nik anhand dreier Extrembeispiele. Die Grofle des Reaktionsradius wurde dabei
durch das Ausmaf} der aktiven Bewegung der Beads kontrolliert, die durch i)
einfache Sedimentation, ii) das Schiitteln der Probe und iii) Etablierung eines
magnetischen Wechselfeldes herbeigefiihrt wurde (die genaue Beschreibung der
Prozedur ist in Kapitel 3.5.2, Seite 35 zu finden).
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Abbildung 4.6: Einfluss der Inkubationstechnik auf die Detektionseffizienz. Aktive Be-
wegung der Beads durch i) einfache Sedimentation ™ ii) Schiitteln der Probe bei 450

rpm ® | iii) ein magnetisches Wechselfeld * . (b) Detektion einzelstringiger 119nt DNA

Fragmente mit 100 nM [detDNA] (4 n = 25-34 Beads, ® n = 19-27, Bn = 21-38), (c)

Detektion doppelstringiger 151nt DNA Fragmente mit 1 pM [detDNA] (® n = 108-140,
n = 59-26 Beads). Probenpriparation nach Tabelle 3.3 & 4.6, Seite 34 ff. L: SEM.

Dieses Experiment unterstreicht nicht nur den Einfluss der Beadbewegung auf
die Hybridisierungseffizienz, es zeigt auch weiter einen simplen Weg zu der Opti-
mierung der Detektionsempfindlichkeit ohne Verdnderung der Assay-Komponen-
ten (Beadfunktionalisierung, Oligonukleotidsequenzen u.a.) auf. So kann die
Detektionsgrenze des Nachweises des doppelstrangigen Ziel-Fragments 1 durch
einfaches Schiitteln der Probe um eine Gréflenordnung und durch Anwendung
der magnetisch induzierten Bewegung um etwa 3 Groéflenordnungen von 1 nM
auf 0,1 pM erweitert werden. Damit ermdglicht die Anreicherung des Signals
auf der Beadoberflache Detektionssensitivitaten, die trotz der Anwendung ein-
facher Weitfeld-Mikroskopie Empfindlichkeiten aufweisen, wie man sie durch
Einsatz konfokaler Fluoreszenzspektroskopie erhalt [Yahiatene et al., 2012].

Dariiber hinaus resultieren aus der Nutzung von magnetischen Beads erhebliche
Vorteile hinsichtlich der Integration des Verfahrens in LOC-basierten Point-of-
care-Testing (POCT) Systemen. Die magnetischen Eigenschaften der Mikro-
partikel ermoglichen ein effizientes Waschen, also einen Austausch des Medi-
ums, oder die Separation der iiberschiissigen Reporter-Oligonukleotide. Auch
das Handling auf LOC-Elementen ist durch die Moglichkeit einer gerichteten
Bewegung, auch entgegen der Stromungsrichtung des Mediums, stark erleich-
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_ Abbildung 4.7: Vergleich der
3 = Autofluoreszenz unterschiedlicher
% 1200 kommerziell-beziehbarer magneti-
S = scher Beads. (oben) Intensitits-
% 1000 { profile einzelner Beads. (unten)
S Mittlerere Autofluoreszenz. Die
% 800 H Fehlerbalken zeigen den SEM mit
3 FUON | USRS O R o n = 87-116 Beads.

M270 M280 T1 C1  Varian CMO1N

tert. Weiter kann die Akkumulation des Analyten sowie der Bildgebungsprozess
auf der gleichen Phase durchgefiihrt werden. Dies fithrt zu einer Vereinfachung
der Nachweis-Prozedur und somit zu einer erheblichen Zeitersparnis.

4.1.3 Limitierungen des Nachweisverfahrens

Die ausschlaggebendste Limitierung, der Bead-basierte Nachweisverfahren un-
terliegen, ist der Effekt des nicht-spezifischen Hintergrundsignals (NSH). Formel
(3.4) verdeutlicht, dass die Maximierung der Detektionseffizienz nicht nur durch
Erhéhung des spezifischen, sondern auch durch Herabsetzung des unspezifischen
Signals erfolgen kann. Bei gegebener Intensitét des unspezifischen Signals deter-
miniert dieses die Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens und wirkt sich somit
limitierend aus. Im Folgenden sind die unterschiedlichen Quellen und Griinde
fiir das Auftreten unspezifischen Signals charakterisiert und Strategien zu der
Verminderung dessen beschrieben.

NSH - Autofluoreszenz

Eine grundlegende Begriindung fiir das Aufkommen von unspezifischen Hinter-
grundsignal liefert die Autofluoreszenz der magnetischen Mikropartikel im roten
Wellenlédngenbereich. Da diese zwischen unterschiedlicher Herstellern stark va-
rileren kann, wurde zunéchst ein Screening verschiedener relevanter Produkte
durchgefiihrt. Wie Abbildung 4.7 zu entnehmen ist, kann durch die richtige
Wahl der Partikel das Hintergrundsignal auf Niveau des CCD-Rauschens redu-
ziert werden.
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b

Abbildung 4.8: Verteilung der Fluoreszenz-Signale am Detektionslimit. (a) Beads mit
hoher Autofluoreszenz (Dynabeads M280), (b) Beads mit geringer Autofluoreszenz (Va-
rian). Erste Reihe: Autofluoreszenz; zweite Reihe: Nicht-spezifischer Hintergrund (NSH);
dritte Reihe: Spezifisches Signal. (i) Fluoreszenzbild der Beads. (ii) Vergrofierung eines
einzelnen Beads. (iii) Intensitétsprofil des Beads gezeigt in (ii). (iv) Mittlere Fluores-
zenzintensitdt und Fehler der Mittelwerte (SEM) mit einem Stichprobenumfang von n
= 40 fiir a) und n = 100 Beads fir b).

<[ T )

NSH - Adsorption von Reportern

Die Untersuchung der Verteilung der Intesitéatssignale am Detektionslimit offen-
bart neben der Autofluoreszenz eine weitere Quelle fiir die Entstehung des NSH.
So zeigt die Messung der Blindprobe (ohne Ziel-Fragment), dass eine weitere
Fraktion von Hintergrundfluoreszenz die Empfindlichkeit der Quantifizierungs-
methode begrenzt (Abb. 4.8). Diese kommt durch Adsorption von Reporter-
Molekiilen auf der Beadoberfliche zustande und ist damit, auch bei der Ver-
wendung von Beads niedriger AF, der letztendlich entscheidende sensitivitéts-
limitierende Faktor. In diesem Zusammenhang bestimmt die Beschaffenheit des
Fluoreszenzlabels zu einem erheblichen Teil die Starke dieses Effektes. Abbil-
dung 4.9 verdeutlicht, wie sich beispielsweise durch Austausch des Labels der
Reporter-Fragmente (detDNA) die Adsorption relativ verdndert (eine genaue
Untersuchung unterschiedlicher Moglichkeiten der Fluoreszenzmarkierung ist in
Kapitel 4.3 gegeben). Dartiber hinaus wird das Ausmafl der Adsorption durch
zwei Hauptfaktoren beeinflusst. Einerseits spielt die Zugénglichkeit der Ober-
fliche eine Rolle und anderseits wirkt sich das Koppeln der Fluorophore an
DNA Fragmente (z.B. Reporter-Fragmente) auf das Adsorptionsverhalten der
Farbstoffmolekiile aus.

Beide Effekte sind in Abbildung 4.9 dargestellt: Die Beschichtung der Oberfla-
che von 4,7 pm Varian Beads mit Fanger-Fragmenten (captDNA) fihrt eine
Verkleinerung der zuganglichen Beadoberfliche herbei. Nach Inkubation mit
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Abbildung 4.9: Adsorption von Fluoreszenzfarbstoff. (a) Adsorption von freiem Farb-
stoff (ATTO 647N, 1 pM). (b) Abnahme der Adsorption auf freien Beads durch Kon-

jugation des Farbstoffs an detDNA Oligonukleotide. ® 1 nM freier Farbstoff, 1 nM
detDNA. Fehlerbalken: SEM mit n = 66-72.

freiem Farbstoff® offenbart der Vergleich der Beadintensititen einen Abfall von
ca. 50 % (Abb. 4.9a), was eine starke Abnahme der Adsorption anzeigt. Die
Kopplung von Fluorophoren an DNA Fragmente (z.B. detDNA) fithrt zu einer
weiteren Verringerung des Effekts der nicht-spezifischen Oberflachenadsorption
(Abb. 4.9b), da sich damit die Hydratationseigenschaften dndern.

NSH - Kreuzreaktivitat

Neben der Adsorption von detDNA auf der Beadoberfliche tragt noch eine
weitere Form des NSH zu dem Signal der Blindprobe in Abbildung 4.8 bei.
Dieser Fraktion des NSH ist die Wechselwirkung zwischen detDNA und capDNA
geschuldet. Durch Teil-Hybridisierung kann es auch in der Abwesenheit von Ziel-
DNA zu Teilhybridisierungen zwischen capDNA und detDNA kommen (Weitere
Details in Kapitel 4.4.3 auf Seite 82).

Unabhéngig von dem Grund der Wechselwirkungen kann das Ausmafl der Kreuz-
reaktivitdt durch Variation der Anzahl der captDNA Molekiile auf der Bead-
oberfliche bei gleichbleibender detDNA Konzentration bestimmt werden. Dies
wurde fir zwei unterschiedliche detDNA-Fragmente, eines mit i) hoher und
eines mit ii) niedriger Komplementaritét, durchgefithrt (Abb. 4.10). Bei die-
sem Experiment ist die Blockierung der Zwischenrdume zwischen den Fanger-
Oligonukleotiden mit weiteren DNA Fragmenten von entscheidender Wichtig-
keit. Nur so kann die Zugénglichkeit der Oberfliche fiir Molekiile der detDNA

3N-hydroxysuccinimidylester (NHS) funktionalisierte Farbstoffmolekiile (1 pM) wurden vor
der Zugabe zu den Beads in Wasser hydrolysiert.
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i) °A1OSpacer-CCGGCGAGGAGTTCGGCCAC TACCG
GCCATCACCGGCTTGAGGAGCGGCC

i) °A1OSpacer-CCGGCGAGGAGTTCGGC CACTACCG
CCTCCGCGGCAGGAACCACTAGTAG G
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Abbildung 4.10: Kreuzhybridisierung zwischen capDNA und detDNA. (a) ATTO 647N
markierte Repoter-Oligomere mit i) hoher und ii) geringer Komplimentaritit zur cap-
DNA wurden mit Beads inkubiert, die in unterschiedlichen Verhéltnissen von capDNA
zu polyA Fragmenten funktionalisiert wurden (b). (¢) ®Whohe Komplimentaritit (i),
geringe Komplementaritat (ii). Fehlerbalken: SEM mit n = 74-85. Probenpréiparation
nach Kapitel 3.5.2, Seite 37. [Klamp et al., 2013]

verhindert werden, um somit einen Einfluss der Oberflaichenadsorption auszu-
schliefen zu konnen. Realisiert werden konnte dies durch Variation des Verhalt-
nisses von capDNA zu kurzen, 10 Nukleotide (NT) langen poly-Adenin (polyA)
Fragmenten bei der Funktionalisierung der Beads (Abb. 4.10b). Abb. 4.10c zeigt
mit reduzierter Dichte der capDNA einen starken Abfall des Fluoreszenzsignals
von i), wiahrend das von ii) nahezu auf dem gleichen Level verbleibt. Dies be-
statigt die Annahme, dass die Interaktion zwischen detDNA und capDNA mit
erhohter Komplementaritat zunimmt, und verdeutlicht somit die Wichtigkeit
der Wahl einer geeigneten detDNA Sequenz. Dabei ist neben der Zusammen-
setzung auch die Abfolge der einzelnen Basen zu beachten, da diese ebenfalls
einen Einfluss auf die Starke der Wechselwirkungen der Fragmente zueinander
hat [Southern et al., 1999]. Besonders DNA-LNA?* Basenpaarungen (Abb. 4.10,
fett gedruckte Nukleotide) weisen eine erhohte Affinitat auf [Kaur et al., 2008;
Arora et al., 2008].

4engl.: Locked Nucleic Acid: Modifiziertes Nukleotid
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4.1 Das Bead-basierte Quantifizierungsverfahren

NSH - Hintergrund-Nukleinsdauren

In physiologischen Probelésungen de Atemwegsschleimhaut (Sputum) ist allge-
mein mit einer Kontamination durch nicht-spezifische Hintergrund-Nukleinsauren
(BgNA?®) von Keimen oder Organismen der oralen Mikroflora zu rechnen. Da
diese in grofer Menge und Diversitét vertreten ist [Keijser et al., 2008], kann es
zu nicht-spezifischen Wechselwirkungen der Reporter- oder Hilfs-Fragmente be-
ziehungsweise der Beads mit diesen Nicht-Ziel-Fragmenten kommen. In diesem
Fall ist, entsprechend der Art der Wechselwirkungen, entweder die Verminde-
rung des spezifischen oder die Erhohung des unspezifischen Fluoreszenzsignals
die Konsequenz der Anwesenheit von Hintergrund DNA. Unabhéngig des Ur-
sprungs der unerwiinschten Wechselwirkungen wirkt sich eine geringe Spezifitéit
negativ auf die Detektionseffizienz y und somit limitierend auf das Nachweis-
verfahren aus. Eine néhere Betrachtung der Spezifitdt des Nachweisverfahrens
ist in Kapitel 4.4.1 , Test der Spezifitat“ auf Seite 77 zu finden.

Sengl.: Background Nucleic Acid
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Der Hybridisierungsprozess

Der Nachweis von DNA durch Anwendung der bead-basierten Methode glie-
dert sich in zwei Hautprozesse. Der erste Schritt beinhaltet die Akkumula-
tion der Ziel-Fragmente auf der Oberflache der Mikropartikel durch spezifi-
sche Hybridisierung der capDNA. Weiter ist die Markierung der Ziel-DNA mit
Reporter-Fragmenten obligatorisch fiir die erfolgreiche Quantifizierung mittels
bildgebender Fluoreszenzmikroskopie. Beide Prozesse erfolgen entweder simul-
tan oder sind, im Falle des Nachweises doppelstriangiger Ziel-Fragmente, zeitlich
separiert. Die Effizienz des Gesamtprozesses wird dabei durch die Performanz
beider Teilprozesse bestimmt und ist determinierend fiir die Sensitivitat des
Quantifizierungsverfahrens.

4.2.1 Optimierung der Beschichtungsdichte

Die Beschichtung der Beads mit capDNA hat einen mafigeblichen Einfluss auf
die maximal erreichbare Detektionssensitivitat. Dabei spielen einige, zum Teil
konkurrierende Faktoren eine wichtige Rolle. Einerseits wird die Effizienz des
Akkumulationsprozesses durch die Dichte der capDNA Molekiile bestimmt. Das
bedeutet, hohere Dichten des Fanger Fragmentes fithren zu einer gesteigerten
Akkumulationseffizienz und somit zu einer erhohten Anzahl gefangener Frag-
mente; gleichzeitig vermindert sich die Grofle der Zwischenrdume der freien
Beadoberflache mit steigender Dichte, was damit eine Verminderung der Ober-
flichenadsorption mit sich zieht (siehe Kapitel 4.1.3). Anderseits sinkt mit stei-
gender Dichte die Zugénglichkeit der capDNA bedingt durch sterische Hinde-
rung [Southern et al., 1999] oder Coulomb’sche Abstofung [Vainrub and Pettitt,
2002] mit der Konsequenz einer verringerten Hybridisierungseffizienz [Peterson
et al., 2001]. Diese ist jedoch mit der Affinitat der Oligonukleotide verkntipft,
die wiederum von der Lénge der Fragmente abhingig ist (sieche Kapitel 4.2.2).
Durch Untersuchungen an Mikroassays ist allerdings ebenso bekannt, dass die
maximal mogliche Oberflichendichte durch die Lénge der capDNA bestimmt
wird [Steel et al., 2000]. Die optimale capDNA-Dichte ist also sowohl von der
Zuganglichkeit als auch von der Affinitdt der capDNA abhéngig und erfordert
somit einen Kompromiss zwischen beiden Faktoren.

Fir die Quantifizierung der S. pneumoniae Fragmente wurde die Bestimmung
der optimalen Funktionalisierungsdichte daher experimentell durch Titration
der capDNA bestimmt. Dabei wurde die Konzentration der 19 Nukleotide lan-
gen biotinylierten capDNA wéahrend der Beschichtungsprozedur variiert und die
Beads anschliefend im Nachweisverfahren eingesetzt. Abbildung 4.11 ist zu ent-
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4.2 Der Hybridisierungsprozess

— Abbildung 4.11: Einfluss der Be-
'; 3000+ X3 - schichtungsdichte der Beads (M-280
© - SA) auf die Hybridisierungskapazitét.
— 2000t Die Konzentration von Fanger 5 wur-
8 A de wahrend der Beschichtung der Beads
g 1000+ = variiert. Nach Entfernung der ungebun-
Q I denen capDNA erfogte die Detektion
£ oL + . L des ssZiel-Fragments 2 (S. pneumoniae

0 s ars 7 (1 pM, [detDNA] = 1 uM ). Fehler-
10 . 10 10 10 balken zeigen den SEM mit n = 47-59
Fanger-Fragment [M] Beads.

nehmen, dass ab einer capDNA-Konzentration von 10 nM ein Sattigungseffekt
im Intensitédtssignal entsteht. Aussagen tiber die Griinde dafiir sind allerdings
nur schwer zu treffen, da neben den oben genannten Effekten die Sattigung der
verfiigbaren Streptavidin-Bindestellen ebenfalls fiir einen vergleichbaren Kur-
venverlauf verantwortlich sein kénnte. In jedem Fall identifiziert dieses Expe-
riment diejenige Dichte der capDNA, die zu maximal erreichbaren Hybridisie-
rungseffizienzen fiithrt. Infolgedessen wurde fiir alle weiteren Experimente mit
diesem Ziel-Fragment eine capDNA-Konzentration von 100 nM fiir die Funk-
tionalisierung der Partikel eingesetzt.

4.2.2 Variation der Lange der capDNA Fragmente

Wie aus Anwendungen von Gen-Expressions Arrays bekannt ist, hat die Lan-
ge der capDNA einen direkten Einfluss auf die Spezifitat der Fragmente [Chou
et al., 2004]. Wie obig diskutiert, existieren bei der Verlangerung der Sequenzen
allerdings Einschriankungen hinsichtlich der Dichte der Beadfunktionalisierung.
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob bereits geringe Anderungen der Linge
zu einer Verbesserung des Akkumulationsprozesses fithren. Zu diesem Zweck
wurde das Fanger-Fragment 1 von 25 tiber 30 (Fanger 2) bis 35 (Fanger 3) Nu-
kleotide verldngert und der Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz untersucht
(Abb. 4.12). Anhand des starken Intensititsanstiegs von ca. 350 % (Fanger 3)
bei gleichbleibendem NSH lésst sich verdeutlichen, dass sich durch diese Stra-
tegie die Detektionseffizienz dramatisch steigern lasst.

Der deutliche Intensitédtsunterschied zwischen der Anwendung von Fanger 2 &
3 lasst allerdings den Schluss zu, dass die Verlangerung des Fragments nicht
alleinig fiir die verbesserte Hybridisierungseffizienz verantwortlich ist. Eine ge-
nauere Betrachtung der Komposition der Sequenzen zeigt die Erweiterung des
capDNA-tDNA Hybrids um drei starke (G:C) und zwei schwache (A:T) Basen-
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Abbildung 4.12: Einfluss der Liange der Fanger-Oligonukleotide auf die Akkumulati-
onseffizienz. (a) Schematische Darstellung der Unterschiede der verwendeten Sequenzen
fiir die Detektion des ss Ziel-Fragments 1 (M. luteus). F1-3: Fanger 1-3, R2: Reporter
2, 71: Ziel-Fragment 1. (b) Einfluss der Sequenzlidnge auf die mittlere Fluoreszenzinten-
sitdt. Fehlerbalken: SEM mit n = 41-59 Beads. Probenpriaparation nach Tabelle 3.2 &
3.4, Seite 34 ff.

paarungen im Falle von Fanger 2 und eine Erweiterung um vier weitere starke
und eine schwache Basenpaarung bei Fénger 3 (siche Tabelle 3.1, Seite 31). Nach
der Faustregel, dass ein zuséatzliches A:T Basenpaar die Schmelztemperatur um
2 °C und ein G:C Basenpaar diese um 4 °C steigert [Southern et al., 1999, ist
fiir den Einsatz von Fénger 2 die Schmelztemperatur T,, um 16 °C und fiir den
Einsatz von Fénger 3 um 34 °C gegeniiber Féanger 1 erhoht. Diese Betrachtung
schlieit die Wechselwirkungen der zusétzlichen Nukleotide zu denen der unmit-
telbaren Nachbarschaft durch Stapelwechselwirkungen® allerdings nicht mit ein
und ist daher ungenau. Demzufolge wurde die genaue Simulation der Bindung
der capDNA:tDNA Dimere nach [Markham and Zuker, 2005] unter Einbezie-
hung des Néchster-Nachbar-Koeffizienten” [SantaLucia, 1998] durchgefiihrt. Die
Berechnungen ergeben unter den vorherrschenden Reaktionsbedingungen eine
Temperatur von 71,6 °C fir Fanger 1, 78,3 °C fiir Fanger 2 und 81,7 °C fiir
Fanger 3 als Schmelzpunkt des Doppelstrangs mit der tDNA. Viel entschei-
dender als die Stabilitdt des Dimers ist in diesem Zusammenhang folglich die
Beschaffenheit des freien (5’) Endes der capDNA-Sequenz. Wahrend dieses bei
Féanger 2 mit Thymin gefolgt von Adenin endet, weist das 5’-Ende von Fanger
3 Guanin und Cytosin auf. Da terminale G:C Paarungen signifikant hohere Hy-
bridisierungsausbeuten erzeugen als das A:T Pendant [Maskos and Southern,
1993], ist der starke Unterschied der Detektionseffizienz zwischen Fénger 2 & 3
vielmehr mit diesem Effekt zu erkléren.

Sengl.: Stacking Interactions
Tengl.: Nearest Neighbor
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4.2 Der Hybridisierungsprozess

a Reporter 2 (3' nach 5)

Reporter 1 (3' nach 5" AGGAGCGGCCTCAGCCACTTCCAGG
GCCATCACCGGCTTGAGGAGCGGCC
CGGTAGTGGCCGAACTCCTCGCCGGAGTCGGTGAAGGTCC

Ziel-Fragment (5' nach 3')

b c_
F1___Ri 3 3000,
06-A1ospacer-——/. S5, 2000+
w5
-“z, 1000 -
c :
Ox--Amspacer.L _R2_9® £ 500F T

R1 R2

Abbildung 4.13: Einfluss der Position des Reporters auf dem Ziel-Fragment. (a) Sche-
matische Darstellung der Unterschiede in der Sequenz. (b) Schematische Darstellung der
Unterschiede in der Position. (c)Einfluss der Position auf die mittlere Fluoreszenzintensi-
tat. Fehlerbalken beschreiben den SEM mit n = 52 - 63 Beads. Probenpréaparation nach
Tabelle 3.2 & 3.4, Seite 34 ff.

4.2.3 Einfluss der Binderegionen von detDNA und capDNA

Neben der Erh6hung des Akkumulationsprozesses durch Verlangerung der cap-
DNA ist der Einfluss der bindenden Regionen ein elementarer Faktor, der sich
stark in der Hybridisierungseffizienz niederschlagt. So kénnen schon geringfii-
gige Anderungen in der Sequenz oder aber der Abfolge der Nukleotide einen
Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz haben [Southern et al., 1999]. Fiir die
Detektion von Fragmenten des Organismus M. luteus konnten die Auswirkungen
dieses Effektes durch Verschiebung der Sequenz der detDNA um 15 Nukleotide
in 3’-Richtung der tDNA gezeigt werden (Abb. 4.13). Trotz gleicher Lénge der
Fragmente und 10 identischen Basenpaarungen mit der detDNA kommt durch
Einsatz von Reporter 1 eine um 50 % erhohte Detektionseffizienz zustande. Ei-

Tabelle 4.1: Thermodynamische Details des detDNA-tDNA Doppelstrangs von Re-
porter 1 & 2. Berechnungen nach [Markham and Zuker, 2005] basieren auf einer Na™
Konzentration von 1 M und einer Reaktionstemperatur von 37°C. & G: Gibbs-Energie,
AH: freie Energie, £ S: Entropie, Ty, Schmelzpunkt.

Oligo Name G:C/A:T 86 AH = I

' " |kecal/mol] [kcal/mol] [cal/mol/K] [°C]
Reporter 1 2,57 -37,3 -206,6 -545,8 88,4
Reporter 2 2,13 -36,4 22015 5322 881
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4 Ergebnisse und Diskussion

ne Erklarung dafiir liefert die Analyse der Komposition der Sequenzen und der
thermodynamischen Eigenschaften der detDNA-tDNA Hybride. Die Ergebnisse
dieser Betrachtung sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Angesichts der starken
Ahnlichkeit in der Zusammensetzung der beiden Fragmente kommt es hier zu
vergleichbaren Werten; die ungleiche Hybridisierungseffizienz beruht also nicht
auf Unterschieden in der Stabilitat des Hybrids, sondern auf Inkongruenzen der
Duplexbildung. Dergleichen ergibt auch die Untersuchung der Nukleotidfolge
der beiden Reporter. Diese identifiziert den entscheidenden Unterschied beider
Fragmente in Form der Gestaltung der terminalen Enden. Vergleichend zu Re-
porter 2 ist der Anteil der starken Basenpaarungen bei Reporter 1 beidseitig
starker ausgepréigt. Diese Eigenschaft begiinstigt die Bildungsrate des transien-
ten Nukleationskomplexes durch Interaktion einiger weniger Basenpaarungen
[Mir, 1995]. Ausgehend von diesen Regionen kann die Nukleation der Duplex-
Bildung anschlieflend reifiverschlussartig fortschreiten [Southern et al., 1999].
Beziiglich der Duplexbildung ist ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen
Reporter 1 und Reporter 2 durch ihre relative Lage zu dem Fénger-Fragment
gegeben. Basierend auf einer Liicke von 15 Nukleotiden zwischen Reporter 2
und dem Fanger-Fragment wird das Fortschreiten des Hybridisierungsprozesses
an dieser Stelle unterbrochen. Im Gegensatz dazu ist die Lage von Reporter 1
auf dem Ziel-Fragment biindig zu der Sequenz der capDNA (siehe Abb. 4.13b).
Neben der Bindungsrate ist also die Bildung der Helixstruktur durch diese Kon-
stellation begiinstigt. Da sich Stapelwechselwirkungen starker auf die Stabili-
tat eines Doppelstrangs auswirken als Basenpaarwechselwirkungen [Yakovchuk
et al., 2006] ist in dieser Kombination von Fanger- und Reporteroligonukleo-
tid auch die Gesamthybridisierungseffizienz, also die des Akkumulations- sowie
die des Markierungsprozesses, am deutlichsten ausgepragt. Dies zeigt auch der
Vergleich der Intensitatswerte dieser Kombination mit der von Fanger 3 mit Re-
porter 2 (siche Abb. 4.12b). Akkumulations- und Markierungsprozess kénnen
also nicht voneinander losgelost betrachtet werden.

4.2.4 Erhohung der Affinitat durch Modifikation der capDNA

Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, ist die Steigerung der Ef-
fizienz des Akkumulationsprozesses durch Verldngerung der capDNA aus zwei-
erlei Griinden nicht zweckméafig. Erstens wirkt die Verlangerung der Fragmente
sich negativ auf die maximal mogliche Funktionalisierungsdichte der capDNA
aus und zweitens fiihrt sie zu konkurrierenden Binderegionen mit Reporter 1.
Um die Affinitat des Fanger-Fragments trotz der Vermeidung einer Verlange-
rung zu steigern, wurde das Nukleotidriickgrat der capDNA Sequenz punktuell
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Abbildung 4.14: Erhohung der Akkumulationseffizienz durch Einsatz von LNA modi-
fizierter capDNA. (a) © DNA Féanger-Oligos, MLNA modifizierte capDNA. Die gestri-
chelte Linie zeigt das Intensitétslevel der Nullprobe an. Fehlerbalken: SEM mit n=60-89
Beads. (b) DNA Nukleotid. (c) LNA Nukleotid. Probenpréparation nach Tabelle 3.2 &
3.4, Seite 34 ff.

modifiziert. Dafiir wurden einzelne DNA-Nukleotide durch LNA®-Nukleotide
[Obika et al., 1997; Koshkin et al., 1998] substituiert. Das sind modifizierte
RNA-Nukleotide, deren Ribose-Bestandteil durch eine zuséatzliche Briicke zwi-
schen dem 2’-Sauerstoff und dem 4’-Kohlenstoff erweitert ist (Abb. 4.14b & ¢).
Diese Briicke fixiert die Ribose in der energetisch giinstigen C3’-endo Form,
also ihrer natiirlichen Konformation innerhalb einer A-Helix, in der das Phos-
phat, bedingt durch Rotation wahrend der Bindung, nicht mit dem 2’-O des
Furanose-Rings der Ribose sterisch interferiert. Diese Konformation begiinstigt
die Interaktion der entsprechenden Base zu ihrem komplementéren Gegenstiick
sowie die hybridisierungsbedingte Windung des Nukleotidriickrats zu einer He-
lix. Dies fithrt zu einer erh6hten Affinitéit sowie Reaktionskinetik des Hybridisie-
rungsvorgangs [Vester and Wengel, 2004; Arora et al., 2008] und einer héheren
Stabilitdt der Hybride [Kaur et al., 2008].

Die Auswirkungen solcher chimaren DNA:LNA Fanger-Fragmente auf die De-
tektionseffizienz sind in Abbildung 4.14 dargestellt. Die Inkorporation der LNA-
Nukleotide erfolgte dabei aus bereits diskutierten Griinden an den beiden ter-
minalen Basenpaaren sowie in regelméfiigen Abstdnden auf der capDNA. Bei
einer Inkubationszeit von 15 Minuten konnte durch Anwendung dieser Strate-
gie die Sensitivitdt um eine Grofienordnung von 100 pM (capDNA) auf 10 pM
(LNA modifizierte capDNA) gesteigert werden. Neben der verbesserten Affini-
tat der capDNA ist hier vor allem die schnellere Reaktionskinetik fiir die hohere
Sensitivitat verantwortlich.

8engl.: Locked Nucleic Acid
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Abbildung 4.15: Prozedurschema zur Quantifizierung einzelstrangiger Ziel-Fragmente
(tDNA). CapDNA funktionalisierte Beads (2,8 pm) und detDNA-Fragmente werden der
Probelosung beigegeben, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie-
Bend gewaschen.

4.2.5 Einzelstrangige und doppelstrangige Ziel-Fragmente

Die Prozeduren der Quantifizierung von einzel- bzw. doppelstringigen Ziel-
Fragmenten unterscheiden sich stark hinsichtlich der Komplexitat der Proben-
praparation. Wihrend der Nachweis von Einzelstrangen (ss DNA?) ausschlief-
lich auf der Markierung sowie der Akkumulation der tDNA auf der Beadober-
flache beruht, ist die Gewéhrleistung der Zugénglichkeit der Ziel-Sequenz der
tDNA die Grundvoraussetzung fiir die erfolgreiche Detektion von Doppelstran-
gen (ds DNA1).

Quantifizierung einzelstrangiger Ziel-Fragmente

Mit dem Anspruch des Einsatzes in POCT-Anwendungen wurde die Prozedur
der Quantifizierung von ssDNA so simpel wie moglich gehalten. Auf Grund
dieser Voraussetzung wurde auf mogliche Heizschritte in Form von Tempera-
turprogrammen trotz der Erwartung einer gesteigerten Hybridisierungseffizienz
[Archer et al., 2006] verzichtet. Dies fithrt zu einer Nachweisprozedur, die in
zwei Prozessschritten durchgefithrt werden kann. Nach Zugabe von capDNA-
funktionalisierten Beads und detDNA zu der Probe der tDNA und einer an-
schlieBenden einstiindigen Inkubationsphase folgt lediglich ein Waschschritt zur
Vervollstandigung der Prozedur (Abb. 4.15). Um die Auspriagung der Ober-
flichenadsorption (Kapitel 4.1.3) zu minimieren, wurde dem Waschpuffer die
Detergens Polysorbat 20 zugesetzt und die Probe bei jedem Waschschritt fiir
jeweils 5 Sekunden bei 1500 rpm geschiittelt.

9engl.: single stranded DNA
Oengl.: double stranded DNA
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Abbildung 4.16: Detektion einzelstrangiger Ziel-Fragmente. (a) Synthetisches Frag-
ment des Organismus M. luteus (Ziel-Fragment 1). (b) Synthetisches Fragment des Or-
ganismus S. pneumoniae (Ziel-Fragment 2). Dargestellt ist das Arithmetische Mittel
der Mittelwerte dreier unabhédngiger Messungen. Gestrichelte Linie: Intensitétslevel der
Blindprobe; Fehlerbalken: SEM. Probenpraparation nach Tabelle 3.2 & 3.4, Seite 34 ff.

Abbildung 4.16 verdeutlicht die Effizienz der Detektion von synthetischen ss-
tDNA-Fragmenten. Hier zeigt sich, dass trotz der Einfachheit der Quantifizie-
rungsprozedur und der Vermeidung einer Vervielfaltigung des Signals oder ma-
gnetisch induzierter Beadbewegung, Detektionssensitivitdten von 1 pM erreicht
werden konnen. Aufgrund des relativ niedrigen Schmelzpunktes der capDNA:t-
DNA und der detDNA:tDNA Doppelstriange des S. pneumoniae Fragments von
T = 41,2 °C beziehungsweise T, = 50,1 °C ist diese Nachweisprozedur ohne
Zufihrung von Wéarme bei Raumtemperatur durchfiihrbar. Dies ist insbesonde-
re bei der Benutzung der Biotin-Streptavidin Bindung zur Funktionalisierung
der Beads von grofier Bedeutung, da diese ab Temperaturen von 60°C degradiert
[Holmberg et al., 2005].

Quantifizierung doppelstrangiger Ziel-Fragmente

Wie am vereinfachten Beispiel der Detektion einzelstrangiger tDNA gezeigt,
kann der hybridisierungsbedingte Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen mit
wenig Aufwand durchgefithrt werden; der Prozess der Markierung der tDNA
und dessen Akkumulation auf Beads ist also unter einfachen Bedingungen mog-
lich. Da in relevanten Patientenproben die Erreger-DNA jedoch als Doppel-
strang vorliegt, muss fiir einen erfolgreichen Nachweis die Separation der Ziel-
Sequenz von seinem Komplement gegeben sein.

Um dies zu gewahrleisten wurde die Nachweisprozedur nach Abbildung 4.17
um einen zusétzlichen Prozessschritt erweitert. In diesem werden die Proben in
Anwesenheit eines starken Uberschusses (1 pM) an Hilfs-Fragmenten auf 95°C
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Abbildung 4.17: Prozedurschema zur dsDNA(tDNA) -Quantifizierung.

erhitzt. Die hohe Temperatur sorgt dabei fiir die effiziente Denaturierung des
Doppelstrangs [Archer et al., 2006], wahrend der Einsatz der Hilfs-Fragmente,
die neben den detDNA- und capDNA-bindenden Regionen auf der Ziel-Sequenz
hybridisieren (Abb. 4.18), die Zuganglichkeit fir Fanger- und Reporterfragmen-
te gewédhrleistet. Aufgrund der schnelleren Bindungskinetik der Hilfs-Fragmente
wahrend des Abkiihlungsvorgangs der Probelosung [Minunni et al., 2004] entste-
hen geblockte Regionen auf der tDNA, die eine Re-Hybridisierung des nativen
Komplements an die Ziel-Sequenz verhindern [Hill et al., 2007; Minunni et al.,
2005].

Die temporéare Separation von Hybridisierung der Oligonukleotide (Abb. 4.17 )
und der Akkumulation der Ziel-Komplexe auf Mikropartikeln (Abb. 4.17 II) hat
den Vorteil, dass die Mdoglichkeit der Anwendung der Streptavidin-Biotin Bin-
dung zur Funktionalisierung der Beads erhalten bleibt. Ferner lasst sich durch
Vergleich der Detektionssensitivitdt von Einzel- und Doppelstrangdetektion der
Einfluss der Separation des Doppelstrangs auf die Sensitivitat der Quantifizie-
rungsmethode klarlegen. So fithrt die Quantifizierung von dsDNA mit einer

Nachweisgrenze von 10 pM zu einem Verlust von etwa einer Groflenordnung an
Empfindlichkeit.
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Abbildung 4.18: Detektion von doppelstrangigen Fragmenten. (a) Anordnung der hy-
bridisierenden Oligonukleotide auf dem tDNA-Fragment. (b) Detektionssensitivitit. Pro-
benpréaparation nach Tabelle 3.2 & 3.4, Seite 34 ff.

4.3 Der Markierungsprozess (Das Reportersystem)

Der Nachweis der auf der Beadoberflache fixierten Ziel-DNA Fragmente erfolgt
durch Hybridisierung eines Reporter-Oligonukleotids. Die Markierung dieses
Fragments kann dabei durch Amidbindung oder Biotin-Streptavidin-Wechsel-
wirkungen ermoglicht werden. Die Moglichkeiten fiir die Verwendung unter-
schiedlicher fluoreszierender Label sind entsprechend grofl und verschiedenste
Vorgehensweisen sind fiir die Anwendung in DNA-Assays in der Literatur be-
schrieben. Neben dem Einsatz von Nanokristallen [Liu et al., 2008; Kim et al.,
2006], fluoreszierenden Mikro- bzw. Nanobeads [Mayr et al., 2009] oder Interka-
latoren kénnen auch Fluorophore [Klamp et al., 2013] bzw. Molecular Beacons
[Horejsh et al., 2005 fur die Markierung genutzt werden. Die unterschiedli-
chen Arten der Label weisen dabei neben spezifischen Vorteilen allerdings auch
Probleme bei der Verwendung in beadbasierten Assays auf. Um die Vor- und
Nachteile der verschiedenen Markierungsmoglichkeiten zu identifizieren, wurde
zunéchst eine Charakterisierung beziiglich der Anwendbarkeit im vorliegenden
Nachweisverfahren durchgefiihrt.

4.3.1 Geeignete Fluoreszenzlabel

Aufgrund ihrer iiberdurchschnittlichen Helligkeit und Photostabilitit bieten
sich vor allem Halbleiternanokristalle (NC) oder Mikro- bzw. Nanobeads mit
Farbstoffeinschliissen fiir die Markierung an. Besonders auf grofien Zeitskalen
sind fluoreszierende Nanobeads und NCs organischen Farbstoffen wie Cyaninen
(Alexa 647) und Carbo-Rhodaminen (ATTO 647N) der Stabilitat beztiglich
tiberlegen (Abb. 4.19 a). Bei einer Belichtungsdauer von 14 Sekunden féllt die
Anfangsintensitat des Fluoreszenzsignals von auf einer Beadoberfliche fixier-
ten Alexa 647 beziehungsweise ATTO 647N Molekiilen auf 21 % bzw. 31 %.
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Abbildung 4.19: Photobleaching unterschiedlicher Fluoreszenzlabel, fixiert auf der
Oberfliche von 8 nm grofien Beads (CMOLIN, Bangs Laboratories) und angeregt mit
einer Leistungsdichte von 56 W /cm?. Die Intensititen wurden auf 100 % bei t = 0
normalisiert.

Abbildung 4.20: Aggregation von QD 655 auf der Oberfliche der (a) Probenkammer
(logarithmische Graustufenskalierung) und (b) der Beads (lineare Graustufenskalierung)
wéhrend der Detektion 5 kbp langer Ziel-Fragmente (1 nM). Probenpriperation nach
Kapitel 3.5.2, Seite 38.

Im Gegensatz dazu ist die Emissionsintensitit der mit FluoSpheres markierten
Beads unter identischen Bedingungen nach gleicher Belichtungszeit bei 70 %
des Ausgangssignals, wiahrend die der NC beschichteten Partikel sogar ansteigt.
Der 73 %ige Anstieg ist mit photoinduzierter Aktivierung einzelner NCs durch
Oberflachen-Transformation zu erklaren [Jaiswal et al., 2003; Hess et al., 2001]
und fiihrt, dhnlich dem Effekt des Photobleaching, zu einer zeitlichen Inkon-
stanz des Signals. Im Bereich der relevanten Belichtungszeiten (100 bis 500 ms)
betragt die Abweichung allerdings maximal 3 %. Dies macht Halbleiternano-
kristalle in Verbindung mit einem hohen Extinktionskoeffizienten iiber einen
groBen Wellenldngenbereich sowie einer hohen Quantenausbeute von fast 90 %
[Reiss et al., 2002] grundsétzlich zu einem attraktiven Label.
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Abbildung 4.21: Vergleich der Streuung der Beadintensitdten zwischen unterschied-
lichen Fluoreszenzbildern fiir (a) ATTO 647N und (b) QD 655 als Fluoreszenzlabel.

Box: Interquartilsabstand und Median, Darithmetischer Mittelwert, Fehlerbalken S.D.,
® kleinster und grofiter Wert.

Ein entscheidender Nachteil der NCs ist allerdings ihre Tendenz zur Aggregat-
bildung. Dies zeigt der Einsatz von Streptavidin modifizierten NCs (QD 655)
als Label zur Markierung biotinylierter detDNA (Fanger 6, Reporter 3, siehe
Tab. 3.1). Die Aggregate treten dabei sowohl auf der Oberfliche der Probekam-
mern als auch auf den Beads auf (Abb. 4.20). Wéhrend die Artefakte auf der
Oberflache der Probenkammern durch Anwendung des Selektionsalgorithmus
(Kapitel 3.3) im Rahmen der Auswertung verworfen werden, fithren Cluster
auf den Beads zu einer grofien Streuung der Beadintensitdten. Die Analyse
der Intensitatsverteilungen der Beads bei der Quantifizierung von 5 kbp langen
Ziel-Fragmenten (Ziel-Fragment 3) mit QD 655 markierter detDNA verdeutlicht
diesen Nachteil vergleichend zu ATTO 647N markierter detDNA (Abb. 4.21).
Die grofien Streuungen der Intensitdtsmittelwerte einzelner Beads verhindern
in diesem Fall die Diskriminierung geringer DNA-Konzentrationen und senken
damit die Detektionsgrenze.

Im Zusammenhang des Clusterings ergibt sich ein weiterer Nachteil aus der
Verwendung der Biotin-Streptavidin Bindung zur Markierung der detDNA. Bei
gleichzeitiger Zugabe von Beads, biotinylierter detDNA und Streptavidin funk-
tionalisierter NCs ist die Auspriagung der Aggregatbildung sowohl auf der Ober-
fliche der Probenkammern als auch auf Beads erheblich verstéarkt (Abb. 4.22).
Dieser Effekt kann durch Einfiigen eines weiteren Waschschrittes zwischen det-
DNA und NC Zugabe zwar vermindert, aber nicht vollstdndig vermieden wer-
den (vergleiche Abb. 4.20). Zudem erfordert dies einen weiteren Prozessschritt,
was sich nicht nur auf die Komplexitéit, sondern auch auf die Dauer der Nach-
weisprozedur negativ auswirkt.
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Abbildung 4.22: Aggregation von QD 655 auf der Oberfliche der (a) Probenkammer
(logarithmische Graustufenskalierung) und (b) der Beads (logarithmische Graustufen-

skalierung) bei gleichzeitiger Zugabe von detDNA und QDs. Probenpréperation nach
Kapitel 3.5.2, Seite 38.
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Abbildung 4.23: Chemische Strukturen der benutzten Fluorophore und deren Adsorp-
tion auf Beads. (a) Alexa 647 [Terpetschnig et al., 2004], (b) Cy5, (c) ATTO 647N [Egge-
ling et al., 2009], (d) nicht-spezifische Adsorption auf Beads. Die N-hydroxysuccinimidyl
Ester -Funktionalisierung der Farbstoffe (R) wurde vor Zugabe zu freien Beads zu Car-
boxylsédure hydrolysiert. ATTO 647N Beads wurden mit einer Belichtungszeit von 10 ms,
Cyb und Alexa 647 Beads mit einer Belichtungszeit von 100 ms aufgenommen. Fehler-
balken: SEM mit n = 50.
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Abbildung 4.24: Vergleich der Detektionseffizienz unter Verwendung verschiedener
Fluorophore als Label. (a) Zusammensetzung des Gesamtsignals aus ™ NSH und
spezifischen Signal. (b) Detektionseffizienz. Fehlerbalken: SEM mit n = 48 - 122 Beads
fiir die Detektion von 5 kbp Ziel-Fragmenten (Ziel-Fragment 3, 1In M). Probenprépara-
tion nach Tabelle 3.2 & 3.4, Seite 34 fI.

Derselben Einschrankung unterliegt der Einsatz von mit Streptavidin funktiona-
lisierten, fluoreszenten Mikrobeads. Diese Art des Labels ist wegen seiner pho-
tophysikalischen Eigenschaften besonders in der Mikroarray-Technologie sehr
beliebt [Nagl et al., 2005]. Auf Grund der Abschirmung der in einer Polymer-
hiille eingebetteten Fluorophore vor Einfliissen des Mediums sowie einer damit
einhergehenden strukturellen Stabilitét verfiigen diese Partikel iiber eine hohe
Photostabilitdt. Zudem fithrt die Akkumulation mehrerer fluoreszenter Mole-
kiile in einem Partikel zu einem starken Fluoreszenzsignal. Die Betrachtung
der relevanten Zeitskalen, im Bereich von 100 bis 1000 ms, zeigt jedoch, dass
der Vorteil einer erh6hten Photostabilitit erst ab einer Belichtungszeit > 1,5 s
zum Tragen kommt (Abb. 4.19). Unterhalb dieser Bestrahlungsdauer weist der
Carbo-Rhodamin Farbstoff ATTO 647N eine vergleichsweise konstantere Emis-
sionsintensitdt auf. Weiter birgt der Einschluss der Fluorophore in einer Poly-
mermatrix besonders in Verbindung mit beadbasierten Assays eine erhebliche
Beschrankung in sich. Da es sich bei den meisten Produkten um eine Polystyren-
Hiille handelt, fithren die hydrophoben Eigenschaften dieser Mikropartikel zu
einem stark erhohten NSH auf der Beadoberfliche [Mayr et al., 2009], dessen
Verminderung mit erheblichem Aufwand verbunden ist [Wang et al., 2005].

Da die Stérke des durch Oberflichenadsorption bedingten NSH durch die Hy-
drophobizitdt des Labels bestimmt wird, gilt Gleiches auch fiir den Einsatz
von Fluorophoren. Dies bestatigt auch der Vergleich der Intensitétslevel von

freien, unbelegten Beads, die jeweils einer Farbstofiosung von ATTO 647N,
Alexa 647 oder Cyb ausgesetzt wurden (Abb. 4.23). ATTO 647N wird dabei
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Abbildung 4.25: Simulation der Kreuzhybride zwischen detDNA und capDNA nach
[Markham and Zuker, 2005]. (a) Reporter 7 (b) Reporter 3. Reaktionsbedingungen: 1
mM [NaCl], 1 nM [tDNA], Temp. = 60 °C.

auf Grund der hydrophoben Eigenschaften am starksten auf der Beadoberfla-
che adsorbiert. Der Vergleich zwischen Alexa 647 und Cyb zeigt, einer starken
strukturellen Ahnlichkeit zum Trotz, einen geringen Unterschied der Intensit-
ten. Dieser ist mit kleinen Abweichungen in der Struktur der Fluorophore zu
erkldren: Das Einfiigen zweier Sulfonsédure-Gruppen im Alexa 647 Molekiil sorgt
fiir eine negative Gesamtladung und somit fiir eine im Vergleich zu Cy5 erhohte
Hydrophilie.

Der Einfluss dieses Effektes auf den Gesamt-NSH, also Wechselwirkungen zwi-
schen detDNA und captDNA mit eingeschlossen und damit auf die Detektions-
effizienz, l4sst sich durch Detektion von 5 kbp langen DNA Fragmenten (1 nM)
nachweisen. Abbildung 4.24 verdeutlicht, dass trotz nahezu gleichem Gesamt-
signal, die Detektionseffizienz mit Einsatz des Alexa 647 Label, bedingt durch
einen geringeren NSH, gegeniiber dem Ansatz mit Cy5 Label verbessert ist.
Auf der anderen Seite ist das geringere spezifische Signal unter Verwendung der
Cy5 markierten detDNA ein Grund fiir die niedrige Detektionseffizienz. Dies
ist durch Abweichungen in der Sequenz des detDNA Fragments zu begriinden.
Wie simulierte Untersuchungen der Bindung von Reporter 7 bzw. Reporter 3
mit der entsprechenden tDNA-Sequenz zeigen, hat die verdnderte Nukleotidse-
quenz des Cyb detDNA Fragments allerdings keinen Einfluss auf die Stéirke der
Kreuzreaktivitét zwischen capDNA und detDNA (Abb. 4.25). Trotz der ver-
anderten Sequenz kann der Anstieg des NSH also auf die geringfiigig erhohte
Hydrophobizitit des Cyb Labels zuriickgefiihrt werden. Dariiber hinaus ist in
Abbildung 4.24b zu erkennen, dass die ATTO 647N Markierung entgegen der
vergleichsweise hoheren Photostabilitat als Label im beadbasierten Assay zu ei-
ner geringeren Detektionseffizienz fiihrt. Die Eignung eines Labels wird demnach
durch die Hydrophobizitdat und nicht durch die Photostabilitit kontrolliert.

Um die Vorteile der hohen Photostabilitit von ATTO 647N trotz der hydro-
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Abbildung 4.26: Benutzung eines Hairpins wihrend der Detektion von 119 nt Frag-
menten des Organismus S. pneumoniae. (a) Offnungsvorgang des Hairpins wihrend der
Hybridisierung, gemessen im Ensemble. (b) Vergleich des NSH zwischen Reporter 6 (stan-
dard Reporter, R6) und Reporter 5 (Hairpin, HP) mit jeweils ATTO 647N Label. (c)

Vergleich der Detektionseffizienz zwischen Reporter 5 (©) und Reporter 6 (®). Fehler-
balken: SEM mit n = 45-52 Beads. Probenpréparation nach Tabelle 3.2 & 3.4, Seite 34
ff.

phoben Eigenschaften des Molekiils nutzen zu kénnen, ist der Einsatz von Mo-
elcular Beacons [Tyagi et al., 1996] denkbar. Das sind DNA-Sonden, deren Nu-
kleotidsequenz des 3’-Endes komplementar zu der des 5-Endes ist und deren
Enden einerseits mit einem fluoreszierenden Molekiil und anderseits mit einem
Quencher funktionalisiert sind. Dies fithrt in freier Losung zu einem hybridisie-
rungsbedingten Kontakt der beiden Enden und somit zu einem Loschprozess
der Fluoreszenz. Der mittlere Teil der Sequenz der Sonden bildet dadurch eine
schleifenartige Form, die dieser Art Sonden auch den Namen Hairpin'! verleiht.
Bei Bindung des Mittelteils des Oligomers an eine komplementéare Zielsequenz
6ffnet sich die Schleifenform und es entsteht unter Anregung des Farbstoffes ein
molekulares Leuchtsignal?.

Die Herstellung eines solchen Reporters ldsst sich durch geringfiigige Modifi-
kation eines bestehenden detDNA Fragments durchfithren. Ein solches Hairpin
wurde fiir die Detektion des 119 nt Ziel-Fragments des Organismus Streptococ-
cus pneumoniae (Ziel-Fragment 2, Tabelle 3.1) entwickelt. Dafiir wurde eine
13 Nukleotide lange, Ziel-Fragment spezifische Sequenz als Mittelteil benutzt,
deren Enden um jeweils fiinf Nukleotide erweitert wurden (Reporter 5, Tabelle
3.1). Weiter wurde dem 5’-Ende das Fluorophor ATTO 647N hinzugefiigt und
das 3’-Ende mit dem Quencher BBQ 650 funktionalisiert. Die jeweils letzten
fiinf endstandigen Nukleotide bilden so den Stamm und die 13 mittig gelegenen

Hengl.: Haarnadel
2engl.: Molecular Beacon
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Abbildung 4.27: Einfluss der Reporter-Konzentration bei der Detektion von M. luteus-
Fragmenten mit ATTO 647N funktionalisierter detDNA. (a) Abhéngigkeit des NSH und
(b) der Detektionseffizienz von der Reporterkonzentration. ™1 pM, ® 100 nM, A 10
nM, © 1 nM. Das eingebettete Diagramm zeigt die Detektionseflizienz als Funktion der
Reporterkonzentration mit 1 pM [Ziel-Fragment]. Die Fehlerbalken stellen den SEM mit
n=63-127 Beads dar. Probenpréparation nach Tabelle 3.3 & 3.4, Seite 34.

Nukleotide die Schleife des Hairpins. Abbildung 4.26a verdeutlicht durch einen
siebenfachen Anstieg der Emissionsintensitit wihrend der Bindung des HPs an
das Ziel-Fragment die effiziente Loschung des Hairpins in der Abwesenheit des
Analyten (bei t < 0). Dies zeigt sich auch im Vergleich des NSH bei Benut-
zung eines herkommlichen Reporters mit ATTO 647N Label (Abb.4.26b). So
kann durch Einsatz des HPs der NSH um circa 65% reduziert werden. Auch
die Anzahl der Waschschritte zum Entfernen des Signals der nicht gebundenen
Reporter aus der Probelosung liasst sich durch dieses Vorgehen von vier auf zwei
verringern. Dem entgegen steht die vergleichsweise niedrige Detektionseffizienz
bei gering konzentrierten Proben des Ziel-Fragmentes (Abb. 4.26¢). Die Diffe-
renz im Bereich von 1072 bis 10~ M ist ein Hinweis darauf, dass die Affinitét
des HPs geringer ist als die von Reporter 6. Mogliche Griinde kénnten Unter-
schiede in der Lénge oder der Position der bindenden Regionen sein. Erfolgt die
Bindung des HPs (1071% oder 1072 M) ist trotz geringerer Belegung des Beads
die Detektionseffizienz aufgrund des verminderten NSH entsprechend grofler.

4.3.2 Einfluss der Reporterkonzentration

Wie obenstehend gezeigt, ist im Vergleich unterschiedlicher Fluoreszenzmar-
kierungen die Hydrophobizitat des Labels der bestimmende Faktor beziiglich
der Auspridgung des NSH. Die Darstellung des bindungsbedingten Intensitéats-
anstiegs durch spezifische Hybridisierung mit Hilfe der Detektionseffizienz y
ermoglicht weiter den direkten Vergleich der Effizienz des gesamten Bindungs-
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prozesses, d.h. einschlieSlich Akkumulations- und Markierungsprozess, bei va-
rilerendem NSH.

Neben der Art des Labels ist auch die Konzentration der detDNA mafigeblich
fir die Stérke des NSH (Abb. 4.27a). Da die Bindungs- bzw. Dissoziationskon-
stante des Komplexes neben den Konzentrationen der Liganden auch von Fak-
toren wie der Belegungsdichte der Oberflachenbeschichtung (Kapitel 4.2.1) oder
der Art der Beadbewegung (Kapitel 4.1.2) abhéngig ist, wurde zur experimen-
tellen Bestimmung der optimalen detDNA-Konzentration eine Titrationsreihe
durchgefiihrt. Auf Grund der Abhéngigkeit des NSH von der Konzentration der
detDNA, wurde zur Bestimmung der Anderung des Fluoreszenzanstiegs durch
Variation der [detDNA] wiederum die Detektionseffizienz als Vergleichspara-
meter herangezogen. Abbildung 4.27b illustriert in diesem Zusammenhang die
Zunahme der Detektionseffizienz in Abhéngigkeit der Reporterkonzentration
(1078 bis 107% M) anhand der Detektion von 150 bp doppelstriangigen Frag-
menten. Der kontinuierliche Anstieg der Detektionseffizienz bei gegebener Ziel-
Fragment-Konzentration (Abb. 4.27b, Einsatzdiagramm) verdeutlicht, dass die
Zunahme der Komplexbildung mit Erhéhung der Reporterkonzentration der Zu-
nahme des unspezifischen Signals iiberwiegt. Die Effizienz des Reportersystems
lisst sich somit durch einen starken Uberschuss an detDNA erhohen.
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Abbildung 4.28: Schematische Darstellung des Ablaufs des integrierten Nachweisver-
fahrens (verkiirzt). Der rot markierte Bereich stellt den Abschnitt der im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Quantifizierungsprozedur dar. NA: Nukleinséure.

4.4 Implementierung der Anforderungen fiir die
Integration des Verfahrens in LOC-basierten
POCT Systemen

Die Integration des Nachweisverfahrens in LOC (Lab-on-a-chip) basierten POCT
(Point-of-care-Testing) Instrumenten ist mit spezifischen Anforderungen an die
Prozedur des Verfahrens verkniipft. Die Umsetzung dieser Bedingungen sowie
die Charakterisierung der Einfliisse auf die Detektionseffizienz sind in diesem
Kapitel dargestellt. Weiter werden Strategien zur Optimierung des Verfahrens
hinsichtlich dieser Bedingungen aufgezeigt.

4.4.1 Die integrierte LOC-Prozedur

Durch potenzielle Anwendung eines LOC-Systems!? ist die Umsetzung der Ge-
samtprozedur, von der Extraktion der tDNA bis zur Identifizierung der Kon-
zentration des Pathogen-Levels, in einem ganzheitlichen Aufbereitungs- und
Analyseprozess vorausgesetzt (Abb. 4.28). Als Konsequenz entstehen aus tech-
nischen Griinden Einschrénkungen beziiglich der Hybridisierungsbedingungen.
Diese sind konkret durch Vorgaben der Pufferbedingungen, der Funktionalisie-
rung der Mikropartikel, der Beschaffenheit der Ziel-Fragmente und durch An-

BEntwickelt durch: Institut fiir Mikrotechnik Mainz GmbH, Carl-Zeiss-Str. 18-20, 55129
Mainz, Deutschland.
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NaCl L6

wesenheit einer hohen Konzentration an Hintergrund-Nukleinsduren (BgNA)
gegeben.

Pufferbedingungen

Die Extraktion der Nukleinsduren aus den Erregerzellen sowie die Aufreinigung
des Lysats beruht auf dem Gebrauch des Lyse-Puffers L6 [Boom et al., 1990].
Der Austausch des Puffers fiir den anschlieenden Hybridisierungsvorgangs ist
aus mikrofluidischen Griinden allerdings nachteilig. Auch die Aufbewahrung des
einmolaren NaCl-Puffers in Reservoirs ist problematisch, da der Trocknungs-
prozess zu Kristallbildung fiithrt. Aus diesem Grund wurde eine Revision der
Auswirkungen des L6 Puffers auf die Detektionseffizienz in einem qualitativen
Vergleich durchgefithrt (Abb. 4.29).

Der starke Verlust in der Detektionseffizienz lasst sich durch die Abwesenheit
der monovalenten Kationen (Na™) des Natriumchlorids in L6 erkldren; dies
wirkt sich sowohl auf die Bindungskinetik als auch auf die Stabilitdt der Dop-
pelbindungen des DNA-Hybrids negativ aus. Weiter destabilisieren Stérungen
der Wasserstoftbriickenbindung durch das chaotrope Salz Guanidinium thiocya-
nate (GuSCN) [Hamaguchi and Geiduschek, 1962 des L6-Puffers die Bindung
des Doppelstrangs.

Ferner ist der Einsatz von Detergenzien, wie Polysorbat 20, mit Problemen
beziiglich der Integration des Nachweisverfahrens in LOC-Kartuschen assozi-
iert, da diese sich mindernd auf die Oberflichenspannung der Probelésungen
und somit nachteilig auf die mikrofluidischen Eigenschaften in Mikrokanalen
auswirken. Deren Gebrauch zur Verminderung der nicht-spezifischen Oberfla-
chenadsorption auf Beads ist daher ebenfalls nicht moglich.
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Abbildung 4.30: Detektionseffizienz fir die
Quantifizierung von 5 kbp Ziel-Fragmenten.

5 kbp Fragment, ® 151 bp Ziel-Fragment. Feh-
lerbalken: SEM dreier unabhéngiger Messungen.
Probenpraparation nach Tabelle 3.2 & 3.4, Seite
34 ff.
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Lange der Ziel-Fragmente

Mit Hinblick auf eine in das Gesamtsystem integrierte Nachweisprozedur ist die
Wahl der Ziel-Fragmente von bedeutsamer Relevanz, da fiir Fragmente realis-
tischer Grofle eine geringere Detektionseffizienz zu erwarten ist. Im Anschluss
des Aufbereitungsprozesses der DNA der Ziel-Organismen auf dem LOC-Modul
[Roeser et al., 2011] ist die Verkiirzung der genomischen DNA durch einen dem
Nachweisverfahren vorgeschalteten Fragmentierungsvorgang gegeben (siehe Ab-
bildung 4.28). Durch hydrodynamische Scherkrifte kénnen mit Hilfe mikroflui-
discher DNA-Fragmentierungs-Chips Fragmentléngen von 5k bp erhalten wer-
den [Shui et al., 2011].

Die Auswirkungen der immensen Verlingerung des doppelstréangigen Ziel-Frag-
ments auf die Detektionssensitivitat wurden durch Quantifizierung eines re-
kombinanten Plasmids von ebenfalls 5k bp Lange (Ziel-Fragment 3, M. luteus)
und anschlieBendem Vergleich mit der Quantifizierung von 151 bp detDNA
bestimmt. Abbildung 4.30 zeigt, dass der Verlust trotz Verwendung der LNA-
modifizierten capDNA mit ein bis zwei Grolenordnungen zu beziffern ist. Diese
dramatische Abnahme kommt hier durch eine starke Zunahme von Sekundér-
strukturen zustande. Die Wahrscheinlichkeit fiir deren Bildung steigt mit zu-
nehmender Fragmentlange infolge von Eigenfaltungen durch WATSON-CRICK-
Basenpaarungen [Southern et al., 1999]. Dies hat nachteilige Auswirkungen so-
wohl auf die Markierungs- als auch auf die Akkumulationseffizienz. Zum einen
sinkt durch komplexe Sekundérstrukturen des Ziel-Fragments bei ungiinstiger
Anordnung die Zuganglichkeit fiir Hilfs- und Reporteroligonukleotide mit fol-
gernder Verminderung der Hybridisierungseffizienz. Zum anderen hemmt die
strukturbedingte Grofle des Knéuels die Annaherung der tDNA an die Oberfla-
che der Mikropartikel und inhibiert damit die Bindung der capDNA [Southern
et al., 1999].
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Abbildung 4.31: Test der Spezifitidt des Nachweisverfahrens. Vergleichende Darstellung
der (a) mittleren Beadintensitdten und (b) Detektionseffizienzen y in der Anwesenheit
oder Abwesenheit eines 2000-fachen Uberschusses an Nicht-Ziel (Hintergrund-) DNA-
Fragmenten (7,5 kbp). Fehlerbalken: SEM mit n = 40 - 71 Beads. [Klamp et al., 2013]

Test der Spezifitat

Sind die Fénger- und Reporterfragmente nicht exakt beziiglich der Sequenz-
Spezifitat der tDNA optimiert, so kann es zu ungenauen Identifizierungen auf-
grund nicht-spezifischer Kreuz-Hybridisierung mit dhnlichen Sequenzen kom-
men. Die Art der Proben, fiir die das Nachweisverfahren entwickelt wurde,
beinhaltet eine hohe Diversitdt an BgNA, gegeben durch unterschiedliche Mi-
kroorganismen. So sind Proben des Sputums durch Entnahme eines Abstrichs
aus dem Nasenrachenraum bzw. dem Hals oftmals durch Speichel o.4. konta-
miniert. Neben menschlichen Epithel-Zellen oder Keimen kénnen in derartigen
Proben Bakterien der symbiotischen Oralflora enthalten sein. Letztere treten
in hoher Diversitdt auf [Keijser et al., 2008] und besitzen zum Teil eine ho-
he phylogenetische Ahnlichkeit zu CA-LRTI Organismen. Das Auftreten von
eventuellen Kreuzreaktivitiaten der eingesetzten Assay-Oligonukleotide mit der
Hintergrund-DNA dieser Organismen kann also trotz sorgfiltiger Auswahl der
Sequenzen nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Dabei wirken sich alle Ar-
ten der nicht organismus-spezifischen Identifikatonen (falsch-positiv f/p, falsch-
negativ f/n) negativ auf das tatsichliche Quantifizierungsvermogen der Ziel-
Fragmente aus.

Um die Spezifitat des Quantifizierungssystems qualitativ zu priifen, wurde die
Detektion von 5 kbp langen Ziel-Fragmenten in einer Probe mit einem groflem
Uberschuss (2000-fach) an Hintergrund-DNA durchgefiihrt. Dabei handelt es
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sich um doppelstrangige DNA-Fragmente éhnlicher Lénge (ca. 7,5 kbp), die
den mit Ziel-DNA versetzten Proben (10 pM) in einer Konzentration von 20
nM beigefiigt wurden. Wie Abbildung 4.31 zu entnehmen ist, zeigt die De-
tektionseffizienz in der Anwesenheit von Hintergrund DNA einen geringen Ab-
fall. Es ist daher davon auszugehen, dass unerwiinschte Wechselwirkungen der
Assay-Oligonukleotide mit den Fragmenten der Hintergrund DNA auftreten.
Die Abnahme des y-Werts kommt durch eine Verringerung des spezifischen
Signals bei nahezu gleichbleibendem Fluoreszenzlevel der Bildprobe zustande
und ist mit ca. 22 % relativ gering ausgepriagt. Das Vermogen der Identifizie-
rung einer 10 pM Ziel-Fragment-Konzentration bleibt somit erhalten; auch die
Auswirkung auf das LOD (Detektionslimit) ist nur marginal (vgl. Abb. 4.39).
Auch wenn die Auswirkungen des Effekts der unspezifischen Wechselwirkungen
auf die Detektionseffizienz auf diese Weise bestimmt werden kénnen, besteht die
Problematik in der Bewertung der Griinde, so ist keine eindeutige Zuordnung
beztiglich der Art der Wechselwirkungen moglich.

Eine grundsatzliche Betrachtung der moglichen Wechselwirkungen lasst fol-
gende Schliisse zu: Besteht eine Interaktion der Fanger-Oligonukleotide mit
Fragmenten der Hintergrund-DNA, kommt es bei gleichzeitiger Interaktion der
Reporter-Oligonukleotide mit der Hintergrund-DNA zu einer Erhohung des
Fluoreszenzsignals. Dies ist der dramatischste Fall nicht-spezifischer Wechsel-
wirkungen. Da das falsch-positive (f/p) Signal nicht vom richtig-positiven (r/p),
also spezifischen, Signal zu unterscheiden ist, erfolgt damit eine vermeintliche
Identifikation des Analyten.

Einer Abnahme des Fluoreszenzsignals, also einem falsch-negative (f/n) Ergeb-
nis, wie es im vorliegenden System geringfiigig der Fall ist, konnen drei mogliche
Ursachen zu Grunde liegen. Zum einen kann eine Wechselwirkung der Hilfs-
Oligonukleotide mit der Hintergrund-DNA zu einer Verringerung der effektiven
Konzentration dieser in der Proben-Losung und somit zu einer Verringerung
der spezifischen Bindung an die Ziel-Fragmente fiihren. Dies begiinstigt die
Re-Hybridisierung des Komplements an die Ziel-Sequenz und hat damit eine
geringere Akkumulationseffizienz der Ziel-Fragmente auf der Beadoberflache,
bedingt durch eine verminderte Zugénglichkeit der Fanger-Oligomere auf der
Zielsequenz, zur Folge. Zum anderen kann eine direkte Interaktion der Fanger-
Oligomere mit Fragmenten der Hintergrund-DNA fiir die unerwiinschte Akku-
mulation von Hintergrund-DNA auf der Bead Oberfliche verantwortlich sein.
Dabei werden potentielle Bindestellen der Ziel-Fragmente blockiert. Die dritte
Ursache fiir einen Riickgang der Detektionseffizienz kann in der Wechselwirkung
der Reportermolekiile mit Hintergrund-Fragmenten begriindet liegen. In diesem
Szenario ist die effektive Konzentration der Reporter verringert, wodurch ein
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Abbildung 4.32: Vergleich des Detektionsvermoégens unterschiedlicher mikroskopischer
Systeme. Optimierter wissenschaftlicher Aufbau, ® miniaturisiertes Detektionssys-
tem. (a) Direkter Vergleich der Detektionseffizienzen in Abhéngigkeit der Ziel-Fragment
Konzentration. Einschubgrafik: Verhéaltnis des spezifischen Signals zum Rauschen des
CCD Chips. (b) Verluste bedingt durch die Miniaturisierung des mikroskopischen Sys-
tems. [Klamp et al., 2013]

effizientes Markieren der Ziel-Fragmente eingeschrénkt sein kann. Zu erkennen
ist diese Art der Wechselwirkung, abhéngig vom Ausmafl der Interaktion, an
der verminderten Fluoreszenzintensitidt der Beads der Blindprobe (vgl. Abb.
4.27a).

Da auch im durchgefiihrten Spezifitatstest eine Verringerung der Fluoreszenzin-
tensitdt der Blindprobe in Anwesenheit von Hintergrund-DNA erkennbar ist
(Abb. 4.31a), spricht viel fiir das Auftreten der zuletzt genannten Art unspe-
zifischer Wechselwirkungen. Ob allerdings eine Vermischung der Auswirkungen
unterschiedlicher Interaktionsmoglichkeiten vorliegt, kann an dieser Stelle nicht
beurteilt werden.

4.4.2 Pramissen fiir POCT-basierte Anwendungen

Miniaturisierung des Fluoreszenzmikroskopischen Systems

Die Miniaturisierung des Fluoreszenzmikroskopischen Aufbaus (I) ist in Bezug
auf die Integration des Quantifizierungsverfahrens in Point-of-Care Systemen
von grofler Bedeutung. Im Rahmen der medizinischen Vor-Ort-Diagnose erfor-
dert die Identifikation von Erregern kleine und stabile Gerate, die aufgrund der
geringen Grofle und des geringen Gewichts eine hohe Mobilitét aufweisen. Mit
der Reduzierung der Grofle geht die Forderung nach einem besonders robusten
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Abbildung 4.33: Verlust der Sammeleffizienz des Objektivs durch Anderung der NA.
(a) Einfluss des Immersionsmediums auf die Numerische Apertur (NA). Der Raumwinkel
2 gibt die Flache der Kugelkalotte vor und bestimmt somit das Sammelvermoégen des
Fluoreszenzsignals eines Objektivs. (b) Abhéngigkeit des Raumwinkels von der NA. n:
Brechungsindex des Mediums. Berechnung des Raumwinkels nach Kapitel 3.7, Seite 41.

optischen Aufbau einher, um Anfélligkeiten fiir Dejustierungen zu minimieren.
Eine hohe Stabilitdt sorgt fiir Zeit- und Kostenersparnisse aufgrund geringer
Wartungs- und Kalibrierungsanspriiche, da die Sensitivitat des Instruments auf-
grund der Anforderungen der Datenanalyse (Kapitel 4.1.1) mit der Stabilitét
des optischen Strahlengangs verbunden ist. Ein weiterer entscheidender Grund
fiir eine Miniaturisierung ist die Einsparung von Kosten wéihrend des Produk-
tionsprozesses durch Verwendung kleiner und kostengiinstiger Komponenten.

Der Einsatz eines miniaturisierten fluoreszenzmikroskopischen Systems ist aller-
dings auch mit erheblichen Nachteilen beziiglich des Detektionsvermogens ver-
bunden. Um diese zu evaluieren, wurde ein miniaturisiertes System konstruiert.
Wahrend der zu Forschungszwecken benutzte optische Aufbau (I) des Laborge-
rats mit eindeutig mehr High-FEnd Hardwarekomponenten ausgestattet ist, wur-
den aus Grinden der Kostenersparnis und der technischen Anwendbarkeit im
Funktions-Prototyp der fluoreszenzmikroskopischen Einheit des POCT-Gerats
simplere Komponenten verbaut. Besonders der Austausch des Objektivs und
der CCD-Kamera beeinflusst in diesem Zusammenhang die physikalische Sen-
sitivitdt des miniaturisierten Systems. So fiihrt der Wechsel des Ol-Objektivs
hoher Numerischer Apertur (NA 1,4) zu einem Luft-Ojektiv geringer NA (0,65)
zu einem Verlust der Sammeleffizienz der emittierten Photonen der Probe (Abb.
4.33), gegeben durch den halben objektseitigen Offnungswinkel o des Objek-
tivs (Abb. 4.33a). Durch theoretische Berechnung nach Formel (3.14) kann der
Verlust der maximal detektierbaren Photonen auf 67 % approximiert werden.
Die Auswirkungen des Austauschs der CCD-Kamera schlagen sich in einem
Verlust der Quanteneffizienz (QE, Abb. 4.34) sowie einem verminderten Signal-
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zu-Hintergrund-Verhéltnis (SNR') nieder (Abb. 4.32, Einsatzgrafik). Neben
einem unterschiedlichen Modell des CCD-Chips ist der Detektor des miniaturi-
sierten Systems (Aufbau II) ohne Kiihleinheit versehen (Pixelfly VGA, PCO).
Das Auslesen der Pixel des Chips erfolgt somit bei Raumtemperatur (20 °C)
mit einem Rauschen von von 11-14 e~ rms ' und einer QE im relevanten Spek-
tralbereich von 670 nm von 18 %. Die Kiithlung des Chips von Aufbau (I)
auf -30 °C sorgt fir ein Ausleserauschen von 6-8 e~ rms und einer QE (670
nm) von 30 % (CoolSnap HQ, Roper Scientific). Im Vergleich dazu verfiigen
High-End EM-CCD Kameras (z.B. iXon EM, Andor Technology) aufgrund der
Riickseiten-Illumination des CCD-Chips iiber QEs von 90 % (670 nm) bei
einem Ausleserauschen von < 1 e~ rms bei -100 °C.

Der Gesamtverlust der Detektionseffizienz durch Einbufle der Photonensammel-
und -detektionseffizienz in Verbindung mit der Verwendung des miniaturisierten
Systems ist in Abbildung 4.32 dargestellt. Im Fall der Quantifizierung doppel-
strangiger DNA-Fragmente (151 bp, M. luteus) betragt dieser 72% fur eine
Konzentration von 100 pM.

Verkiirzung der Prozessierungsdauer

Fiir den Erfolg einer wirksamen medizinischen Behandlung ist in vielen Féllen
die Zeit von der Probenentnahme bis zur Generierung von Laborergebnissen
von essenzieller Bedeutung [Bissonnette and Bergeron, 2012]. Da fiir die Durch-
fithrung der Gesamtprozedur (siehe Abb. 4.28) eine Bearbeitungszeit von 30
Minuten angestrebt wurde, ist die Realisierung der Quantifizierungsprozedur
in 20 Minuten die Voraussetzung fiir die Integration in das Gesamtsystem.
Die Auswirkungen der Verkiirzung des Akkumulationsprozesses auf die Sensi-

Hengl.: Signal-to-Noise-Ratio
YBengl.: Quadratisches Mittel
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tivitdt des Verfahrens sind in Abbildung 4.35 dargestellt. Auch hier wurde fiir
eine beschleunigte Hybridisierung das LNA-modifizierte Fanger-Fragment 4 in
Kombination mit dem entsprechenden Reporter-Fragment 3 benutzt. Trotz der
Abnahme der Detektionseffizienz bleibt die Moglichkeit der Detektion des dop-
pelstrangigen Fragments 1 bei derart verkiirzten Inkubationszeiten erhalten.

4.4.3 Zusatzliche Optimierungen

Durch Umsetzung der Anforderungen beziiglich der Integration des Quanti-
fizierungsverfahrens in LOC-basierten POCT Systemen entstehen erhebliche
Verluste in der Detektionseffizienz (siche Kapitel 4.4.1 & 4.4.2). Der folgen-
de Abschnitt zeigt auf, wie diese zur Steigerung der Sensitivitdt kompensiert
werden konnen.

Optimierung des Waschvorgangs

Blockungsexperimente zeigen, dass der Anteil der Kreuzhybridisierung am nicht-
spezifische Signal bis zu 30 % betragen kann (Kapitel 4.1.3). Der Einfluss dieser
Art des NSH auf die Detektionseffizienz ist also erheblich. Die Reduzierung des
NSH durch Verringerung von Kreuzreaktionen ist folglich unabdingbar fiir die
Steigerung der Detektionseffizienz vy.

Der Effekt der Kreuzhybridisierung ist auf Teilhybridisierung der Oligonukleoti-
de zurtickzufiihren. Die Stabilitiat eines solchen captDNA:detDNA Teil-Hybrids
ist somit verglichen mit der des captDNA:tDNA Doppelstrangs weitaus gerin-
ger ausgepragt. Durch Variation der Waschbedingungen wéhrend der letzten
Phase des Quantifizierungsverfahrens (Phase III, Abb. 4.17, Seite 64) wurde
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Abbildung 4.36: Anwendung unterschiedlicher Waschpuffer zur Verminderung des
NSH. (a) Absolute Intensitdtswerte. ™ Spezifisches Signal, ® unspezifisches Signal. (b)
Detektionseffizienz. Fehlerbalken SEM mit n = 88-103 Beads.

der Versuch unternommen die Abtrennung der detDNA von den Fragmenten
der capDNA zu erwirken, ohne dabei die Bindungen des tDNA Hybrids zu be-
einflussen. In diesem Sinne sind zwei unterschiedliche Herangehensweisen mog-
lich. Die unerwiinschte Bindung der einzelnen Nukleotide kann durch Erhéhung
der Temperatur unter Uberschreitung des Schmelzpunktes T}, aufgetrennt wer-
den. Weiter fithren destabilisierende Zusétze wie Formamid die Absenkung des
Schmelzpunktes herbei [Bonner et al., 1967; Gillespie and Gillespie, 1971].
Beide Strategien sind allerdings mit Vor- und Nachteilen behaftet. Wéahrend
der Zusatz von Formamid sich ebenfalls destabilisierend auf die spezifische Bin-
dung des Ziel-Fragments auswirkt, ist die Temperatur des Waschpuffers wegen
der potenziellen Beeinflussung der Beschichtung des mikrofluidischen Chips auf
60 °C limitiert. Die Auswirkungen beider Vorgehensweisen sowohl auf das spe-
zifische Signal der tDNA-Hybride als auch auf das der Bindungen der capDNA
mit detDNA sind in Abbildung 4.36 zusammengefasst. Hier zeigt sich, dass die
Reduzierung der Kreuzhybridisierungen durch Anwendung des 40 %igen For-
mamidpuffers am stérksten ausgepréigt ist. Anderseits bewirkt dessen Einsatz
ebenso die Verminderung der spezifischen Ziel-DNA Bindungen. Dies stellt sich
auch in der Betrachtung der Detektionseffizienz dar. Wéahrend der Nachweis
von Ziel-Fragment 3 (ds, ¢ = 1 nM) unter Anwendung des auf 60 °C erhitzten
PBS-Puffers mit einer Detektionseffizienz von 1,49 + 0,04 erfolgt, verringert
sich diese um 25 % auf 1,12 £ 0,05 im Falle des 40 %igen Formamidpuffers auf
PBS-Basis.

Die néhere Betrachtung der thermodynamischen Eigenschaften der Hybride gibt
dabei Aufschluss iiber die genauen Zusammenhénge der Stabilitdten unter den
differierenden Pufferbedingungen. Wie Simulationen der Bindungseigenschaften
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Abbildung 4.37: Struktur der Hybride bei 60°C Hybridisierungstemperatur nach
[Markham and Zuker, 2005]. (a) CapDNA:detDNA Hybrid, (b) capDNA:tDNA Hybrid.
Verkiirzte Darstellung der Oligonukleotide um die freistehenden Enden. Die nebenste-
henden Zahlen geben die Nummerierung der Nukleotide beginnend am 5’-Ende an, grau
unterlegte Nukleotide sind durch LNA substituiert.

nach [Markham and Zuker, 2005] zeigen, ist die Schmelztemperatur des Kreuz-
hybrids (capDNA:detDNA) aufgrund der geringeren Anzahl der hybridisierten
Nukleotide (Abb. 4.37a) mit T;,, = 32,3 °C weit unter der des capDNA:tDNA
Hybrids mit 7}, = 90,6 °C (siehe Tabelle 4.2). Da in dieser Berechnung die
Modifikation einiger Nukleotide des Féanger-Fragments allerdings nicht mit ein-
bezogen ist, muss dieser Wert noch korrigiert werden. Nach [McTigue et al.,
2004] tragen dabei LNA Pyrimidine mehr zu der Stabilitidt der Bindung bei als
LNA Purine mit durchschnittlichen T, Werten von 4,44 + 1.46 fir LNA C,
3,21 + 1.41 fiir LNA T, 2,83 + 1,75 fiir LNA G und 2,11 & 1,30 fiir LNA A
Nukleotide. Die korrigierten Werte [IDT, 2013] ergeben eine Schmelztempera-
tur von T, ~ 98,6 °C fiir das capDNA:tDNA Duplex und T,, =~ 35,13 °C fir
das capDNA:detDNA Kreuzhybrid. Die Erhohung der Temperatur des Wasch-
puffers von 20 °C auf 60 °C bewirkt folglich eine effizientere Denaturierung des
Kreuzhybrids, wihrend das Ziel-DNA Duplex stabil bleibt; das Verhéltnis des
spezifischen zum unspezifischen Fluoreszenzsignal steigt also an (Abb. 4.36¢).

Der Einsatz von Formamid fithrt zu einer Absenkung von 7, um 0,6 °C pro
% (v/v) [Sadhu et al., 1984; Fuchs et al., 2010]. Die Schmelztemperatur des
Kreuzhybrids fallt bei einem 40 %igen Formamidanteil auf 11,13 °C, die des
capDNA:tDNA Hybrids auf 74,6 °C. Damit liegt sie lediglich 14,6 °C tber
der Temperatur des Waschpuffers. Vor allem aber die Stabilitat des Reporter-
Fragments wird durch die Absenkung der Schmelztemperatur seines Hybrids
stark beeinflusst. Mit 63,6 °C liegt diese fast auf der Temperatur des Puffers
und fithrt damit zu der Reduzierung der Markierungseffizienz. Als Konsequenz
sinkt die Detektionseffizienz durch Einsatz des Formamidpuffers.

Bei dieser theoretischen Betrachtung ist allerdings zu beachten, dass die Grund-

84



4.4 Implementierung der Anforderungen fiir die Integration des Verfahrens in
LOC-basierten POCT Systemen

Tabelle 4.2: Thermodynamische Details der Hybride. Berechnungen nach [Markham
and Zuker, 2005] basieren auf einer Na™ Konzentration von 1 M, einer Hybridisierung-
stemperatur von 60°C und einer Oligonukleotidkonzentration von [10 pM] (Berticksichti-
gung der LNA-Nukleotide nicht eingeschlossen). capDNA: Fanger 4, detDNA: Reporter
3, tDNA: Ziel-Fragment 1, AG: Gibbs-Energie, 2 H: freie Energie, 2S: Entropie, Tyy:
Schmelzpunkt.

Bindun- G:C AG AH AS T

Hybrid gen [#] Anteil [%] [kcal/mol] [kcal/mol] [cal/mol/K] [°C]
zszDgﬁ 4 100 -4.3 -46,7 -127,3 32,3
E%If\]DANA 25 72 26,7 2152 5659 906
SB?EA 24 37,5 -23.2 -192.1 -506,8 87,6

lage der Berechnungen die Reaktionsbedingungen nicht exakt widerspiegelt. So
ist den Werten in Tabelle 4.2 eine Na™-Konzentration von 1 M zugrunde gelegt.
Da das Experiment in L6 Puffer durchgefiihrt wurde, ist wegen der verminder-
ten Konzentration der Kationen sowie der Anwesenheit des chaotropen Salzes
Guanidiniumthiocyanate von geringeren Effektiv-Schmelzpunkten auszugehen.
In diesem Fall ist eine weitere Verringerung der Stabilitét des Ziel-DNA Hybrids
die Folge.

Austausch des Fluoreszenzlabels

Neben dem Aufkommen des nicht-spezifischen Fluoreszenzsignals durch Kreuz-
reaktion von capDNA und detDNA ist die Adsorption von Reporter-Fragmenten
erheblich an der Bildung des NSH beteiligt (siehe Kapitel 4.1.3). Da im Zuge
der Integration des Nachweisverfahrens in LOC Modulen der Gebrauch von
Detergenzien vermieden werden soll, ist diese Art des unspezifischen Signals
potenziell verstarkt.

Um den Einfluss der Oberflachenadsorption bestmoglich zu begrenzen, wurde
gemafl Kapitel 4.3.1 das ATTO 647N Label der detDNA durch den Fluores-
zenzfarbstoff Alexa 647 ausgetauscht. Durch die geringe Hydrophobizitéit dieses
Molekiils konnten fiir den qualitativen Nachweis einer hohen Konzentration (1
nM) des Ziel-Fragments 3 bereits gute Ergebnisse erzielt werden (siehe Abb.
4.24). Infolgedessen wurde der mit Alexa 647 markierte Reporter 3 auch fiir die
Quantifizierung der 5 kbp Ziel-Fragmente eingesetzt. Durch direkten Vergleich
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der Detektionseffizienz zu der mittels des ATTO 647N markierten Reporter
Oligonukleotids erbrachten Quantifizierungsreihe kann der Einfluss des redu-
zierten NSH auf die Sensitivitat verdeutlicht werden (Abb. 4.38). So kann diese
durch Substitution des Fluoreszenzlabels unter sonst identischen Bedingungen
um etwa eine GroBenordnung gesteigert werden.

4.4.4 Bewertung der elementaren Parameter

Die Hauptfaktoren fiir die Reduzierung der Detektionseffizienz im Rahmen der
Anpassung des Quantifizierungsverfahrens an die Anforderungen LOC-basierter
POCT Systeme betreffen die Hybridisierungseffizienz sowie die Sensitivitat des
mikroskopischen Aufbaus. Dariiber hinaus ist der nicht-spezifische Hintergrund
der Beadfluoreszenz ein stark limitierender Faktor fiir die Sensitivitdat des Ver-
fahrens.

Beziiglich der Hybridisierungseffizienz kommen dabei besonders die Auswirkun-
gen der Verluste durch Detektion von sehr langen (5 kbp) Ziel-Fragmenten zum
tragen (Kapitel 4.4.1, Abschnitt ,Lange der Ziel-Fragmente“, Seite 76). Des
Weiteren wirken sich die Verkiirzung der Inkubationszeit des Akkumulations-
prozesses von 60 auf 15 Minuten (Kapitel 4.4.2, Abschnitt ,, Verktirzung der Pro-
zessierungsdauer®, Seite 81) sowie Bestandteile des Puffers (Kapitel 4.4.1, Ab-
schnitt , Pufferbedingungen®, Seite 75) negativ auf die Effizienz des Hybridisie-
rungsprozesses aus. Abhilfe bietet in diesem Zusammenhang zum einen die Stei-
gerung der Akkumulationseffizienz durch Einsatz der LNA-modifizierten cap-
DNA Fragmente (Kapitel 4.2.4, Abschnitt ,Erhohung der Affinitdt durch Mo-
difikation der capDNA*“, Seite 60) und anderseits die Verbesserung der tDNA-
Markierung durch hohere Konzentrationen des Reporters (Kapitel 4.3.2, Ab-
schnitt ,Einfluss der Reporterkonzentration®, Seite 72).

Die Auspragung der nicht-spezifischen Beadfluoreszenz ist der Autofluoreszenz
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der Mikropartikel (Kapitel 4.1.3, Abschnitt ,NSH - Autofluoreszenz*, Seite 51)
sowie der Kreuzhybridisierung von capDNA und detDNA (Kapitel 4.1.3, Ab-
schnitt ,NSH - Kreuzreaktivitdt“, Seite 53) geschuldet. Weiter fiithrt die Ver-
meidung von Detergenzien (Kapitel 4.4.1, Abschnitt ,Pufferbedingungen®, Sei-
te 75) zu einem Anstieg des NSH durch Oberflachenadsorption von detDNA
auf den Mikropartikeln. Die Tragweite dieses Effektes konnte durch Austausch
des Fluoreszenzlabels der detDNA stark eingeschriankt werden (Kapitel 4.4.3,
Abschnitt ,Austausch des Fluoreszenzlabels®, Seite 85) wahrend durch Erho-
hung der Temperatur des Waschpuffers die Auswirkungen der Kreuzreaktivitat
auf ein Minimum begrenzt wurde (Kapitel 4.4.3, Abschnitt ,,Optimierung des
Waschvorgangs®, Seite 82). Weiter konnte durch Verwendung geeigneter Beads
die Autofluoreszenz auf das Level des Hintergrundrauschens des CCD-Chips
beschrankt werden.

Dariiber hinaus konnten viele verfahrenstechnische Anforderungen umgesetzt
werden. Die Akkumulation der Ziel-Fragmente, die Isolation dieser von Hinter-
grund-DNA der Probe sowie die Bildgebung kann ohne Wechsel der festen Phase
des Quantifizierungsverfahrens durchgefiihrt werden (Kapitel 4.2.5, Abschnitt
»,Quantifizierung doppelstrangiger Ziel-Fragmente“, Seite 63). Dies fiithrt, ein-
schlieflich der Akquisition des Fluoreszenzsignals innerhalb weniger Millise-
kunden, zu kurzen Prozessierungszeiten unter Anwendung einer simplen Nach-
weisprozedur. Die Vermeidung hoher Salzkonzentrationen wahrend des Hybridi-
sierungsvorgangs (Kapitel 4.4.1, Abschnitt ,Pufferbedingungen®, Seite 75) er-
gibt in Verbindung mit kovalent auf der Beadoberfliche gebundenen Fanger-
Oligonukleotiden die Moglichkeit langer Aufbewahrungszeiten der Probefliis-
sigkeiten in den Reservoirs der Testchips. Weiter sind die magnetischen Eigen-
schaften der Mikropartikel Grundlage fiir ein leichtes Handling der Beads wah-
rend der Akkumulierungs- und Waschphase des Verfahrens in mikrofluidischen
Kanélen.

4.4.5 Detektionslimit

Die Beachtung der elementaren Parameter ermoglicht die sensitive Detektion
und Quantifizierung von 5k bp langen, doppelstrangigen Ziel-DNA-Fragmenten
mit einer Empfindlichkeit, die eine Implementierung des Nachweisverfahrens in
POCT- und IVD!®-Systemen zuldsst. Anhand des linearen Detektionsbereichs
von drei Grofienordnungen und eines relativen SEM von 4 % bei einer Kon-
zentration des Ziel-Fragments von 10 pM, lasst sich sich das Detektionslimit

engl.: In Vitro Diagnostic
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Abbildung 4.39: Linearer Detektionsbereich des Nachweisverfahrens fiir die Identifi-
kation von 5kbp Fragmenten unter LOC- und POCT-Bedingungen. (a) Absolute In-

tensitdtswerte in Abhéngigkeit der Konzentration. ™ Ausgangskonzentration des Ziel-
Fragments in der Probe, ® Konzentration des Ziel-Fragments wiahrend der Inkubation.
Die gestrichelte Linie zeigt das Fluoreszenzniveau der Blindprobe, die Fehlerbalken den
SEM. (b) Visualisierung der Intensitdtszunahme (identische Skalierung). [Klamp et al.,
2013]

(LOD'") auf etwa 5 x 107'2 M abschiitzen. Das entspricht bei einem Proben-
volumen von 20 pL einer Stoffmenge von 0,1-0,2 fmol beziehungsweise 7,8 logg
Kopien der Ziel-Fragmente. Damit ist das Quantifizierungsverfahren geeignet,
im Zusammenspiel mit einer probaten Probenvorbereitung (siehe Kapitel 4.4.1),
innerhalb von 17 Minuten Pathogene wie beispielsweise Influenza mit typischen
Niveaus von 7,5 logyo Kopien pro mL der Mundrachenschleimhaut [Ngaosuwan-
kul et al., 2010; de Jong et al., 2006]) zu identifizieren.

Die Durchfiihrung der Nachweisprozedur zur Bestimmung des LOD wurde durch
einfaches Schiitteln der Probe wéhrend Phase (II) des Verfahrens vollzogen.
Unter der Voraussetzung, dass sich die Anwendung der magnetisch induzierten
Bewegung der Beads in der integrierten LOC-Prozedur technisch realisieren lie-
Be, ist mit einer weiteren Zunahme der Sensitivitat zu rechnen. Geméafl Kapitel
4.1.2 kann die durch Anwendung dieser Technik gewonnene Steigerung der De-
tektionseffizienz auf ungeféhr eine Grofenordnung geschétzt werden (siehe Abb.
4.6).

Tengl.: Limit of Detection
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4.5 Multiplexing

Im Rahmen der Point-of-Care Diagnostik ist die simultane Identifikation meh-
rerer unterschiedlicher Pathogene (Multiplexing) von besonderem Interesse [Ci-
rino et al., 2004]. So kann durch Anwendung einer geeigneten Methode auf
Grundlage einer einzelnen Patientenprobe ein vollstandiges Screening der mog-
lichen Erreger durchgefithrt werden. Dies spart Ressourcen und fithrt zu einer
erheblichen Zeitersparnis vom Zeitpunkt der Probenentnahme zum Beginn einer
adaquaten Medikation.

Das folgenden Kapitel zeigt einen ersten Ansatz zur Durchfithrung von Mul-
tiplex-Analysen unter Verwendung des miniaturisierten Fluoreszenzmikroskops
auf. Durch Erweiterung des Aufbaus um eine weitere Laserlinie (532 nm) konnte
so die Eignung des Mikroskops zur Zweifarbendetektion getestet und hinsicht-
lich probater Fluoreszenzfarbstoffe charakterisiert werden. Auf dieser Grund-
lage wurde eine Strategie fiir die Anwendung des Multiplexing im integrierten
Nachweisverfahren entwickelt.

Qualitativer Ansatz

Um das Vermdogen des erweiterten Aufbaus im ersten Schritt zum dualen Multi-
plexing zu priifen, wurde die simultane Detektion zweier unterschiedlicher Ana-
lyten durchgefithrt. Zu diesem Zweck wurden in einem exemplarischen Ansatz
beide Analyte, in Form biotinylierter Fluoreszenzfarbstoffe, direkt auf Strepta-
vidin funktionalisierten Mikropartikeln fixiert. Dabei kamen drei verschiedene
Fraktionen unterschiedlich belegter Beads zum Einsatz. In der ersten Probe
wurden die Partikel mit einem rot-fluoreszierendem Farbstoff (ATTO 647N, 1n
M) und in der zweiten mit einem grin-fluoreszierendem Farbstoff (ATTO 565,
1 nM) inkubiert. Beide Spezies der spektral verschieden emittierenden Parti-
kel wurden daraufhin mit unbelegten Beads vermischt. Durch sukzessive Be-
strahlung mit beiden Laserlinien konnten anschliefend mittels Austausch der
Emissionsfilter die Fluoreszenzbilder der entsprechenden Wellenlénge akquiriert
werden. Abbildung 5.1 zeigt die Moglichkeit der Identifikation der unterschied-
lichen Beadfraktionen durch spektrale Auftrennung des Fluoreszenzsignals. Die
Intensitét im grinen Kanal (griin selektierender Detektionsfilter) zeigt dabei die
Konzentration des ersten Analyten, die Intensitit des Signals im roten Kanal
(rot selektierender Detektionsfilter) zeigt die Konzentration des zweiten Analy-
ten an.
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Abbildung 4.40: Multiplexing von zwei unterschiedlichen Fraktionen belegter Beads.
(a) Beads belegt mit grinem Fluoreszenzfarbstoff (ATTO 565). (b) Beads belegt mit
rotem Fluoreszenzfarbstoff (ATTO 647N). (c) Aufnahme aller Beads im Abbildungs-
bereich mit Oberlicht. (d) Zusammengefiigte Abbildung roter und griiner Beads. (e)
Zusammengefiigte Abbildung aus a, b und c¢. Alle drei Fraktionen der Beads (griin, rot
und unbelegt) kénnen voneinander unterschieden werden. (f) Schematische Darstellung
des Fluoreszenzmikroskopischen Aufbaus.

Geeignete Fluoreszenzlabel

Der Einsatz einer kurzwelligen Laseranregung fiihrt neben besonderen Ansprii-
chen an die optischen Komponenten des mikroskopischen Aufbaus (siehe 3.2.2)
auch zu Bedingungen, die mit den Eigenschaften des verwendeten Fluorophors
verkniipft sind. Bedingt durch die Rotverschiebung des Emissionssignals des
griunen Farbstoffs kann es in Abhéngigkeit des spektralen Emissionsmaximums
zu einem Crosstalk!® auf den roten Detektor kommen. Da das Auftreten des
Ubersprechungssignals zu einem falsch-positiven Signal im roten Kanal und so-
mit einer Fehlidentifikation rot markierter Ziel-Fragmente fiihrt, ist die Vermei-
dung dieses Effektes zwingend notwendig fiir eine erfolgreiche Quantifizierung.
Kontrar dazu steht der Bedarf eines moglichst hohen Signals auf dem griinen
Detektionskanal. Aufgrund der gegebenen Bandbreite des Strahlteilers und ei-
nes Stokes-Shifts der gangigen Farbstoffe von 21 bis 29 nm muss bei der Wahl
des Labels demnach zwischen effizienter Anregung und Intensitéit des maximal
detektierbaren Emissionssignals abgewogen werden. Der bestimmende Parame-
ter fiir eine effiziente Detektion des griinen Signals ist somit das Verhaltnis der
Intensitét des spezifischen Signals zum Crosstalk (SCRY). Die Vorgehenswei-
se zur Bestimmung des SCR von unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ist
in Kapitel 3.6 (Seite 39) beschrieben. Tabelle 4.3 zeigt die Ergebnisse dieses

Bengl.: Ubersprechungssignal
Yengl.: Signal-to-Crosstalk-Ratio
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Tabelle 4.3: Maximal detektierbares Signal im griinen Kanal in Abhéngigkeit ineffizi-
enter Anregung bei gegebenem Strahlteiler und Detektionsfilter. Anregungswellenlénge:
532 nm.

. Signal Signal *
Farbstoff Gesamtsignal griner Kanal roter Kanal ?CR
(%] (Griin/Rot)
%] %]
ATTO 532 100 37,9 1,7 22,3
ATTO 550 39,9 22,6 1,5 15
ATTO 565 38,2 18,8 1,7 11

* engl.: Signal-to-Crosstalk Ratio

Vergleichs fiir die Fluoreszenzfarbstoffe ATTO 532, ATTO 550 und ATTO 565.

Bewertung unterschiedlicher Methoden

Fiir die Codierung der unterschiedlichen Analyten bieten sich vier verschiedene
Strategien an. Die direkte Codierung (siche oben) ist die experimentell einfachs-
te Form und basiert auf analytspezifischer Zuordnung des Fluoreszenzlabels.
D.h. jedes Reporter-Oligonukleotid wird entsprechend der Sperzifitdat beziiglich
des Analyten mit einem spektral verschieden emittierenden Fluoreszenzlabel
markiert. Fir die Quantifizierung bedeutet dies, dass jeder Detektionskanal se-
parat die Konzentration eines Analyten entsprechend der Fluoreszenzintensitét
anzeigt. Da aus bereits diskutierten Griinden (Kapitel 4.3.1) die Anwendung
von QDs, deren Anregungsspektrum sich tiber einen breiten Wellenléngenbe-
reich erstreckt, als Label nicht zweckméfBig ist, muss bei dieser Methode jeweils
eine Anregungsquelle fiir jeden Analyten bereitgestellt werden. Im Funktions-
prototypen der mikroskopischen Einheit des POCT-Geréts (Aufbau II) ist die
maximale Anzahl der Laser aus Komplexitats- und Kostengrinden allerdings
auf zwei limitiert.

Eine weitere Moglichkeit ist die Codierung eines spezifischen Ziel-Fragments
durch Markierung mittels mehrerer spektral verschiedener Fluorophore. Bei
zwei unterschiedlichen Anregungsquellen ist die theoretische Anzahl der mogli-
chen Kombinationen drei (rot, griin, rot-griin). Eine Einschrankung dieser Me-
thode ist in der Praxis allerdings durch das Auftreten eines Crosstalks bei sehr
hohen Konzentrationen griinen Emissionssignals gegeben. Da sich die Konzen-
tration des Analyten der dritten Kombination aus den Signalen beider Detek-
tionskanile ergibt, ist die Eichung der Kalibrationskurve fiir hohe Uberspre-
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chungssignale unmoglich. Eine mogliche Losung bringt in diesem Zusammen-
hang lediglich eine Begrenzung des Detektionsbereichs des Nachweisverfahrens
entsprechend des SCRs. Fiir unbekannte Proben zur Bestimmung des Erreger-
levels ist diese Einschrankung jedoch nicht annehmbar. Damit wird die Ver-
wendung dieser Kombination unbrauchbar und die Methode unterscheidet sich
nicht von der erstgenannten.

Werden die beiden unterschiedlichen Farbstoffe wiahrend des Markierungsvor-
gangs in ein zahlenmafigen Verhaltnis zueinander gesetzt, erweitert sich die
potenzielle Anzahl der Kombinationen auf mindestens vier (abhéngig von dem
stochiometrischen Verhéltnis). Fir die einfachste Form ergeben sich also die
Kombinationen rot, griin, rot > griin, rot < griin. Durch das Verhéltnis der
unterschiedlichen Emitter zueinander kann in diesem Fall auf den jeweiligen
Analyten geschlossen werden, die Summe der Signale beider Detektionskana-
le spiegelt die Konzentration der Analyten wider. Die Vorteile dieser Methode
sind jedoch ebenfalls durch mangelnde Praxistauglichkeit hinféllig. Analog zu
der obenstehenden Methode ist die Bestimmung hoher Analytkonzentrationen
bei der Kombination rot < griin infolge des Crosstalks nicht moglich. Auch die
dritte Kombinationsmaéglichkeit (rot > griin) ist in Hinblick einer potenziellen
Anwendung nachteilig. Hier ist das Problem mit der mangelnden Moglichkeit
zur eindeutigen Identifikation des Analyten bei sehr geringen Konzentrationen
verkniipft. Sinkt das rot > griine Signal unterhalb der Detektionssensitivitat des
griinen Kanals, kommt es in dieser Kombination zu falsch-positiven Ereignissen
beziiglich des roten Codes der ersten Kombination.

Die erfolgversprechendste Methode basiert auf der Separation der spektralen
Kanale entsprechend ihrer Funktion. Dabei wird der griine Kanal zur Codierung
verschiedenartiger Fraktionen des Analyten durch Zuordnung unterschiedlicher
Intensitdten genutzt, wahrend der rote Bereich fiir die Quantifizierung belassen
wird. Dies kann erzielt werden, indem die Beads entsprechend ihrer Spezifitat
mit ungleichen Anteilen des griin-emittierenden Farbstoffs markiert werden. Die
einzige Finschrankung dieser Methode besteht in der Verminderung der Binde-
stellen, die fiir die Funktionalisierung mit capDNA zur Verfiigung stehen. Wird
die Anregungsintensitiat der griinen Laserlinie entsprechend angepasst, ist der
Anteil der fiir die Codierung genutzten Bindestellen sehr gering. Der folgende
Abschnitt zeigt, dass mit Hilfe dieser Methode mindestens fiinf unterschiedliche
Codierungsmoglichkeiten geschaffen werden koénnen.

Fiir alle Codierungsmethoden kann zusétzlich zu der spektralen Verschliisselung
die Anzahl der Codes durch groBenbasierte Unterscheidung der Partikel erwei-
tert werden. Dadurch steigt die Kapazitiat des Multiplexing mit dem Faktor der
verschiedenen Beadgrofien.
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Separation von Quantifizierungs- und Codierungskanal

In diesem Ansatz determiniert das SCR des benutzen Fluorophors den fiir die
Codierung zur Verfiigung stehenden Intensitatsbereich. Wegen des maximalen
SCRs von 22,3 (Tabelle 4.3) wurde fir diese Methode der Fluoreszenzfarbstoff
ATTO 532 herangezogen. Dabei wurden Streptavidin-modifizierte Beads (10
npm, CMO1N) mit unterschiedlichen Konzentrationen biotinylierten 40 pb Frag-
menten (ATTO 532 Label) vermischt und anschliefend gewaschen. Im néchsten
Schritt wurden diese Beads konform zu Kapitel 4.2.1 mit capDNA funktiona-
lisiert. Abbildung 4.41 stellt den Intensitdtsbereich des griinen Kanals dar, in
dem die Codierung mit dieser Strategie ohne das Auftreten eines Crosstalk-
Signals moglich ist. Durch die kleinen relativen Standardfehler von 0,9-2,2 %
der Beadverteilungen ist die Moglichkeit der Unterscheidung fiinf verschiedener
Codes gegeben.

Die Prozedur des integrierten LOC-Verfahrens sieht zwischen dem Prozess-
schritt der Fragmentierung der Nukleinsduren und dem Einsatz der Beads zwecks
Hybridisierung eine Aufspaltung der Probefliissigkeit auf drei unterschiedliche
Detektionskanale vor. Damit ergibt sich unter Verwendung zwei unterschiedli-
cher Partikelgrofien eine Multiplexingkapazitéat von 30 Moglichkeiten.
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5 Fazit und Ausblick

Auf dem Forschungsfeld der CA-LRTI-Diagnostik besteht ein erhohter Bedarf
an sensitiven und schnellen Analysemethoden. Im Rahmen dieser Arbeit ist es
gelungen, erfolgreich eine adédquate Methode fiir den quantitativen Nachweis von
aus Pathogenen extrahierten Nukleinsauren am Beispiel von DNA-Fragmenten
zu entwickeln. Dazu wurde eine bead-basierte Hybridisierungs-Technik in Ver-
bindung mit bildgebender Fluoreszenzmikroskopie benutzt.

Besonders die Optimierung der biologischen Parameter spielte eine fundamen-
tale Rolle fiir die Entwicklung des Verfahrens, da der Hybridisierungsprozess
die Grundlage fiir den Akkumulations- und Markierungsvorgang bildet. Ins-
besondere dem Design der Assay-Fragmente kam dabei eine grofle Bedeutung
zu. Hier sind Lange und die Anordnung der unterschiedlichen Oligonukleotide
auf der Sequenz des Zielfragments ausschlaggebende Faktoren fiir die Regulie-
rung der Hybridisierungseffizienz. Beziiglich der Fanger-Fragment-Lange war
ein Kompromiss zwischen Spezifitat und Stabilitat zu finden. Vorausgesetzt die
spezifische Zusammensetzung der vier Basen wird aus statistischen Griinden
vernachlassigt, ist aus thermodynamischer Sicht die Stabilitdt der hybridisier-
ten Doppelstrange direkt abhéngig von der Anzahl der bindenden Nukleotide.
Mit der Verlangerung der capDNA geht allerdings ein Verlust der Spezifitit
einher, da die Wahrscheinlichkeit fiir Teilhybridisierungen mit Sequenzen der
BgNA steigt.

Auch die die maximale Beschichtungsdichte der Beads ist durch die Lange der
Fragmente determiniert. Im speziellen Fall ist die Anordnung der bindenden
Regionen allerdings von ausschlaggebenderer Bedeutung, da sie durch Einfluss
auf die Basenstapelung sowohl einen Effekt und somit auf die Stabilitéit als auch
durch Gestaltung der terminalen Enden auf die Reaktionskinetik der Hybridbil-
dung hat. Zudem kann durch eine liickenlose Anordnung der unterschiedlichen
Assay-Fragmente die Linge des effektiven Hybrids erweitert werden; dies wirkt
sich nicht nur auf die thermodynamische Stabilitat, sondern auch auf die Fle-
xibilitat aus. Durch eine Umstrukturierung beziehungsweise Neubewertung der
verwendeten bindenden Regionen der Assay-Oligonukleotide kann hier die Hy-
bridisierungseffizienz des Gesamtkomplexes fiir zukiinftige Optimierungen noch
gesteigert werden. Der Einsatz LNA-modifizierter capDNA konnte in diesem
Zusammenhang eine stark erhohte Schmelztemperatur der Duplex-Sequenzen
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der Fanger-Fragmente hervorrufen, ohne dafiir eine Verlangerung dieser in An-
spruch zu nehmen. Auch eine verinderte Art der Modifikation mit anderen
Nukleinsdure-Analoga oder die Variationen der Positionen kénnte eine weitere
potenzielle Verbesserung der Hybridisierungseffizienz bewirken.

Fir die Detektion von realistischen doppelstrangigen DNA-Fragmenten ist al-
lerdings nicht der Hybridisierungsprozess, sondern die Gewahrleistung der Zu-
génglichkeit der bindenden Regionen auf dem Ziel-Fragment die grundlegende
Schwierigkeit. Vergleichende Experimente an einzelstrangigen Ziel-Fragmenten
zeigten beispielsweise, dass Verluste der Detektionseffizienz vielmehr auf der
Problematik der Denaturierung des Doppelstrangs und der Vermeidung der Re-
hybridisierung des nativen Komplements beruhen. Hier ist eine mogliche Wei-
terentwicklung durch den Einsatz modifizierter Hilfs-Fragmente gegeben.

Der Gebrauch magnetischer Beads als mobile Phase des NA-Assays stellte sich
in vielerlei Hinsicht als vorteilhaft heraus. Uber die bereits in den 80er Jahren
publizierte Moglichkeit zur Erhohung der Reaktionsrate mittels Verkiirzung der
Diffusionsdistanzen durch Suspension der festen Phase [Jungell-Nortamo et al.,
1988] konnte in dieser Arbeit die aktive Manipulation der Beadbewegung zur
Steigerung der Akkumulationseffizienz ausgenutzt werden. Dabei wurde durch
magnetisch induzierte Bewegung der Partikel die Anreicherung geringer Mengen
der Ziel-DNA herbeigefiihrt. In Proben von 20 pLL konnte somit eine Stoffmenge
von zwei amol (1,2 x 10° Molekiile) doppelstringiger DNA-Fragmente nachge-
wiesen werden. Das entspricht einer Empfindlichkeit, die mit Einzelmolekiil-
Methoden vergleichbar ist [Yahiaténe et al., 2012]. Unter der Annahme, dass
diese Art der Beadbewegung senkrecht zur Stromungsrichtung in mikrofluidi-
schen Kanélen induziert wird, ist mit einer weiteren Steigerung der Akkumulati-
onseffizienz zu rechnen, da diese Technik eine weitere Vergroflerung des effektiv
fiir den Anreicherungsprozess zur Verfiigung stehenden Probevolumens bewirkt.
Die Anreicherung, Markierung und der Nachweis der Ziel-Fragmente kann mit
Hilfe der bead-basierten Methode ohne Wechsel der Phase erfolgen und in zwei
Prozessschritten erfolgen. Fir die Anwendung des Verfahrens unter POCT-
Bedingungen ist dies von Relevanz, da damit eine Vereinfachung der Prozedur
und eine kurze Prozessierungsdauer einher geht.

In Verbindung mit Beads als Werkzeug der Signal-Akkumulation stellt die bild-
gebende Fluoreszenzmikroskopie ein effizientes Mittel zur Detektion in IVD-
POCT-Systemen dar. Durch die duflerst geringe Dauer des Akquisitionsvor-
gangs innerhalb weniger Millisekunden kann durch Verwendung dieser Methode
ein hoher Durchsatz an Proben erzielt werden. Die Wahl des Fluoreszenzlabels
ist einer der kritischen Faktoren bei der Benutzung dieser Technik fiir empfind-
liche Nachweise. Da ein Teil des Fluoreszenzsignals auf nicht-spezifische Ad-
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Abbildung 5.1: Quantifizierung mittels dSTORM auf 8 pm Beads. Zur Simulation des
capDNA:tDNA:detDNA-Komplexes wurde ein biotyniliertes DNA-Fragment herangezo-
gen. Dies wurde durch kurzes (5 s) Mixen mittels Pipettieren auf Streptavidin modifizier-
ten Beads akkumuliert. Durch eine entsprechende Auswertungssoftware (rapidSTORM
[Wolter et al., 2012]) kann bei identischen Lokalisationsparametern die Anzahl der Ein-
zelmolekiilereignisse bestimmt werden.

sorption des Reportermolekiils zuriickzufiihren ist, bieten sich hier insbesondere
hydrophile Fluorophore fiir den Markierungsprozess an. Dartiber hinaus kann
das Ausmaf des NSH durch den Einsatz von Hairpins (HP) als Fluoreszenzlabel
weiter vermindert werden. Auch in diesem Zusammenhang bietet sich eine zu-
sitzliche Optimierung an. In weiterfiihrenden Arbeiten konnten HPs, wie bereits
durch [Riceelli et al., 2001] und [Horejsh et al., 2005] gezeigt als Fanger einge-
setzt werden. Neben der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Reduzierung
des NSH fiihrt diese Strategie zu einer verbesserten Bindungskinetik [Riccelli
et al., 2001], da in diesem Szenario der Markierungsschritt entfallt. Weiter ist bei
dieser Methode durch intrinsische Markierung wahrend der Fanger-Fragment-
Bindung eine Markierungseffizienz von 100 % die Folge. Voraussetzung fiir den
Erfolg dieser Herangehensweise ist allerdings die Ermdoglichung einer Beschich-
tungsdichte durch Benutzung des HP, die vergleichbar zu derjenigen ist, wie sie
mit linearen ss-capDNA Fragmenten erzielt werden kann.

Die fluoreszenzmikroskopische Detektion erméglicht weiter die Verbindung der
bildgebenden Darstellung von Bindungsereignissen einzelner Molekiile mit der
Nutzung einer gesteigerten Akkumulationseffizienz durch Anreicherung des Sig-
nals durch den Einsatz von magnetischen Mikropartikeln. Abbildung 5.1 zeigt
erste Ergebnisse zur Quantifizierung von Ziel-Fragmenten auf Beads mittels
der hochauflésenden Methode dSTORM! [Heilemann et al., 2008; van de Linde

lengl.: direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
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et al., 2011]. Bei Anwendung dieser Detektions-Methode bleibt die Limitierung
der Nachweisgrenze des Verfahrens durch unspezifische Reporter-Adsorption
zwar grundsatzlich bestehen, kann jedoch durch Einsatz von HPs wéhrend
des Markierungsprozesses umgangen werden. Unter dieser Voraussetzung ist
eine Verkniipfung des Nachweisverfahrens mit der Technik der bildgebenden
Quantifizierung mittels dSTORM &auferst vielversprechend. Zudem kénnen kos-
tengtinstige fluoreszenzmikroskopische Systeme zur Lokalisations-Mikroskopie
ebenfalls in miniaturisierter Form realisiert werden [Holm et al., 2013].
Beziiglich der Multiplexing-Kapazitat ist die Quantifizierung mit Hilfe der Fluo-
reszenzmikroskopie anderen Methoden wie beispielsweise der qPCR tiberlegen.
Durch das vorgestellte Prinzip der simultanen Detektion unter Separation des
Quantifizierungs- und Detektionskanals ist im spéateren integrierten Verfahren
der Nachweis von 30 unterschiedlichen Pathogenen moglich, wahrend die Ka-
pazitit einer qPCR, auf 10 - 20 beschrankt ist [Broude et al., 2001; Syvanen,
2005; Fredriksson et al., 2007].

Ein effizienter Bildverarbeitungsprozess ist Voraussetzung und elementarer Be-
standteil aller Anséatze der fluoreszenzmikroskopischen Analyse. Zu diesem Zweck
wurde eine neuartige Methode entwickelt, die in der Lage ist, Signalintensitaten
der Fluoreszenzbilder um das Anregungsprofil der Laserausleuchtung zu korri-
gieren. Abhéngig von der technischen Realisierung des mikroskopischen Auf-
baus ist dies fiir eine fluoreszenzbasierte Quantifizierung die Grundvorausset-
zung. Die vorgestellte Herangehensweise basiert dabei auf einer Fluoreszenzbild
intrinsischen Technik der Profilkorrektur; bei einem stabilen und gut justier-
ten mikroskopischen Aufbau ist es damit moglich diesen Prozess ohne vorher-
gehende Kalibrationsmessungen allein anhand der akquirierten Proben-Bilder
durchzufiihren.

Zur Evaluation der potenziellen Sensitivitatsverluste bedingt durch die Integra-
tion des entwickelten Nachweisverfahrens im spateren POCT-System wurde ein
Funktions-Prototyp der fluoreszenzmikroskopischen Einheit konstruiert. Dabei
zeigte sich, dass die Verwendung eines kostengiinstigen und miniaturisierten flu-
oreszenzmikroskopischen Aufbaus einen erheblichen Einfluss auf die Empfind-
lichkeit zur Folge hat. Anderseits kann die erzielte Kostenersparnis gegeniiber
einem High-End-Gerét auf ca. 65-70 k Euro abgeschétzt werden. Da fiir einen ef-
fizienten Vermarktungsprozess die Produktionskosten eines POCT-Geréts limi-
tiert sind, ermoglicht die erfolgreiche Umsetzung des Nachweisverfahrens unter
Verwendung des Prototypens die Anwendbarkeit fluoreszenzbasierter Weitfeld-
mikroskopie im Rahmen der POCT-Diagnose.

Trotz der durch den Miniaturisierungsprozess entstandenen Verluste konnte die
erforderliche Nachweisempfindlichkeit durch verschiedenste Optimierungen des
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Nachweisverfahrens erreicht werden. Mit einem LOD von 5-10 pM (0,1 - 0,2
fmol bzw. 7,8 log,, Molekiile) konnten realistisch geartete 5 kbp Fragmente
mit einem linearen Detektionsbereich von drei Groflenordnungen nachgewiesen
und quantifiziert werden. Damit ist die vorgestellte Methode nicht gleichsam
empfindlich wie PCR-basierte Methoden, jedoch erfiillt sie alle zuvor gesetzten
Bedingungen an Verarbeitungszeit, Funktionalitit und Anwendbarkeit. Typi-
sche Pathogen-Konzentrationen von beispielsweise 7,5 log;, RNA-Kopien des
Influenza-A-Virus pro mL Aspirat des Nasenrachenraums [de Jong et al., 2006;
Ngaosuwankul et al., 2010] kénnten somit erfolgreich identifiziert werden. Mit
einer Gesamtverarbeitungszeit von 17 Minuten ist die vorgestellte Methode folg-
lich geeignet, um erfolgreich in LOC-basierte POC-Gerate integriert zu werden.
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