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Einleitung 1

1 Einleitung

Als Folge der BSE-Krise, haufiger Lebensmittelskandale und einer zunehmenden Verun-
sicherung der Verbraucher kommt der Lebensmittelanalytik heute eine immer wichtigere
Bedeutung zu. lhre Aufgabe besteht darin, einerseits durch die Bestimmung von Nahr- und
Inhaltsstoffen die Lebensmittelqualitat und andererseits durch den Nachweis eventueller
Schadstoffe und Verunreinigungen die Sicherheit von Verbrauchern und Umwelt zu
gewabhrleisten [1]. In den letzten Jahren wurden in der Lebensmittelanalytik viele traditionelle
Analysemethoden durch moderne, zeit- und kostensparende Methoden ersetzt, wobei neben
instrumentellen, proteinchemischen und mikrobiologischen Analysemethoden auch verstarkt
molekularbiologische Verfahren zum Einsatz gekommen sind, welche die Erbsubstanz
Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid, DNA) in der Probe untersuchen.

Die Lebensmittelanalytik profitiert damit von den enormen Fortschritten, die im Bereich der
Nukleinsaure-Analytik in den letzten beiden Jahrzehnten gemacht wurden. Als ein Meilen-
stein ist die Entdeckung der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
im Jahr 1984 zu nennen [2], weil dadurch sogar der Nachweis einzelner DNA-Molekile
moglich wurde. Zusatzlich zu der PCR kommen zur Analyse einzelner Zielsequenzen oder
auch des gesamten DNA-Gehaltes einer Probe noch zahlreiche weitere grundlegende
Methoden der Nukleinsaure-Analytik wie z.B. die Gelelektrophorese [3] und der Southern-
Blot [4] zum Einsatz. Die Anwendungsbreite der molekularbiologischen Methoden erscheint
dabei nahezu unbegrenzt, so spielen sie z.B. auch eine wichtige Rolle in der klinischen
Diagnostik, der Veterindrmedizin, der Forensik, der Pharmaforschung, der Umweltanalytik
und der Pflanzenzucht. Im Bereich der Lebensmittelanalytik werden die DNA-analytischen
Methoden nicht nur zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen (GMOs) und
von Mikroorganismen, sondern besonders auch zur Tierartendifferenzierung eingesetzt, weil
die daflr traditionell angewendeten proteinchemischen Methoden aufgrund der Verarbeitung
der Proben wahrend des Herstellungsprozesses oft sehr fehleranfallig sind. Die bisher in der
Routinekontrolle haufig genutzten DNA-analytischen Methoden der tierartspezifischen PCR
und des Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus [5] kénnen zwar auch auf prozessierte
Materialien angewendet werden, in denen der Informationsgehalt der DNA Ublicherweise
wenigstens zum Teil erhalten bleibt, ermoéglichen allerdings nur relativ aufwendig bzw. einge-
schrankt den parallelen Nachweis verschiedener Spezies in einer Probe.

Viele moderne Methoden der Nukleinsaure-Analytik kombinieren die Sensitivitat der PCR mit
der hohen Spezifitat der Hybridisierung zwischen zwei komplementaren, einzelstrangigen
DNA-Sequenzen. Ein besonderes Potential zur simultanen Analyse vieler verschiedener

Zielsequenzen bietet die DNA-Chip-Technologie [6], die vor allem durch die Arbeiten der
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Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) in den 90er Jahren eine rasante Entwicklung durch-
laufen hat. Die Anwendung der DNA-Chip-Methode ist jedoch arbeitsaufwendig und relativ
kostenintensiv und empfiehlt sich somit zur Zeit noch eher fir die Anwendung in der
Forschung aufgrund der sehr hohen Informationsdichte eines einzelnen Experimentes.

Fir ausgewahlte Fragestellungen der Nukleinsaure-Analytik und den Einsatz in Routine-
untersuchungen stellen dagegen DNA-Biosensoren eine sinnvolle Alternative dar, weil sie
die Durchflihrung schneller Hybridisierungsassays ermoéglichen. Die Detektion der Wechsel-
wirkung in Realzeit kann dabei einen deutlichen Vorteil gegeniiber den zeitaufwendigen
konventionellen Methoden zur PCR-Produkt-Analyse, wie z.B. der Polyacrylamidgelelektro-
phorese, bieten. Fir das parallele Screening der PCR-Produkte auf mehrere Zielsequenzen
empfiehlt sich die Anwendung von kompaktien Sensorchipsystemen, die eine simultane
Detektion verschiedener Hybridisierungsereignisse ermoglichen und idealerweise aufgrund

der Reversibilitat der Hybridisierung mehrfach verwendet werden kénnen.
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2 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Anwendung eines Evaneszent-Feld-
DNA-Biosensorsystems zur schnellen, zeitaufgeldésten Detektion multipler Hybridisierungs-
ereignisse im Hinblick auf verschiedene praktische Fragestellungen zu etablieren. Dazu
sollte zunachst in grundlagenorientierten Untersuchungen eine ausfuhrliche Charakterisie-
rung und Optimierung des Sensorsystems durch die Analyse von Wechselwirkungen zwi-
schen Modell-Oligonukleotiden erfolgen und die Tauglichkeit zur Hybridisierung von PCR-
Produkten demonstriert werden.

Den Schwerpunkt der Arbeit bildete daraufhin die Entwicklung einer zeitsparenden und
sicheren Nachweismethode zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln. Dazu musste im
ersten Schritt ein Konsensus-Pimerpaar zur Amplifikation eines Teilabschnittes des mito-
chondrialen cytb-Gens der Spezies Rind, Schwein, Huhn, Pute, Schaf und Ziege ausgewahlt
werden. Bei der Optimierung der PCR-Bedingungen waren besonders eine moglichst ausge-
glichene Amplifikationseffizienz fiir die verschiedenen Spezies und das Verhaltnis der ampli-
fizierten Einzelstrange im PCR-Produkt zu berticksichtigen.

Fur die simultane Detektion der cytb-PCR-Produkte im DNA-Biosensor sollten anschliel3end
speziesspezifische Sondensequenzen entworfen und auf dem Sensorchip immobilisiert
werden, wobei fur den Nachweis der verschiedenen Spezies eine vergleichbare Spezifitat
und Effizienz der Hybridisierung angestrebt wurde. Eine weitere Charakterisierung der Nach-
weismethode sollte u.a. durch die Demonstration des linearen Messbereiches, die Analyse
definierter Mischungen verschiedener Spezies und eine Abschatzung der Nachweisgrenzen
erfolgen, bevor die Methode zur Analyse von verschiedenen Fleisch- und Kaseproben aus
der Routinekontrolle eingesetzt werden sollte. Weil die Detektion im DNA-Biosensor ebenso
wie bei der konventionellen Hybridisierung auf DNA-Chips auf einer Fluoreszenzanregung
der fluorophormarkierten PCR-Produkte beruht, sollte die Analyse auf konventionellen DNA-
Chips mit einem hochauflésenden Mikroarrayscanner hier als Vergleichsmethode angewen-
det und entsprechend etabliert werden.

In einem weiteren Ansatz sollte der DNA-Biosensor im Bereich der Mikroorganismendetek-
tion zum Nachweis von sulfatreduzierenden Prokaryonten genutzt werden. In grundlegenden
Versuchen sollte durch die Hybridisierung von Konsensus-PCR-Produkten des 16S rRNA-
Gens einzelner Spezies auf ausgewahlten Sonden demonstriert werden, dass das System
auch fir die Unterscheidung sehr nah verwandter Sequenzen mit nur wenigen Basenfehl-
paarungen geeignet ist und aufgrund der integrierten Fluidik eine Feinabstimmung der

Stringenz fur jede einzelne Sonde erlaubt.
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3 Theoretischer Teil

3.1 Nukleinséure-Analytik

Im Jahr 1944 konnte Avery die Nukleinsaure DNA als Trager der genetischen Erbinformation
identifizieren, woraufhin Watson und Crick 1953 die Doppelhelixstruktur der DNA aufklarten.
Nachdem damit bereits vor 50 Jahren die Grundsteine zur Entwicklung der Molekularbiologie
gelegt worden waren, sind Nukleinsaure-Nachweistechniken zur gezielten Detektion und
Analyse spezifischer DNA- oder RNA-Sequenzen hauptsachlich in den letzten 25 Jahren
entwickelt und etabliert worden. Fir die Medizin und die angrenzenden Biowissenschaften
sowie die Lebensmittel- und Umweltanalytik stehen heute eine grof’e Anzahl molekular-
biologischer Verfahren zur Verfligung, die von der genetischen Mutationsdiagnostik iber die
Genexpressionskontrolle z.B. in Tumorgeweben bis hin zu neuartigen gentherapeutischen
Anséatzen reichen.

Bei der Analytik von Nukleinsauren muss grundsatzlich zwischen Untersuchungen auf DNA-
und RNA-Ebene differenziert werden. Die DNA-Analytik beschaftigt sich mit dem Nachweis
bestimmter Zielsequenzen im Genom eines Organismus, wobei die unterschiedlichsten
Fragestellungen behandelt werden kénnen wie etwa die Detektion von Punktmutationen
(single nucleotide polymorphism (SNP)) [7,8], die Identifizierung und Quantifizierung von
GMOs in Lebensmitteln [9] oder der Nachweis bakterieller Infektionen im Blut eines
Patienten [10]. Ebenso wichtig ist auch die Sequenzierung von Genen oder ganzen
Genomen als Bestandteil der DNA-Analytik [11,12].

Die RNA-Analytik untersucht dagegen in der Regel den Status der Genexpression durch
Analyse der gebildeten Boten-RNA (messenger-RNA (mRNA)), welche die Information zur
Bildung von Proteinen vom Genom zum Ribosom tragt. Neben dieser sog. Transkriptom-
Analytik tragt zunehmend auch die Proteom-Analytik zur Bestimmung der durch Translation
erhaltenen Proteinverteilung [13] dazu bei, die Regulation von Zellvorgangen in verschie-
denen Stadien oder unter Einfluss verschiedener Substanzen zu verstehen [14] und dadurch
z.B. neue Wege in der Pharmaforschung zu ermdglichen [15,16].

Im Folgenden werden nach einigen Grundlagen der Nukleinsdure-Analytik als besondere
Methoden die DNA-Chip-Technologie und die DNA-Biosensoren erlautert, die in dieser
Arbeit Anwendung gefunden haben. Fir den Einsatz beider Methoden spielt die Immobili-
sierung von DNA-Molekiilen auf Glasoberflachen eine entscheidende Rolle, auf die ab-
schlielRend eingegangen wird. Eine ausfuhrliche Beschreibung der Nukleinsdure-Analytik

geben Haberhausen et al. [17], Pingoud und Urbanke [18] und Christopoulos [19].
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3.1.1 Grundlagen

3.1.1.1 Nukleinsauren: Struktur und Funktion

Die Nukleinsauren als Trager der genetischen Information lassen sich in zwei Hauptklassen
unterteilen: Desoxyribonukleinsaure (DNA) dient ausschlieldlich der Informationsspeicherung,
wahrend Ribonukleinsduren (ribonucleic acid, RNA) fir die Genexpression und die
Proteinbiosynthese von Bedeutung sind. Dementsprechend befindet sich die genomische
DNA nahezu ausschlieBlich in den Chromosomen des Zellkerns von eukaryotischen Zellen,
wahrend die RNA sowohl im Zellkern als auch im Cytoplasma lokalisiert ist.

DNA ist ein unverzweigtes, aus Nukleotiden aufgebautes Biopolymer, das eine betrachtliche
Lange erreichen kann. Die Grundbausteine der Nukleotide sind phosphorylierte Desoxy-
ribose und eine Nukleinsdure-Base, die in den Desoxyribonukleosid-triphosphaten (dNTPs)
Uber eine N-glykosidische Bindung an das Zuckergerust gebunden ist. In der DNA kommen
die beiden Purin-Basen Adenin (A) und Guanin (G) sowie die Pyrimidin-Basen Cytosin (C)
und Thymin (T) vor. Im Unterschied dazu wird in der RNA, die Ribose als Zuckerrest
aufweist, der Platz des Thymins von dem strukturell sehr &hnlichen Uracil (U) eingenommen.
Die Verknlipfung zum Polymer erfolgt durch Verbrickung der Zuckerreste Uber die
Phosphatgruppen. Die genetische Information eines Organismus ist in der Sequenz der vier
Basen gespeichert, wobei der Richtungssinn des gebildeten Einzelstranges entsprechend
der urspriinglichen Syntheserichtung vom 5’- zum 3’-Ende vorgegeben ist.

In nattrlicher Umgebung liegt DNA in Form einer Doppelhelix vor, in der zwei gegenlaufige,
komplementare DNA-Einzelstrange um eine gemeinsame Achse gewunden sind (Abb. 1). Es
ergibt sich ein Makromolekul mit polarer und negativ geladener Oberflache, weil das Zucker-
Phosphat-Rickgrat auf der Oberflache der Helix liegt. Die Wechselwirkung zwischen den
komplementaren Einzelstrangen beruht auf Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Nukleinsaure-Basen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin. Aufgrund der verschie-
denen Donor- und Akzeptor-Substituenten kénnen sich in A-T-Paaren zwei und in G-C-

Paaren drei lineare und damit besonders stabile Wasserstoffbriicken ausbilden.
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Abb. 1 Schematischer Aufbau einer DNA-Doppelhelix nach Watson-Crick (aus: [20], S. 117)
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Als Gene bezeichnet man allgemein funktionelle Abschnitte der DNA, die fur vererbbare
Strukturen oder Funktionen kodieren. Die meisten Gene kodieren flir Proteine, unter dem
genetischen Code versteht man daher die Beziehung zwischen der Basensequenz der DNA
und der Aminosauresequenz der Proteine. Jedem Aminosaure-Rest entspricht in der DNA
ein Codon aus drei aufeinander folgenden Basenpaaren (bp). Um ein Gen zu exprimieren,
d.h. das kodierte Protein zu synthetisieren, muss die gespeicherte Information zunachst auf
eine Boten-RNA (mMRNA) umgeschrieben werden. Diese Transkription erfolgt durch Ablesen
des kodierenden DNA-Stranges (auch: sense-Strang). Die RNA wird anschlief’iend mehrfach
modifiziert und gelangt vom Zellkern zu den Ribosomen, an denen sie wahrend der Trans-
lation unter Beteiligung von Transfer-RNA (tRNA) in eine Peptidsequenz Ubersetzt wird.

Die im Gegensatz zur DNA grofltenteils einzelstrangig vorliegende RNA kommt noch in
weiteren verschiedenen Typen vor, die in der Zelle variierende Aufgaben tibernehmen. Den
grolten Anteil an der Total-RNA hat die ribosomale RNA (rRNA), die strukturgebender Bau-
stein der Ribosomen ist und selbst auch in verschiedenen Varianten auftritt.

Nicht die gesamte genetische Information einer Eukaryotenzelle wird jedoch von der
Chromosomen-DNA des Zellkerns kodiert. Genetische Untersuchungen an Hefe fuhrten
1949 zur Entdeckung eines mitochondrialen Genoms, das sich vom Genom des Zellkerns
unterscheidet. Mitochondrien sind bakteriengro3e Organellen, die in fast allen eukaryoti-
schen Zellen in groRer Zahl vorkommen. Typisch sind etwa 2000 Mitochondrien pro Zelle.
Die menschliche mitochondriale DNA ist eine ringférmige Doppelhelix aus 16569 Basen-
paaren, deren Sequenz vollstandig aufgeklart ist [21] (vgl. Anhang Tab. 25). Das Genom
kodiert 13 Proteine, 22 tRNAs und zwei rRNAs, die zum groften Teil im Stoffwechsel der
Organelle genutzt werden. Die Mitochondrien sind somit auf die Zusammenarbeit zweier
unterschiedlicher Genome angewiesen, um ihren Aufbau und ihre Funktion zu gewahrleisten
[22].

3.1.1.2 Denaturierung und Schmelzpunkt T,

Die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den beiden Einzelstrangen der Doppelhelix
kénnen durch Erwarmen oder lonisation der Basen bei Anderung des pH-Wertes (pH < 3
oder pH > 10) leicht reversibel aufgetrennt werden. Man spricht von Denaturieren oder
Schmelzen der DNA und bei der entsprechenden Ruckreaktion von Renaturierung bzw.
annealing. Die Schmelztemperatur T, ist definiert als die Temperatur, bei der die
Helixstruktur zur Halfte verloren gegangen ist. Sie ist fir jede doppelstrangige DNA-Sequenz
charakteristisch und hangt von verschiedenen Faktoren ab:

=  GC-Gehalt: Aufgrund der dreifachen Wasserstoffbriickenbindung einer GC-Paarung

ist der T,-Wert umso grolier, je hoher der GC-Gehalt ist.
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= Lange der Sequenz: Die Stabilitdt der Doppelhelix und damit der T,-Wert nehmen im
Allgemeinen mit zunehmender Lange der Sequenz aufgrund der steigenden Anzahl
von Wasserstoffbriickenbindungen zu.

» Salzkonzentration: Monovalente Kationen (wie z.B. Na*) wirken durch Abschirmung
der sich abstoRenden, negativ geladenen Phosphate des Helixriickgrats stabilisie-
rend und erhdéhen den T,-Wert [23].

= Formamidanteil: Formamid destabilisiert die Duplexbildung durch Hemmung der
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen und senkt so den T,-Wert. Ein zusatz-
licher Anteil von 1 % Formamid in der DNA-LOsung erniedrigt T,, um ca. 0.7°C [24].

= pH-Wert: Bei einer deutlichen pH-Wert-Anderung kommt es, wie bereits erwahnt, zu
einer Auflésung der Wasserstoffbriickenbindungen durch eine lonisation der Stick-
stoffatome in den Nukleinsdurebasen, wodurch der T.-Wert erniedrigt wird.

Fir DNA-Doppelstrange mit einer Lange von weniger als 1000 bp (< 1 kb) lasst sich in einer

empirischen Naherung der Schmelzpunkt z.B. abschatzen [23,25,26] nach
Tm =1[0.41 (%GC) + 16.6 log M" — 820/n — 0.63 (%Formamid) + 81.5]°C (Gl. 1)

mit (%GC) als dem prozentualen Anteil von Guanin und Cytosin in der Basensequenz, M" als
der Konzentration monovalenter Kationen in der DNA-LAsung, n als der Anzahl der hybridi-
sierenden Basenpaare und (%Formamid) als der Formamidkonzentration in Volumenpro-
zent. Fur noch langere Doppelstrange entfallt der Term -820/n. (Gl. 1) gibt nur ein Beispiel
fur die zahlreichen ahnlichen in der Literatur beschriebenen Formeln zur Bestimmung des
Tm-Wertes.

3.1.1.3 Hybridisierung und Stringenz

Das Annealing eines DNA-Einzelstranges mit einem komplementaren exogenen Oligo- oder
Polynukleotid wird Hybridisierung genannt. Die Hybridisierung als sehr spezifische biomole-
kulare Erkennungsreaktion bildet die Grundlage zahlreicher molekularbiologischer Techniken
zur gezielten Detektion, Sequenzierung, Quantifizierung und auch Amplifizierung von Gen-
sequenzen.

Allen Hybridisierungsformaten gemeinsam ist die Detektion der nachzuweisenden DNA-
Sequenzen, der DNA-Targets, uUber die sequenzspezifische Anlagerung von definierten,
komplementaren DNA-Abschnitten, den DNA-Sonden. Als Sonden kommen kaufliche Oligo-
nukleotide, DNA-Fragmente oder PCR-Produkte (vgl. 3.1.1.6) in Betracht. Die ldentifizierung
erfolgt Uber die Detektion des markierten Hybrids. Eine klassische Anwendungsmethode
dieses Prinzips stellen die Blot-Techniken dar, bei denen das zu analysierende Nuklein-

sauregemisch auf eine Membran aufgebracht und mit einer spezifischen, markierten Sonde
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inkubiert wird, woraufhin die Detektion des Hybrids autoradiographisch oder heutzutage
meist nicht-radioaktiv erfolgt [4]. Auch viele weitere grundlegende Verfahren der Nuklein-
saure-Analytik wie die Polymerase-Kettenreaktion (3.1.1.6), die DNA-Chip-Technologie
(3.1.3) und DNA-Biosensoren (3.1.2) beruhen auf der Hybridisierungsreaktion.

Die Stringenz der Hybridisierungsbedingungen beeinflusst die Spezifitdt der Wechselwirkung
zwischen DNA-Sonde und -Target, welche ihrerseits abhangt von der durch den Schmelz-
punkt T, charakterisierten Hybridstabilitat (vgl. 3.1.1.2). Dementsprechend hangt die Strin-
genz der Reaktion u.a. von der Salzkonzentration des Mediums sowie der Konzentration
helixdestabilisierender Zusatze wie Formamid ab. Wahrend eine steigende Konzentration
monovalenter Kationen den Schmelzpunkt und die Hybridisierungsgeschwindigkeit erhoht
und dadurch die Stringenz erniedrigt [23,27], werden durch die Anwesenheit von Formamid
der Schmelzpunkt und damit auch die optimale Hybridisierungstemperatur herabgesetzt [24].
Bei definierter Formamidkonzentration und lonenstarke der Losung ist die Temperatur fir die
Stringenz ausschlaggebend. Je hoher die Temperatur gewahlt und damit dem T.,-Wert
angenahert wird, desto stringenter werden die Reaktionsbedingungen und umso geringer
wird die Zahl der tolerierten Basenfehlpaarungen (mismatches), wahrend zunehmend nur
noch perfekt komplementare (perfect-match) Sequenzen hybridisieren. Eine einzelne Basen-
fehlpaarung innerhalb eines Hybrids kann eine Erniedrigung der Schmelztemperatur von bis
zu 5°C zur Folge haben. Durch Hybridisierung bei hoher Stringenz kann sogar die
Differenzierung einzelner Basenfehlpaarungen (SNPs) realisiert werden [28,29].

Die Hybridisierung kann aber nicht nur Gber die lonenstarke, die Temperatur und die Zugabe
helixdestabilisierender Agenzien beeinflusst werden. Es hat sich aul’erdem gezeigt, dass die
Geschwindigkeit der Wechselwirkung durch eine Zugabe von Polymeren wie z.B. Poly-
ethylenglykol [30] beschleunigt werden kann, da diese dem Medium Wasser entziehen und

dadurch die effektive Nukleinsdure-Konzentration erhohen.

3.1.1.4 Quantifizierung von Nukleinsauren

Eine Standardmethode zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren oberhalb von
ca. 0.5 ug/ml ist die photometrische Analyse bei 260 nm, wo aufgrund der aromatischen
Ringsysteme der Nukleinsdure-Basen ein charakteristisches Absorptionsmaximum auftritt.
Dabei sorgt der hyperchrome Effekt dafur, dass die Absorption nicht-basengepaarter
Nukleinsauren gréfRer ist als die von dsDNA. Als Faustregel gilt daher, dass bei 260 nm eine
optische Dichte (OD) von OD =1 einer Konzentration an dsDNA von 50 pg/ml entspricht,
wahrend derselbe Wert von einzelstrangiger DNA (ssDNA) bereits bei einer Konzentration
von 40 pug/ml und von RNA sogar schon bei 33 ug/ml erreicht wird [18]. Fur Oligonukleotide

mit bekannter Sequenz kénnen die Konzentrationen genauer mit Hilfe der jeweiligen
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Extinktionskoeffizienten ermittelt werden, die sich z.B. mit Hilfe des Oligonucleotide

Properties Calculators (http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html) bestimmen lassen.

3.1.1.5 Gelelektrophorese von Nukleinséuren

Eine wichtige Methode zur Analyse von Nukleinsauregemischen und zur GroéRenabschat-
zung von DNA-Molekilen ist die Elektrophorese. Diese Trennmethode beruht auf der
Wanderung der negativ geladenen DNA-Strange zur Anode eines elektrischen Feldes, wobei
die Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsduren mafigeblich von der Lange der Molekiile
abhangt. Das Verfahren wird innerhalb eines festen Tragermaterials durchgefuhrt, norma-
lerweise in Gelen aus Agarose oder Polyacrylamid.

Die Entscheidung fur eines der Tragermaterialien fallt hauptsachlich aufgrund von Art und
GrolRe der zu analysierenden Nukleinsdure. Agarosegele verfugen im Vergleich zu den Poly-
acrylamidgelen Uber ein tendenziell weitmaschigeres Polymernetz. Dadurch sind Polyacryl-
amidgele die bessere Alternative fur die Auftrennung von DNA-Molekilen mit einer Lange
von unter 1000 bp, wobei die Monomerkonzentration und der Vernetzungsgrad zur Anpas-
sung des Auftrennungsbereiches variiert werden kdnnen. Soll gezielt ssDNA analysiert wer-
den, verwendet man denaturierende Gele, denen z.B. Harnstoff zugesetzt ist, um partiell
doppelstrangige Strukturen aufzulésen.

Als wichtiges Hilfsmittel zur Charakterisierung der MolekilgréRen werden neben der zu
untersuchenden Probe auch Langenstandards auf dem Gel mit aufgetrennt. Diese enthalten
DNA-Fragmente mit genau definierten Grélken und kénnen so zur GroéRenbestimmung der
DNA-Strange in der Probe herangezogen werden. Der Nachweis der DNA in Agarose- bzw.
Polyacrylamidgelen erfolgt Ublicherweise durch Ethidiumbromid, einer planaren, aroma-
tischen Verbindung, die zwischen die Basenpaare der dsDNA interkaliert und erst in diesem
Zustand im nahen ultra-violetten Bereich des Lichtes sehr stark fluoresziert. Mit Ethidium-
bromid kann dsDNA in Mengen von wenigen ng nachgewiesen werden, flir einzelstrangige
DNA oder RNA ist die Empfindlichkeit dagegen deutlich geringer. Auf der Fahigkeit des
Ethidiumbromids zur Interkalation in die Doppelhelix der DNA beruht auch seine stark
kanzerogene Wirkung. Einen Uberblick tber die Gelelektrophorese von Nukleinsduren

geben Ogden und Adams [3].

3.1.1.6 Polymerase-Kettenreaktion

i) Allgemeines Prinzip
Die Entwicklung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch Kary Mullis im Jahr 1984 hat
die Molekularbiologie revolutioniert und ermoéglicht seitdem die spezifische Vermehrung auch

geringster Mengen einer nachzuweisenden DNA-Sequenz [2]. Die Reaktion beruht auf dem
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Prinzip der DNA-Replikation in der Zelle und nutzt die Fahigkeit von DNA-Polymerasen,
entlang einer einzelstrangigen DNA-Matrize den komplementaren Gegenstrang zu synthe-
tisieren. Ausgangspunkt der PCR ist das DNA-Template, von dem eine bestimmte Teil-
sequenz amplifiziert werden soll. Diese wird begrenzt durch zwei kurze Oligonukleotide be-
kannter Sequenz, die Primer, von denen nach Denaturierung der Template-DNA der
forward-Primer am sense- und der reverse-Primer am antisense-Strang des Templates
hybridisieren. Die Polymerase synthetisiert dann durch sequenzspezifischen Einbau der vier
Nukleotidbausteine entlang der Template-Einzelstrange die komplementaren DNA-Strange
neu.

Wie in Abb. 2 skizziert, lauft die Reaktion zyklisch ab, wobei in jedem Zyklus ein Temperatur-
profil aus drei Teilschritten durchlaufen wird. Zur Denaturierung der DNA-Doppelhelix wird
der Reaktionsansatz zunachst auf 94°C erhitzt. Wahrend des zweiten Schrittes, dem
annealing, erfolgt bei Temperaturen zwischen 50-65°C die Anlagerung der Primer an die
beiden Einzelstrange. Damit beide Hybridisierungen mit ahnlicher Geschwindigkeit ablaufen,
wahlt man die Primersequenzen so aus, dass die gebildeten Hybride einen moglichst
ahnlichen T,-Wert haben. Je starker die Annealing-Temperatur dem T.-Wert angenahert
wird, desto geringer wird die Effizienz der PCR, wobei das Annealing Ublicherweise bei einer
Temperatur von etwa 2-5°C unterhalb des T,,-Wertes erfolgt, um eine ausreichende Spezi-
fitat der Primerbindung zu gewahrleisten. Im dritten Schritt ergeben sich dann wahrend der
Elongation bei einer Temperatur von 72°C optimale Bedingungen fiir die Polymerisation
durch die haufig verwendete thermostabile Tag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus.

Die gebildeten Amplifikate kdnnen dann im nachsten Zyklus selbst als Matrize dienen.

Trennung der DNA- DNA-
Strange und Verschmelzen  Synthese
Trennung der DNA DNA mit dem Primer s
Strange und Verschmelzen  Synthese [ es— |
mit dem Primer / I — D
Trennung der DNA- DNA [ S B S—
Strange und Verschmelzen  Synthese - C—
bt / NG N )
| SEessemm g SESe— |
- EV——=—-Y
| e . | e—
\ LY _—— =l - e °
I ™ — 1 .
i3 - - s
| — 1 oL .
[ Sees—— |
" . B —_ K [
(Y ] — m I 1/ -
- =" -
/ i ‘m - =
Fragment der =
agment de [ S B — m I S I etc
- somalen DNA — ete
chromosomalen \ ‘ X / ‘ Z
| —Saaeesssees B SSses— :
\ ‘ — etc
[ e
™
ERSTER ZYKLUS ZWEITER ZYKLUS DRITTER ZYKLUS
(2 doppelstrangige DNA-Molekile) (4 doppelstrangige DNA-Molekiile) (8 doppelstrangige DNA-Molekile)

Abb. 2 Schematischer Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion (aus: [20], S. 372)
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Nach diesem Reaktionsschema wird eine exponentielle Amplifikation der Zielsequenz er-
reicht, wobei im Idealfall, ausgehend von einem einzigen Template-Molekul, nach n Zyklen
2" Amplifikate vorliegen. In der Realitat wird eine hundertprozentige Ausbeute jedoch durch
verschiedene Faktoren verhindert. Einerseits nimmt die Aktivitdt des Enzyms trotz der
Thermostabilitdt mit zunehmender Reaktionsdauer ab, andererseits akkumulieren wahrend
der Reaktion Nebenprodukte wie z.B. Pyrophosphat, die die Reaktion hemmen, und
schliellich konkurriert das Re-Annealing der denaturierten Einzelstrange aus den doppel-
strangigen Reaktionsprodukten mit der Bindung der Primer. AuRerdem nimmt die Konzen-
tration der Primer sowie der dNTPs ab [31]. Als Summe dieser Effekte sinkt die Amplifika-
tionseffizienz, bis in der Plateauphase die PCR langsam zum Erliegen kommt (Abb. 3).
Aufgrund des exponentiellen Charakters der Reaktion kdnnen sich bereits leicht unter-
schiedliche Zusammensetzungen verschiedener Proben zu deutlichen Abweichungen in der
Amplifikationseffizienz auswirken, weshalb die PCR in erster Linie ein qualitatives Verfahren

zum spezifischen Nachweis von DNA ist [18].
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Abb. 3 Zusammenhang zwischen Zykluszahl und relativer Produktmenge bei der
Polymerase-Kettenreaktion

Bei der PCR bieten sich grundsatzlich zwei verschiedene Methoden fir die Synthese
markierter DNA-Amplifikate, und zwar kénnen z.B. fluoreszierende oder radioaktive Marker-
moleklle entweder durch den Einsatz eines markierten Primers oder durch den Einbau
markierter dNTPs erhalten werden. Haufig werden auch biotinylierte Primer zur Herstellung
von DNA-Sonden oder Primer mit einer Fremdsequenz am 5-Ende als Ausgangspunkt fir

eine spatere Klonierung der amplifizierten DNA verwendet.
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ii) Spezielle PCR-Techniken

Im Folgenden werden die Grundzuge verschiedener Varianten der PCR erlautert, die mit
dieser Arbeit in Zusammenhang stehen. Sollen in einer Probe simultan mehrere verschie-
dene Zielsequenzen amplifiziert werden, stehen dazu grundsatzlich zwei verschiedene
Methoden zur Verfigung. Bei bestimmten Fragestellungen ist es mdglich, die zu amplifi-
zierenden DNA-Abschnitte bewusst so zu wahlen, dass sie im Bereich der Primerbindungs-
stellen identische Sequenzen aufweisen, so dass die Amplifikation aller Zielsequenzen mit
Hilfe eines einzelnen, universellen Primerpaares erfolgen kann. Dadurch ergibt sich der
Vorteil, dass die verschiedenen PCR-Produkte mit derselben Amplifikationseffizienz gebildet
werden. In diesem Fall spricht man von einer Konsensus-PCR. Eine groRere Flexibilitat
hinsichtlich der Auswahl der zu amplifizierenden DNA-Abschnitte bietet die Multiplex-PCR,
bei der mit Hilfe von mehreren spezifischen Primerpaaren ebenso viele verschiedene
Amplikons generiert werden kénnen. Eine einheitliche Amplifikationseffizienz fur alle Ziel-
sequenzen lasst sich dabei allerdings auch bei einem gezielten Primerdesign und maoglichst
ahnlichen Primereigenschaften meist nur mit groRem Aufwand erzielen. Aulderdem flhrt die
hohe Komplexitat der Gesamtreaktion haufig umso mehr zu unspezifischen Amplifikationen
oder gegenseitiger Beeinflussung, je groRer die Zahl der eingesetzten Primerpaare ist.
Sowohl die Multiplex- als auch die Konsensus-PCR sind aufgrund der relativ hohen Infor-
mationsdichte bei vergleichsweise niedrigem Arbeitsaufwand besonders geeignet flr
routinediagnostische Fragestellungen. Sie finden daher z.B. Anwendung beim Nachweis von
Mikroorganismen in klinischen Proben, so konnten von Minjolle et al. [32] in der zerebro-
spinalen Flussigkeit von Patienten mit Hilfe von Konsensus-Primern sehr sensitiv sechs
verschiedene Typen des Herpesvirus nachgewiesen werden, wahrend Meng et al. [33] eine
Multiplex-PCR zur simultanen Detektion von HIV-1- (human immunodeficiency type 1),
Hepatitis B- und Hepatitis C-Virus in Serum entwickelt haben.

Von einer asymmetrischen PCR spricht man, wenn einer der beiden Primer im Uberschuss
vorliegt. Je nach dem gewahlten Konzentrationsverhaltnis der Primer erfolgt dabei blicher-
weise wahrend der ersten Zyklen noch eine Synthese von dsDNA bei exponentieller
Vermehrung. Wenn der Primer mit geringerer Ausgangskonzentration verbraucht ist,
synthetisiert die Polymerase mit Hilfe des Uberschissigen Primers im weiteren Verlauf der
Reaktion einen Uberschuss des korrespondierenden Einzelstranges. Die Anreicherung
erfolgt dann allerdings nur noch linear. Die Zahl der PCR-Zyklen und das Ausmal} des Unter-
schiedes der Primerkonzentrationen zu Beginn der Reaktion haben dabei einen entschei-
denden Einfluss auf die Ausbeute an einzelstrangigem PCR-Produkt, das dann ohne
zusatzliche Denaturierung in einer anschlie®enden Hybridisierungsreaktion mit einer mar-
kierten Sonde (vgl. 3.1.1.3) detektiert werden kann. Eine asymmetrische Produktverteilung

von sense- und antisense-Strang kann auch dadurch erreicht werden, dass die Bindungs-
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eigenschaften beider Primer Uber den GC-Gehalt und den T,,-Wert bewusst unterschiedlich
gewahlt werden, so dass z.B. bei entsprechend angepasster Annealing-Temperatur die
Hybridisierung des reverse-Primers bevorzugt erfolgt und dadurch der antisense-Strang im
Uberschuss gebildet wird.

Eine spezielle Anwendung findet die Methode der asymmetrischen PCR bei der Didesoxy-
sequenzierung von DNA nach Gyllensten und Erlich [34]. Nachdem die zu sequenzierenden
DNA-Abschnitte mit Hilfe der PCR amplifiziert und Uberschissige Primer und dNTPs abge-
trennt worden sind, werden dabei wahrend des Cycle Sequencings mit Hilfe der Tag-
Polymerase und einem einzigen Primer, der die Startstelle fiir die Sequenzierung definiert,
parallel vier verschiedene Polymerisationsreaktionen durchgefiihrt, bei denen neben den
dNTPs die Abbruchnukleotide Didesoxy-GTP (ddGTP), ddATP, ddTTP bzw. ddCTP zuge-
geben werden. Durch statistischen Einbau der ddNTPs werden basenspezifisch terminierte
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange synthetisiert, die in einer anschlielRenden Gelelek-
trophorese ein spezifisches Bandenmuster erzeugen, das zur Rekonstruktion der Basenfolge
dient. Die DNA-Fragmente kénnen mittels Radioaktivitats-, Fluoreszenz- oder Lumineszenz-
detektion im Gel nachgewiesen werden und die Markierung kann tber den Primer oder die
ddNTPs eingeflihrt werden.

3.1.2 DNA-Biosensoren

3.1.2.1 Definition und Uberblick

Biosensoren beruhen auf der direkten raumlichen Kopplung einer selektiven biologischen
Komponente mit einem physikalischen Transducer [35,36]. Wahrend auf der biologischen
Komponente die spezifische Stofferkennung basiert, wandelt der Transducer die bei der
Erkennung des Analyten entstehenden chemischen oder physikalischen Veranderungen in
ein elektrisches Signal um und bestimmt dadurch malfigeblich die Sensitivitat des Biosen-
sors. Als biologische Komponente kdnnen Enzyme, Antikdrper, Nukleinsauren, Rezeptoren,
Mikroorganismen und sogar ganze Zellen eingesetzt werden, wobei Enzymsensoren in der
Vergangenheit sowohl in der Forschung als auch im Bereich der Produktentwicklung den
Schwerpunkt gebildet haben. Als wichtigste Transducer stehen optische, elektrochemische,
piezoelektrische und akustische Erfassungssysteme zur Verfiigung. Der besondere Vorteil
von Biosensoren liegt darin, dass die Wechselwirkung mit dem Analyten reversibel ist und
der Sensor dadurch regenerierbar und mehrfach verwendbar ist. Gegenlber klassischen
Analysemethoden zeichnen sich Biosensoren in vielen Fallen auch durch die einfache Hand-
habung, deutlich kiirzere Messzeiten, geringere Anschaffungs- und Betriebskosten sowie

einen minimalen Platzbedarf aus.
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DNA-Biosensoren beruhen auf der spezifischen Hybridisierung zwischen komplementaren
DNA-Einzelstrangen und ermdéglichen den Nachweis der Bindungsreaktion. Einzelstrangige
Sondenoligonukleotide werden dazu auf der Transduceroberflache immobilisiert und hybridi-
sieren mit den komplementaren Targetsequenzen in der Probenlésung. Erst in den letzten
zehn Jahren sind die Anstrengungen zur Entwicklung von DNA-Biosensoren verstarkt wor-
den, weshalb die bestehenden Systeme bisher nur zu Forschungszwecken eingesetzt
werden.

Besonders bevorzugt werden in DNA-Biosensoren optische Transducer eingesetzt, von
denen viele auf der Nutzung des Phanomens der Oberflachenplasmonenresonanz (surface
plasmon resonance, SPR) und des evaneszenten Feldes beruhen (vgl. 3.1.2.2). Neben den
optischen spielen in der Nukleinsaureanalytik auch die elektrochemischen Transducer eine
wichtige Rolle, mit denen potentiometrische [37], voltammetrische [38] und auch amperome-
trische [39] Nachweismethoden entwickelt worden sind. Die Sondenoligonukleotide kdnnen
dabei auf unterschiedlichen Elektrodenmaterialien immobilisiert werden und fur die Generie-
rung des elektrischen Signals zur Detektion des Hybridisierungsereignisses stehen verschie-
dene Ansatze zur Verfugung. Als Markierung dienen entweder elektroaktive Liganden, die
zwischen die gebildete Duplex-DNA interkalieren, [38] oder Enzyme (z.B. Peroxidasen), die
Reaktionen elektroaktiver Substrate (z.B. H,0,) katalysieren [39]. Bei Immobilisierung Inosin-
substituierter Sondenoligonukleotide kann dagegen aufgrund der Detektion des Guanin-
Signals nach Hybridisierung mit dem Target auf eine Markierung verzichtet werden [37,40].
Markierungsfreie Messungen ermdglichen neben verschiedenen optischen DNA-Biosensor-
systemen auch die aufgrund von Sensitivitatsdefiziten im Vergleich zu den anderen Trans-
ducertypen seltener verwendeten piezoelektrischen Methoden wie die Quarzmikrowaage
(quartz crystal microbalance, QCM), welche die Masseanderung nach Hybridisierung auf der
Sensoroberflache durch Frequenzénderungen nachweisen [41,42]. Einen Uberblick (iber die
bisherigen Arbeiten im Bereich der DNA-Biosensoren geben Bier und Firste [43] sowie

Vercoutere und Akeson [44].

3.1.2.2 Evaneszent-Feld-DNA-Biosensoren

Evaneszent-Feld-Biosensoren gehdren zur Gruppe der optischen Biosensoren, die auf dem
Phanomen der evaneszierenden Welle basieren. Evaneszierende Wellen treten bei der
totalen internen Lichtreflexion an Grenzflachen von Medien mit unterschiedlichen Brechungs-
indexen auf (vgl. 4.5.1). Evaneszent-Feld-Biosensoren ermoglichen die Detektion einer
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung in Realzeit. Dabei unterscheidet man zwischen direkt-

optischen Biosensorsystemen, welche die Wechselwirkung ohne Einfihrung einer Mar-
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kierung detektieren, und Systemen, die das evaneszente Feld zur Anregung gebundener
fluoreszenzmarkierter Liganden nutzen.

Das gemeinsame Detektionsprinzip aller direktoptischen Sensoren ist die sensitive Bestim-
mung von Anderungen des Brechungsindexes auf der sensitiven Oberflache, die durch Bin-
dung der Analytmolekiile an die immobilisierten Detektormolekille hervorgerufen werden.
Haufige Anwendung findet in diesem Bereich das SPR-System von BlAcore (Uppsala,
Schweden), mit dem bereits zahlreiche DNA-analytische Fragestellungen bearbeitet worden
sind [45-53]. Erste Veroéffentlichungen beschrieben dabei vor allem Wechselwirkungen von
Modell-Oligonukleotiden [45-48], so zeigten z.B. Persson et al. [47] Ergebnisse zum
Nachweis von Punktmutationen in kurzen Oligonukleotidsequenzen, um den Nutzen des
Sensorsystems flr die medizinische Diagnostik zu demonstrieren. Eine groRRere praktische
Relevanz zeigen dagegen Untersuchungen an PCR-Produkten, die mittlerweile von
verschiedenen Gruppen durchgefiihrt worden sind [49-53]. Feriotto et al. [53] konnten z.B.
durch Detektion asymmetrischer PCR-Produkte aus Roundup-Ready-Soja die Tauglichkeit
des Sensors zum Nachweis von GMOs verdeutlichen. Wahrend im Bereich der SPR-
Sensoren das Ziel der technischen Entwicklung eine simultane Detektion verschiedener
Hybridisierungsereignisse ist [54], stehen mit dem Resonant Mirror [55-57] und dem
Gitterkoppler [58-60] zwei weitere kommerzialisierte Evaneszent-Feld-Biosensoren zur
markierungsfreien Detektion im Bereich der DNA-Analytik zur Verfugung.

Der Nachweis der biomolekularen Erkennungsreaktion durch Anregung von Fluoreszenz-
markern im evaneszenten Feld erlaubt grundsatzlich im Vergleich zu den direktoptischen
Methoden eine hdhere Sensitivitat. Ublicherweise wird dabei die nachzuweisende Target-
DNA fluorophormarkiert und erst nach Hybridisierung mit der immobilisierten komplemen-
taren Sondensequenz auf der Transduceroberflache zur Fluoreszenz angeregt, die dann ein
Mal fur die Menge der gebundenen Targetmolekule ist. Moglich ist aber auch der Nachweis
der gebildeten Hybride durch Interkalation von Fluoreszenzfarbstoffen wie z.B. Ethidium-
bromid [61,62] oder durch Einsatz fluorophormarkierter Sonden, sog. Molecular Beacons, die
aufgrund von Sekundarstrukturen erst nach der Hybridisierung ein Fluoreszenzsignal
erzeugen [63,64]. Unabhangig von der Markierungsmethode werden dabei bevorzugt Fluoro-
phore mit Fluoreszenzmaximum im nahen Infrarotbereich (near infrared (NIR) fluorophors)
eingesetzt, da in diesem Bereich im Allgemeinen wenig Eigenfluoreszenz der Probenmatrix
beobachtet wird.

Fur die Fluoreszenzdetektion im evaneszenten Feld werden in DNA-Biosensoren entweder
planare Wellenleiter im Chipformat [65-70] oder faseroptische Transducer [61-63,71-73] in
Kombination mit CCD(charge coupled device)-Kameras oder Photomultipliern eingesetzt. Mit
den bisher in der Literatur beschriebenen faseroptischen DNA-Biosensoren wurden aller-

dings Uberwiegend nur grundlegende Untersuchungen zur Methodencharakterisierung an-
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hand einzelner Modellhybridisierungen durchgefihrt, wahrend sich fir die meisten prak-
tischen Anwendungen eher planare Systeme anbieten, welche die simultane Detektion
verschiedener Targetsequenzen ermdglichen. Die Detektion der Fluoreszenz in einem
planaren System mit einem Durchflusssensorchip aus Kunststoff wurde am Institut fir
Chemo- und Biosensorik (ICB, Munster) entwickelt und ist sowohl fur immun- [74,75] als
auch fur DNA-analytische [76-78] Fragestellungen angewendet worden. In dem als Einweg-
artikel konzipierten, kostenguinstigen Sensorchip kénnen verschiedene Hybridisierungsereig-
nisse mittels eines Photomultipliers simultan detektiert werden und im Rahmen von Modell-
versuchen zum Nachweis von GMOs [76] sowie zur Identifizierung von Mikroorganismen [77]
konnten PCR-Produkte erfolgreich detektiert werden. Auf Basis desselben Messprinzips
wurde am ICB ein weiterer Evaneszent-Feld-DNA-Biosensor entwickelt [79], der die Fluores-
zenz auf einer sensitiven Glasoberflache mittels einer CCD-Kamera detektiert und bei den in
dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen eingesetzt wurde.

Weil in Evaneszent-Feld-DNA-Biosensoren grundsatzlich eine Analyse der Hybridisierung
auf Oberflachen in Realzeit erfolgt, erlauben sie Untersuchungen zur Charakterisierung der
Reaktionskinetik wahrend Assoziationsphase, Gleichgewicht und Dissoziationsphase der
Bindungsreaktion. Sowohl mit direktoptischen [45,59,80] als auch mit fluoreszenzbasierten
Systemen [68-70] sind deshalb schon flur verschiedene Oligonukleotid-Wechselwirkungen
die kinetischen Parameter bestimmt worden, wobei demonstriert werden konnte, dass sich
bereits einzelne Basenfehlpaarungen auf die verschiedenen Phasen der Bindungsreaktion
auswirken. Ein umfassendes theoretisches Modell heterogener Hybridisierungskinetiken zur
Vorhersage der kinetischen Parameter unter bestimmten Voraussetzungen und als
Unterstltzung bei der Entwicklung optimierter Sensorchips wurde von Erickson et al. [81]

entwickelt und durch experimentelle Daten bestatigt.

3.1.2.3 Kinetische Grundlagen des DNA-Biosensors

Durch die folgenden Betrachtungen werden die grundlegenden Zusammenhange zur Be-
stimmung der kinetischen Parameter mit dem in dieser Arbeit verwendeten DNA-Biosensor-
system beschrieben, wobei die hier dargestellten kinetischen Zusammenhange allgemein fur
ein beliebiges Rezeptor-/Ligand-System gelten. Eine ausflhrliche Darstellung der kineti-
schen und mathematischen Grundlagen findet sich bei O’Shannessy [82].

In einem Evaneszent-Feld-DNA-Biosensor wird die Wechselwirkung zwischen einer immo-
bilisierten Fangsonde und einem komplementaren, markierten Targetmolekil in Lésung
beobachtet. Bei einem kontinuierlichen Fluss der Targetlésung lber die sensitive Flache
bleibt die Konzentration an freiem Analyten Uber die Zeit konstant. Das Detektionssignal R

(response) wird dabei hervorgerufen durch die Anbindung der Targetmolekiile auf der
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sensitiven Oberflache des Sensors und dokumentiert die Wechselwirkung in Realzeit. Die
reversible Wechselwirkung zwischen den immobilisierten Fangsondemolekilen B und den
gelésten Targetmolekilen A lasst sich mit den Geschwindigkeitskonstanten k,, fur die
Assoziation und kq flr die Dissoziation beschreiben:

kon

A+B = AB
koff

Fir die Geschwindigkeit der Bildung des Produktes AB gilt generell:
d[AB]/dt = kon[A][B] — kor[AB] (Gl. 2)

Nach einer Reaktionszeit t ist bereits eine bestimmte Anzahl der Rezeptorpositionen auf der
Oberflache belegt und es qilt: [B] = [B]o — [AB]. Aus (Gl. 2) ergibt sich:

d[ABJ/dt = kon[A]([B]o — [AB]) — k[ AB, (Gl. 3)

wobei [B]o die anfangliche Konzentration der Sondenmolekiile B ist.

Das detektierte Signal R ist proportional zu der Anzahl der gebildeten AB-Komplexe auf der
Oberflache. Dieselbe Proportionalitat besteht auch zwischen dem maximal erreichbaren
Signal Rnax und der Anfangskonzentration der freien Fangsondemolekiile [B]o.

Damit ergibt sich aus (Gl. 3):

dR/dt = konC(RmaX - R) = koﬁR (GI. 4)

Hier ist dR/dt die zeitliche Anderung des gemessenen Signals, ¢ die aufgrund der Durch-
flussmessung konstante Konzentration des Targetmolekiils und (Rmax—R) aquivalent zur
Anzahl der freien Oberflachenbindungsstellen zum Zeitpunkt t.

Betrachtet man nun lediglich die Anfangsphase der Hybridisierungsreaktion, kann der
Dissoziationsschritt vernachlassigt werden, womit der Term - kR aus (Gl. 4) entfallt. Besteht
weiterhin ein groBer Uberschuss an immobilisierten Rezeptormolekiilen, gilt auRerdem:

Rmax >> R und dementsprechend Rnax — R = Ryax- (Gl. 4) vereinfacht sich daher zu:
dR/dt = konCRmax (Gl. 5)
Durch Intergration von t = 0 bis t erhalt man mit R, als Hintergrundsignal:
R(t) = konCRmax *t+ Ry (Gl. 6)

Da innerhalb einer Messung Kon, Rmax Und ¢ konstant sind, besteht im Anfangsbereich der
Messung (Abb. 4) ein linearer Zusammenhang zwischen dem aufgenommenen MeRsignal
und der Zeit t.
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Wird die Wechselwirkung zwischen den Sonden- und Targetmolekilen Gber die Anfangs-
phase hinaus beobachtet, erreicht das Detektionssignal nach einer Weile ein Sattigungs-
niveau Req (Abb. 4), bei dem sich auf der Oberflache ein Gleichgewicht eingestellt hat
zwischen geldsten und gebundenen Targetmolekilen. Dieser Gleichgewichtszustand wird

beschrieben durch die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation Kbp:

k
Ky =21 (Gl. 7)
kon
Nach Erreichen des Sattigungsniveaus andert sich das Signal nicht mehr, aus (Gl. 4) erhalt
man mit R = Req:
dR/dt = 0 = konC(RmaX - Req) = koffReq

Durch Auflésen nach Req erhalt man:

Rmax * C

Ry =—"12%—
Ky +c

€q

(Gl. 8)

Das Signal im Gleichgewicht Req ist dabei umso hoher, je groRer die Targetkonzentration
gewahlt wird und ndhert sich fir c — « dem Wert von Rnax an. Die Grole des Req-Wertes
verhalt sich nach (Gl. 8) umgekehrt proportional zur Gro3e von Kp, d.h. dass schwache
Wechselwirkungen mit einer entsprechend gro3en Dissoziationskonstante nur ein relativ
niedriges Sattigungsniveau erreichen und umgekehrt.

Die Dissoziationsphase der Hybridisierung kann bei Durchfluss von reinem Puffer beob-
achtet werden. Wenn die Rickbindung bereits abgeldster Targetmolekiile wie z.B. bei Gotoh

et al. [45] vernachlassigt werden kann, ergibt sich eine Reaktion 1. Ordnung mit:

dR/dt = - kosR (Gl. 9)
Durch Integration erhalt man
R(tp)
In| =22 |=Kk_.(t—t Gl. 10

mit to dem Zeitpunkt des Beginns der Dissoziation und R(tp) dem relativen Detektionssignal
zum Zeitpunkt tp. Unter Berlcksichtigung des Basissignals Ry, das sich fir t — « in reinem
Hybridisierungspuffer ergibt mit Ry’ = Ry unter idealen Bedingungen, Iasst sich der exponen-
tiell abnehmende Signalverlauf Rp(t) (Abb. 4) wahrend der Dissoziation folgendermalen

beschreiben:

Ro(t) = Ry’ + R(to) exp(-kor(t-to)) (Gl 11)
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Abb. 4 Bindungskinetik mit Assoziation, Gleichgewicht und Dissoziation fur die Hybridi-
sierung einer Targetsequenz mit der immobilisierten Fangsonde im DNA-Biosensor

3.1.3 DNA-Chip-Technologie

Eine besonders starke Entwicklung hat in den letzten zehn Jahren im Bereich der DNA-Chip-
Technologie stattgefunden, die heute neben der PCR einen wesentlichen Baustein der mo-
dernen Nukleinsaureanalytik darstellt. Unter DNA-Chips oder DNA-Mikroarrays versteht man
miniaturisierte Trager, auf deren Oberflaiche DNA-Molekiile bekannter Sequenz als Fang-
sonden in einem geordneten Raster (array) in hoher Dichte immobilisiert werden. Die
Sonden werden wahrend einer langeren Inkubationsphase mit komplementarer, fluorophor-
markierter Target-DNA aus der Probenldsung hybridisiert und nach einem Waschschritt zur
Entfernung ungebundener Targetmolekiile wird die angebundene Fluoreszenz mit einem
Fluoreszenzscanner detektiert. Das resultierende Signalmuster erlaubt Aussagen bezlglich
der in der Probe vorhandenen DNA-Sequenzen. In dieser Arbeit wird die DNA-Chip-Methode
auch als ,konventionelle Chiphybridisierung® bezeichnet, bei der man im Unterschied zu
DNA-Biosensoren die Hybridisierung nur Uber eine Endpunktsbestimmung charakterisieren
kann.

Einzelne DNA-Chip-Experimente liefern meist eine sehr hohe Informationsdichte, weil
Ublicherweise high-density-Mikroarrays verwendet werden, bei denen zwischen mehreren
hundert und bis zu vielen tausend verschiedene Sondensequenzen immobilisiert werden.
Low-density-Arrays mit bis zu wenigen hundert immobilisierten Sonden werden dagegen
dann eingesetzt, wenn bei gezielten Fragestellungen nur besonders aussagekraftige

Sequenzen nachgewiesen werden sollen.
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Bei der Anwendung von DNA-Chips in den unterschiedlichsten Aufgabenbereichen werden
mit der Genexpressionsanalyse einerseits und dem Nachweis von SNPs andererseits
grundsatzlich zwei verschiedene Arten der Analyse durchgefihrt. Fir die Genexpressions-
analyse sind DNA-Chips ganz besonders geeignet, weil sie eine quantitative Aussage Uber
das Expressionsniveau der Gene eines gesamten Genoms in einem Arbeitsgang ermog-
lichen [83]. Durch Markierung der DNA aus zwei verschiedenen Gewebeproben mit unter-
schiedlichen Fluorophoren wird dabei eine differentielle Expressionsanalyse moglich, die
einen Vergleich der Transkriptionsaktivitat individueller Gene erlaubt und auch Riickschliisse
zulasst auf die Wirkung von externen Parametern auf die zellulare Genexpression. So gelingt
z.B. in der Krebsforschung durch einen systematischen Vergleich von zahlreichen gesunden
und kranken Gewebeproben eine Tumorklassifizierung [84,85] und ein Teilbereich der
Pharmakogenomik versucht, durch die Untersuchung der Genexpressionslevel bestimmter
Enzyme (drug metabolizing enzyme, DME) in den verschiedenen Stadien einer Chemo-
therapie die Medikamentierung fiir jeden Patienten individuell zu optimieren [86,87]. Gen-
expressionsanalyse auf DNA-Chips ermdéglicht auRerdem ein Hochdurchsatz-Screening von
potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffen auf Toxizitat [88], eine ausfiihrliche Charakte-
risierung komplexer Krankheitsverldufe [89] sowie ein besseres Verstandnis zellularer
Mechanismen [90]. Ebenso bedeutsam fur medizinische Fragestellungen ist die Anwendung
von DNA-Chips zur Detektion von Punktmutationen, wobei die hohe Spezifitat der
Hybridisierung mit kurzen Oligonukleotidsonden ausgenutzt wird [91,92]. Aufgrund der simul-
tanen Analyse einer sehr grof3en Zahl unterschiedlicher Hybridisierungssequenzen werden
DNA-Chips haufig fur die Genotypisierung einzelner Patienten [93] im Rahmen pharmako-
genomischer Untersuchungen sowie zur schnellen Identifizierung von Viren und Bakterien
eingesetzt (vgl. 3.3.2).

Obwohl die DNA-Chip-Technologie grundsatzlich z.B. auch fir den Einsatz im Bereich der
Lebensmittel- und Umweltanalytik geeignet ist, liegt der Schwerpunkt zur Zeit noch bei den
medizinischen Fragestellungen. Der Ubergang von der Forschungsanwendung in die
Routineanalytik erfolgt dabei nur langsam, was hauptsachlich auf die relativ hohen Gesamt-
kosten der Methode zurlickzufiihren ist, die sich durch die aufwendige Arrayherstellung und
die Anschaffungskosten der Fluoreszenzscanner ergeben.

Als Tragermaterial der DNA-Chips wird in den meisten Fallen Glas gewahlt, weil es
kostenguinstig und chemisch inert gegentber den Probenlésungen ist. Es zeigt eine geringe
Eigenfluoreszenz im Bereich der Ublicherweise verwendeten Laserwellenldngen und ist
geeignet fur die kovalente und dauerhafte Immobilisierung der DNA-Sonden (vgl. 3.1.4). Eine
alternative und sehr innovative Form der DNA-Mikroarrays wurde allerdings in der
Arbeitsgruppe von Walt [94,95] entwickelt. Die sog. BeadArray™-Technologie ermdglicht

eine kostenglnstige und zeitsparende Produktion eines faseroptischen high-density-
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Mikroarrays durch eine zufallige Anordnung der auf kodierten Mikropartikeln immobilisierten
Sondenoligonukleotide in geatzten Mikrokavitdten auf der sensitiven Endflache eines faser-
optischen Lichtleiterblindels, das aus vielen Einzelfasern aufgebaut ist. Verschiedene
BeadArray™-Produkte werden heute bereits von der Firma lllumina (San Diego, USA)
angeboten.

Eine Ubersicht Uber verschiedene Aspekte der DNA-Chip-Technologie wie Methoden zur
Arrayherstellung, Art der Sondenmolekiile und Anwendungsprotokolle geben Hegde et al.
[96], Holloway et al. [97] und Heller [98].

3.1.4 Immobilisierung von DNA auf Glas

Sowohl bei der Realzeit-Hybridisierung von Targetmolekulen in DNA-Biosensoren als auch
im Rahmen der konventionellen Hybridisierung auf DNA-Chips spielt die Immobilisierung
einzelstrangiger Oligonukleotid-Fangsonden auf Oberflachen eine entscheidende Rolle. Von
der Qualitdt der Immobilisierung hangen dabei nicht nur Empfindlichkeit und Reproduzier-
barkeit der eingesetzten Methode ab, sondern auch die Méglichkeit zur Miniaturisierung des
Verfahrens. Um die erfolgreiche Durchfiihrung eines Hybridisierungsassays auf einer sensi-
tiven Oberflache zu gewahrleisten, sollten daher grundsatzlich folgende Kriterien erflllt sein:
= Zur Signalmaximierung muss fir eine ausreichende und konstante Menge an
Fangsonden auf der sensitiven Oberflache gesorgt werden.
= Die Belegung muss von Dauer sein und darf nicht durch Waschschritte oder harsche
Reaktionsbedingungen geldst werden.
= Die Fangsonde muss sich moéglichst zuganglich tber der sensitiven Flache befinden,
um eine ungehinderte Bewegung der Targetmolekiile zur Sonde zu gewahrleisten.
= Eine unspezifische Anbindung der Targetmolekiile an die sensitive Oberflache muss
verhindert werden.
Fir die Immobilisierung von einzelstrangigen Oligonukleotidsonden oder PCR-Produkten auf
Glasoberflachen stehen zahlreiche Methoden zur Verfugung. Unterschieden werden kann
dabei zwischen kovalenter und nicht-kovalenter Bindung der DNA auf der Oberflache. Im
Bereich der nicht-kovalenten Immobilisierungstechniken beruhen verschiedene Methoden
z.B. auf der Poly-L-Lysin-Beschichtung [83], hydrophoben Wechselwirkungen [99] oder der
ionischen Wechselwirkung zwischen DNA-Molekilen und aminosilanisierten Glasober-
flachen [100]. Diese kann jedoch durch UV-Bestrahlung in eine kovalente Bindung zwischen
den Thyminbasen der DNA und den positiv geladenen Aminogruppen der Oberflache
umgewandelt werden, wodurch man allerdings eine ungerichtete Bindung der DNA-Molekule
erhalt. Die meisten kovalenten Immobilisierungsmethoden nutzen deshalb den Vorteil, der
sich durch eine gerichtete Bindung der DNA-Molekile Gber das normalerweise modifizierte

5-Ende an die aktivierte Oberflache ergibt. So kénnen z.B. aminoterminale Oligonukleotide
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an epoxy- [101] oder isothiocyanat-aktivierte [102] Oberflachen gebunden werden. Verschie-
dene Methoden wie die Carbodiimid-vermittelte Kopplung von amino-, carboxy- und phos-
phoryl-modifizierter DNA an carboxy- bzw. amino-aktivierte Oberflachen und die Bindung
amino-terminaler Oligonukleotide an aldehyd-aktiviertes Glas wurden von Zammatteo et al.
[103] untersucht. Fir die vereinfachte Herstellung von DNA-Mikroarrays steht dem Anwender
heute bereits ein breites Angebot voraktivierter Glasobjekttrager auf Basis der verschiedenen
Immobilisierungsmethoden zur Verfiigung (vgl. 4.1 Tab. 5). Einen ausfiihrlichen Uberblick
Uber die Immobilisierung von DNA auf Glas und anderen Tragermaterialien zur Herstellung

von Mikroarrays gibt Beaucage [104].

3.2 Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

3.2.1 Fragestellungen und Bedeutung

Im Rahmen der weltweit steigenden Produktion von Lebensmitteln im industriellen Mal3stab
sowie aufgrund der zunehmenden Unubersichtlichkeit des Marktes etwa durch die Libera-
lisierung des Handelsverkehrs in der Europaischen Union (EU) und den Anstieg der
Wildimporte aus aller Welt hat die Notwendigkeit von Lebensmittelkontrollen zur eindeutigen
Identifizierung der verarbeiteten Bestandteile in den letzten Jahren stark an Bedeutung
gewonnen. Neben der Qualitatssicherung ist das vorrangige Ziel dabei, sowohl den Verbrau-
cher als auch den Handel und die einschlagige Wirtschaft vor Falschdeklarationen und
Verfalschungen zu schiitzen. Nicht nur im Bereich von Fleisch- und Fischerzeugnissen, son-
dern auch bei Milch- und Kase-Produkten werden namlich haufig unter falscher Deklaration
bewusst Materialien von minderwertigeren Tierarten zugesetzt, um durch Uberhdhte Preise
einen wirtschaftlichen Vorteil zu erlangen. So werden z.B. K&seprodukte aus Ziegen-,
Schafs- oder Buffelmilch durch die viel billigere Kuhmilch verfalscht und Fisch wird nach
Entfernung der dulerlichen Charakteristika (Filetierung) oder einer weiteren Verarbeitung —
etwa in der Raucherkammer oder zur Konserve — oft als teure, nachgefragte Spezies
verkauft, da eine Identifizierung nicht mehr auf den ersten Blick moglich ist.

Bei Fleischerzeugnissen spielen hinsichtlich einer eindeutigen Bestimmung der einzelnen
Bestandteile auch die Problematik der Bovinen Spongiformen Enzephalopathie (BSE) in
Rindfleisch sowie religidse Gesichtspunkte eine entscheidende Rolle. Auch wenn die Zahl
der BSE-Falle europaweit ricklaufig ist und Testverfahren vor der Verarbeitung erkrankter
Tiere schiitzen sollen, wollen zahlreiche Verbraucher den Verzehr von Rindfleisch vermei-
den. Dieser ist den Anhangern des Hinduismus aufgrund der Glaubenslehre untersagt
ebenso wie im Islam und im Judentum der Verzehr von Schweinefleisch. Zur Kontrolle der

Tierart bei Fleischimporten missen aullerdem geeignete Methoden zur Bestimmung exoti-
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scher Spezies, wie z.B. Kanguru-, Antilopen- oder Strauflenfleisch, zur Verfugung stehen,
die auch aus seuchenpolizeilicher Sicht von Bedeutung sind, da die Mdglichkeit der Ein-
schleppung neuartiger Tierseuchen besteht. Ein zusatzlicher Grund fir die Notwendigkeit
einer ausfuhrlichen Kennzeichnung der in Lebensmitteln verarbeiteten Spezies liegt in der
zunehmenden Zahl von Allergien gegen das Eiweild bestimmter Tierarten. In der EU wird
deshalb seit Marz 2000 die Etikettierung und Aufmachung von Lebensmitteln sowie die
Werbung daflir durch die Richtlinie 2000/13/EG geregelt, die zum 1. Januar 2003 hinsichtlich
einer neuen und strengeren Etikettierungspflicht fir Fleischerzeugnisse durch die zusatzliche
Richtlinie 2001/101/EG abgeéandert worden ist. In Planung ist aktuell auRerdem eine Verbes-
serung der Kennzeichnung von Gefllgelfleischerzeugnissen [105].

Leistungsfahige Methoden zur Tierartenidentifizierung finden aber nicht nur im Bereich der
Kennzeichnung von Lebensmitteln Anwendung, sondern z.B. auch bei der Herstellung und
Uberwachung von Futtermitteln, bei der forensischen Analyse im Rahmen gerichtsmedizini-
scher Untersuchungen, bei Durchflihrung und Kontrolle des Artenschutzes sowie zur eindeu-
tigen biologischen Klassifizierung verschiedener Spezies.

Vom Gesetzgeber anerkannte Verfahren zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln finden
sich in der ,Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 Lebensmittel- und
Bedarfsgegenstandegesetz (LMBG)". Diese Sammlung von Verfahren zur Probenahme und
Untersuchung von Lebensmitteln, Bedarfsgegenstadnden, Tabakerzeugnissen und kosmeti-
schen Mitteln wird seit 1980 herausgegeben und umfasst Uberwiegend im Ringversuch uber-
priufte Methoden, die in Arbeitsgruppen des friheren Bundesinstituts fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV, Berlin, jetzt Bundesinstitut fur Risikobewer-
tung, BfR) bzw. des Deutschen Instituts fir Normung (DIN, Berlin) unter Mitwirkung von
Fachleuten aus den Bereichen der Uberwachung, Wissenschaft und beteiligten Wirtschaft
entwickelt bzw. ausgewahlt wurden. Einen Uberblick Uber unterschiedliche Methoden zur
Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln geben Momcilovic und Rasooly [106] sowie
Hofmann [107,108].

3.2.2 Proteinanalytische Methoden

Bis vor wenigen Jahren basierten die meisten Methoden zur Uberpriifung der in Lebensmit-
teln verarbeiteten Tierarten auf dem Nachweis speziesspezifischer Proteine. Einschrankun-
gen ergeben sich dabei besonders bei stark verarbeiteten und hocherhitzten Produkten, in
denen die Proteine denaturiert vorliegen und dadurch ihre charakteristischen Eigenschaften
verlieren.

Verschiedene elektrophoretische Methoden nutzen die Trennung der Proteine im elektri-
schen Feld zur Erzeugung artspezifischer Bandenmuster. Man kann grundsatzlich unter-

scheiden zwischen der nativen Elektrophorese in Polyacrylamidgelen, bei der die Trennung
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sowohl von der Ladung als auch von der Grofie der Proteinmolekule abhangt, der denatu-
rierenden SDS-PAGE, bei der sich nur das Molekulargewicht auf die Trennungsleistung
auswirkt, und der isoelektrischen Fokussierung (IEF). Dabei erfolgt die Trennung in einem
pH-Gradienten-Gel und die Proteine wandern bis zum Erreichen ihres isoelektrischen Punk-
tes. Die erhaltenen Proteinmuster werden mit einem Proteinfarbstoff oder durch spezielle
Enzymfarbungen sichtbar gemacht. Elektrophoretische Methoden sind erfolgreich fir die
Identifizierung roher Fleischmaterialien eingesetzt worden [109,110], scheitern aber z.B. bei
der Analyse marinierter Proben [111]. In erhitzten Produkten konnte eine Tierartbestimmung
mittels IEF nur noch eingeschrankt erfolgen [112,113]. Amtlich anerkannt nach §35 LMBG ist
die Methode aber zur Artenbestimmung in Fisch- sowie in Milch- und Kaseprodukten.

In der Routineanalytik verbreitet sind heute auRerdem immunchemische Methoden, die auf
der Reaktion von charakteristischen Tier-Proteinen mit spezifischen Antikdrpern beruhen.
Ein Problem ergibt sich dabei haufig durch Kreuzreaktivititen nah verwandter Spezies,
weshalb ein hoher Anspruch an die Herstellung der Antikdrper gestellt werden muss.
Angewendet werden zum einen verschiedene Varianten des Immunodiffusions-Tests nach
Ouchterlony [114], von denen zwei als amtliche §35-Methoden anerkannt worden sind. Noch
haufiger eingesetzt hauptsachlich zur Tierartbestimmung in Fleischerzeugnissen werden
heutzutage aber Enzymimmunoassays, die sog. ELISA-Tests (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) [115,116], welche die Basis von drei §35-Methoden bilden und mittlerweile in
verschiedenen kommerziellen Test-Kits zur Verfigung stehen. Der Cooked Meat Species
Identification Kit der Firma Cortecs Diagnostics (Clwyd, England, Vertrieb in Deutschland:
Transia, Obermorlen) beschrankt sich zwar auf den Nachweis von Rind, Schwein, Schaf und
Geflugel, ermdglicht aber auch den empfindlichen und spezifischen Nachweis in Materialien,
die bis zu einem gewissen Grad erhitzt worden sind. Er ist aullerdem geeignet, vor dem
Hintergrund der BSE-Problematik die Effektivitat der Erhitzung von Tiermehlen zu
kontrollieren, in denen nach der gesetzlich vorgeschriebenen thermischen Behandlung der
Test auf alle Spezies negativ ausfallen muss [117,118]. Weitere Anbieter von ELISA-Tests
zur Tierartbestimmung sind u.a. Coring (Gernsheim), ELISA Technologies und ABC
Research (beide Gainesville, USA).

3.2.3 DNA-analytische Methoden

Deutliche Vorteile hinsichtlich einer grélReren Sensitivitat und Spezifitat bieten Methoden zur
Tierartenidentifizierung, die auf dem Nachweis speziesspezifischer DNA-Sequenzen beru-
hen. Die DNA ist, im Gegenteil zu den Proteinen, weitgehend hitzestabil und verandert sich
allenfalls in ihrer Lange, nicht aber in ihrem Informationsgehalt, d.h. der Basenabfolge. Fir

einen spezifischen Nachweis werden zudem nur geringe DNA-Mengen bendétigt. Einen
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ausfiihrlichen Uberblick Gber DNA-analytische Methoden zur Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln geben Meyer und Candrian [119].

Nachdem die DNA aus der Lebensmittelprobe isoliert worden ist, kann sie grundsatzlich
durch Hybridisierung mit tierartspezifischen DNA-Sonden in einem Southern-Blot oder mit
PCR-Technik analysiert werden. Die Eignung der Sonden-Hybridisierung auch fir die
Analyse hitzebehandelter Fleischproben konnte demonstriert werden [120-122], allerdings
trat dabei teilweise Kreuzhybridisierung zwischen nah verwandten Spezies auf [120,123]. Die
Methode zeigt aulerdem tendenziell eine geringere Sensitivitat als die PCR und ist relativ
zeitaufwendig. Ein methodischer Vergleich der DNA-Sonden-Technik mit der PCR-Analyse
und der isoelektrischen Fokussierung flir gekochte Fleischproben wurde von Riggeberg et
al. [124] durchgeflihrt.

Bei PCR-basierten Methoden zur Tierartendifferenzierung werden im ersten Schritt spezies-
spezifische DNA-Sequenzen in der Probe amplifiziert, woraufhin der eigentliche Nachweis
der verschiedenen Spezies dann durch eine weitere Analyse der PCR-Produkte erfolgt. Die
vorausgegangene Sequenzanalyse in verschiedenen Bereichen der genomischen DNA von
zahlreichen Spezies sowie der Zugang zu den gesammelten Informationen in Datenbanken
bilden dabei die Voraussetzung flir die Auswahl der Zielsequenzen und die Abstimmung der
verwendeten Primersequenzen. Die PCR-Verfahren unterscheiden sich grundlegend durch
die Art der eingesetzten Primer.

Bei der tierartspezifischen PCR werden Primer verwendet, die ausschlieBlich an die DNA
einer bestimmten Tierart binden kdnnen [125,126]. Das Design entsprechender Primer
orientiert sich an DNA-Regionen, die zu anderen lebensmittelrelevanten Tierarten eine hohe
Diversitat aufweisen. Der parallele Nachweis verschiedener Spezies wird dadurch
vereinfacht, dass die artspezifischen PCR-Amplifikate charakteristische Fragmentlangen
aufweisen, die leicht bei einer anschlieRenden gelelektrophoretischen Analyse der PCR-
Produkte unterschieden werden koénnen. Die tierartspezifischen PCR-Nachweise kénnen
entweder in separaten Ansatzen mit jeweils einem Primerpaar durchgefiihrt werden [127],
was allerdings mit einem grélieren Versuchsaufwand verbunden ist, oder sie werden in einer
Multiplex-Reaktion durchgefiihrt [128-130]. Um die Komplexitat der Gesamtreaktion dabei zu
minimieren, wird haufig ein forward-Primer eingesetzt, der komplementar an die Template-
DNA aller nachzuweisenden Spezies bindet, wahrend durch speziesspezifische reverse-
Primer mit moglichst ahnlichen T.,-Werten die charakteristischen Fragmente gebildet
werden. Nach diesem Prinzip haben z.B. Matsunaga et al. [128] Rind, Schwein, Huhn,
Schaf, Ziege und Pferd auch in erhitzten Fleischproben nachgewiesen, wahrend Rea et al.
[129] Zusatze von Kuhmilch in Mozzarella-Kase nachgewiesen haben, der im Original nur
aus Buffelmilch hergestellt werden darf. Der Vorteil der tierartspezifischen PCR besteht

darin, dass auch hocherhitzte Proben, die nur noch stark degradierte DNA enthalten,
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untersucht werden kdnnen, da durch die geeignete Wahl der Primer auch sehr kurze
spezifische PCR-Amplifikate erzeugt werden koénnen. Mittlerweile sind verschiedene
kommerzielle Kits flr den tierartspezifischen PCR-Nachweis in Lebensmitteln erhaltlich, wie
z.B. die Animal-Kits von Alcum (Rietberg), die PCR-Kits von Coring und die CIB-A-Kits von
Cibus Biotech (Gutersloh).

Vereinfacht wird die PCR zum simultanen Nachweis verschiedener Spezies durch den
Einsatz universeller Konsensus-Primer. Die Primersequenzen liegen dabei in Bereichen, die
tierartibergreifend stark konserviert sind, wodurch speziesunabhangig gleich grofte PCR-
Amplifikate entstehen, die intern jedoch an verschiedenen Positionen Sequenzvariationen
aufweisen. Eine wichtige Voraussetzung fiir vergleichbare Sensitivititen beim parallelen
Nachweis verschiedener Spezies ist, dass die Primer tatsachlich mit einer vergleichbaren
Effizienz an die verschiedenen DNA-Vorlagen binden. Die weitere Analyse der PCR-Pro-
dukte erfolgt Ublicherweise durch die Methode des Restriktionsfragmentlangenpolymorphis-
mus (RFLP). Dabei spalten Restriktionsenzyme die PCR-Amplifikate an definierten Sequenz-
stellen, wodurch infolge der artspezifischen Sequenzunterschiede verschiedene Spaltpro-
dukte entstehen, die bei einer gelelektrophoretischen Auftrennung der verdauten Amplifikate
fur jede Spezies charakteristische Bandenmuster ergeben. Mit PCR-RFLP haben z.B.
Quinteiro et al. [131] durch Amplifikation eines 197bp grol3en Fragmentes aus der Kontroll-
region der mtDNA 11 verschiedene Seehecht-Spezies identifiziert und auch noch in
sterilisierten Proben nachgewiesen. Die Mehrzahl der PCR-RFLP-Methoden im Bereich der
Tierartendifferenzierung nutzt jedoch die Amplifikation von Teilsequenzen des Cytochrom B
(cytb)-Gens der mtDNA (vgl. 3.2.4). Die mtDNA ist deshalb besonders geeignet fiir die Tier-
artenidentifizierung mittels Konsensus-PCR, weil sie in der Evolution eine viel hdhere Muta-
tionsrate gezeigt hat als nukleare DNA und dadurch zwischen verschiedenen Spezies eine
grélkere Sequenzvariabilitat aufweist, die auch die Differenzierung zwischen nah verwandten
Spezies ermdglicht [132,133]. Ein Vorteil fir die Analyse stark prozessierter Proben ist
aullerdem, dass die mtDNA in viel groferer Kopienzahl in der Zelle vorliegt als nukleare

DNA, so dass auch geringe Probenmengen fir die Analyse ausreichend sind.

3.2.4 Differenzierung Uber das cytb-Gen

Bei Anwendung einer Konsensus-PCR zur Tierartenidentifizierung werden heute Ublicher-
weise Teilsequenzen aus dem mitochondrialen cytb-Gen amplifiziert, weil das Gen vollstan-
dig (ca. 1140 bp) oder zumindest teilweise bereits fir zahlreiche Spezies im Rahmen von
taxonomischen Untersuchungen sequenziert worden ist [134,135]. Sequenzinformationen
stehen sowohl fiir viele Fisch- und Wildarten als auch fir alle weiteren wichtigen Fleisch-

arten, den Menschen und sogar Insekten zur Verfligung.
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Wegweisend war die Arbeit von Meyer et al. [136], in der 1995 eine PCR-RFLP-Methode
zum parallelen Nachweis von bis zu drei verschiedenen Spezies auch in erhitzten
Fleischproben beschrieben wurde, bei der durch ein universelles Primerpaar ein 359bp-Frag-
ment des cytb-Gens fur 22 verschiedene Spezies erzeugt und durch RFLP mit verschie-
denen Restriktionsenzymen differenziert wurde. Bezogen auf die Numerierung des humanen
cytb-Gens wurde dabei der Bereich zwischen den Positionen 70 und 427 amplifiziert (Abb. 5,
vgl. 8.2, Abb. 108). Mit demselben Primerpaar wurden weitere Untersuchungen an verschie-
denen Fleischerzeugnissen durchgefiihrt [5,137], wobei flr Rind, Schwein, Huhn und Pute
Nachweisgrenzen von 1 bis 2 % erhalten wurden [5]. Durch PCR-RFLP des 359bp-Fragmen-
tes konnte auRerdem die Herkunft von Milch in Mozzarella und griechischem Feta bestimmt
werden [138]. Weil bei der Methode nach Meyer et al. [136] jedoch in einzelnen Fallen
zweideutige Ergebnisse aufgrund einer zusatzlichen Amplifikation von Pseudo-cytb-Genen
der nuklearen DNA auftraten, haben Burgener und Hibner [139] unter Beibehaltung des
reverse-Primers und durch 5-Verschiebung des forward-Primers in den Bereich des
angrenzenden tRNA®"-Gens, das fiir die tRNA von Glutamin kodiert, ein 464bp-Fragment
amplifiziert, welches spezifisch fiir das mitochondriale cytb-Gen ist (Abb. 5). Durch RFLP der
erhaltenen PCR-Produkte konnten in Fleischproben zahlreiche Spezies eindeutig auch in
Mischproben mit bis zu drei Komponenten identifiziert und auch nah verwandte Spezies
nach Verdau mit ein oder zwei Restriktionsenzymen differenziert werden [140]. Die
Tauglichkeit der Methode zur Bestimmung der Fischart in Lebensmitteln wurde aul3erdem
durch die Analyse zahlreicher Realproben bewiesen [141-144], weshalb sie flr diesen

Anwendungsbereich bereits als §35-Methode anerkannt wurde.
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Abb. 5 Lage der universellen Primer im Bereich des mitochondrialen cytb-Gens bei ver-
schiedenen Anséatzen zur Tierartendifferenzierung durch Konsensus-PCR

Skizziert sind die Positionen des jeweiligen forward(—)- und reverse(«)-Primers. Dabei ergeben sich
PCR-Produkte von 359 bp bei Meyer et al. [136], 464 bp bei Burgener und Hibner [139] und 377 bp in
dieser Arbeit.
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Ein Nachteil ergibt sich bei der PCR-RFLP-Methode dadurch, dass besonders bei Mischpro-
ben die Interpretation der Bandenmuster kompliziert und nicht immer eindeutig mdglich ist
[141,143]. Die Analyse der PCR-Produkte durch Restriktion und elektrophoretische Auftren-
nung ist zudem relativ zeitaufwendig. Eine sinnvolle Alternative stellt deshalb die Hybridisie-
rungsanalyse auf DNA-Chips oder im DNA-Biosensor dar, wobei durch Immobilisierung von
speziesspezifischen Sondensequenzen aus dem variablen Bereich der Konsensus-PCR-
Produkte innerhalb kurzer Zeit eine eindeutige Identifikation der Tierart erfolgen kann.

In dieser Arbeit sind daher zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln PCR-Amplifikate
des cytb-Gens sowohl konventionell auf DNA-Chips als auch in einem Evaneszent-Feld-
DNA-Biosensor hybridisiert worden. Gegenliber der RFLP-Methode ergibt sich dabei der
Vorteil, dass bei der Konzeptionierung des universellen Primerpaares die relativ seltenen
Positionen geeigneter Restriktionsschnittstellen in dem amplifizierten DNA-Fragment nicht
bertcksichtigt werden mussen. Fur den Nachweis der Spezies Rind, Schwein, Huhn, Pute,
Schaf und Ziege wurden deshalb die Primersequenzen in interspezifisch maximal homolo-
gen Bereichen des cytb-Gens ausgewahlt, und zwar als forward-Primer cytb403 ab Position
403, entsprechend der Position des reverse-Primers bei Meyer et al. [136] sowie Burgener
und Hubner [139], und als reverse-Primer cytb779 ab Position 779 im cytb-Gen (Abb. 5, vgl.
Anhang Abb. 108). Dadurch ergab sich ein 377bp-PCR-Produkt mit verschiedenen internen
Bereichen von grofler interspezifischer Sequenzvariabilitat, das durch Hybridisierung mit

tierartspezifischen Sondensequenzen charakterisiert werden sollte.

3.3 Detektion von Mikroorganismen

3.3.1 Fragestellungen und Grundlagen

Der Nachweis von Mikroorganismen spielt in ganz unterschiedlichen Bereichen wie der
Human- und Veterindrmedizin [145], der Hygiene, der Umwelt [146] oder auch der Lebens-
mittelkontrolle [147] eine bedeutende Rolle. Nachgewiesen werden muissen dabei patho-
gene, umweltbelastende oder aber auch nutzbringende Bakterien. Typische Aufgaben der
medizinischen Mikrobiologie sind z.B. der Erregernachweis bei Infektionskrankheiten in ver-
schiedenen Probenmaterialien, die Differenzierung phylogenetisch verwandter Mikroorga-
nismen und epidemiologische Untersuchungen zur Aufklarung von Infektionsquellen. Die
Umwelt-Mikrobiologie beschaftigt sich dagegen neben der Kontrolle der Wasserqualitat
besonders damit, komplexe Strukturen und Wirkungsweisen nattrlicher Mikroorganismen-
Populationen aufzuklaren und die Effizienz bestimmter Bakterien beim Abbau von Schad-
stoffen in der Umwelt zu verbessern. In den letzten Jahren sind neben den klassischen

Methoden zur Identifizierung von Mikroorganismen aufgrund ihrer phanotypischen Eigen-
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schaften, wie z.B. der kulturellen Anzucht in speziellen Medien oder der Analyse der
Enzymausstattung, zunehmend molekularbiologische Methoden angewendet worden, weil
dadurch zum einen die Diagnose fur klinische Proben schneller gestellt und ineffektive
Therapieansatze sowie gehaufte Antibiotika-Resistenzen verhindert werden kénnen [148].
Zum anderen sind neben Viren und verschiedenen klinischen Erregern auch die meisten
Mikroorganismen aus Umweltproben aufgrund ihrer speziellen Lebensbedingungen mit den
Ublichen Methoden gar nicht kultivierbar [149] und in ihrer Diversitat bisher noch zu wenig
charakterisiert, um ausschlie3lich mit den klassischen Methoden erfasst werden zu kdnnen
[150,151]. Neben verschiedenen DNA-analytischen Verfahren wie DNA-Sondenhybridisie-
rung [152,153] oder Nutzung von spezifischen RFLPs [154] spielen besonders PCR-basierte
Nachweismethoden eine entscheidende Rolle fiir die spezifische und schnelle Charakte-
risierung von Mikroorganismen [155]. Wahrend zahlreiche PCR-Tests zur gezielten Detek-
tion einzelner Erreger in der Routinediagnostik entwickelt worden sind [156-158], bietet sich
fir die Analyse komplexer Populationen die Hybridisierung der Amplifikate auf DNA-

Mikroarrays an.

3.3.2 Anwendung von DNA-Mikroarrays

Durch Hybridisierungsanalyse auf DNA-Mikroarrays kénnen in einem einzigen Experiment
viele verschiedene Mikroorganismen parallel nachgewiesen werden, wenn die entsprechen-
den Sequenzdaten zur Verfiigung stehen, aus denen speziesspezifische Sondensequenzen
generiert werden konnen. Der Nachweis richtet sich dabei gezielt auf Abschnitte solcher
Gene, welche die phylogenetische Entwicklung der verschiedenen Spezies und entspre-
chend ihre Diversitat besonders deutlich widerspiegeln. Am ausfiihrlichsten wurde bisher das
16S rRNA-Gen (ca. 1550 bp), welches fir eines der drei RNA-Molekile im Ribosom kodiert,
fur die phylogenetische Analyse und Detektion von Bakterien untersucht [159]. Das Gen
bietet ahnlich dem mitochondrialen cytb-Gen (vgl. 3.2.4) den Vorteil, dass es beim Vergleich
aller lebenden Organismen zum einen relativ stark sequenzkonservierte Bereiche zeigt, die
das Design eines universellen Primerpaares zur Amplifikation des 16S rRNA-Gens fir eine
grol3e Mehrheit verschiedener Spezies in einer Konsensus-PCR ermdglichen. Andererseits
weist das Gen verschiedene Bereiche mit einer deutlichen interspezifischen Sequenz-
variabilitdt auf, die es ermoglichen, Sonden spezifisch fir héhere oder niedrigere Taxa, d.h.
Rangstufen im System genotypisch verwandter Organismen, zu konzipieren. Die Entwick-
lung taxonspezifischer Sonden liegt auch dem Mehrfachsondenkonzept zugrunde, welches
bei der Differenzierung komplexer Bakterienpopulationen auf Mikroarrays haufig Anwendung
findet. Dabei erfolgt der zuverlassige Nachweis einer Spezies nach einem hierarchischen
Prinzip Uber mehrere Sonden, die spezies-, gruppen- oder gattungsspezifisch an verschie-

denen Positionen des Zielgens positioniert sind. Die Notwendigkeit des Mehrfachsonden-
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konzeptes ergibt sich aus der Tatsache, dass haufig ein nicht zu vernachlassigendes Risiko
von Fehlidentifizierungen besteht, da in Folge von Mehrfachmutationen im Laufe der Evo-
lution identische Zielsequenzen in phylogenetisch nicht verwandten bzw. nicht demselben
Taxon zugehdrigen Organismen entstanden sein kdnnen. Dieses Risiko ist bei der gleichzei-
tigen Einbeziehung mehrerer unabhangiger Zielstellen oder Molekule deutlich reduziert.
Besonders fur die Detektion klinisch relevanter Bakterien bietet sich neben dem 16S rRNA-
Gen aullerdem das 23S rRNA-Gen an, weil es eine groRere interspezifische Sequenz-
variabilitdt aufweist und dadurch fir eine Differenzierung noch besser geeignet ist [10].
Grundsatzlich besteht aber auch die Moglichkeit, zumindest innerhalb bestimmter Unter-
gruppen, die Differenzierung tUber ganz andere Zielgene vorzunehmen, die haufig als funktio-
nelle Gene bezeichnet werden, da sie flir charakteristische Enzyme der jeweiligen Gruppe
von Mikroorganismen kodieren. Durch einen Konsensus-PCR-Ansatz zur Amplifikation des
partikularen Methan-Monooxygenase (pPMMO)-Gens und Analyse der PCR-Produkte auf
einem DNA-Mikroarray mit 59 verschiedenen Sondensequenzen konnten z.B. alle bekannten
Spezies methanotropher Bakterien nachgewiesen werden, die Methangas zu Kohlendioxid
abbauen und in der Atmosphare eine wichtige Rolle zur Vermeidung des Treibhauseffektes
spielen [160]. Der Prototyp eines Mikroarrays zur Differenzierung verschiedener funktioneller
Gene, die fur charakteristische Enzyme des Stickstoffkreislaufs kodieren, wurde von Wu et
al. [161] zur Analyse von verschiedenen Bodenproben nach dem Konsensus-Prinzip ent-
wickelt. Fur die Untersuchung von mikrobiellen Populationen in Umweltproben, die sich
durch eine hohe Diversitat auszeichnen, sind DNA-Mikroarrays grundsatzlich besonders
geeignet.

Wahrend in den meisten Untersuchungen zur parallelen Analyse zahlreicher Spezies eine
Amplifikation mit universellen Primern erfolgt, werden bestimmte Toxizitats- oder Patho-
genitatsfaktoren haufig auch durch eine spezies-spezifische PCR in einem Multiplex-Ansatz
amplifiziert. Keramas et al. [162] entwickelten z.B. eine Methode, um verschiedene
Campylobacter-Spezies in Fakalproben nachzuweisen, wobei ihnen sogar eine Unterschei-
dung der nah verwandten Spezies Campylobacter jejuni und Campylobacter coli gelang.
Wilson et al. [163] wiesen nach Multiplex-Amplifikation 18 pathogene Mikroorganismen auf
einem GeneChip® (Affymetrix, Santa Clara, USA) nach.

Bei der Mikroorganismendetektion auf DNA-Mikroarrays bieten sich aber nicht nur fir die
Durchfiihrung des Amplifikationsschrittes verschiedene Moglichkeiten, auch die Hybridisie-
rung kann auf unterschiedlichen Substraten durchgefuhrt werden. Durch Immobilisierung von
Sondensets auf Nylon- oder Nitrozellulosemembranen (sog. Makroarrays) wurden z.B.
Bakterien in Blutproben [10] oder in Fertigsalaten [164] nachgewiesen. Auf Glasmikroarrays
konnten dagegen jeweils funf klinisch relevante Spezies der Gattung Staphylococcus [165]

und des menschlichen Rotavirus [166] identifiziert werden. Einen ausfihrlichen Uberblick
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Uber alle wichtigen Aspekte der Anwendung von DNA-Mikroarrays zur Detektion von

Mikroorganismen gibt Bodrossy [167].

3.3.3 Modellchip zum Nachweis von sulfatreduzierenden Prokaryonten

Im globalen Schwefelkreislauf spielen die sulfatreduzierenden Prokaryonten (SRPs) eine
zentrale Rolle, da sie zur anaeroben Atmung mit Sulfat als terminalem Elektronenakzeptor
befahigt sind. Neben ihrer zahlenmalfiigen und funktionellen Bedeutung in zahlreichen
Okosystemen, wie z.B. marinen Sedimenten [168] und cyanobakteriellen hypersalinen
Matten [169], wurden einige SRPs auch mit humanen Erkrankungen in Verbindung gebracht.
Sie konnten u.a. bei Parodontitis [170], Abszessen der Leber [171] und Blutvergiftung [172]
nachgewiesen werden. Die hohe phylogenetische und physiologische Diversitat innerhalb
dieser Mikroorganismengruppe macht die SRPs zu einer idealen Modellgruppe, um methodi-
sche Fragen bezlglich Sensitivitat und Spezifitdt eines DNA-Mikroarray-basierten Nachwei-
ses aufklaren zu kénnen. Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen eines Fdrderprojektes
der Bayerischen Forschungsstiftung (Projekt 368/99) in der Arbeitsgruppe von Prof. Schleifer
(Lehrstuhl fur Mikrobiologie, TU Munchen) ein DNA-Mikroarray, der SRP-PhyloChip, zum
Nachweis aller bekannten sulfatreduzierenden Mikroorganismen in Umwelt- und klinischen
Proben entwickelt [173]. Der Chip umfasst 132 Sondensequenzen aus dem Bereich des
16S rRNA-Gens, die nach dem Mehrfachsondenkonzept entworfen wurden und durch
charakteristische Hybridisierungsmuster fir die mit universellen Primern erhaltenen
16S rRNA-Genamplifikate eine eindeutige Identifizierung der verschiedenen Spezies ermog-
lichen sollen.

Erste Evaluierungsversuche mit Cy5-markierten PCR-Produkten aus Reinkulturen der Spe-
zies Desulfovibrio (Dsv.) halophilus, Desulfomicrobium (Dsm.) aspheronum und Desulfohalo-
bium (Dsh.) retbaense verdeutlichten, dass eine klare Diskriminierung zwischen perfekt und
fehlpaarenden Sonde-Target-Hybriden nicht fir alle Sonden gleichermal3en erreicht werden
konnte, da bei jeder Sequenz die Stringenzbedingungen fir eine maximale Spezifitat
unterschiedlich sind. Um die unspezifischen Wechselwirkungen einzelner Spezies abschat-
zen zu kdnnen, wurden deshalb im nachsten Schritt der Evaluierung bei definierter Stringenz
41 SRP-Referenzorganismen einzeln mit dem Sondensatz hybridisiert. Dabei hybridisierten
59 % der immobilisierten Sonden ausschliel3lich mit den perfekt komplementaren Zielorga-
nismen, wahrend an den restlichen Sonden teilweise auch Anbindung von nicht perfekt
komplementaren Sequenzen mit bis zu sechs Fehlpaarungen beobachtet wurde.

Unter Berilcksichtigung dieser unspezifischen Hybridisierungsereignisse konnte anschlie-
Rend dennoch die Tauglichkeit des entwickelten SRP-PhyloChips flir den Nachweis von
SRPs in komplexen Proben aus Medizin und Umwelt demonstriert werden. Die Analyse des

Zahntaschenmaterials von mehreren Patienten mit adulter Parodontitis sowie der Chemo-
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kline einer cyanobakteriellen hypersalinen Matte aus dem Solar Lake (Sinai, Agypten) zeigte,
dass auf Basis des hierarchisch gegliederten Sondensatzes im Rahmen der Nachweis-
grenze keine falsch-negativen Ergebnisse auftraten. Allerdings konnten falsch-positive
Ergebnisse einzelner Sonden aufgrund unspezifischer Hybridisierung unter den monostrin-
genten Bedingungen nicht ausgeschlossen werden, da durch die vorangegangene
Hybridisierung der 41 Referenzorganismen nur ein Bruchteil aller SRP-Spezies in seinem
Bindungsverhalten charakterisiert worden war. Obwohl das angewandte Mehrfachsonden-
konzept die Unspezifitat einzelner Sonden zwar teilweise ausgeglichen hat, war dennoch
eine Uberprifung der Ergebnisse des SRP-PhyloChips durch unabhangige Verfahren wie
speziesspezifische PCR, Klonierung und Sequenzierung notwendig [173].

Um den Nachweis der SRPs auf dem DNA-Mikroarray weiter zu optimieren, misste daher
die Spezifitat jeder einzelnen Sonde und dadurch auch die Diskriminierung einzelner Basen-
fehlpaarungen gewahrleistet sein. Einen Ansatz dazu liefert eine dynamische Betrachtung
des Systems, bei der die Hybridisierungssignale nicht im Gleichgewicht, sondern bei wech-
selnden Stringenzbedingungen, z.B. durch Temperatur- oder Formamidgradienten, detektiert
werden. Die Bindungscharakteristik an einzelnen Sondensequenzen kdnnte dadurch in
Realzeit wahrend eines einzelnen Hybridisierungsexperimentes aufgenommen werden. Weil
die Detektion von DNA-DNA-Wechselwirkungen in Realzeit grundsatzlich von optischen
DNA-Biosensoren ermoglicht wird und die Nachweismethode auf Fluoreszenzdetektion
beruht, besteht das Ziel darin, den Nachweis der SRPs mit dem entwickelten Sondenset vom
konventionellen DNA-Chip auf das am ICB entwickelte Evaneszent-Feld-DNA-Biosensor-
system zu Ubertragen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunachst die Ergebnisse der
monostringenten Hybridisierung auf dem SRP-PhyloChip fur den Nachweis der drei Spezies
Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense mit einem selektierten Sondensatz
bei Hybridisierung im DNA-Biosensor reproduziert werden. Diese ausgewahlten Hybridi-
sierungssequenzen reflektierten dabei deutlich die unterschiedlichen Anspriiche, welche an
die Fahigkeit des Systems zur Diskriminierung von Basenfehlpaarungen bis hin zu einzelnen
mismatches gestellt werden. Daraufhin sollte demonstriert werden, dass durch Ausflihrung
von Waschschritten mit zunehmender Stringenz tatsachlich eine Differenzierung zwischen
einzelnen Basenfehlpaarungen in allen Fallen moglich wird und der Ausbau des bestehen-
den DNA-Biosensorsystems zu einer Gerateplattform fir die schnelle und spezifische

Identifizierung von Mikroorganismen dementsprechend sinnvoll ist.
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate, Materialien und Chemikalien

i) Gerate

ALFexpress™ Analysesystem
Analysenwaage AT 261 Deltarange
Blockthermostat BT200

Dispenser Nano-Plotter
Elektrophoresis-Power Supply-EPS 600
GMS418 Mikroarray-Scanner
Mikrozentrifuge

Minigel Twin-Kammer

PAGE Einzelkammer

pH-Elektrode Inlab 423
pH-Meter 763 Multi Calamatic

Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90 CN

Schneidplotter Cutting Pro FC3100-60
Schuttler Vortex Genie 2

Standard Power Pack P25

Sterilgard Sicherheitswerkbank
Thermocycler Hybaid OmniGene
Thermomixer 5437

Tischzentrifuge 5415 C

Ultraschallbad Sonorex Super RK103H
UV-VIS-Spektrometer Lambda11

i) Materialien

Acrylglas GS 3 mm farblos
Deckglaschen 20 mm x 20 mm
Mikrotiterplatten mit 384 Kavitaten (PP)
PVC 3 mm grau

Transferklebefilm 3M aus Reinstacrylat
(50 und 130 um)

BK7-Glaschips 28 mm x 22 mm x 1 mm

Objekttrager, 26 mm x 76 mm x 1 mm, blank

Pharmacia Biotech (Freiburg)
Mettler Gber Fleischhacker (Schwerte)
Kleinfeld (Gehrden)

GeSiM (GroRerkmannsdorf)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
MWG-Biotech (Ebersberg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Biometra (Goéttingen)

Werkstatt des Organisch-Chemischen
Instituts der Universitat Minster
Mettler (Toledo, USA)

Knick (Berlin)

Seral (Ransbach-Baumbach)
Graphtec Europe (Solingen)

Bender & Holbein (Zirich, CH)
Biometra (Gottingen)

Baker Company (Sanford, ME, USA)
MWG-Biotech (Ebersberg)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Bandelin (Berlin)

Perkin Elmer (Weiterstadt)

Carl Nolte Technik (Minster)
VWR (Darmstadt)

Nunc (Wiesbaden)

Carl Nolte Technik (Minster)
Witte Plusprint (Minster)

Schott (Mainz)

Menzel-Glaser (Braunschweig)
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Objekttrager, 26 mm x 76 mm x 1 mm,

superior (blank)

Objekttrager, 25 mm x 75 mm x 1 mm, blank

Zentrifugen-Filtereinheiten Ultrafree®-MC

Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Millipore (Schwalbach)

Tab. 1 Liste der getesteten voraktivierten Glasobjekttrager im Standardformat
Produktname Hersteller Modifizierung / Art der Bindung
ALDEHYDE Greiner Bio-one (Solingen) Aldehydgruppen / kovalent

ArrayLINK hyphob®
CMT-GAPS™

CreativeChip®
CSS-Silylated™

DNA-Ready™ Type II
Easyspot®

PicoSlides™

QMT MicroSpotSlide®

SigmaScreen™

Genescan Europe (Freiburg)

Corning (Wiesbaden)

Eppendorf (Hamburg)

CEL Associates
(Pearland, USA)

Clontech (Heidelberg)
Biocat (Heidelberg)
PicoRapid (Bremen)

Quantifoil (Jena)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Epoxysilan / kovalent
y-Aminopropylsilan / ionisch

3D-Struktur / kovalent
Aldehydgruppen / kovalent

Aminogruppen / ionisch
Epoxygruppen / kovalent
Isothiocyanat [102] / kovalent

Epoxygruppen / kovalent

Aminopropyltriethoxysilan/

ionisch

iii) Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn im Folgenden nicht besonders aufgefiihrt, von

den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt) und Fluka (Taufkirchen) bezo-

gen und waren von hochstem Reinheitsgrad.

Elektrophorese

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid-
Lésung 37.5:1 (30% AA)) fur PAGE
Rotiphorese® NF-Acrylamid/Bis-Lésung 40%

(19:1) fir das ALFexpress™ Analysesystem

Ammoniumperoxodisulfat

pUC19-DNA-Marker, Msp | geschnitten
ALFexpress™ Sizer 300 und 100

Loading Dye

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
MBI Fermentas (St. Leon Rot)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
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PCR

Biotherm™ DNA-Polymerase
dNTPs

10x-PCR-Puffer (ohne MgCl,)
50mM MgCl,-Ldsung

1 mM Cy5-dUTP-Lésung
Hybridisierungspuffer

Ultrahyb™
MWG-Hybridisierungspuffer

2x Hybridisierungspuffer PicoRapid
Perfect Hyb™ Plus

ArrayHyb™ LowTemp
SlideHyb™ #1-#4

Sonstige Reagenzien
Natriumdodecylsulfat
Rotiblock® 10x Konzentrat
Rotisol ®

QIAquick™ PCR Purification Kit
MinElute™ PCR Purification Kit

Genecraft (Mlnster)
Genecraft (Mlnster)
Genecraft (Mlnster)
Genecraft (Mlnster)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Ambion (Austin, USA)
MWG-Biotech (Ebersberg)
PicoRapid (Bremen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Ambion (Austin, USA)

ICN Biomedicals (Aurora, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Formamid (FA) wurde ausschliefdlich in deionisierter Form eingesetzt. Die Deionisation

wurde mittels des lonenaustauschers AG 501-X8 Resin von Bio-Rad (Minchen) durch-

geflhrt.

Die folgenden Puffer bildeten die Grundlage zahlreicher Arbeitsschritte:

0.5xUH/50%FA (Standardhybridisierungspuffer)

10x TBE (Tris-Borsaure-EDTA-Puffer, pH 8.5)

50 % (v/v) Ultrahyp™ "
25 % (v/v) Formamid
25 % (v/v) H,0

890 mM TRIS Base
890 mM Borsaure
20 mM EDTA

20x SSC (Citrat gesattigte Kochsalzldsung, pH 7.0) 3 M NacCl

0.3 M NaCitrat

Y Der Ultrahyb™-Puffer (Ambion, Austin, USA) enthalt bereits 50 % Formamid.
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Deaktivierungspuffer (Immobilisierung, pH 8.5) 0.1 M NaHCO;
1 % (m/v) 6-Aminohexansaure
0.1 % (m/v) SDS

Regenerierungslésung fir Sensorchip 0.125 N NaOH
0.05 % Tween 20

Waschpuffer flir Sensorchip (pH 7.5) 0.5x SSC
0.1 % (m/v) SDS

PBS (Phosphat gepufferte Kochsalzldsung, pH 7.4) 8.04 mM Na,HPO,*2H,0
1.47 mM KH,PO,
145 mM NaCl

Samtliche Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Die Konzen-
tration der wassrigen Losungen wurde durch spektralphotometrische Messung bei 260 nm
Uberprift. Alle Sonden-Oligonukleotide wurden 5’-Amino-modifiziert eingesetzt mit einem
C12-T8- bzw. einem C12-T15-Spacer zwischen Aminogruppe und Sondensequenz. Die
Target-Oligonukleotide trugen jeweils am 5’-Ende eine Cy5-Markierung. Im Anhang finden
sich Ubersichten Uber die Oligonukleotide, welche bei den Untersuchungen zur Optimierung
und Charakterisierung des DNA-Biosensors (Tab. 22), zur Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln (Tab. 23) und zur Detektion von Mikroorganismen (Tab. 24) eingesetzt

wurden.

4.2 Referenz- und Realproben zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

Vom Chemischen Landes- und Staatlichen Veterinaruntersuchungsamt (CVUA) Minster
wurden sowohl DNA-Extrakte von Referenzmaterialien (Tab. 2) bestehend aus einer reinen
Spezies als auch von zahlreichen Realproben (Tab. 4) aus den laufenden Uberpriifungen zur
Verfigung gestellt. Zusatzlich wurden speziell flr die Validierung der chipbasierten Nach-
weismethoden verschiedene Probenmischungen in definierten Verhaltnissen hergestellt und
anschlieRend die DNA daraus extrahiert (Tab. 3). Fir die Extraktion wurden entweder der
Wizard-Kit (Promega, Mannheim) oder der Cibus-Kit (Cibus Biotech, Gutersloh) angewendet.
Als Referenz-DNA zur Etablierung der Nachweismethode zur Tierartendifferenzierung stand
auflerdem genomische Kontroll-DNA von Huhn, Pute, Rind und Schwein aus einem friheren
Ringversuch des damaligen BgVV [174] zur Verfugung.

Zwei Extrakte humaner DNA aus Blut, erhalten mit dem NucleoSpin Blood-Kit (Macherey-

Nagel, Diren), wurden vom Institut fir Rechtsmedizin der Universitat Minster bereitgestellt.
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42.1 Probendaten

Angaben zu den DNA-Extrakten der verschiedenen Proben finden sich in Tab. 2 bis Tab. 4.
Die DNA-Konzentrationen wurden durch Absorption bei 260 nm bestimmt und die DNA-

Extrakte wurden bei -20°C gelagert.

Tab. 2 Genomische Referenz-DNA der einzelnen Spezies

Probennummer Quelle Spezies DNA-Konzentration (ug/ml)
R-1 CVUA Huhn 10
R-2 CVUA Pferd 16
R-3 CVUA Pute 27
R-4 CVUA Rind 9
R-5 CVUA Schaf 57
R-6 CVUA Schwein 13
R-7 CVUA Ziege 106
R-8 BgVV Huhn 100"
R-9 BgVvVv Pute 100
R-10 BgVvV Rind 100
R-11 BgVvVv Schwein 100
R-12 Rechtsmedizin Mensch 100
R-13 Rechtsmedizin Mensch 100

" Die Extrakte der Proben R-8 bis R-13 wurden auf 100 pg/ml eingestellt.

Tab. 3 DNA-Extrakte der Proben zur Validierung

Die Angaben zur Probenzusammensetzung wurden durch die in 4.2.2 beschriebenen Referenzmetho-
den am CVUA Minster erhalten (n.n.: nicht nachgewiesen).

EL‘;?;; Bezeichnung R” s H P St 2z ar;%}f)onz.
V-1 Ziegenfeta (zertifiziert) + 39
V-2 Ziegenfeta (zertifiziert) n.n. + 37
+ 5% Kuhmilch
V-3 Rind + 1 % Huhn + + 51
V-4 Rind + 1 % Huhn + + 37
V-5 Rind + 0.1 % Huhn + + 46
V-6 Rind + 0.1 % Huhn + + 37
V-7 Schwein + 1 % Rind + + 19
V-8 Schwein + 1 % Rind + + 31
V-9 Schwein + 0.1 % Rind + + 27
V-10 Schwein + 0.1 % Rind + + 25

% Abkiirzungen: R: Rind, S: Schwein, H: Huhn, P: Pute, Sf: Schaf, Z: Ziege.
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Tab. 4

Zusammensetzung der Realproben-DNA-Extrakte

Die Angaben zur Probenzusammensetzung wurden durch die in 4.2.2 beschriebenen Referenzmetho-

den am CVUA Munster erhalten (n.n.: nicht nachgewiesen).

ELOHE’;L Bezeichnung R S H P st z a';'/Ar:f)O”Z'
P-1 Hahnchen-Déner + - 37
P-2 Hahnchen-Déner + - 40
P-3 Hahnchenfleisch-Déner + - 50
P-4 Déner-Kebap + - 39
P-5 Putenmedaillons - + 16
P-6 Mettwurst + 39
P-7 Fleischwurst + 41
P-8 Rostbratwurst + 36
P-9 Wirstchen + 53
P-10 Doéner Kebap + 32
P-11 Lammbratwurst + + 95
P-12 Truthahnbrust gefiillt - + 80
P-13 Thuringer Mett v. Schwein + + - - 46
P-14 Hot Dog - + + - 149
P-15 Fleischwurst + + + + 53
P-16 Rostbratwurst - + - + 92
P-17 Putenbratwurst + + - + 78
P-18 Schafskase + - + 14
P-19 Schafskase + - - 13
P-20 Picodon (Ziegenkase) + + 22
P-21 Schafskase (Extrakt a)" + + +?? 20
pP-22 Schafskase (Extrakt b) + + +? 22
P-23 Brihwurst A + 12
P-24 Brihwurst B + + + + 7
P-25 Leberwurst A + + - + 124
P-26 Leberwurst B + 46

" Bei den Proben P-21 und P-22 handelte es sich um zwei verschiedene DNA-Extrakte derselben
Schafskése-Probe. 2 ?: Die Referenzanalytik hat kein eindeutiges Ergebnis geliefert.

4.2.2 Durchfihrung der Referenzanalytik

Beim CVUA Munster erfolgte die Tierartendifferenzierung in den zu testenden Lebensmittel-

proben nach unterschiedlichen Methoden. Die DNA-Extrakte von Fleischproben wurden

zunachst mit Hilfe eines ELISA-Tests zum Nachweis von Tierarten in erhitzten Fleischwaren

(Transia, Ober-Morlen) immunchemisch analysiert. Nur fir Spezies, welche im ELISA

auffallig erschienen, wurde anschlieliend eine tierartspezifische PCR mit dem CIB-A-Kit

(Cibus Biotech, Gitersloh) durchgefihrt. Zum Nachweis von Schaf und Ziege z.B. in

Kaseproben wurde eine PCR-RFLP-Methode angewendet, bei der nach Wolf et al. [140] aus

dem cytb-Gen ein 464bp-PCR-Produkt erhalten und anschlieRend verdaut wird. Im Falle der
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Proben P-21 und P-22 war der Nachweis von Ziege bei Auswertung der Restriktions-
fragmente jedoch nicht eindeutig moglich. Der Test auf Rind in Kaseproben erfolgte in der
Routineanalytik mit dem Casein-ELISA ,Ridascreen Cis" (R-Biopharm, Darmstadt). Ergaben
sich dabei Auffalligkeiten, wurde das Ergebnis durch eine tierartspezifische PCR fir Rind
bestatigt.

Die Ergebnisse (+/—) in Tab. 3 und Tab. 4 beruhen dementsprechend auf den Analysen mit
CIB-A-Kit bzw. PCR-RFLP. Lediglich bei Probe V-2 wurde auf den eindeutigen Rindnach-
weis verzichtet, nachdem es mit PCR-RFLP nicht nachgewiesen (n.n.) werden konnte, weil
die Probe eigens am CVUA angesetzt worden war und definitiv Rind-DNA enthielt.

Bei den Proben P-23 bis P-26 handelte es sich um deklariertes Probenmaterial aus verschie-
denen Laborvergleichsuntersuchungen der Jahre 2000 und 2001 von der Anstalt fir Labor-

vergleichsuntersuchungen (LVU, Herbolzheim).

4.3 Molekularbiologische Methoden

Die hier dargestellten Methoden kamen in dieser Arbeit nahezu ausschlieBlich im Rahmen

der Fragestellung zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln zur Anwendung.

4.3.1 Sequenzdatenverarbeitung

Die Sequenzen des cytb-Gens der verschiedenen analysierten Spezies wurden mit dem
Programm ClustalX Multiple Sequence Alignment Program (Version 1.8, The National Center
for Biotechnology Information (NCBI), erhaltlich unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov) abgegli-
chen. Der daraus resultierende Sequenzvergleich findet sich im Anhang (vgl. 8.2 Abb. 108)
und war Vorlage bei der Konzeption der verwendeten Primer und Sonden. Zum Abgleich
zwischen einzelnen Sequenzen kam dabei aulferdem der BLAST-Algorithmus (NCBI,
ebenda online verfigbar) zum Einsatz. Die Sondensequenzen wurden mit Hilfe des
Oligonucleotide Properties Calculator (http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html) auf
Sekundarstrukturen und Selbstkomplementaritat untersucht. Die Daten aus der Sequen-
zierung der PCR-Produkte wurden mit dem Programm Chromas (Version 1.5, Technelysium,

http://www. technelysium.com.au/chromas.html) bearbeitet.
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4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.3.2.1 PCR zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

Bei der Standard-Konsensus-PCR zur Amplifikation des mitochondralen cytb-Gens der
Spezies Huhn, Pute, Rind, Schwein, Schaf, Ziege, Mensch und Pferd wurden die uni-
versellen Primer cytb403 und Cy5cytb779 (vgl. Anhang Tab. 23) eingesetzt. Ein PCR-Ansatz
enthielt dabei 1x-PCR-Puffer, 1.5 mM MgCl,, 200 yM dNTPs, 400 nM Primer cytb403,
400 nM Primer Cy5cytb779, 0.02 U/l Polymerase und 1 ul Template-DNA. Das Reaktions-
volumen von 25 ul wurde mit vollentsalztem (VE) Wasser aufgeflllt. Als preiswerte DNA-
Polymerase aus Thermus aquaticus wurde Biotherm™ Taq verwendet. Die Reaktionen
wurden in dunnwandigen 600pl-Reaktionsgefallen (Genecraft, Munster) in Thermoblocken
mit Deckelheizung durchgefuhrt. Dabei wurde das folgende Temperaturprogramm durch-
laufen:

= Initiale Denaturierung: 94°C / 3 min

= 35 Zyklen, jeweils: 94°C /30's,62°C/30s,72°C/60s

*= Finale Elongation: 72°C / 3 min

= Abkihlphase: 30°C / 15 min, dann RT
Sofern nicht anders bei den Ergebnissen angemerkt, wurden die Amplifikationen unabhangig
von der Art der eingesetzten Template-DNA unter den genannten Bedingungen durchge-
fihrt. Die Template-DNA-L6sungen wurden dabei normalerweise unverdinnt eingesetzt und
nicht auf eine bestimmte Konzentration eingestellt.
Zur Herstellung von PCR-Produkt-Pools einzelner Spezies wurde ein mindestens 10facher
Reaktionsansatz (,Mastermix®) einschlieBlich der jeweiligen Referenz-Template-DNA ange-
setzt und in 25pl-Aliquots zur Reaktion gebracht. Nach Analyse durch Polyacrylamid-
gelelektrophorese (vgl. 4.3.3) wurden die Ansatze mit guter Ausbeute vereint (,gepoolt®).
Alternativ zum Einsatz des Cy5cytb779-Primers konnte die Cy5-Markierung auch durch
Zugabe von Cy5-dUTP zum Reaktionsansatz erreicht werden. Wenn nicht anders ange-
merkt, enthielt ein 25 pl-Ansatz dann 1x-PCR-Puffer, 1.5 mM MgCl,, 200 yM dATP, 200 uyM
dGTP, 200 yM dCTP, 100 uM dTTP, 25 yM Cy5-dUTP, 400 nM Primer cytb403, 400 nM
Primer cytb779, 0.02 U/l Polymerase und 1 pl Template-DNA.

4.3.2.2 PCR zur Detektion von Mikroorganismen

Die PCR-Produkte zum SRP-Nachweis wurden von der Arbeitsgruppe Prof. Schleifer
(Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU Minchen) zur Verfiigung gestellt. Ihre Herstellung ist von
Loy et al. [173] beschrieben worden. Fir die in dieser Arbeit verwendeten Produkte wurde
ausgehend von Reinkulturen der Spezies Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh.

retbaense zunachst mit universellen Primern ein Teil des 16S rRNA-Gens amplifiziert. Die
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dabei erhaltenen ca. 1.5 kb groBen PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick™ PCR purifi-
cation Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und photometrisch bei 260 nm quantifiziert. Die Cy5-
Markierung der PCR-Produkte erfolgte daraufhin mit dem DecalLabel DNA labeling Kit (MBI
Fermentas, Vilnius, Litauen), wobei jeweils 200 ng der aufgereinigten PCR-Produkte einge-
setzt und im ersten Schritt denaturiert wurden, so dass Decanukleotid-Random-Primer an
zufélligen Positionen an die Einzelstrange binden konnten. Im zweiten Schritt wurde der
Ansatz dann nach Zugabe von dATP, dGTP, dTTP, Cy5-dCTP und Klenow-Polymerase bei
37°C inkubiert. Fir eine effizientere Markierung wurden Additionsschritt und Inkubation im
Anschluss noch einmal wiederholt. Dadurch wurde schliellich eine statistische Produkt-
verteilung mit unterschiedlichen Markierungsgraden und Grofien der DNA-Fragmente
erhalten. Um ungebundene dNTPs und Decanukleotide zu entfernen, wurden die PCR-
Produkte abschlieRend mit dem QIAquick™ nucleotide removal Kit (Qiagen) aufgereinigt und

in VE- Wasser eluiert.

4.3.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch unter Auftrennung der DNA-Fragmente nach
ihrer Grolke mittels vertikaler PAGE analysiert. Fur die Differenzierung zwischen Frag-
mentgréRen von ca. 30-500 bp wurde standardmaRig die folgende Zusammensetzung des
Gels gewahlt: 10 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch (37.5:1), 0.2 % (v/v) N,N,N’,N’-
Tetramethyl-ethylendiamin, 0.08 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat, 1x TBE. Die Gele wur-
den in Glaskassetten der Grolke 8.5 cm x 7.5 cm x 0.1 cm hergestellt mit 10 Taschen pro
Gel. Ublicherweise wurden 2 oder 3 pl PCR-Produkt mit 1 ul Probenpuffer (0.125 % (w/v)
Bromphenolblau, 0.125 % (w/v) Xylencyanol FF, 30 % (v/v) Glycerin in 25 mM EDTA) sowie
der pUC19-DNA-Marker als Referenz im Gel aufgetragen. Nach der Elektrophorese in 1x
TBE wurde das Gel ca. 2 min in einer Farbelésung (0.5 ug/ml Ethidiumbromid) und im
Anschluss 10 min in einem Wasserbad inkubiert, bevor die DNA-Banden dann im UV-Licht
(Transilluminator) sichtbar gemacht wurden. Photographien der Gele werden in dieser Arbeit
farbinvertiert dargestellt.

In einzelnen Fallen wurde eine quantitative Auswertung der Banden im Gel mit Hilfe der
Visualisierungs-Software Osiris (Version 3.6, entwickelt am Universitats-Hospital Genf,
http.//www.expasy.ch/UIN) durchgefuhrt. Den digitalen Bildern kann damit die Farbintensitat
und Lage jedes einzelnen Punktes enthommen werden, woraufhin die erhaltenen Daten-

satze in Programme wie Origin® (OriginLab, Northampton, USA) exportiert werden kénnen.
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4.3.4 Analyse der PCR-Produkte im ALF-Sequencer

Als eine weitere gelelektrophoretische Methode zur Charakterisierung der PCR-Produkte
wurde in dieser Arbeit das ALFexpress™ DNA Analysesystem (allelic fragment, Pharmacia
Biotech) genutzt. Die Detektion der DNA-Fragmente erfolgt dabei nicht tiber einen externen,
interkalierenden Marker, sondern Uber die gekoppelten Cy5-Fluorophore. Das System wurde
mit einem denaturierenden Polyacrylamidgel (6 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (19:1), 7 M
Harnstoff, 6x TBE, 0.09 % (v/v) N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin, 0.04 % Ammonium-
peroxodisulfat) in 1x TBE als Laufpuffer betrieben. Das 0.5 mm dicke und 31 cm x 15 cm
grol3e Gel enthielt 40 Taschen, die zur vertikalen Elektrophorese bei 50°C beschickt wurden.
Daflr wurden je nach der in der PAGE beobachteten Bandenintensitat Vorverdinnungen
(1:10 bis 1:100) der Cy5-markierten PCR-Produkte angesetzt, um eine Signalsattigung zu
verhindern. Jeweils 3 ul des in VE-Wasser verdinnten PCR-Produktes wurden dann mit 3 pl
des Probenpuffers (Formamid, 0.5 % Dextranblau) versetzt, hitzedenaturiert (100°C, 5 min)
und bis zur Aufgabe auf Eis gelagert. In einzelnen Taschen wurde eine Mischung aus 3 pl
Probenpuffer und je 1.5 ul einer 1:5-Verdlinnung der 100bp- und 300bp-GréRenmarker
zwecks einer externen Basenpaarskalierung aufgetragen. Unter Einhaltung der vom Her-
steller empfohlenen Parameter liel3 sich bei einer Laufzeit von 200 min eine Auftrennung von
0 bis ca. 450 nt groRen DNA-Einzelstrangen erreichen. Nach etwa 20 cm Laufstrecke
durchdrang dabei ein Helium-Neon-Laser (633 nm) das Gel und regte iber dessen gesamte
Breite die Fluoreszenz der an den DNA-Einzelstrangen befindlichen Cy5-Farbstoffmolekiile
an, deren Emission in jeder Spur von separaten Photodioden registriert wurde. Die Daten
wurden an einen Steuerungsrechner weitergeleitet und mit dem Programm Allelink
(Pharmacia Biotech, Freiburg) ausgewertet. In den erhaltenen Elektropherogrammen der
Cy5-Fluoreszenz wurden automatisch Peaks detektiert und die darunter liegenden Flachen
integriert. Diese Signalintegrale waren proportional zur Stoffmenge und, anders als bei der
Interkalation mit Ethidiumbromid, unabhangig von der Grélke der PCR-Produkte. Die Roh-

daten wurden in Abbildungen prozentual zum Sattigungssignal dargestellt.

4.3.5 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die durch PCR mit den unmarkierten Primern cytb403 und cytb779 sowie ohne Zusatz von
Cy5-dUTP erhaltenen PCR-Produkte der Referenz-DNAs R-8 (Huhn), R-9 (Pute), R-10
(Rind) und R-11 (Schwein) wurden durch Sequenzanalyse naher charakterisiert. Dazu wur-
den jeweils zwei gepoolte PCR-Produkt-Ansatze zundchst mit dem Qiaquick™ PCR
Purification Kit (Qiagen) von den dNTPs, den Primern und der Polymerase aufgereinigt und
in 50 pl Puffer (10 mM TRIS-hydrochlorid, pH 8.5) eluiert. Die Sequenzierung wurde am
Institut fur Rechtsmedizin in Minster (Arbeitskreis von Prof. Brinkmann) durchgefuhrt. Bei

Verwendung des DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kits (Amersham Pharmacia
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Biotech, Freiburg) wurden jeweils 4 yl PCR-Produkt, 10 pmol Sequenzierprimer cytb403 und
4 yl der Komponenten-Mischung des Kits in einer 10 pl-Reaktion bei folgendem Tempe-
raturprofil eingesetzt: 30 Zyklen; Denaturierung: 95°C / 20 s; Hybridisierung: 54°C / 15s;
Elongation: 60°C / 60 s. Uber den statistischen Einbau von Didesoxynukleotiden, die je nach
Base mit vier verschiedenen Fluorophoren markiert waren, wurden ssDNA-Fragmente erhal-
ten, die sich durch Kapillarelektrophorese mit dem ABI Prism 310 (Applied Biosystems,
Foster City, USA) auftrennen lieBen. Vor der Elektrophorese wurden zunachst die ungebun-
denen Abbruchnukleotide durch Gelfiltration entfernt sowie der Reaktionsansatz lyophilisiert
und in Formamid aufgenommen. Aus dem kapillarelektrophoretisch erhaltenen Peakmuster
der vier verschiedenen Fluoreszenzpeaks lield sich die Sequenz ableiten. Mit dieser Methode
lasst sich grundsatzlich nur ein beschrankter Bereich einer Zielsequenz bestimmen, da die
Information am 5-Ende des sense-Stranges zumindest durch den unmarkierten Primer und

am 3’-Ende meist durch ein Abflachen der Sequenzierreaktion eingegrenzt ist.

4.4 Immobilisierung der DNA-Fangsonden auf Glas

4.4.1 Standardmethode auf Basis kovalenter Kopplung nach Silanisierung

Die einzelstrangigen DNA-Fangsonden wurden in dieser Arbeit sowohl auf 28 mm x 22 mm x
1 mm groRen BK7-Glaschips (Schott, Mainz) als auch auf Glasobjekttragern im Standard-
format von 25 mm x 75 mm x 1 mm (u.a. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) immobilisiert. Fir die
Anbindung der DNA-Molekiile auf den unmodifizierten Glasoberflachen wurde eine in der
Literatur beschriebene Standardmethode zur Herstellung von Oligonukleotid-Arrays flir DNA-
Chips [102,175] in variierter Form angewendet. Die Vorgehensweise wurde bereits von
Schult [79] genauer beschrieben, ist flir diese Arbeit allerdings in wenigen Punkten
angepasst worden. Die einzelnen Schritte der Oberflachenmodifikation bis hin zur Anbindung
der DNA-Fangsonden sind in Abb. 6 skizziert.

Die Glasobjekttrdger wurden zunachst chemisch gereinigt, indem in einer Mischung aus
gleichen Teilen Methanol und konz. Salzsaure und anschlieRend in konz. Schwefelsaure
inkubiert wurde. Nach Waschen mit VE-Wasser und Methanol (MeOH) wurde die Oberflache
mit einem aminofunktionalisierten Silan (3 % (v/v) 3-[2-(2-Aminoethylamino)-ethylamino]-
propyl-trimethoxysilan in MeOH) silanisiert. Die dadurch eingeflihrten Aminoguppen wurden
nach Waschen der Objekttrdger in MeOH und Tempern bei 110°C mit dem homo-
bifunktionalen Crosslinker Phenyl-Diisothiocyanat (10 mg/ml in einer Lésung von 10 % (v/v)
Pyridin in Dimethylformamid (DMF)) aktiviert. Die Glasobjekttrager wurden daraufhin sowonhl
mit DMF als auch mit Dichlormethan gewaschen, im Stickstoffstrom trocken geblasen und

entweder unter Trockenmittel bei -20°C zwischengelagert oder sofort weiter verwendet.
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1. Silanisierung 2. Aktivierung 3. Immobilisierung
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Abb. 6 Immobilisierung von aminomodifizierten Oligonukleotid-Fangsonden auf blanken
Glasoberflachen: Ablauf der chemischen Modifikation der Glaschips

Die Anbindung der DNA-Fangsondemolekule erfolgte im nachsten Schritt durch Reaktion der
Aminogruppe am 5-Ende der Oligonukleotide mit der freien funktionellen Gruppe des
Crosslinkers unter Ausbildung einer kovalenten Bindung. Die DNA-Fangsonden lagen in der
Regel in einer Konzentration von 5 uM in wassriger Losung vor und wurden mittels eines
Dispensers (Nano-Plotter, GeSiM, Grolierkmannsdorf) ortsaufgeldst in definierten Arrays auf
der Glasoberflache abgelegt. Ein Sondenspot entstand dabei Ublicherweise aus einem
Volumen von ca. 2 nl Sondenldsung, und der Abstand zwischen verschiedenen Sondenspots
des Arrays betrug 0.7 mm. Nur in den Fallen, wo eine einzige Sondensequenz in einem
10x10-Array immobilisiert wurden, war der Abstand 1 mm grof3. Weiterhin wurde bei der
Herstellung aller Sondenarrays ein 5-Cy5- und 3’-NH,-markiertes Oligonukleotid als
Positionsmarker an verschiedenen, definierten Positionen neben dem Array mit einem
Mindestabstand von 1.4 mm zu den Fangsondenspots immobilisiert, wobei nur ca. 0.6 nl der
2 uM Positionsmarkerldésung pro Spot aufgetragen wurden. Nach der Belegung erfolgte eine
Inkubation der Glasobjekttrager Uber Nacht bei 37°C in einer Feuchtbox. Im Anschluss daran
wurden die Uberschissigen reaktiven Gruppen bei 37°C durch Reaktion mit 6-Amino-
hexansaure (1 % (w/v) in 100 mM Natriumcarbonat, pH 8.5) deaktiviert, bevor die Oberflache
zur Vermeidung unspezifischer Wechselwirkungen bei RT durch Inkubation in 1x Rotiblock

geblockt wurde. Nach Waschen mit VE-Wasser und Trocknen im Stickstoffstrom wurden die
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Glasobjekttrager bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert. Genauere Angaben bezlglich der
einzelnen Verfahrensschritte finden sich in [79].

Die gesamte Behandlung der Glasobjekttrager erfolgte in 15 cm x 6.5 cm x 4 cm grol3en
Glasschalen, die zwar bis zu 13 der kleineren BK7-Glaschips, aber nur vier der Glasobjekt-
trager im Standardformat aufnehmen konnten, weshalb bei der Immobilisierung auf den

grolden Glasobjekttragern zumeist zwei Schalen im parallelen Ansatz prozessiert wurden.

4.4.2 Test verschiedener voraktivierter Glasobjekttrager

Wahrend die DNA-Fangsonden Ublicherweise nach der beschriebenen Standardmethode zur
kovalenten Anbindung auf unmodifizierten Glasobjekttrdgern nach Silanisierung immobilisiert
worden sind, wurden auch die in Tab. 1 aufgefuhrten voraktivierten Objekttrager im Stan-
dardformat getestet. Sie wurden nicht im Bereich der Versuche zur konventionellen Chip-
hybridisierung eingesetzt, fur die sie von den verschiedenen Herstellern entwickelt worden
sind, sondern ausschlieRlich fiir die Anwendung im DNA-Biosensor. Es wurden nur solche
modifizierten Objekttrager verwendet, auf denen entsprechend der Produktbeschreibung
auch die bei der Standardmethode eingesetzten amino-modifizierten Oligonukleotide ange-
bunden werden konnten. Um einen idealen Vergleich zwischen den unterschiedlich immo-
bilisierten Sondenarrays zu gewabhrleisten, wurde mit Hilfe des Dispensers auf allen
Objekttragern ein 10x10-Array der Actin-45-0mm-Sonde mit einem Spotabstand von 1 mm
sowie aullerhalb des Arrays der Positionsmarker an verschiedenen Positionen aufgetragen.
Die Oligonukleotide wurden dabei in einer Konzentration von 5 yM in dem vom jeweiligen
Hersteller empfohlenen Dispensierpuffer immobilisiert, lediglich auf den Easyspot®-
Objekttragern (Biocat, Heidelberg) und den CSS-Silylated™-Objekttragern (CEL Associates,
Pearland, USA) musste an Stelle von 50 % Dimethylsulfoxid (DMSO) reines Wasser
verwendet werden, da mit 50 % DMSO beim Dispensieren keine konstante Tropfenform
erhalten werden konnte. Wahrend der Prozessierung der verschiedenen modifizierten
Objekttrager wurden sonst in allen Phasen die Anweisungen der Hersteller befolgt. Wenn
diese zur Behandlung der Oberflachen mehrere Verfahren zur Wahl gestellt haben, wurden
alle vorgegebenen Varianten jeweils an einzelnen Objekttragern getestet. Die Immobi-
lisierung auf den voraktivierten Objekttragern erwies sich in allen Fallen als deutlich weniger
zeitaufwendig als die Standardmethode mit unmodifizierten Glasobjekttragern. Um die
Effizienz der verschiedenen Immobilisierungsverfahren zu untersuchen, wurden die Objekt-
trager jeweils im DNA-Biosensor mit 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target hybridisiert. In einzelnen
Fallen wurden die Objekttrager nach der Hybridisierung auch am GMS418 Mikroarray-

Scanner ausgelesen, um genauere Informationen z.B. bezlglich der Spotform zu gewinnen.
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4.5 Methode der Realzeit-Hybridisierung im DNA-Biosensor

45.1 Grundlagen

Der am ICB in Minster entwickelte Evaneszent-Feld-DNA-Biosensor erméglicht die simul-
tane Detektion multipler Hybridisierungsereignisse in Realzeit. Er ist konzipiert als Durch-
flusssystem bestehend aus einem Sensorchip und einer optischen Ausleseeinheit. Auf der
sensitiven Glasoberflache im Fliefkanal des Sensorchips werden zunachst die einzel-
strangigen DNA-Fangsonden immobilisiert. Wahrend der Messung wird dann die Anbindung
der Cy5-markierten Targetmolekiile aus der Probenlésung an die Fangsonden durch
Anregung im evaneszenten Feld verfolgt. Dieses wird durch Totalreflexion eines Laserstrahls
an der Grenzflache zwischen Glas und Probenldsung im Flie3kanalhalbraum erzeugt (Abb.
7). Zur Totalreflexion kommt es, wenn der Sinus des Einfallwinkels o grofer ist als der
Quotient aus Brechungsindex n; des optisch dunneren Mediums (Probenldsung) und
Brechungsindex n, des optisch dichteren Mediums (Glasmaterial des Sensorchips). Die
Intensitat des evaneszenten Feldes nimmt exponentiell mit zunehmender Entfernung d von
der Chipoberflache ab:

E = E * exp(-d/dp) (Gl. 12)

Daher befinden sich nur die Fluorphore in einem Bereich mit ausreichender Anregungs-
energie, die sich innerhalb der charakteristischen Eindringtiefe dp befinden, innerhalb derer

die Amplitude des evaneszenten Feldes auf maximal Eq/e abgenommen hat. Dabei gilt:
dp = A / 270y [sino — (na/n)?%° (Gl. 13)

Durch gezielte Veranderung der Brechungsindexe, des Einfallswinkels und der Wellenlange
kénnen die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes variiert und dadurch die Anregung von
Fluorophoren in der umgebenden Losung minimiert werden [176]. Grundsatzlich erreicht die
Wirkung des evaneszenten Feldes im optisch diinneren Medium (Probenlésung) ausgehend
von der Reflexionsebene eine Tiefe, die etwa in der GréRenordnung der Wellenlange der
eingestrahlten Lichtwelle liegt [177]. Unter den vorliegenden Bedingungen fiir die Brechungs-
indexe und den Einstrahlwinkel betragt die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes
ca. 200 nm. Dadurch werden nur die Fluorophore der Targetmolekile angeregt, die sich in
unmittelbarer Nahe der sensitiven Oberflache befinden und bereits mit den komplementaren
Fangsonden hybridisiert sind. Ein Waschschritt zur Entfernung der ungebundenen Targets

wird dadurch Uberflissig und die Hybridisierung kann in Realzeit verfolgt werden.
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Abb. 7 A: Ausbildung des evaneszenten Feldes durch Totalreflexion an der Grenzflache
Glaschip/Probenlésung; B: Intensitatsprofil des evaneszenten Feldes

Die Detektion der Fluoreszenzstrahlung erfolgt mittels einer CCD-Kamera ortsaufgelost.
Durch Immobilisierung von Sondenarrays auf der FlieRkanaloberflache mittels eines Nano-
Dispensers kann die Anbindung vieler verschiedener Targetsequenzen simultan detektiert
werden.

Die geometrische Konzeption der Durchflusszelle zeichnet sich dadurch aus, dass sie einen
nahezu nicht diffusionslimitierten Stofftransport ermaoglicht, der mafigeblich nur durch Kon-
vektion erfolgt. Durch eine Minimierung der Flielkanalhdhe auf 50 um bei gleichzeitig
optimierten Werten fiir die FlieRkanalflache und die FlieRrate ist es gelungen, die diffusive
Grenzschicht des laminaren Stromungsprofils méglichst klein zu halten, so dass letztlich der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Wechselwirkung zwischen den Biomolekilen ist.
Dementsprechend ergibt sich flir das detektierte Fluoreszenzsignal der bereits in 3.1.2.3
hergeleitete lineare Zusammenhang zwischen der zeitlichen Signalanderung und der

Geschwindigkeitskonstante fur die Assoziation k., sowie der Targetkonzentration c:
dR/dt = KonCRmax (Gl. 5)

Folgende Voraussetzungen muissen bei der Hybridisierungsmessung im Sensorchip fur die
Glltigkeit der Gleichung und Beobachtung tatsachlich linearer Signalanstiege stets erfiillt
sein:

= Messung im Anfangsbereich der Hybridisierung, d.h. kurze Messzeiten

= Konstante Targetkonzentration durch Messung im Durchfluss

= Uberschuss der Fangsondemolekiile
Durch Auswertung der Anfangssignalsteigungen dR/dt erméglicht das Sensorsystem somit
unabhangig vom Fluoreszenzhintergrund sowohl eine Quantifizierung der Target-DNA-
Molekule in der Probenlésung als auch eine Differenzierung zwischen Hybridisierungs-

sequenzen mit unterschiedlich starken Wechselwirkungen in der Assoziationsphase.
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45.2 Aufbau des Messgerates

Das DNA-Biosensorsystem ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden [79]. Bei der in dieser
Arbeit verwendeten ersten Version des Auslesegerates handelt es sich um einen Laborauf-
bau, der in Abb. 8 dargestellt ist. Die einzelnen Komponenten, welche auf einem optischen
Labortisch angeordnet sind, lassen sich einteilen in das zentrale Glasprisma, auf das der
Sensorchip mittels einer Mechanik herabgelassen werden kann, die Anregungsoptik mit dem
Lasermodul, die Detektionsoptik mit der CCD-Kamera, das Fluidiksystem mit Pumpe und
Ventil, einen Thermostaten sowie die elektronische Steuereinheit.

Das Glasprisma, in das der Laserstrahl eingekoppelt wird, ist wahrend der Messungen mit
dem Glastrager des Sensorchips uber ein Silikondl kontaktiert. Sowohl das Prisma als auch
das Silikondl haben den gleichen Brechungsindex wie das Glas des Sensorchips (n = 1.571),
so dass der Laserstrahl erst an der Glasoberflache im Sensorchip Totalreflexion erfahrt.

Fir die Fluoreszenzanregung wurde eine Laserdiode der Wellenldnge 635 nm gewahlt,
obwohl das Absorptionsmaximum des in allen Messungen verwendeten Cy5-Farbstoffes bei
650 nm liegt. Ursachlich daflr ist die Notwendigkeit, Anregungslicht (635 nm) und Fluores-
zenzlicht (Maximum 670 nm) mdglichst wirkungsvoll zu trennen. Da sich Laser als streng
monochromatische Lichtquellen durch ihre besonders hohe Intensitat auszeichnen, kann
auch eine 30 % geringere Extinktion des Fluorophors toleriert werden, die sich hier durch die
Differenz von 15 nm zwischen der Anregungswellenlange der Laserdiode und dem Anre-

gungsmaximum des Cy5-Farbstoffes ergibt.

A Steuereinheit Thermostat CCD-Kamera B Chiphalterung

Pumpe + Ventil Verschlussklappe Lasermodul Prisma Sensorchip

Abb. 8 A: Aufbau der Ausleseeinheit des DNA-Biosensorsystems; B: zentrales optisches
Bauteil im gedffneten Zustand
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Der parallel von der Diode (Kirchhoff & Schafter, Hamburg) emittierte Laserstrahl weist ein
typisches Strahlprofil von ca. 7.3 mm x 1.6 mm auf, wobei an den Randern die Laserleistung
auf 50 % der Maximalleistung abféllt. Diese Inhomogenitat der Strahlintensitat lasst sich
auch durch eine anschlielende einachsige Strahlaufweitung sowie einen Teilausschnitt des
Strahlprofils mittels einer Rechteckblende nicht vollstandig relativieren, wodurch sich eine
nicht absolut homogene Intensitatsverteilung des evaneszenten Feldes auf der ca.
10 mm x 10 mm groRen sensitiven Flache im Sensorchip ergibt.

Das emittierte Fluoreszenzlicht wird auf der Unterseite des Glasprismas uber ein System aus
Spiegeln, optischen Linsen und einem Filter zur Unterdriickung von Laserstreulicht auf die
lichtempfindliche Flache der CCD-Kamera (Serie 300, Photometrics, Minchen) abgebildet.
Ein in der Ausleseeinheit integrierter Thermostat ermoglicht durch ein indirektes Aufheizen
des Sensorchips uber die Chiphalterung das Einstellen von verschiedenen, konstanten
Temperaturen bei den Messungen im Bereich von etwa 20-50°C. Die Temperaturangaben
sind jedoch aufgrund der indirekten Methode mit einem relativ gro3en Fehler behaftet.

Mit Hilfe der eigens am ICB entwickelten Software DNA-Chip wird das Auslesegerat
gesteuert. Dabei handelt es sich um ein Testpoint Programm™, das fiir den Benutzer eine
Oberfliche unter Windows™ schafft. Es ermdglicht grundsatzlich die Durchfilhrung von
Messungen in zwei verschiedenen Modi, namlich die Messung bei kontinuierlichem Fluss
sowie im ,Hin&Her-Pump“-Modus, in dem ein Volumenelement der Probenldsung abwech-
selnd von der Einlass- zur Auslassseite des FlieRkanals und zurtick gepumpt wird. In dieser
Arbeit wurde ausschlief3lich bei kontinuierlichem Fluss gemessen. Die einfach strukturierte
Benutzeroberflache ermdglicht dabei neben der Steuerung der mechanischen Chiphalterung
und des Fluidiksystems mit Pumpe und Ventil auch die Programmierung der CCD-Kamera
bei Auswahl variabler Einstellungen fir die verschiedenen Parameter wie z.B. Flielrate,

Belichtungszeit und Probenvolumen.

4.5.3 Aufbau des Sensorchips

Der DNA-Sensorchip ist aus funf Komponenten aufgebaut, die in Abb. 9 dargestellt sind. Die
Basis des Chips bildete im ersten Teil der hier durchgeflhrten Arbeiten noch ein
28 mm x 22 mm x 1 mm groRRer BK7-Glaschip der Firma Schott (Mainz). Schliel3lich wurden
jedoch Glasobjekttrager im Standardformat, wie in Abb. 9 gezeigt, verwendet. Zur Aus-
bildung des FlieRkanals wurde der Glasobjekttrager mit einem grauen PVC-Zwischenstiick
(28 mm x 22 mm x 3 mm) Uber einen zugeschnittenen Klebefilm von 50 ym Hohe mit einer
mittigen Offnung von 14 mm x 22 mm verbunden. In das Zwischenstiick sind schlitzformig
(14 mm x 1 mm) Zu- und Abfluss zum FlieRkanal integriert. Uber einen zweiten zugeschnit-
tenen Klebefilm von 130 um Dicke wurde die Oberseite des Zwischenstlickes mit dem Chip-

oberteil aus Polymethacrylsduremethylester (PMMA) verbunden, wodurch sich das
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optimierte FlieRsystem des Sensorchips ausgebildet hat. In das Chipoberteil sind ein Auslass
(9@ 2 mm) und eine Kavitat zur Aufnahme von maximal 200 pl Probenvolumen integriert. Fur

eine detaillierte Zeichnung des Sensorchipaufbaus siehe auch Ref. [79].

Oberteil mit Probencontainer Zwischenstlick i 5 i
Klebefilm 130 pm Klebefilm 50 ym C'asCpiekitrager mit

Array

Sensorchip

Abb. 9 Einzelkomponenten des DNA-Sensorchips

In Abb. 10 ist die Position des immobilisierten Sondenarrays auf den Glasobjekttragern im
Standardformat skizziert. Die relativen Koordinaten von x =14 mm und y =12.5 mm be-
schreiben dabei die Lage des zentralen Bezugspunktes der verschiedenen Arrayformate
ausgehend von der linken, unteren Ecke des Objekttragers. Auf den kleineren BK7-
Glaschips lag dieser Punkt dementsprechend genau in der Mitte. Bei der Konzeption der
Arrays fur die DNA-Sensorchips wurden die verschiedenen Sondenspots immer so
angeordnet, dass sie mindestens zwei- oder dreifach in unterschiedlichen Bereichen des

Arrays, jedoch mindestens einmal im zentralen, relativ stark angeregten Bereich lagen.

125

h
v

75

Abb. 10 Positionierung des Sondenarrays auf den Glasobjekttragern der DNA-Sensorchips

Bsp.: 10x10-Array mit Spotabstand von 1 mm; Angaben in mm

4.5.4 Durchfihrung der Messungen

Nach der Immobilisierung der DNA-Fangsonden auf den Glasobjekttragern wurde zunachst

der Sensorchip aus den Einzelkomponenten mit Hilfe einer Montagevorrichtung zusammen-
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gebaut (vgl. 4.5.3 und [79]). AnschlieRend wurde auf die Unterseite des Objekttragers ein
Tropfen Silikondl aufgebracht, bevor der Sensorchip in die Chiphalterung des Auslese-
gerates gelegt und auf das Glasprisma abgesenkt wurde. Nach ca. 5 min hatte sich ein
gleichmaRiger Olfilm zwischen Chip und Prisma ausgebildet und das System war mess-
bereit. Es wurden normalerweise 120 ul der in Standardhybridisierungspuffer angesetzten
Verdunnung der jeweiligen Targetoligonukleotide in den Probencontainer des Sensorchips
pipettiert, die Verschlussklappe zum Ausschluss von Umgebungslicht aufgesetzt und die
Messung mit einer Flielirate von 1 ul/s sowie einer Belichtungszeit von 5s gestartet.
Wahrend der Messung wurde alle 7 s ein neues Bild aufgenommen. Die Aufnahmen der
CCD-Kamera wurden dabei im Modus des 2x2-Binnings gespeichert. Dabei wurden je 2x2
der insgesamt 1024x1024 Pixel zu einem Wert zusammengefasst, wodurch der Speicher-
platzbedarf der Messdaten verringert wurde bei gleichzeitig noch ausreichend grofer
Auflésung der Bildinformation. Da mit einem Sensorchip mehrere Messungen durchgefihrt
werden koénnen, wurde der Sensorchip nach erfolgter Hybridisierung durch Spilen mit 1x
200 ul Regenerierungslésung und anschliefend 2x 200 yl Waschpuffer bei einer FlieRrate
von jeweils 25 ul/s regeneriert. Danach konnte eine neue Messung gestartet werden.

Die Einzelkomponenten des Sensorchips konnten teilweise mehrfach verwendet werden. So
wurden die Chips nach Gebrauch fiir einige Stunden in Rotisol™ (Carl Roth, Karlsruhe)
eingelegt, woraufhin die Klebefiime entfernt und die Kunststoffkomponenten nach weiterer

Reinigung mit Ethanol erneut benutzt werden konnten.

Messungen zu kinetischen Untersuchungen

Neben der Assoziationsphase konnten mit dem DNA-Biosensorsystem auch das Gleich-
gewicht sowie die Dissoziationsphase der Hybridisierungsreaktion verfolgt werden. Dazu
wurde zunachst bewusst eine verringerte Konzentration der immobilisierten Fangsonde
gewahlt, da sonst das Sattigungsniveau der Anbindung des entsprechenden Target-Oligo-
nukleotids erst sehr spat oder gar nicht in realistischen Zeitraumen erreicht worden ware. Bei
den hier beschriebenen Messungen wurde zumeist eine Sondenkonzentration von 0.14 yM
verwendet. Dann wurde die Anbindung des in Standardhybridisierungspuffer verdinnten
Targets bei einer Flielrate von 0.5 ul/s zunachst bis zum Erreichen des Sattigungsniveaus
verfolgt. Dabei war zu berlicksichtigen, dass je nach eingesetzter Targetkonzentration der
Zeitpunkt, zu dem das Sattigungsniveau erreicht wurde, variierte, wahrend das Proben-
volumen fir eine Messung auf 200 ul limitiert war. Dementsprechend wurden teilweise
mehrere Messungen mit jeweils 200 uyl Targetldsung in direkter Folge ohne zwischen-
geschaltete Waschschritte durchgefiihrt. Nach Verlauf des Messsignals in Sattigung wurde
direkt im Anschluss - ebenfalls ohne Regenerierung des Sensorchips — bei gleicher Fliel3rate

unter Durchfluss von reinem Hybridisierungspuffer wiederum mehrfach in 400s-Intervallen
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gemessen und die Dissoziationsphase beobachtet. Die ndtige Anzahl der aufeinander
folgenden Messungen zur Beobachtung der Assoziationsphase bis zum tatsachlichen
Erreichen des Sattigungsniveaus konnte dabei nur aus Erfahrungswerten fur die verschie-
denen Targetkonzentrationen abgeschatzt werden, da zwischen den Einzelmessungen nur
mdglichst schnell der Probencontainer nachgefiillt werden musste und die Auswertung der
Messungen erst nach deren Abschluss erfolgen konnte. Solche Sensorchips, auf denen mit
relativ hohen Targetkonzentrationen einmal das Gleichgewicht der Hybridisierungsreaktion
eingestellt worden war, wurden im Anschluss an die Messungen zum kinetischen Verlauf
nicht mehr regeneriert und wieder verwendet, da die vollstandige Ablésung der Target-
Oligonukleotide und die einwandfreie Funktionsweise der Sensorchips nicht mehr gewahr-

leistet werden konnten.

Messung von PCR-Produkten
Die Messungen mit Cy5-markierten PCR-Produkten unterschieden sich von denen mit
Target-Oligonukleotiden nur beziglich des Ansetzens der Probenlosung, da die PCR-
Produkte Ublicherweise vor der Hybridisierung alkalisch denaturiert wurden. Das Endvo-
lumen der Probenlésung betrug auch bei allen Messungen mit PCR-Produkten 120 pl. Bei
der Herstellung der Probenlésung war entscheidend, dass diese letztlich als Basis die
gleiche Zusammensetzung wie der Standardhybridisierungspuffer 0.5xUH/50%FA (1 Teil
H,O + 1 Teil FA + 2 Teile UH) aufweisen sollte. Fur eine Messung wurden jeweils wenige pl
PCR-Produkt eingesetzt. Bei der Vermessung der PCR-Produkte von den Realproben
wurden z.B., wenn nicht anders vermerkt, immer 4 yl PCR-Produkt verwendet. Die
Probenlésung wurde daraus jeweils nach folgendem Schema erhalten:
= Mischung A: 1 Teil PCR-Produkt + 1 Teil 0.2 N NaOH, jedoch maximal 15 pl NaOH;
mischen und zentrifugieren
= Mischung B: (30 pl — Volumen Mischung A) H,O + 30 pl FA + 60 pl UH, mischen und
zentrifugieren
= Mischungen A und B vereinen, schnell mischen, zentrifugieren und sofort vermessen
In einzelnen Fallen, u.a. bei Messungen mit mehr als 15 pl PCR-Produkt, wurde thermisch
denaturiert. Dazu wurde beim Ansetzen der Probenlésung der NaOH-Anteil durch reines
H,O ersetzt und die Probenlésung vor der Messung 5 min bei 100°C inkubiert und 1 min auf

Eis abgeschreckt.

455 Auswertung der Messungen

Dass das Fluoreszenzsignal bei der Hybridisierung im DNA-Sensorchip tatsachlich linear mit
der Zeit ansteigt, zeigt Abb. 11 C. Dargestellt ist der Verlauf des Fluoreszenzsignals auf

einem Pixel innerhalb eines Sondenspots, erhalten aus den Bildern der CCD-Kamera,
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welche die Fluoreszenz auf der FlieRkanaloberflache wahrend einer Messung in regel-
maRigen Abstanden aufgenommen hat. Abb. 11 A zeigt die Chipoberflache zu Beginn der
Messung, wo noch keine Hybridisierung stattgefunden hat und lediglich drei immobilisierte
Cy5-Oligonukleotide als Positionsmarker zu erkennen sind. Die Signalintensitaten sind hier
in einer Falschfarbenskalierung dargestellt. Dadurch wird das eigentlich im Graustufenformat
aufgenommene Bild der CCD-Kamera flr das menschliche Auge leichter zu interpretieren. In
Abb. 11 B ist die Fluoreszenz auf der FlieRkanaloberfliche am Ende der Messung nach
120 s zu erkennen, nachdem in diesem Fall das Modelltarget Actin-51-Cy5 mit dem 10x10-
Array der komplementaren Actin-45-O0mm-Sonde hybridisiert ist. Zu sehen sind daher zum
einen nach wie vor die drei Referenzspots sowie zum anderen die 100 Spots, an denen die
Hybridisierung stattgefunden hat. Erkennbar ist hier auch die inhomogene Ausleuchtung der
sensitiven Oberflache, die sich durch das Intensitatsprofil des Laserstrahls ergibt (vgl. 4.5.2).
Bei der Auswertung der CCD-Bilder wurden nun aufgrund der linearen Bindungskinetiken
nicht die absoluten Fluoreszenzsignale am Ende der Messung betrachtet, sondern stets
Signalsteigungen in definierten Zeitraumen. Ein entsprechendes 2D-Steigungsbild fir die
hier betrachtete Messung zeigt Abb. 11 D. Darin wurden die Steigungswerte im Zeitraum 60-
120 s fir jeden einzelnen Pixel in der Einheit [counts/s] gebildet und ebenfalls in
Falschfarben dargestellt. Die Positionsmarker sind hier nicht mehr zu erkennen, da sich bei
ihnen das Signal Uber die Zeit entweder nicht anderte oder teilweise sogar etwas verringerte,
so dass negative Steigungswerte beobachtet wurden.

Das Steigungsbild verdeutlicht den Vorteil der Methode, dass durch die lineare Regression
namlich eine Auswertung unabhangig vom inhomogenen Fluoreszenzhintergrund auf der
sensitiven Flache (Abb. 11 B) mdglich ist. Dennoch zeigt sich im Steigungsbild die inhomo-
gene Anregung der Sondenspots aber noch dadurch, dass die Steigungswerte fur die ver-
schiedenen Spots ein Intensitatsprofil mit einem Maximum im Zentrum des Arrays bilden,
obwonhl hier eigentlich an allen Spots die gleiche Anbindung stattgefunden hat. Zum einen
wurden jedoch verschiedene Methoden zur Korrektur dieser Abweichungen entwickelt (vgl.
4.5.6), zum anderen ist der in Abb. 11 betrachtete sensitive Bereich mit einem Modell-Array
von 9mmx 9 mm deutlich gréler als die sonst in dieser Arbeit immobilisierten und
quantitativ ausgewerteten Arrays. Ublicherweise lagen die Spots dann bei engerem Abstand
in einem Kkleineren und relativn. homogen ausgeleuchteten Bereich von maximal
3.5 mm x 3.5 mm.

Die in Abb. 11 dargestellten Falschfarbenbilder wurden mit dem eigens am ICB entwickelten
Programm Exprimage erhalten. Dabei handelt es sich um ein Matlab Programm™, das eine
Benutzeroberfliche unter Windows™ schafft und die gesamte Auswertung der aufgenom-
menen CCD-Bilder ermdglicht. Die Verarbeitung der Daten erfolgt dabei schrittweise durch

Einzelbefehle wie etwa zum Festlegen des Datenordners, Einlesen der darin gespeicherten
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Bilddaten, Festlegen einer Zeitachse fiur die betrachtete Messung, Kontrollieren des Signal-
verlaufs auf einzelnen Pixeln, Generieren des Steigungsbildes sowie zur Quantifizierung der
dabei erhaltenen Werte (vgl. auch [79]).
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Abb. 11 Entwicklung der Fluoreszenzsignale wahrend der Hybridisierungsreaktion

Hybridisierung von 0.5 nM Actin-51-Cy5 auf einem 10x10-Array von Actin-45-Omm (1 mm Spot-
abstand); Auswertung der CCD-Daten mit Software Exprimage, Darstellung in Falschfarben (Einheit:
counts); A: t = 0 s, vor der Hybridisierung; B: t = 120 s, nach der Hybridisierung; C: Bindungskinetik
innerhalb eines Pixels in einem Sondenspot; D: Signalsteigungen in [counts/s] im Bereich 60-120 s fur
alle Pixel

Um die Signalsteigungen der einzelnen Sondenspots zu quantifizieren, wurden in dieser
Arbeit zwei unterschiedliche Methoden angewendet. So wurde zum einen Uber den maxi-
malen Wert innerhalb des Spots und zum anderen Uber den Mittelwert seiner gesamten
Flache ausgewertet, die im Modus des 2x2-Binnings Ublicherweise einen Durchmesser von
ca. 13 Pixeln hatte. Beide Methoden wurden von Dipl.-Chem. Eric Frauendorfer als Anwen-
dungen flir Exprimage programmiert. In beiden Verfahren integriert war ein Schritt, bei dem
die Steigungswerte in den Spots um den Anteil der Signalanderung des Hintergrundes
korrigiert wurden. Es wurden zwar aufgrund der gewahlten Immobilisierungsmethode mit

dem integrierten Blockschritt keine systematischen unspezifischen Anbindungen an der
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Chipoberflache beobachtet und das Hintergrundsignal zeigte bei den meisten Messungen
keine signifikante Anderung, allerdings traten bei manchen Messungen dennoch im Mittel
gering positive aber auch negative Anderungen des Hintergrundsignals auf. Um eine
bessere Reproduzierbarkeit zwischen den verschiedenen Messungen zu gewahrleisten,
wurde daher routinemafig bei Bestimmung der Steigungswerte der Signalhintergrund von

den Sondenspots abgezogen.

4551 Maximumsmethode

Zu Beginn der hier durchgefuhrten Arbeiten stand lediglich die Maximumsmethode fur die
Datenauswertung zur Verfigung. Entsprechend sind im Ergebnisteil die mit dieser Methode
gewonnenen Ergebnisse mit einem ,MAX" in der Legende gekennzeichnet. Alle Ergebnisse
mit der Kennzeichnung ,MW* wurden dagegen mit der Mittelwertmethode erhalten.

Bei der Maximumsmethode erfolgte die Hintergrundkorrektur zunachst durch die Gene-
rierung einer sog. Basismatrix. Dabei handelt es sich um ein dreidimensionales Gitter,
welches dadurch erzeugt wurde, dass wie in Abb. 12 dargestellt zunachst mit der
Exprimage-Anwendung ,Einzelbild ohne base“ ein Raster auf dem Steigungsbild so
positioniert wurde, dass die Linien des Rasters jeweils auf dem Signalhintergrund zentral
zwischen den Spotpositionen im Array lagen. Die Matrix wurde dann durch die auf den
Rasterlinien liegenden Signalwerte sowie durch Interpolation der Werte auf den dazwischen
eingeschlossenen Flachen erhalten. Zur Hintergrundkorrektur der Daten erfolgte die
Subtraktion der Matrix vom Steigungsbild. Die Auswirkung dieses Schrittes auf die Daten
Iasst sich am besten in einer eindimensionalen Darstellung verdeutlichen. Da diese Methode
der Hintergrundkorrektur bei speziellen Fragestellungen ebenso auf das Endbild der
Hybridisierungsmessung angewendet werden kann und die Auswirkung der Korrektur dabei
noch deutlicher wird, ist in Abb. 13 die Signalintensitat entlang einer Achse durch funf
verschiedene Spots in einem Endbild vor (A) und nach (B) der Korrektur dargestellt.
Wahrend in A der inhomogene Hintergrund aufgrund des Ausleuchtungsprofils als Basis der
Signalpeaks noch deutlich zu erkennen ist, sind die Peaks in B alle auf das gleiche
Ausgangsniveau zurtickgesetzt.

Ausgehend von dem hintergrundkorrigierten Steigungsbild wurde dann die eigentliche
Quantifizierung vorgenommen. Dafur wurde durch die Exprimage-Anwendung ,Marker-
auswertung“ erneut ein Raster wie in Abb. 12 iber dem korrigierten Steigungsbild positioniert
und innerhalb der einzelnen Zellen das Pixel mit der maximalen Intensitat bestimmt. Die
dabei im Matlab™-Fenster (ahnlich dem in Abb. 15) erhaltenen Werte in [counts/s] charak-
terisierten die maximalen Signalsteigungen der in den jeweiligen Zellen positionierten Son-

denspots.
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Abb. 12 Positionierung des Rasters zur Generierung der Basismatrix

Dargestellt ist das nach dem Befehl ,Einzelbild ohne base” gedffnete Fenster der Software Exprimage
fir die Anwendung auf ein 6x6-Array verschiedener Sonden, auf denen nur teilweise Hybridisierung
stattgefunden hat. Mit den Werkzeugen im rechten Teil des Fensters kdnnen das Raster (schwarze
Linien) positioniert und die Berechnung der Matrix gestartet werden.

L . . . . . . . h E . . . . . . . .
0 20 40 60 60 100 120 140 160 180 200 0 e} 40 60 a0 100 1200 140 160 180
Distance along profile Distance along profile

Abb. 13 Auswirkung der Hintergrundkorrektur mit einer Basismatrix auf ein Endbild

Dargestellt ist ein Querschnitt durch flinf Spots in einem Endbild. A: vor und B: nach der Korrektur.
Einheit der y-Achse: counts.

455.2 Mittelwertmethode

Die Mittelwertmethode zur Quantifizierung der Sondenspots wurde in Zusammenarbeit mit
Dipl.-Chem. Eric Frauendorfer entwickelt. Dabei erfolgte die Bestimmung der gemittelten
Signalsteigungen fir Hintergrundpositionen sowie fir die Sondenspots in einem Schritt,
woraufhin die Korrektur der Werte erst anschlieRend in Excel™ (Microsoft, Redmond, USA)
durchgefuhrt wurde. Zundchst wurde durch die Exprimage-Anwendung ,Markerauswertung®

ein deutlich grolReres Raster mit kleineren Zellen als bei der Maximumsauswertung auf dem
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Sondenarray positioniert (Abb. 14). Die Sondenspots waren dabei eng von einer einzelnen

Zelle eingeschlossen und gleichzeitig von neun entsprechend grof3en Zellen umgeben.

Wl Al | |
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Abb. 14 Positionierung des Rasters fur die Mittelwertauswertung

Dargestellt ist das nach dem Befehl ,Markerauswertung“ gedffnete Fenster der Software Exprimage
fur die Anwendung auf denselben 6x6-Array wie in Abb. 12. Mit den Werkzeugen im rechten Teil des
Fensters kann das Raster (schwarze Linien) positioniert und die Berechnung der Mittelwerte in den
Zellen des Rasters gestartet werden. X: Felder zur Berechnung des Hintergrundwertes fiir den rot
markierten Sondenspot.

Nach Ausrichtung des Rasters wurde fir jede Zelle der Mittelwert (MW) der Intensitaten der
enthaltenen Pixel berechnet. Der Wert fir die Hintergrundanbindung um einen Sondenspot
ergab sich dabei durch Bildung des Mittelwertes der vier diagonal um den jeweiligen Spot
angeordneten Zellen (Abb. 14), gleichzeitig wurde die Standardabweichung (standard
deviation, SD) Uber diese vier Zellen berechnet. Integriert in die Berechnung wurde
gleichzeitig eine Spotkontrolle im Sinne einer Ja/Nein-Antwort, durch die ein Sondenspot mit
»1“ markiert wurde, wenn an ihm keine Anbindung zu erkennen war, und mit ,0, wenn eine
Hybridisierung auch rechnerisch bestatigt werden konnte. Als Basis flir diese Beurteilung
diente dabei die Standardabweichung des Hintergrundes, so wurde eine ,0“ zugeteilt, wenn
die Summe aus der 2fachen SD und dem Hintergrundwert noch unter dem Mittelwert des
zugehdrigen Sondenspots lag. Alternativ konnte hier zugunsten einer grélReren Sicherheit
des Ergebnisses auch mit der 3fachen SD gearbeitet werden. Die gesamte Berechung der

beschriebenen Werte wurde in einem Schritt von Matlab™

bTM

durchgefihrt und die erhaltenen
Daten wurden im Matlab ™-Fenster dargestellt. Abb. 15 zeigt das entsprechende Ergebnis fir
das in Abb. 14 behandelte Steigungsbild. Die Daten wurden dann in einem Excel™-File
gespeichert, in dem schlief3lich noch die Hintergrundwerte der jeweiligen Positionen im Array

von den korrespondierenden Spotsignalen abgezogen wurden.
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Abb. 15 Matlab™-Fenster mit Ergebnissen der Quantifizierung nach der Mittelwertmethode

Block 1: MW der Zellen auf den 6x6 Sondenspots; Block 2: Hintergrundsignale der 6x6 Sondenspots;
Block 3: SD der Hintergrundsignale; Block 4: Bewertung der Signalstarke auf den verschiedenen
Sondenspots mit ,,0 = Hybridisierung signifikant und ,1“ = keine Anbindung.

4.5.5.3 Bestimmung kinetischer Konstanten

Auf Grundlage der Messungen zur Betrachtung der Abfolge von Assoziation, Gleichgewicht
und Dissoziation der Hybridisierung erfolgte die Bestimmung der kinetischen Konstanten kg,
und ko sowie der Gleichgewichtskonstante der Dissoziation Kp. Fur die Berechnung der
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten k.« wurden die Dissoziationsverlaufe, wie in 3.1.2.3

hergeleitet, einer exponentiellen Funktion erster Ordnung angepasst entsprechend Gl. 11:
R(t) = Ro’ + R(tp) exp (-Kof(t-tp)) (Gl. 11)

Das Fluoreszenzsignal Req wurde durch hyperbolischen Fit der Assoziationsverlaufe als
Differenz der Signalintensitaten im Gleichgewicht und zu Beginn der Assoziation erhalten.
Durch Auftragung von Req gegen die Targetkonzentration fur die aufgenommenen Sétti-
gungsverlaufe wurden mit Hilfe der hyperbolischen Ausgleichsfunktion

R, ‘C

R, =™ _ Gl. 8),
Ky +c ( )
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welche sich analog zur Michaelis-Menten-Kinetik verhalt, der Wert fur das maximal
erreichbare Fluoreszenzsignal Rmax und aus dem x-Achsenabschnitt bei Rqq = 0.5 Rmax die

Gleichgewichtskonstante der Dissoziation Kp bestimmt. Uber

k
K, =2 Gl.7
D= ( )

on

konnte dann die Assoziationsgeschwindigkeitskonstante k,, ermittelt und mit dem aus der

Anfangssteigung des Fluoreszenzsignals in der Assoziationsphase nach
dR/dt = KonCRmax (Gl. 5)

erhaltenen Wert verglichen werden.

45.6 Methoden zur Korrektur des Ausleuchtungsprofils

Zur Korrektur der aufgrund der optischen Anordnung ungleichen Fluoreszenzanregung
innerhalb der Sondenarrays wurden zwei verschiedene Methoden getestet und miteinander

verglichen.

4.5.6.1 Verwendung einer Korrekturmatrix

Zunachst wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem zur Einschatzung des Intensitatsprofils
sowie zur Generierung der Korrekturfaktoren ein separater Sensorchip vermessen wurde.
Auf dem Sensorchip wurde zu diesem Zweck eine einzige Sonde (z.B. c-erb-47-0mm, 5 yM)
in einem 8x7-Array immobilisiert und anschlieBend mit dem komplementaren Modelltarget
(z.B. c-erb-50-Cy5) hybridisiert. Das dabei erhaltene Endbild wurde zunachst wie in 4.5.5.1
dargestellt mit Hilfe einer Basismatrix untergrundkorrigiert. Aus den resultierenden
Signalintensitaten der Sondenspots wurden dann sowohl lokale Korrekturfaktoren als auch
eine dreidimensionale Korrekturmatrix durch Interpolation der Werte zwischen den
Spotpositionen erstellt. Zur Bestimmung der Werte wurden jeweils mehrere Messungen mit
einer relativ hohen Targetkonzentration (z.B. 0.2 nM) durchgefihrt, um deutliche Signal-
intensitadten zu erhalten und die Korrekturfaktoren statistisch bewerten zu kénnen. Diese
Korrekturfaktoren bzw. die Korrekturmatrix wurden dann auf die untergrundkorrigierten
Steigungswerte von Sondenspots auf beliebigen anderen Sensorchips angewendet, um die
unterschiedliche Ausleuchtungsstarke maoglichst zu kompensieren. Ein 8x7-Array mit einem
Spotabstand von 0.7 mm wurde flir den sog. Korrektur-Chip gewahlt, um mit der daraus
erstellten Korrekturmatrix die haufig verwendeten und analog im Ausleuchtungsprofil

positionierten 6x5- bzw. 5x5-Arrays (Spotabstand ebenfalls 0.7 mm) normieren zu kénnen.
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4.5.6.2 Spotinterne Korrektur

Bei einer zweiten Methode zum Ausgleich der inhomogenen Ausleuchtung wurde die
Generierung der Korrekturfaktoren auf jedem einzelnen Sondenarray integriert. Dazu wurde
in einem Spot jeweils eine Mischung mit einer Gesamt-DNA-Konzentration von 6 uM
bestehend aus der eigentlichen Zielsonde (4.8 uM) und der Sonde NPT1-18-0mm (1.2 M)
als Referenz immobilisiert. Zu Beginn der Messungen auf dem Sensorchip wurde dann
zunachst mehrfach mit dem komplementaren Referenztarget NPT1-18-Cy5 in einer relativ
hohen Konzentration (z.B. 1 nM) hybridisiert. Aus den dabei erhaltenen Steigungswerten
wurden Korrekturfaktoren flir die einzelnen Spotpositionen bestimmt. Nach dieser Charak-
terisierung des jeweiligen Sensorchips wurden die Korrekturfaktoren auf die untergrund-
korrigierten Steigungsbilder von Hybridisierungsmessungen der eigentlichen Zielsequenzen
angewendet.

4.6 Methode der konventionellen Chiphybridisierung

4.6.1 Durchflihrung der Hybridisierung unter dem Deckglaschen

Bei den Versuchen zur konventionellen Chiphybridisierung wurden als Glastrager nur die
Objekttrager im Standardformat (Sigma-Aldrich) verwendet, auf denen der Sondenarray
zweifach in angemessenem Abstand immobilisiert wurde (Abb. 16 A). Die Anordnung der
Sonden innerhalb des Arrays erfolgte dabei immer nach dem gleichen Prinzip mit gro3er
Redundanz. Es wurden Ublicherweise bei einem Spotabstand von 0.7 mm zehn verschie-
dene Sondensequenzen in zwei Reihen a 5 Spots untereinander immobilisiert. Drei dieser
identischen Doppelreihen ergaben einen Array, der wiederum viermal innerhalb eines Meta-
Arrays aufgebracht wurde (Abb. 16 B).
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Abb. 16 Sondenimmobilisierung bei konventioneller Chiphybridisierung

A: Positionierung der Sondenarrays auf den Glasobjekttragern, B: Schema der immobilisierten
Sondenarrays mit zehn verschiedenen Sondensequenzen A-J, X: Positionsmarker
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Fur die Hybridisierung unter dem Deckglaschen wurden ausschlieB3lich Cy5-markierte PCR-
Produkte eingesetzt. Dabei wurden jeweils 3.25 pl PCR-Produkt in Standardhybridisie-
rungspuffer auf 13 yl Probenldsung verdiinnt, 10 min bei 100°C denaturiert, auf Eis min-
destens 1 min abgeschreckt und mit einer Pipette mittig auf den immobilisierten Sondenarray
aufgebracht. Zur genauen Positionierung der Lésung auf dem Sondenarray wurde der
Glasobjekttrager auf eine entsprechende Schablone gelegt. Die Probenldsung wurde dann
mit einem zuvor mit Ethanol gereinigten 20mmx20mm-Deckglaschen (VWR, Darmstadt)
bedeckt (Abb. 17) und der Objekttrager in einer Feuchtbox 1 h bei 37°C inkubiert. Zur
Entfernung der ungebundenen Targetmolekile wurde er anschlieRend in einer Schale bei
RT dreimal jeweils 5 min in folgenden Lésungen unter Erhéhung der Stringenz gewaschen:

1. 2x SSC /0.1 % SDS

2. 1xSSC/0.1 % SDS

3. 0.5x SSC
Nach einem letzten Waschschritt unter flieRendem VE-Wasser fur ca. 10 s wurde der
Glasobjekttrager im Stickstoffstrom getrocknet und bis zum Auslesen am Mikroarray-

Scanner bei 4°C gelagert.

Abb. 17 Durchfuhrung der Hybridisierung unter dem Deckglaschen

Die Arraypositionen werden durch eine Schablone unter dem Objekttrager angedeutet. Auf dem linken
Meta-Array befindet sich bereits die Probenlésung und das Deckglaschen wird vorsichtig aufgelegt.

4.6.2 Auslesen der hybridisierten Glasobjekttrager

Die hybridisierten Glasobjekttrager wurden in einem GMS418 Mikroarray-Scanner (MWG-
Biotech, Ebersberg) in der Arbeitsgruppe von PD Dr. H. Funke am Institut fur Klinische
Chemie der Universitat Minster ausgelesen. Das Gerat ermoglicht die Anregung der
Fluorophore Cy3 und Cy5 durch zwei integrierte Laserquellen der Wellenlangen 532 und

635 nm und detektiert die angeregte Fluoreszenzstrahlung mittels eines Photomultipliers
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(photomultiplier tube, PMT). In dieser Arbeit wurde ausschlieRlich mit dem roten Laser bei
635 nm gearbeitet, wobei die Intensitat der Anregung Uber die gesamte Oberflache eines
Objekttragers relativ homogen verteilt war. Mit Hilfe der Software GMS418 ArrayScanner
wurden die Messungen gesteuert und die aufgenommenen Fluoreszenzbilder betrachtet. Fur
eine Messung wurde immer nur ein einzelner Glasobjekttrager in den Zufuhrschacht des
Gerates gelegt, automatisch eingezogen und mit den eingestellten Parametern gescannt.
Variabel waren dabei die Laserleistung (laser power, LP), die Verstarkung (gain) des
Photomultipliers sowie die Grof3e der gescannten Oberflache zu wahlen. Wenn nicht anders
vermerkt, wurde mit 100 % LP gescannt, wahrend die prozentuale PMT-gain-Einstellung je
nach Intensitat der hybridisierten Sondenspots angepasst wurde, um eine Sattigung des
Signals zu vermeiden. Die erhaltenen Bilder wurden im 16bit-Graustufenformat als tif-

Dateien gespeichert.

4.6.3 Auswertung der Fluoreszenzbilder

Die Auswertung der am Mikroarrayscanner erhaltenen Bilder erfolgte mit der Software
GenePix Pro™ (Axon Instruments, Foster City, USA), die als Demo-Version zur Verfiigung
stand. Sie gliedert sich in verschiedene Benutzeroberflachen und ist grundsatzlich fur die
Analyse von Mikroarrays, auf denen Fluoreszenzmuster auf Basis zweier verschiedener
Wellenlangen mit beliebigen Arrayscannern erhalten werden, geeignet. In dieser Arbeit
wurden die Bilder zunachst im Anwendungsfenster ,Image“ gedffnet und durch Bildbear-
beitung wie Helligkeit, Kontrast oder Falschfarbendarstellung optimal visualisiert. An-
schlieRend wurde ein dem Format des immobilisierten Sondenarrays entsprechendes Raster
Uber dem Bild positioniert und automatisch vom Programm optimal an den erleuchteten
Sondenspots ausgerichtet (Abb. 18). Durch Anklicken des ,Analyze“-Buttons wurden dann
die Daten fir jeden einzelnen Spot innerhalb des Rasters berechnet und im ,Results*-
Fenster dargestellt. Dabei wurden zum einen die Mittelwerte innerhalb der angepassten
Kreisfelder als Spotintensitadten berechnet (F2Mean). Zum anderen wurde als Hintergrund-
intensitat eines Spots der Mittelwert Uber alle Pixel innerhalb der kreisférmigen Umgebung
eines Spots gebildet (B2Mean), wobei die Grenze dieses Umgebungsbereiches durch den
dreifachen Durchmesser des jeweiligen Kreisfeldes bestimmt war und benachbarte Spots
ignoriert wurden. Die einzelnen Werte wurden ebenso wie die hintergrundkorrigierten
Spotintensitaten (F2Mean—-B2) sowie die Rasterkoordinaten des betrachteten Spots bei den
Ergebnissen angegeben.

Routinemalig wurde nur einer der vier Arrays innerhalb des Meta-Arrays ausgewertet und
Uber die jeweils drei Sondenspots gemittelt zur Generierung des Endergebnisses. Nur in

einzelnen Fallen wurde Uber alle n = 12 Spots des Meta-Arrays gemittelt.
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Abb. 18 Benutzeroberflache der Software GenePix Pro™ zur Bildauswertung

Dargestellt ist das ausgerichtete Kreisraster Uber einem der vier 6x5-Arrays eines hybridisierten
Sondenarrays im ,Image“-Fenster.

4.7 Allgemeine Fehlerbetrachtung

Jedes analytische Verfahren kann in seiner Qualitdt sowohl nach Prazision als auch nach
Richtigkeit beurteilt werden. Wahrend die Prazision eingeschrankt wird durch unvermeidliche
zufallige Fehler, die in der Statistik erfasst werden, wirken sich auf die Richtigkeit die schwer-
wiegenderen systematischen Fehler aus [35].

Nahezu alle Arbeitsschritte, die dieser Arbeit zugrunde liegen, sind mit einem Fehler
behaftet, sowohl die Praparation der Glasobjekttrager als auch die Durchfliihrung der
Hybridisierungen im Sensorchip und unter dem Deckglaschen sind davon betroffen.
Individuelle Fehler traten beispielsweise beim Zusammenbau der Sensorchips auf sowie
beim Positionieren der Deckglaschen auf den Objekttragern, unter denen die Probenlésung
nie ganz homogen verteilt war. Demgegenuber stehen die statistischen Fehler, die wahrend
eines Messvorganges z.B. beim Pipettieren oder durch Temperaturschwankungen entstan-
den sind. Nicht zu unterschatzen sind z.B. auch geratetechnische Fehler, wie der Fehler des
Dispensers zum Immobilisieren der Fangsonde oder des UV-VIS-Spektrometers zur
Quantifizierung der DNA.

Da aber die GroRRe der einzelnen Fehler nicht in allen Fallen genau bestimmt werden konnte
und zudem ihre Zusammenhange untereinander nicht immer eindeutig waren, konnte eine
Fehlerfortpflanzung nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz nicht durchgefiihrt werden. Es war
vielmehr sinnvoll, die statistischen Schwankungen der Messwerte durch wiederholte Mes-

sung unter vergleichbaren Bedingungen zu ermitteln, weshalb die Messungen in der Regel
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als Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt wurden. Als ReprasentanzgroRe wurde der

arithmetische Mittelwert X berechnet:

X = (Gl. 14)

2X,
n
mit X = Mittelwert, x; = Messwert, n = Anzahl der Messungen.
Als statistische Kenngrofie wurde der Schatzwert fir die Standardabweichung o der Einzel-
werte bestimmt, die ein Mal} dafir ist, wie weit die jeweiligen Werte um den Mittelwert
streuen:
¥ (X, — X)?

o= u (Gl. 15)

n-1

mit o = Schatzwert fur die Standardabweichung.

Die Anzahl der Einzelmessungen wird bei den Ergebnissen fiir jedes Experiment individuell
angegeben. In den Diagrammen wird die Standardabweichung als Fehlerbalken dargestellt.
Teilweise ist bei den Ergebnissen zusatzlich der Variationskoeffizient (VK) als Verhaltnis
zwischen der Standardabweichung und dem Mittelwert aufgefiihrt, welcher dem eigentlichen
Messfehler entspricht.

Der statistische Fehler bei Messungen mit dem DNA-Sensorchip ist anhand mehrerer
Messreihen unter dem Einfluss verschiedener Parameter genauer bestimmt worden (vgl.
5.1.2). Lediglich bei den Versuchen zur konventionellen Chiphybridisierung konnte der
statistische Fehler in der Regel nicht ausreichend abgeschatzt werden. So wurden zwar die
Schwankungen innerhalb eines Sondenarrays auf Basis der mehrfach immobilisierten Son-
denspots bestimmt, eine mehrfache Bestimmung der Proben auf verschiedenen Meta-Arrays
wurde allerdings nicht durchgefiihrt, da der Versuchsaufwand beziglich der Herstellung
einer entsprechenden Anzahl immobilisierter Glasobjekttrager zu grof® gewesen ware. Dieser
Umstand ist aber aufgrund der Tatsache zu vernachlassigen, dass bei der konventionellen
Chiphybridisierung ohnehin nur eine semi-quantitative Aussage erhalten wurde.

Zur Bestimmung der Sensitivitat eines Nachweises im DNA-Biosensor wurden Kalibra-
tionskurven aufgenommen. Durch lineare Regression wurde eine Geradengleichung erhalt-
en, deren Steigung der Sensitivitat entspricht. Als Nachweisgrenze wurde bei Anwendung
der Mittelwertmethode diejenige Targetkonzentration definiert, deren Signal dem Dreifachen

der Standardabweichung des Nullwertes entspricht.
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5 Ergebnisse

5.1 Grundlagen der Realzeit-Hybridisierung im DNA-Biosensor

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe von Modell-Oligonukleotiden (vgl. Anhang Tab.
22) die Analyse von DNA-DNA-Wechselwirkungen im DNA-Sensorchip charakterisiert und
optimiert. Dabei wurden neben der Immobilisierung der Fangsonden verschiedene Para-
meter der Hybridisierungsereignisse wie z.B. Spezifitat und Reproduzierbarkeit untersucht,
um dadurch das Messverfahren besser zu verstehen und auch die kinetischen Grundlagen
des Messprinzips genauer zu analysieren. SchlieRlich wurde der Ubergang vom Modell-

Targetoligonukleotid zur Detektion von PCR-Produkten demonstriert.

5.1.1 Untersuchungen zur Immobilisierung

5.1.1.1 Optimierung der Sondenkonzentration

Um einen ausreichenden Uberschuss der immobilisierten Fangsondemolekiile im Verhaltnis
zu den Cy5-markierten Targets zu gewahrleisten, wurde die Fangsondenkonzentration opti-
miert. Dazu wurde nach der Standardmethode auf den Sigma-Objekttragern ein Array der
Sonde Actin-45-0mm in Konzentrationen von 0.0158 bis 15.8 uM mit je n = 4 Spots immobili-
siert und mit 0.5 nM Actin-51-Cy5 hybridisiert. Die Signalsteigungen in Abb. 19 zeigen, dass

oberhalb einer Sondenkonzentration von 5 uM Sattigung auftrat.
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Abb.19 Optimierung der Fangsondenkonzentration bei der Standardimmobilisierung

Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, Sigma-Objekttrager, keine Ausleuchtungskorrek-
tur, MW-Auswertung Uber n = 4 Spots und n = 3 Messungen.
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Die Fehlerbalken ergaben sich durch das inhomogene Ausleuchtungsprofil, das hier nicht
korrigiert wurde. Als Standardsondenkonzentration wurde entsprechend 5 uM gewahlt. Das
Ergebnis erwies sich bei Anwendung der Standardimmobilisierungsmethode als unabhangig
vom gewahlten Glastrager und wurde z.B. analog auf den kleineren BK7-Glaschips erhalten

(Daten nicht gezeigt).

5.1.1.2 Ubertragung der Standardmethode auf verschiedene Glasobjekttrager

Ein Teil der grundlagenorientierten Untersuchungen des DNA-Biosensorsystems wurde auf
den kleineren BK7-Glaschips durchgeflhrt. Die damit erhaltenen Ergebnisse sind in der
Legende entsprechend gekennzeichnet. Im Zuge der Weiterentwicklung des Sensorsystems
erfolgten dann aber ein Umbau des Auslesegerates und der Ubergang zu den Glasobjekt-
tragern im Standardformat. Das Standardprotokoll konnte fur die Immobilisierung auf den
ebenfalls unbehandelten Glastragern tbernommen werden. Getestet wurden die Glasobjekt-
trager von Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Menzel-Glaser (Braunschweig) und Marienfeld
(Lauda-Koénigshofen) parallel in einem Ansatz durch Immobilisierung eines 10x10-Arrays der
Sonde Actin-45-0mm mit Spotabstand 1 mm. AnschlieRend wurde auf jeweils einem Objekt-

trager eine Verdinnungsreihe fir das Actin-51-Cy5-Target aufgenommen (Abb. 20).
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Abb. 20 Actin-51-Cy5-Verdiinnungsreihe auf Glasobjekttragern unterschiedlicher Hersteller

Sonde Actin-45-0mm, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung Uber n = 4 Spots im zentralen,
relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des 10x10-Arrays und n = 3 Messungen.

Dabei ergaben sich Sensitivitdten von 42.4 +2.4 counts/(s*nM) fir den Sigma-,
40.6 = 3.4 counts/(s*nM) fir den Menzel- und 33.5 + 3.2 counts/(s*nM) flir den Marienfeld-
Objekttrager. Fir alle weiteren Untersuchungen wurden die Sigma-Objekttrager verwendet,

da sie die grote Sensitivitat bewiesen hatten und deutlich besser verarbeitet waren als z.B.
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die Menzel-Objekttrager, von denen viele durch Kratzer oder Artefakte im Glas von
vornherein unbrauchbar fir die optische Auswertemethode waren. Aufgrund dieser Tatsache
war auch der héhere Preis der Sigma-Objekttrager mit 17.5 cent/Stck. im Vergleich zum
Menzel-Objekttrager mit 7 cent/Stck. gerechtfertigt. Nicht als nachteilig erwies sich die etwa
um den Faktor 1.5 gréRRere Eigenfluoreszenz der Sigma-Objekttrager im Verhaltnis zu den
Menzel- und Marienfeld-Produkten (Daten nicht gezeigt), die durch die Auswertung Uber die
zeitliche Anderung des Fluoreszenzsignals kompensiert wurde.

Ein direkter Vergleich zwischen den Sigma-Objekttragern und den kleineren BK7-Glaschips
war nicht moéglich, da durch den Wechsel des Chipformates auch der Dispenser auf das
Standardobjekttragerformat angepasst worden war und daher beide Glastrager nicht parallel
in einer Charge immobilisiert werden konnten, was die Voraussetzung fiir eine bessere
Vergleichbarkeit gewesen ware. Messergebnisse auf den Sigma-Objekttragern konnten
zudem nicht direkt mit zuvor auf den BK7-Chips erhaltenen Ergebnissen verglichen werden,
da das Auslesegerat wahrend des Umbaus vollstandig neu justiert worden war. Grundsatz-
lich lasst sich aber feststellen, dass die Ergebnisse mit den beiden Glasmaterialien in

derselben Grofienordnung lagen.

5.1.1.3 Optimierung der Standardimmobilisierungsmethode

Im Rahmen der Ubertragung des Standardimmobilisierungsprotokolls auf Glasobjekttrager
im groReren Format wurden verschiedene Aspekte der Methode genauer untersucht. Es
konnte belegt werden, dass die im Deaktivierungsschritt eingesetzte 6-Amino-1-Hexansaure
die unspezifische Anbindung der Cy5-markierten Target-Oligonukleotide deutlich besser ver-
hindert als das im Originalprotokoll [102] verwendete 6-Amino-1-Hexanol (Abb. 21). Ursache
dafir ist die negativ geladene Carboxy-Endgruppe auf der Chipoberflache, welche die
ebenfalls negativ geladenen DNA-Strange besser abstot als die OH-Gruppe des Alkohols.
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Abb. 21 Vergleich der unspezifischen Bindung von Cy5-Target bei Deaktivierung der Sensor-
oberflache mit (A) 6-Amino-1-Hexansadure und (B) 6-Amino-1-Hexanol

Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM. Dargestellt sind die Steigungsbilder im Bereich
60-120 s.
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Zunachst wurden die DNA-Fangsonden wie bei Schult [79] in Dispensierpuffer (1x PBS,
1.25 % (m/v) Ethylenglykol) immobilisiert und die Objekttrager anschlieRend 2.5 h bei 80°C
gebacken. Die damit erhaltenen Steigungsbilder zeigten auf den ersten Blick einen homo-
genen Sondenarray (Abb. 21 A), bei Analyse der Spotform am GMS418 Mikroarrayscanner
zeigte sich jedoch, dass die Spots deutliche ,Donut- oder ,Kaffeerand“-Effekte aufwiesen
(Abb. 22 A). Wurden die Objekttrager nach dem Dispensieren nicht getempert, sondern ber
Nacht in einer Feuchtbox bei 37°C inkubiert, ergab sich eine noch viel ungleichmafigere
Spotform (Abb. 22 B), wahrscheinlich aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften des
Ethylenglykols. Erst bei Immobilisierung der Sonden in reinem VE-Wasser und anschlie-
Render Inkubation in der Feuchte konnte eine homogene Form der Sondenspots bei einem
Durchmesser von 239 + 8 um (lber n =9 Spots) erzielt werden (Abb. 22 C), so dass diese
Methode als Standardmethode gewahlt wurde. Zur Beschleunigung der relativ zeitauf-
wendigen Immobilisierungsmethode kann die Feuchte-Inkubation auch durch das zweistln-
dige Backen bei 80°C ersetzt werden, wobei allerdings geringe Einbuf’en bezlglich der

Spothomogenitat akzeptiert werden missen.
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Abb. 22 Spotform bei Immobilisierung der DNA-Fangsonden in Dispensierpuffer und Backen
der Objekttrager (A) bzw. Inkubation in der Feuchtbox (B) sowie bei Immobilisierung
in reinem VE-Wasser und Inkubation in der Feuchte (C)

Gezeigt sind jeweils Ausschnitte aus einem 10x10-Array der Sonde Actin-45-Omm nach Hybridisie-
rung mit 0.5 nM Actin-51-Cy5 (Spotabstand 1 cm). A+C: Bild des GMS418-Scanners, B: Endbild (1x1-
Binning) des Sensorsystems. Der mittlere Spotabstand d von 1000 + 16 pym (n = 12) in C bestatigt die
Positioniergenauigkeit des Dispensers.
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5.1.1.4 Lagerstabilitat der nach Standardmethode immobilisierten Objekttrager

Hinsichtlich einer besseren Koordination der verschiedenen Arbeitsschritte im Labor sowie
eines moglichen Einsatzes der chipbasierten Nachweismethoden durch externe Anwender
wurde die Lagerstabilitat der nach der Standardmethode immobilisierten Glasobjekttrager
untersucht. Dazu wurde zunachst auf sechs Objekttragern der zu Testzwecken ubliche
10x10-Array der Actin-45-Omm-Sonde immobilisiert. Nur ein Objekttrdger wurde an-
schlielend sofort mit 0.5 nM Actin-51-Cy5 vermessen, die anderen wurden bei 4°C gelagert
und erst nach bis zu 16 Wochen wurde jeweils ein Objekttrager pro Messtag hybridisiert. Fur
eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Messtage
wurde die 0.5 nM Targetldsung jeweils aus derselben aliquotierten und bei -20°C gelagerten
1 UM Stammldsung angesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die unter diesen Bedingun-
gen gelagerte Oligonukleotid-Lésung nicht an Aktivitat verlor und das Ergebnis dement-
sprechend beeinflusste (Daten nicht gezeigt). Abb. 23 zeigt, dass die Signalsteigungen Uber
den betrachteten Zeitraum nur sehr langsam und relativ konstant abnahmen. Auf dem 16
Wochen lang gelagerten Objekttrager wurden noch 74 % der Signalsteigung des sofort nach
der Herstellung vermessenen Objekttragers detektiert. Es ergab sich eine Drift von
-0.10 £ 0.01 counts/s pro Woche, so dass die Signalintensitat in dem betrachteten Zeitraum

etwa um 2 % pro Woche abnahm.
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Abb. 23 Lagerstabilitat der nach Standardmethode immobilisierten Objekttrager

Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, n = 1 Objekttrager
pro Messpunkt, MW-Auswertung Uber n =4 Spots im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten
Bereich des 10x10-Arrays und n = 5 Messungen.
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5.1.1.5 Lagerstabilitat der nach Standardmethode voraktivierten Objekttrager

Um eine grolere Flexibilitdt bei der Herstellung immobilisierter Sondenarrays nach der
Standardmethode zu erlangen, wurde untersucht, ob die silanisierten und mit Phenyldiiso-
thiocyanat aktivierten Glasobjekttrager bis zum Dispensierprozess zwischengelagert werden
kénnen. Dazu wurden vier Objekttrager in einem Ansatz parallel aktiviert, von denen dann
drei bei -20°C gelagert wurden, wahrend der vierte Objekttrager sofort im Anschluss bespot-
tet und zu Ende prozessiert wurde. Auf den drei anderen Objekttragern wurden die identi-
schen Sonden 7, 14 und 28 Tage nach der Aktivierung immobilisiert, so dass die fertigen
Objekttrager nach zwischenzeitlicher Lagerung bei 4°C alle am 29. Tag vermessen werden
konnten. Abb. 24 zeigt, dass dabei kaum Abweichungen zwischen den Hybridisierungs-
signalen der vier Objekttrager auftraten, so dass die voraktivierten Objekttrager mindestens
Uber einen Zeitraum von 4 Wochen lagerstabil sind. Der etwas geringere Wert bei 0 Tagen
Lagerung lasst sich darauf zurtckfihren, dass in diesem Experiment die Lagerstabilitat der
immobilisierten Objekttrager (vgl. 5.1.1.4) dem Ergebnis Uberlagert und entsprechend fiir
bereits vier Wochen gelagerte Objekttrager ein geringer Rickgang der Signalstarke zu
erwarten war. Sowohl bei dem hier gezeigten Versuch als auch in 5.1.1.4 basierte die
statistische Bewertung des Ergebnisses nur auf mehreren Messungen auf einem einzelnen
Objekttrager pro Messpunkt, weil zum einen die Herstellung einer viel grélkeren Anzahl
Objekttrager nicht praktikabel gewesen ware und zum anderen Versuche zur Reprodu-
zierbarkeit (vgl. 5.1.2.2) gezeigt haben, dass die Abweichungen zwischen Ergebnissen auf

verschiedenen Objekttragern nicht grol waren.

24
20+
L 464 '
2 }/
% J
S 124
(®)]
S
k=) 8-
Q
) n
O T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Zeit nach der Aktivierung (d)

Abb. 24  Signalstarke nach unterschiedlicher Lagerdauer der voraktivierten Objekttrager

Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, n = 1 Objekttrager
pro Messpunkt, MAX-Auswertung Uber n =4 Spots im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten
Bereich des 10x10-Arrays und n = 5 Messungen.
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5.1.1.6 Einsatz von kommerziellen voraktivierten Glasobjekttragern

Ein Grund fir die Anpassung des Chipformates auf die GroRe von Standardobjekttragern
war die Absicht, auch auf kommerzielle voraktivierte Glasobjekttrager flir die Immobilisierung
von DNA zuriickgreifen zu kdnnen, u.a. um dadurch bei Bedarf mehr Sensorchips in klrzerer
Zeit herstellen zu kdonnen. Bei dem Vergleich der in Tab. 1 aufgelisteten voraktivierten
Objekttrager mit den nach Standardmethode immobilisierten wurden jeweils die Hybridisie-
rungseffizienz, die unspezifische Hintergrundanbindung bei mehreren Messungen sowie die
Spotform bewertet. In Tab. 5 sind die Ergebnisse stichwortartig fur jedes Produkt zusammen-
gefasst. Zur optischen Auswertung ist dazu jeweils das Steigungsbild im Bereich 60-120 s
von einem Teilausschnitt des hybridisierten 10x10-Arrays dargestellt. Abb. 25 zeigt zum Ver-
gleich das entsprechende Bild fur einen Standard-Sigma-Objekttrager. Nur in einzelnen
Fallen ist zur Bewertung der Spotform zusatzlich der Ausschnitt eines Endbildes oder eines

Bildes vom GMS418 Mikroarrayscanner gezeigt.

Cantadonstolgung von | = 60 bis 1204

e 006 000 ¢ @

Abb. 25 Steigungsbild (60-120 s) auf einem nach Standardmethode immobilisierten Objekt-
trager

Ausschnitt des 10x10-Arrays der Sonde Actin-45-O0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM.

Tab.5 Einsatz kommerzieller voraktivierter Objekttrager im DNA-Sensorchip

Bewertung: T = gut, — = mittel, 4 = schlecht. Hinweise zur Kopplungschemie finden sich in Tab. 1.

Hersteller/

Produkt Testergebnis Spotform

Coorncdenatelgung von | = 60 bis 1208

Biocat/ Evaneszent-Feld-Anregung mdglich
Easyspot® - Spotform relativ gut, aber GMS418-Bild

zeigt starken Donut-Effekt %
minimale Hintergrundanbindung
Hybridisierungseffizienz etwas besser als
auf Standard-Sigma-Objekttrager
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E?c:ztjllter/ Testergebnis Spotform
Clontech/ - Evaneszent-Feld-Anregung méglich
DNA- - extrem schlechte Spotform
Ready™ - stellenweise sehr hohe Hintergrund-

Type Il anbindung
- Steigungsbild nicht auszuwerten
Corning/ - Evaneszent-Feld-Anregung mdglich
CMT- - Spotform relativ gut, aber Endbild-
GAPS™ ausschnitt zeigt leichte Kaffeerand- und
Donuteffekte
- hohe Hintergrundanbindung
- korrigierte Signalsteigungen dadurch
deutlich geringer als bei Standard-Sigma-
Objekttragern
\
Eppendorf/ - keine Evaneszent-Feld-Anregung madglich
Creative - Auslesen am GMS418 Scanner zeigt il L
Chip® erfolgte Immobilisierung und relativ
inhomogene Spotform
Genescan/ - keine Evaneszent-Feld-Anregung moglich
ArrayLINK - Auslesen am GMS418 Scanner zeigt
hyphob® erfolgte Immobilisierung und sehr
inhomogene Spotform
Greiner Bio- - Evaneszent-Feld-Anregung maoglich
one/ - sehr schlechte Spotform mit starkem
ALDEHYDE Donuteffekt
slides - minimale Hintergrundanbindung
- Hybridisierungseffizienz etwa 50 %
schlechter als auf Standard-Sigma-
Objekttrager
- unsaubere Verarbeitung, unbehandelte
Produkte weisen zahlreiche Artefakte auf
der Oberflache auf
J
Quantifoil/ - keine Evaneszent-Feld-Anregung moglich
QMT Micro-
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Hersteller/

Produkt Testergebnis Spotform
Sigma-Aldr./ - Evaneszent-Feld-Anregung mdglich
Sigma - gute Spotform, relativ homogen im
Screen™ Endbild (nicht gezeigt)
- stark schwankende Hintergrundanbin-
dung
- Hybridisierungseffizienz im Bereich des
Standard-Sigma-Objekttragers
%
PicoRapid/ - Evaneszent-Feld-Anregung mdglich
PicoSlides™ - Immobilisierungsmethode analog Ref.

[102], wie auch die Standardmethode

- Da noch kein User Manual vorhanden ist,
wurden der Dispensierpuffer und die
Nachbearbeitung variiert.

- bestes Ergebnis mit Wasser als Immobili-
sierungspuffer und Inkubation in Feucht-
box

- Spotform relativ gut

- sehr hohe Hintergrundanbindung

- Hybridisierungseffizienz mehr als 50%
schlechter als auf Standard-Sigma-
Objekttrager

! 4
iﬁ
4

Hier sind fur die Produkte, bei denen die Oberflachenbehandlung laut Anleitung nach ver-
schiedenen Methoden durchgefuhrt werden konnte, nur die besten erzielten Ergebnisse
dargestellt. Im Rahmen des Projektes zur Detektion von Mikroorganismen wurden auch die
voraktivierten CSS-Silylated™-Objekttrager (CEL Associates, Pearland, USA) fiir die Anwen-
dung im DNA-Biosensor getestet, die Ergebnisse dazu finden sich in 5.3.1.1.

Es hat sich gezeigt, dass von den zehn getesteten Produkten nur zwei, namlich die
Easyspot®-Objekttrager von Biocat und die CSS-Objekttrager von CEL Associates, fiir die
Anwendung im DNA-Biosensor uneingeschrankt geeignet waren. Mit einzelnen Objekt-
tragern liel3 sich aufgrund der optischen Eigenschaften des beschichteten Glases gar kein
evaneszentes Feld auf der Sensoroberflache anregen. Der aus der Oberflachenaktivierung
resultierende Brechungsindex der Glastrager wich in diesen Fallen zu stark von dem
abgestimmten Brechungsindex von Prisma und Silikondl ab, so dass die Bedingung fir die
Totalreflexion auch bei Anpassung der Gerateeinstellungen (insbesondere des Einstrahl-
winkels) in dem maéglichen Bereich nicht mehr erflillt werden konnte.

Da die nach Standardmethode immobilisierten Objekttrager in der Summe der Eigenschaften
von keinem der kommerziellen Objekttrager Ubertroffen wurden und in der Bereitstellung

deutlich preisglinstiger waren, wurden im weiteren Verlauf zumindest bei den Arbeiten zu
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den Grundlagen des Sensorsystems sowie zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

ausschlieBlich Standard-Sigma-Objekttrager verwendet.

5.1.2 Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit

5.1.2.1 Arbeitsstabilitat

Da die Hybridisierung der Cy5-markierten Targetmolekule im Sensorchip reversibel ist und
die gebildeten Doppelstrdnge durch einen alkalischen Waschschritt denaturiert werden
kénnen, wurde die Reproduzierbarkeit der Signalsteigungen bei wiederholter Messung einer
Targetldsung in einem Sensor untersucht. Auf einem Sigma-Objekttrager wurde daflr ein
10x10-Sondenarray immobilisiert und in n =20 Messungen hybridisiert. Die Regeneration
zwischen den Messungen erfolgte durch Spulen mit 1x 200 pl alkalischer Regenerierungs-
I6sung und 2x 200 yl Waschpuffer bei einer Fliel3rate von 25 pl/s. In Abb. 26 sind exem-
plarisch die Steigungswerte von finf beliebigen Spots des Arrays fiir alle durchgefiihrten
Messungen aufgetragen. Die unterschiedlichen Signalniveaus ergaben sich aufgrund der
inhomogenen Ausleuchtung, die hier nicht korrigiert worden ist. Zur Quantifizierung des
Signalverlustes Uber n = 20 Messungen wurde die Drift des Signals als Steigung der linearen
Regression bestimmt. Gemittelt Uber die finf Spots ergab sich eine Drift von
-0.07 £ 0.01 counts/s pro Messung (< 0.5 % pro Messung), wobei der letzte Messwert im
Mittel noch 85+ 2 % des ersten Wertes betrug. Uber alle Messungen ergab sich ohne
Berlcksichtigung des Drifts ein Variationskoeffizient von 5.0 £ 0.7 %. Damit zeigte der DNA-

Biosensor eine relativ gute Arbeitsstabilitat.
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Abb. 26 Reproduzierbarkeit des Messsignals bei wiederholter Regenerierung des Sensors
Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung.
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Auf den kleineren BK7-Glaschips konnte vor der Anpassung des Chipformates eine noch
etwas bessere Arbeitsstabilitdt uber n = 15 Messungen demonstriert werden (Daten nicht
gezeigt).

Dass die Sensoroberflache durch die Einwirkung der alkalischen Regenerierungslésung auf
Dauer geschadigt und der Sensorchip dadurch unbrauchbar wurde, zeigte ein Versuch, bei
dem der Regenerationsschritt variiert wurde (Abb. 27). Dabei wurden 2x 200 ul Regenerie-
rungslésung mit einer deutlich langsameren FlieRrate von 0.5 pl/s und anschlielend

2x 200 pl Waschpuffer mit einer Flief3rate von 3 ul/s nach der Hybridisierung tber den Chip

gepumpt.
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Abb. 27 Reproduzierbarkeit des Messsignals bei langerer NaOH-Exposition wéahrend der
Regeneration

Sonde c-erb-47-0mm, Target c-erb-50-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung.

Die starken Niveauunterschiede zwischen den Signalen der verschiedenen Spots ergaben
sich hier dadurch, dass Sondenspots mit unterschiedlichen Sondenkonzentrationen betrach-
tet wurden, was jedoch keine Auswirkung auf die Aussage des Experimentes hat. Es zeigte
sich, dass die Arbeitsstabilitdt des Sensors bei einer langer andauernden Exposition von
alkalischer Ldésung auf der Oberflache drastisch reduziert wurde. Bereits nach zehn
Messungen konnte keine Hybridisierung mehr detektiert werden. Die Regeneration der
Sensorchips musste dementsprechend immer méglichst schnell und mit einem mdglichst
geringen Volumen der alkalischen Losung erfolgen. Die ebenfalls verlangerte Einwirkzeit des
Waschpuffers konnte hier nicht Ursache flir das Ergebnis sein, da die Sensoren haufig mit
Waschpuffer geflillt Gber langere Zeitraume von bis zu zwei Stunden im Auslesegerat lagen,
ohne dass anschlielend ein Rickgang der Sensorsignale beobachtet werden konnte (Daten

nicht gezeigt).
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5.1.2.2 Messungen auf mehreren Chips unterschiedlicher Chargen

Um die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse von unterschiedlichen Sensorchips ein-
schatzen zu koénnen, wurden finf Chargen a drei Sigma-Objekttrager nach identischer
Methode an unterschiedlichen Tagen hergestellt. Innerhalb eines Messtages wurden dann
alle 15 Objekttrager in n = 3 Messungen hybridisiert (Abb. 28).

I Chip 1 [ Chip 3

21 Chip2 [_]Charge: MW

Steigung (counts/s)
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Nummer der Charge

Abb. 28 Reproduzierbarkeit fiir mehrere Chips unterschiedlicher Chargen

Sonde Actin-45-O0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung
Uber n = 4 Spots im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des 10x10-Arrays und n =3
Messungen.

Es ergab sich eine sehr gute Reproduzierbarkeit sowohl flr Ergebnisse von verschiedenen
Chips aus einer Charge als auch fur Messwerte von mehreren Chips aus unterschiedlichen
Chargen. Die Abweichung zwischen den Messwerten der drei Chips innerhalb einer Charge
lag mit 3.0 % im Bereich der Abweichung von 2.2 % zwischen den fir die funf Chargen
erhaltenen Mittelwerten und es traten keine signifikanten Unterschiede auf. Als Mittelwert
Uber alle Sensorchips wurde ein Messwert von 19.6 + 1.2 counts/s mit einem Variations-

koeffizienten von 6.2 % erhalten.

5.1.2.3 Einfluss des Pipettierfehlers

Da die Targetlésungen fur die Hybridisierungsmessungen an jedem Messtag neu aus 1 uM
konzentrierten Stammldsungen in mehreren Verdlinnungsschritten angesetzt worden sind,
wurde untersucht, inwieweit der dabei aufgetretene Pipettierfehler zu Abweichungen bei den
Messergebnissen fuhrte. Dazu wurden in parallelen Ansatzen drei 0.2 nM Ldsungen des

c-erb-50-Cy5-Targets in Standardhybridisierungspuffer aus einer 1 yM Stammlésung durch
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eine 1:40-Verdinnung im ersten und eine 1:125-Verdlinnung im zweiten Schritt hergestellt

und in einem Sensorchip vermessen (Abb. 29).
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Abb. 29 Auswirkung des Pipettierfehlers

Sonde c-erb-47-0mm, Target c-erb-50-Cy5 0.2 nM, BK7-Glaschip, keine Ausleuchtungskorrektur,
MAX-Auswertung fir drei einzelne Spots des 10x10-Arrays tber n = 3 Messungen.

Uber n = 3 Messungen wurde hier im Mittel ein Variationskoeffizient von 6.8 % erreicht. Die
Abweichung zwischen den gemittelten Messwerten auf einem Sondenspot bei Verwendung
der unterschiedlichen Targetldsungen lag dagegen nur bei 2.1 %, so dass der Pipettierfehler
trotz der relativ hohen Viskositat des Standardhybridisierungspuffers (vgl. 5.1.3.4) vernach-
Iassigt werden konnte. Das Experiment hat damit bestatigt, dass der Verdinnungsfehler auf
das Messergebnis keine gréfiere Auswirkung hatte als auf Basis des Fehlerfortpflanzungs-

gesetzes und eines Pipettierfehlers von etwa 1 % erwartet.

5.1.3 Variation verschiedener Parameter der Hybridisierung

5.1.3.1 Optimierung der Fliel3rate

Um zu gewabhrleisten, dass die Fortbewegung der Targetmolekile im Flie3kanal in Richtung
der Chipoberflache mafigeblich durch Konvektion und nicht durch Diffusion erfolgt und die
Anbindung dementsprechend nahezu vollstdndig kinetisch kontrolliert ablauft, wurde die
FlieRrate optimiert. Die Hybridisierung eines Modelltargets wurde dazu bei verschiedenen
FlieRraten verfolgt (Abb. 30). Es zeigte sich, dass die Signalsteigung bei abnehmender
FlieRrate geringer wurde, was auf eine zunehmende Verarmung an Targetmolekulen auf der
Sensoroberflache zurickzufuhren ist, deren Anbindung dann mafRgeblich nur noch durch

Diffusion beeinflusst wurde. Bei Messung unter der stehenden Lésung wurde zwar noch ein
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leichter Anstieg des Signals beobachtet, allerdings nicht mit einem linearen, sondern
gesattigten zeitlichen Signalverlauf (Daten nicht gezeigt). Im Hinblick darauf, dass bei héhe-
ren FlieRraten deutlich mehr Targetlésung flr gleiche Messzeiten zur Verfligung stehen
muss und der Probencontainer des Sensorchips nur 200 ul fasst, wurde hier als Kompromiss

standardmaRig eine Fliel3rate von 1 ul/s gewahlt.
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Abb. 30 Optimierung der FlieR3rate

Sonde c-erb-47-0mm, Target c-erb-50-Cy5 0.5 nM, BK7-Glaschip, MAX-Auswertung fir n =1 Spot
Uber n = 2 Messungen.

5.1.3.2 Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung

Mit Hilfe des im DNA-Biosensorsystem integrierten Thermostaten konnte die Temperaturab-
hangigkeit der Hybridisierung demonstriert werden. Dazu wurden zum einen die Wechsel-
wirkungen der Targets Actin-51-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5 und GAPDH-50-Cy5 mit
ihren komplementaren 45mer-Sonden und zum anderen die Anbindung des NPT1-56-Cy5-
Targets an der kirzeren 18mer-Sonde bei verschiedenen Temperaturen untersucht. Es
muss betont werden, dass die angegebenen Temperaturen nur grobe Anhaltspunkte sind, da
die Temperatureinstellung mit dem gegebenen System nur sehr ungenau moglich war.
Dennoch konnten damit grundsatzliche Tendenzen deutlich gemacht werden. Abb. 31 zeigt,
dass die Hybridisierungseffizienz fiur alle finf Wechselwirkungen bei steigender Temperatur
abnahm, weil die jeweiligen Schmelzpunkte T, erreicht und schlief3lich Gberschritten wurden.
Dies war bei der kiirzeren NPT1-18mer-Sequenz schon bei einer niedrigeren Temperatur der
Fall als bei den langeren Systemen, so wurde an der NPT1-18-O0mm-Sonde bereits bei 39°C
keine Anbindung mehr beobachtet, an den langeren 45mer-Sonden von Actin, CD31, c-erb
und GAPDH dagegen erst bei 49°C. Eine Ausnahme bildete lediglich das Verhalten der
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Actin-Hybridisierungssequenz, fur die das Optimum der Hybridisierungseffizienz erst im
Bereich von 34°C erreicht wurde, bevor das Signal bei weiterer Temperaturerhéhung abfiel.
Die T,-Werte lagen hier deutlich unter den im Anhang (siehe 8.1) angegebenen Werten von
Uber 70°C flr Actin, CD31, c-erb und GAPDH sowie 53°C fir NPT1, weil der Schmelzpunkt
durch den hohen Formamidanteil im Hybridisierungspuffer abgesenkt wurde (vgl. 3.1.1.3), so

dass der optimale Bereich der Hybridisierung fur viele Sequenzen bereits bei RT erreicht

wurde.
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Abb.31 Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung verschiedener Sequenzen

Sonden: Actin-45-0mm, CD31-44-0mm, c-erb-47-0mm, GAPDH-44-0mm und NPT1-18-0mm, Targets
in Mischung je 0.2 nM: Actin-51-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5, GAPDH-50-Cy5 und NPT1-56-
Cy5, BK7-Glaschip, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung fir n=2 Spots dber n=3
Messungen.

Das im Vergleich zu den anderen Sequenzen viel schwachere NPT1-Signal bei RT sowie
der niedrigere T,-Wert ergaben sich dadurch, dass die Wechselwirkung sich hier nur Gber
18 bp erstreckte und nicht wie im Fall der anderen Targets nahezu die gesamte Target-
sequenz erfasste, so dass die Uberlappenden Enden des NPT1-56-Cy5-Targets lediglich zu

sterischen Behinderungen flihren konnten.

5.1.3.3 Spezifitat der Hybridisierung

Dass neben der Konzentration auch die Assoziationskonstante k., einen Einfluss auf die
Signalsteigung hat (vgl. Gl. 5), wurde durch den Vergleich der Hybridisierung von perfect-
match- und mismatch-Sequenzen demonstriert (Abb. 32). Fur eine 18mer-Hybridisierungs-
sequenz des NPT1-Systems wurde gezeigt, dass bereits ein zentraler mismatch ausreichte,

um die Hybridisierung nahezu vollstandig zu unterdriicken, wahrend mit der 45mer-Sequenz
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des Actin-Systems bei Hybridisierung mit der 5mm-Sonde immerhin ein 50%iger Signalabfall
bis hin zum vollstandigen Ausbleiben des Signals bei 10 mismatches zu beobachten war. Je

langer die komplementare Sequenz ist, umso geringer ist also der Einfluss eines einzelnen

mismatches.
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Abb. 32 Spezifitat der Hybridisierung

Targets in Mischung je 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung fir n = 2 Spots Uber
n = 3 Messungen.

Bei einem Vergleich der Ergebnisse fur das NPT1-System in Abb. 31 und Abb. 32 wird der
grol3e Unterschied zwischen der Anbindung des 18mer- und des 56mer-Targets an der
NPT1-18-0mm-Sonde deutlich. Wahrend das lange NPT1-Target im Verhaltnis zur 45mer-
Actin-Sequenz deutlich schwacher nachgewiesen werden konnte, waren die sterisch weit
weniger anspruchsvollen Wechselwirkungen des kurzen NPT1-Targets mit der ebenso
langen perfekt-komplementaren Sonde viel starker als die Hybridisierung des langeren

45mer-Actin-Systems.

5.1.3.4 Einsatz verschiedener Hybridisierungspuffer

Von Schult [79] wurde bereits die Optimierung des Hybridisierungspuffers fir Messungen im
DNA-Sensorchip beschrieben, wobei unter den dort getesteten Puffern der Standard-
hybridisierungspuffer 0.5xUH/50%FA am besten abgeschnitten hatte. Er wird durch
Mischung von gleichen Teilen 50%ig in Wasser verdiinnten Formamids (FA) und Ultrahyb™-
Puffers (Ambion, Austin, USA) erhalten und enthalt dementsprechend 50 % FA, andere

Komponenten sind vom Hersteller nicht angegeben worden. In dieser Arbeit wurde der
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Standardpuffer mit weiteren Puffern verglichen, um seine Leistungsfahigkeit besser
einschatzen zu kénnen. In einem ersten Experiment wurden neben dem Standardpuffer die
kommerziellen Puffer Perfect Hyb™ Plus und ArrayHyb™ LowTemp (beide Sigma-Aldrich),
die SlideHyb™-Puffer #1 bis #4 (Ambion) sowie der nach [96] hergestellte, im Folgenden
,Biotech® genannte Puffer (10x SSC, 0.1 % SDS, 50 % FA) eingesetzt. In dem jeweiligen
Puffer wurden die Targets Actin-51-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5 und GAPDH-50-Cy5 je
0.1 nM bei RT in einer parallelen Messung mit den perfekt komplementaren Sonden hybri-
disiert. Die Signalsteigungen in Abb. 33 machen deutlich, dass je nach Zusammensetzung
des Puffers die Wechselwirkungen verschiedener Sequenzen unterschiedlich stark beein-
flusst wurden, da die Steigungsprofile iber die vier betrachteten Sequenzen variieren. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass sich zum einen die Puffer 0.5xUH/50%FA, ArrayHyb™
LowTemp und Biotech und zum anderen die vier SlideHyb™-Puffer in ihrer Zusammen-
setzung dhnlich waren. Die besten Ergebnisse wurden mit den Puffern ArrayHyb™ LowTemp
und Biotech erzielt, allerdings zeigten diese beiden auch die schlechtesten physikalisch-
chemischen Eigenschaften aller getesteten Puffer. Zwar waren auch die anderen Puffer bei
RT zum Teil relativ viskos, der ArrayHyb™ LowTemp- und der Biotech-Puffer lieRen sich bei

RT aber aufgrund von Niederschlagsbildung nicht gut verarbeiten.
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Abb. 33 Vergleich der Hybridisierungseffizienz in verschiedenen Hybridisierungspuffern

Sonden: Actin-45-0mm, CD31-44-0mm, c-erb-47-Omm und GAPDH-44-0mm, Targets in Mischung je
0.1 nM: Actin-51-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5 und GAPDH-50-Cy5, BK7-Glaschip, Korrektur der
Ausleuchtung mit Korrekturmatrix, MAX-Auswertung fur n = 2 Spots Uber n = 3 Messungen.

Wahrend sich der Niederschlag im Biotech-Puffer, der in der Literatur [96] fur die Anwendung
bei 42°C empfohlen wird, durch leichtes Erwarmen kurzzeitig aufloste, wurde der Nieder-

schlag im ArrayHyb™ LowTemp-Puffer entgegen anders lautender Herstellerangaben auch
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nach 30 min Erhitzen auf 70°C nicht vollstandig geldst. Bei dem Niederschlag handelte es
sich wahrscheinlich um das in groRen Mengen relativ schlecht |18sliche Natriumdodecylsulfat
(sodium dodecyl sulfate, SDS), welches den Hybridisierungspuffern als anionisches
Detergenz zugesetzt wird.

Besonders groRe Unterschiede in der Hybridisierungseffizienz traten beim Vergleich des
Standardpuffers mit dem 1x PicoRapid-Hybridisierungspuffer (PicoRapid, Bremen) auf. Dazu
wurde eine Lésung der Targets Actin-51-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5, GAPDH-50-Cy5
und NPT1-18-Cy5 (je 0.5 nM) in dem jeweiligen Puffer auf einem Array hybridisiert, auf dem
sowohl die perfekt komplementaren, als auch die Sonden Actin-45-5mm, Actin-45-10mm,
NPT1-18-1mm und NPT1-18-3mm immobilisiert worden waren. Beide Puffer wurden bei RT
und bei 42°C getestet, da der PicoRapid-Puffer fir die Anwendung bei 42°C empfohlen wird.
Es zeigte sich jedoch (Abb. 34), dass er bei beiden Temperaturen keine zufrieden stellenden
Ergebnisse lieferte. Wahrend sich bei RT fur den Standardpuffer die bekannte Diskrimi-
nierung der verschiedenen mismatches ergab und auch die 50mer-perfect-match-Targets
gut gebunden wurden, flihrte das 18mer-NTP1-Target im PicoRapid-Puffer an allen drei

korrespondierenden Sonden, also auch denen mit 1 bzw. 3 mismatches, zu nahezu gleichen

Signalen .
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Abb. 34 Vergleich zwischen Standard- und PicoRapid-Hybridisierungspuffer bei RT und 42°C

Targets in Mischung je 0.5 nM: Actin-51-Cy5, NPT1-18-Cy5, CD31-50-Cy5, c-erb-50-Cy5 und
GAPDH-50-Cy5, keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung flir n = 2 Spots tber n = 3 Messun-
gen, * = keine signifikante Anbindung.

Die Anbindung der langeren Targets c-erb-50-Cy5, CD31-50-Cy5 und Actin-51-Cy5 erfolgte
dagegen nur sehr schwach, wobei fiir beide Actin-mismatch-Sonden kein Signal detektiert
wurde. Lediglich das GAPDH-50-Cy5-Target wurde ebenso wie das NPT1-18-Cy5-Target

noch mit 50 % der im Standardpuffer beobachteten Signalstarke nachgewiesen. Bei 42°C
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konnten im Standardpuffer wie erwartet nur noch die langeren Targets detektiert werden,
wobei hier auch die Differenzierung der finf Basenfehlpaarungen in der Actin-Sequenz
gelang, da keine Anbindung mehr an der Actin-45-5mm-Sonde auftrat. Im PicoRapid-Puffer
wurde dagegen unter den empfohlenen Temperaturbedingungen auf keiner der immobi-
lisierten Sonden Hybridisierung beobachtet, obwohl der Puffer laut Angaben des Herstellers
besonders fir die Hybridisierung von 50mer-Oligonukleotiden geeignet sein soll.

Unter identischen Bedingungen wie der PicoRapid-Puffer wurde auch der MWG-Hybridi-
sierungspuffer (MWG-Biotech, Ebersberg) getestet. Mit diesem wurden sehr ahnliche Ergeb-
nisse wie mit dem Standardpuffer erhalten (Daten nicht gezeigt), weil er aber ebenfalls flr
eine Anwendung bei 42°C empfohlen wird und bei RT einen Niederschlag bildet, war er flr
die Standardmessungen im DNA-Sensorchip ungeeignet.

Im Vergleich der hier untersuchten Hybridisierungspuffer hat der Standardpuffer die besten

Eigenschaften bewiesen und wurde daher fiir alle Hybridisierungsmessungen verwendet.

5.1.3.5 Vergleich der Auswertung mit Maximums- und Mittelwertmethode

Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden in dieser Arbeit verwendeten Aus-
wertungsmethoden auf Basis des Maximums bzw. des Mittelwertes wird deutlich, wenn man
Messungen zur Verdiinnungsreihe eines Targets mit beiden Methoden auswertet und die
Ergebnisse miteinander vergleicht. Der Vorteil der Mittelwertmethode kommt dabei beson-
ders im Bereich der Nachweisgrenze zur Geltung. Als Beispiel sind in Abb. 35 fir eine
Verdiinnungsreihe des Actin-51-Cy5-Targets die Ergebnisse beider Auswerteverfahren
dargestellt. Wahrend sich mit der Mittelwertmethode ein Blindwert im Bereich des
Nullpunktes ergab, der auch in der Verlangerung der Ausgleichsgeraden fir die vier Mess-
punkte lag, zeigte das Ergebnis der Maximumsmethode keinen signifikanten Unterschied
mehr zwischen dem Blindwert und dem Messwert bei 0.05nM, obwohl in dem
entsprechenden Steigungsbild an dem korrespondierenden Sondenspot noch eine Anbin-
dung zu erkennen war. Ursache fur diesen erhdhten Blindwert sind das natirliche Rauschen
der Signalintensitaten im Steigungsbild und die Tatsache, dass auch auf einer Oberflache,
auf der keine Anbindung stattgefunden hat, immer einzelne Pixel solche Intensitaten errei-
chen, die denen innerhalb von Sondenspots mit sehr schwacher Anbindung entsprechen.
Bei der Maximums-Auswertung, auf welche die Software Exprimage zunachst beschrankt
war, musste deshalb bei schwachen Konzentrationen immer auch eine zusatzliche optische
Bewertung der Spots erfolgen und es war nicht mdglich, eine mathematisch begriindete
Nachweisgrenze anzugeben. Wie erwartet konnte dagegen die Aussagekraft der Aus-
wertungsmethode durch Anpassung an den Mittelwert optimiert werden, weil die Mittelwert-
methode einzelne ,Ausreiller‘-Pixel nicht so stark wichtet und dadurch eine unabhangige

mathematische Bewertung der Anbindung am Sondenspot liefert. So lie} sich auf Basis der
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dreifachen SD des Blindwertes eine Nachweisgrenze angeben, in diesem Fall lag diese z.B.
bei 13 pM mit einer Sensitivitdt von 17.0 £ 0.6 counts/(s*nM). Bezlglich des statistischen
Fehlers der Messwerte zeigte sich erwartungsgemaf, dass zwischen beiden Methoden kein
grundsatzlicher Unterschied besteht, da sich die auftretenden Variationen bei beiden Aus-
wertungen gleichermalien auswirken. Die Aussage von Ergebnissen ist also letztlich unab-
hangig von der angewendeten Auswertungsmethode, wenn dabei Messungen mit ausrei-
chend groRen Targetkonzentrationen betrachtet wurden. Ein weiterer Vorteil der Mittelwert-
methode liegt darin, dass sie zeitlich weniger aufwendig ist, da der rechenintensive Schritt

zur Erzeugung der Basismatrix zwecks Untergrundkorrektur entfallt.

104 ® Mittelwertmethode
A Maximumsmethode

(o]
|

Steigung (counts/s)

(I) | 0.05 | O.|10 | O.|15 | 0.20 0.25
Actin-51-Cy5 (nM)

Abb. 35 Auswertung einer Verdiinnungsreihe mit Maximums- und Mittelwertmethode

Sonde: Actin-45-0mm, keine Ausleuchtungskorrektur, Auswertung flr n = 2 Spots Uber n = 3 Messun-
gen.

5.1.3.6 Methoden zur Korrektur des Ausleuchtungsprofils

Im Folgenden werden die Eigenschaften der beiden zur Korrektur des Ausleuchtungsprofils
verwendeten Methoden (vgl. 4.5.6) zunachst anhand von Beispielen erldutert und dann mit-

einander verglichen.

Verwendung einer Korrekturmatrix

Ein typisches untergrundkorrigiertes Endbild fur einen Sensorchip mit einem 8x7-c-erb-
Sondenarray nach Hybridisierung mit dem komplementaren Target zeigt Abb. 36 A. Darin ist
die allgemeine Position eines 6x5-Arrays auch auf anderen Sensorchips angedeutet, auf den
die aus den c-erb-Signalintensitaten generierte Korrekturmatrix angewendet werden sollte.
Die Verwendung der Matrix war deshalb notwendig, weil die Spotpositionen auf unterschied-

lichen Sensorchips im Gerat nur in den seltensten Fallen genau deckungsgleich waren. In
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Abb. 36 B sind die fir die Sondenspots in A mit der Maximumsmethode erhaltenen Endwerte

dreidimensional dargestellt, um das Ausleuchtungsprofil zu verdeutlichen.
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Abb. 36 8x7-c-erb-Sondenarray als Ausgangspunkt zur Generierung der Korrekturmatrix

Sonde: c-erb-47-0mm, Target: c-erb-50-Cy5 0.2 nM, BK7-Glaschip, A: untergrundkorrigiertes Endbild
mit typischer Lage eines 6x5-Arrays (wei3e Markierung), B: Endwerte fir die 8x7 Sondenspots

Die Korrekturfaktoren bzw. aus diesen dann die Korrekturmatrix wurden durch Hybridisierung

des Arrays mit c-erb-50-Cy5-Targetlésung erhalten. Zur Veranschaulichung zeigt Tab. 6 die

fur den Array in Abb. 36 berechneten Faktoren an den einzelnen Sondenpositionen sowie

deren jeweilige Variationskoeffizienten.

Tab. 6

Korrekturfaktoren fir die 8x7 c-erb-Sondenpositionen eines Chips zur Generierung
der Ausgleichsmatrix

Angegeben sind die VKs der Korrekturfaktoren an den einzelnen Sondenspositionen flir n=6
Messungen (0.1 nM und 0.2 nM c-erb-50-Cy5-Targetlésung: je n = 3 Messungen).

Faktoren VK (%)

566 216 148 1.21 143 172 364 19.15 6.65 0.20 2.32 507 1.16 5.37
3.85; 168 111 1.08 1.12 144229 8.211174 288 631 150 281 6.88
3111 1.37 114 1.05 1.15 1.40; 1.90 8.76{1.97 0.02 375 352 170! 2.51
3.02} 1.31 1.27 1.08 1.12 1.46: 1.99 11231050 352 3.57 239 3.54: 512
3.26{ 142 1.05 1.04 1.15 1.56: 2.18 12341477 539 3.02 021 0.03; 3.22
435} 156 1.20 1.13 1.33 1.80; 2.78 10.63/2.98 859 075 6.84 4.48 4.76
6.111 209 149 1.56 1.74 251! 3.88 15.61:3.92 0.09 14.18 047 0.55: 2.97
8.73 250 200 1.95 225 327 551 26.02 4.43 260 374 091 220 11.25

Es wird deutlich, dass die Korrekturfaktoren teilweise bereits mit einem stark schwankenden
und nicht unerheblichen statistischen Fehler belegt waren. Die daraus generierte Korrektur-

matrix sollte deshalb nur fiir 6x5-Arrays angewendet werden, weil besonders bei der
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Interpolation in den Randbereichen grol’e Fehler auftraten. Wurde die Matrix auf die
zentralen 6x5-Endwerte des hier betrachteten Arrays angewendet, so ergab sich wie
erwartet ausgehend von einem fur die unkorrigierten 30 Spot-Signale erhaltenen MW von
2034 £ 401 counts (VK: 20 %) eine gute Kompensation der Werte zu einem MW von
2685 + 80 counts (VK: 3 %). Die Qualitat der Korrektur verschlechterte sich jedoch, sobald
die Matrix auf den 6x5-c-erb-Array eines anderen Chips angewendet wurde, so betrug der
VK uber die 6x5 korrigierten Werte in einem Fall auch nach der Korrektur noch 16 %. Um die
Abweichungen zwischen den von unterschiedlichen 8x7-Arrays abgeleiteten Korrekturma-
trizen naher zu bestimmen, wurden daher nach der geschilderten Methode auch mit zwei
weiteren 8x7-c-erb-Chips Ausgleichsmatrizen bestimmt. Abb. 37 zeigt, dass die prozentuale
Abweichung in dem betrachteten 6x5-Sonden-Ausschnitt stark variierte und teilweise fast
20 % erreichte. Ursache fur diese Unterschiede bei konstanten Einstellungen des Auslese-
gerates waren zum einen die Positionierungenauigkeit des Glaschips im Gerat und zum
anderen Abweichungen bei der Immobilisierung des Sondenarrays. Zudem hat der hier
dargestellte Vergleich noch nicht die statistischen Fehler der einzelnen Matrizen bertck-

sichtigt.
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Abb. 37 2D-Darstellung der prozentualen Abweichung zwischen drei Korrekturmatrizen im
Bereich des 6x5-Arrays

Einheit der Falschfarbenskala: %

Spotinterne Korrektur

Bei der spotinternen Korrekturmethode wurde die Generierung der Korrekturfaktoren auf
jedem einzelnen Sondenarray integriert, indem jedem Sondenspot eine Referenz-Sonden-
sequenz zur Generierung der lokalen Korrekturfaktoren durch Vorab-Hybridisierung mit dem
komplementaren Target zugemischt wurde. FUr die Entwicklung der Methode wurde zu-

nachst das Mischverhaltnis zweier Sondensequenzen innerhalb eines Spots dahingehend
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optimiert, dass an der als Referenz gewahlten Sonde NPT1-18-0mm mit einer relativ grof3en
Targetkonzentration ein ausreichend intensives Signal zur Erzeugung der Korrekturfaktoren
erhalten werden konnte, wahrend die Konzentration der eigentlichen Sonde noch einen
ausreichenden Uberschuss bei der Hybridisierung gewahrleistete. Eine Zusammensetzung
der Sondenlésung aus 1.2 yM NPT1-18-O0mm und 4.8 uM Zielsonde (z.B. c-erb-47-0mm)
erwies sich dabei als geeignet (Daten nicht gezeigt).

Um die Korrekturmethode naher zu charakterisieren, wurden drei BK7-Glaschips mit einem
5x5-Array einer Mischung aus c-erb- und NPT1-Sonde belegt und die spotinternen Faktoren
durch Hybridisierung mit NPT1-18-Cy5 erhalten. Zur Veranschaulichung sind in Tab. 7 die
Korrekturfaktoren der 5x5 Positionen eines Chips sowie deren Variationskoeffizienten darge-
stellt. Die Werte verhielten sich wie erwartet dhnlich zu den im zentralen Bereich des 8x7-
Arrays gelegenen in Tab. 6. Die relativ geringen Variationskoeffizienten spiegeln die Ubliche
Arbeitsstabilitat des Sensorsystems wider und lagen im Mittel bei 5.4 £ 1.9 %. Es zeigte sich,
dass bei den hier gewahlten Gerateeinstellungen im Uberwiegenden Bereich des Arrays die
Signalstarken maximal um den Faktor 1.5 (entsprechend einem Abfall der Ausleuchtung auf
66 %) voneinander abwichen, nur in den extremen Randpositionen erreichten die Faktoren

Werte von 2 2.

Tab. 7 Korrekturfaktoren fur die 5x5 Sondenpositionen der Mischspots eines Chips bei
spotinterner Korrektur des Ausleuchtungsprofils

Angegeben sind die VKs der Korrekturfaktoren an den einzelnen Sondenspositionen fir n=5
Messungen mit 1 nM NPT1-18-Cy5-Target.

Faktoren VK (%)
249 166 125 1.22 1.40 3.34 806 598 4.88 8.54
1.81 143 125 1.01 142 697 740 4.06 0.78 6.36
191 141 118 1.05 1.33 427 554 6.80 6.06 2.07
1.71 140 1.07 1.09 1.32 6.17 2.63 579 3.72 745
226 157 124 122 1.71 450 6.95 7.15 423 4.73

Die Faktoren wurden dann zur Korrektur von Messdaten eingesetzt, die auf den drei Chips
durch jeweils dreifache Hybridisierung des 0.5 nM Targets c-erb-50-Cy5 mit der Maximums-
methode erhalten worden waren. Fur diese n = 9 Messungen konnte der VK des Mittelwertes
Uber alle 5x5-c-erb-Steigungswerte im Mittel durch die Korrektur von 20.2 +£0.6 % auf
7.9 £ 1.5 % reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Bei Korrektur der Daten mittels einer
Korrekturmatrix wurde die Abweichung zwischen den 25 Sondenspots mit eigentlich
identischer Anbindung dagegen nur auf 13.9 + 1.9 % verringert. Die spotinterne Korrektur-
methode stellte damit beim Vergleich beider Methoden die insgesamt weniger fehleranfallige

Variante dar, weil dabei die Abweichungen zwischen verschiedenen Chips vernachlassigt
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werden konnten. Dennoch erlaubte auch dieses Verfahren keine einwandfreie Korrektur des
Ausleuchtungsprofils und stellte einen zusatzlichen Aufwand flir die gesamte Analyse dar.
Weil im weiteren Verlauf der Arbeit mit dem DNA-Biosensor das Ausleuchtungsprofil noch
etwas starker aufgeweitet wurde, wodurch sich eine noch homogenere Intensitat der Anre-

gung ergab, konnte auf eine Korrektur verzichtet werden.

5.1.4 Kinetische Untersuchungen

5.1.4.1 Differenzierung in der Dissoziationsphase

Durch den Vergleich der Bindungskinetiken zweier unterschiedlicher Hybridisierungssequen-
zen konnte exemplarisch demonstriert werden, dass auch die Dissoziation zur Differen-
zierung zwischen zwei unterschiedlich starken Wechselwirkungen genutzt werden kann.
Abb. 38 zeigt dazu die Signalverlaufe flr Assoziation und Dissoziation bei der Hybridisierung
zum einen eines 50mer-Targets (c-erb-50-Cy5) mit der komplementaren 47mer-Sonde und
zum anderen eines 56mer-Targets (NPT1-56-Cy5) mit der viel kiirzeren, zentral am Target
angreifenden 18mer-Sonde. Es wird deutlich, dass zwischen der unterschiedlichen Disso-
ziationsstarke beider Hybridisierungssysteme unterschieden werden konnte. Das NPT1-
System mit der kiirzeren Hybridisierungssequenz zeigte eine deutlich starkere Tendenz zur
Ablésung des fluorophormarkierten Targets. Es ist jedoch auch erkennbar, dass in beiden
Fallen die angebundenen Targetmolekile in der Dissoziationsphase nicht vollstandig abge-
I6st wurden.
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Abb. 38 Signalverlaufe fiir Assoziation und Dissoziation zweier unterschiedlicher Systeme

Sonden: c-erb-47-0mm (0.16 pM) und NPT1-18-O0mm (3.4 pyM), Targets: c-erb-50-Cy5 (5 nM) und
NPT1-56-Cy5 (7.5 nM), BK7-Glaschip. Signalverlauf auf dem intensivsten Pixel innerhalb des Son-
denspots.
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Die aufgenommenen Assoziationsverlaufe lieRen hier keinen direkten Vergleich zwischen
den beiden betrachteten Sequenzsystemen zu, da in beiden Fallen verschiedene Target-
und auch Sondenkonzentrationen verwendet wurden. Bei exakt gleichen Voraussetzungen
ware auch die Unterscheidung in der Assoziationsphase durch einen viel starkeren Signal-
anstieg fur das langere c-erb-System noch deutlicher méglich gewesen. Die Dissoziation,
und damit auch die Geschwindigkeitskonstante k., verhalt sich als Reaktion 1. Ordnung
jedoch unabhangig von Target- und Sondenkonzentration, so dass sich die Konstanten Ky
1

aus jeweils n=3 Signalverlaufen zu (3.0+0.7)x10® s
(6.2 £ 1.2) x10° s™" fiir das NPT1-System ergaben (vgl. auch Abb. 41).

fir das c-erb-System und

5.1.4.2 Bestimmung kinetischer Konstanten fir verschiedene Systeme

Durch Aufnahme der Bindungskinetiken bei unterschiedlichen Targetkonzentrationen wurden
die kinetischen Konstanten k,, und k. sowie die Gleichgewichtskonstante Kp fiir die
Wechselwirkung folgender Hybridisierungssequenzen bestimmt:

= Target Actin-51-Cy5 und Sonde Actin-45-0mm

= Target Actin-51-Cy5 und Sonde Actin-45-5mm

= Target NPT1-18-Cy5 und Sonde NPT1-18-0mm
Die Charakterisierung der Wechselwirkungen des Actin-Systems konnte simultan erfolgen,
da auf dem entsprechenden Sensorchip die perfekt komplementare 0-mismatch- sowie die
5-mismatch-Sonde nebeneinander immobilisiert worden waren. Die entsprechende 10-
mismatch-Sonde befand sich zwar auch auf der Sensoroberflache, da fir diesen Sondenspot
jedoch keine Anbindung detektiert wurde, konnten flir diese Hybridisierungssequenz auch
keine kinetischen Konstanten bestimmt werden. Gleiches gilt fir die Wechselwirkung des
NPT1-18-Cy5-Targets mit der NPT1-18-1mm-Sonde.
Aufgrund der relativ aufwendigen Bestimmungsmethode wurde der Signalverlauf nicht far
jede Targetkonzentration mehrfach aufgenommen, nur einige Konzentrationen wurden zwei-
oder dreifach vermessen, und zwar zumeist dann, wenn durch die VerknUpfung der
aufeinander folgenden Einzelmessungen zunachst nur sehr ungleichmafige Signalverlaufe
in der Assoziationsphase aufgenommen werden konnten und diese Ergebnisse in weiteren
Versuchen verbessert werden sollten. Nicht fiir alle Targetkonzentrationen wurde neben der
Assoziation auch die Dissoziation betrachtet. Die Signalabnahme unter Hybridisierungspuffer
wurde nur nach Hybridisierung mit relativ groRen Targetkonzentrationen verfolgt.
Es muss vorab betont werden, dass alle hier dargestellten Ergebnisse mit einem relativ
grolien Fehler behaftet sind, der jedoch nicht naher bestimmt werden konnte. Er wurde z.B.
auch dadurch verursacht, dass die Assoziationsverlaufe einer Targetsequenz bei verschie-
denen Konzentrationen zwar immer auf dem gleichen Sondenspot innerhalb eines konstan-

ten Arrays, aber teilweise auf unterschiedlichen Sensorchips aufgenommen wurden,
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wodurch sich eine nicht ganz einheitliche Lage der Spots im Ausleuchtungsprofil und damit
auch eine Variation der Signalniveaus in Sattigung ergab. Ebenso wie eine Variation der
Sondenkonzentration hatte dagegen auch eine Variation der Ausleuchtungsintensitat prinzi-
piell keine Auswirkung auf das Ergebnis beim Vergleich der Bindungskinetiken unterschied-
licher Hybridisierungssequenzen. Weiterhin wurde mit der flr kinetisch kontrollierte Messun-
gen nicht ganz optimalen Flief3rate von 0.5 pl/s gearbeitet, da somit die Zeiten der einzelnen
Messintervalle auf 400 s verlangert werden konnten und die Methode erst dadurch prakti-
kabel war. Dennoch ermoglichte das Verfahren die Charakterisierung der betrachteten
Hybridisierungssequenzen und die erhaltenen Ergebnisse geben die grundsatzlichen
Tendenzen richtig wider.

In Abb. 39 sind exemplarisch die Bindungskinetiken fiir das Actin-51-Cy5-Target an der
Actin-45-0mm-Sonde bei unterschiedlichen Targetkonzentrationen dargestellt. Es zeigt sich
deutlich, dass das Gleichgewichtsniveau mit zunehmender Targetkonzentration anstieg und
der Bereich des linearen Signalanstiegs wahrend der Assoziation umso langer andauerte, je
geringer die Targetkonzentration war, so dass z.B. mit einer 0.1 nM Targetlésung bei der hier
gewdahlten Sondenkonzentration auch nach 2400 s noch kein Sattigungsniveau erreicht
wurde. Der Wert flr Req konnte daher fur die kleineren Targetkonzentrationen nur angena-
hert werden. Es deutet sich hier auerdem wie auch schon bei dem Ergebnis in Abb. 38 an,

dass das Signal bei fortschreitender Dissoziation nicht wieder ganz das Ausgangsniveau vor

Beginn der Hybridisierung erreichte.
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Abb. 39 Bindungskinetiken des Actin-51-Cy5-Targets an der perfekt komplementédren Sonde

Sonde: Actin-45-0mm (0.14 uM), BK7-Glaschip. Target in verschiedenen Konzentrationen hybridisiert
und anschlieflend in Hybridisierungspuffer ohne Target dissoziiert, | = Beginn der Dissoziation.
Signalverlauf auf dem intensivsten Pixel innerhalb des Sondenspots. Req (Abb. 40) durch hyper-
bolischen Fit des Assoziationsverlaufes als Differenz der Signalintensitédt im Gleichgewicht und zu

Beginn der Assoziation erhalten.
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Abb. 40 zeigt die Auswertung aller fir das Actin-System sowohl an der perfect-match(pm)-
als auch an der five-mismatch(5mm)-Sonde aufgenommenen Assoziationsverldufe durch
Auftragung der Re,-Werte gegen die Konzentration. Durch den hyperbolischen Fit nach
(Gl. 8) konnten fir beide Systeme die Niveaus des maximalen Fluoreszenzsignals Rpax gut
angenahert werden (Tab. 8). Es fallt auf, dass sich diese Werte fir das pm- und das 5mm-
System stark unterschieden und das maximal erreichbare Signal fir die Actin-45-5mm-
Sonde nur etwa 43 % des pm-Signals betrug. Diese Tatsache hat gezeigt, dass unter dem
maximalen Fluoreszenzsignal R nicht einfach der Wert verstanden werden darf, der sich
bei Belegung aller immobilisierten Sondenmolekiile mit fluorophormarkiertem Target ergibt,
denn dann hatten sich die Rya-Werte flir das pm- und das 5mm-System nicht unterscheiden
dirfen. Vielmehr bericksichtigt die GroRe Rnax auch andere Aspekte der Hybridisierung, wie
z.B. die unterschiedliche Effizienz der Wechselwirkung bei pm- und mm-Sequenzen, aber
eventuell auch die unterschiedliche Zuganglichkeit verschiedener Sondensequenzen durch

Bildung von Sekundarstrukturen im Spot.

20000
15000 -

10000

(counts)

| o ®  Actin-Omm-Sonde
1 ® Actin-5mm-Sonde
O T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

K_(5mm) = Actin-51-Cy5 (nM)

Abb. 40 Abhéangigkeit des Signals im Gleichgewicht Req von der Targetkonzentration fur die
Hybridisierung des Actin-51-Cy5-Targets mit pm- und 5mm-Sonde

Die Auswertung in Abb. 40 zeigt auch, dass die Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten
Ko aus dem x-Achsenabschnitt bei Req = 0.5 Rmax je nach Qualitat der Messdaten mit einem
relativ grolRen Fehler behaftet war. Die in Tab. 8 angegebenen Fehler von Kp und Ryax
ergaben sich bei Berechnung der hyperbolischen Ausgleichskurve in Origin® (OriginLab,
Northampton, USA). Wie erwartet wurden fiir die Hybridisierung auf der 5mm-Sonde ein
grolerer Kp-Wert und entsprechend eine gréRere Dissoziationsstarke als auf der pm-Sonde

erhalten.
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Mit kon(1) sind in Tab. 8 die Werte der Assoziationskonstanten bezeichnet worden, die sich
nach (Gl. 7) aus k. und Kp ergaben. Die Fehler der k.Werte beruhen dabei auf Mehrfach-
bestimmung mit mindestens n =5, wahrend die Fehler der Ko (1)-Werte durch Fehler-
fortpflanzung erhalten wurden. Die kon(2)-Werte gingen dagegen aus der Gleichung fir die
lineare Anfangssteigung (GI. 5) hervor, wobei als Steigungswert jeweils der fir den betrach-
teten Spot im Zeitraum 60-120 s nach der Maximumsmethode erhaltene Wert bei 0.5 nM
Targetldsung eingesetzt wurde. Fur die Signalsteigungen wurde ein relativer Fehler von 5 %
zugrunde gelegt, der Fehler der Konzentrationsangabe wurde vernachlassigt. Die Fehler der
kon(2)-Werte ergaben sich ebenfalls nach den Fehlerfortpflanzungsgesetzen. Analog wurde
auch zur Bestimmung der kinetischen Konstanten des NPT1-18mer-Systems verfahren, die

Ergebnisse finden sich ebenfalls in Tab. 8 und sind graphisch in Abb. 41 dargestellt.

Tab. 8 Kinetische Konstanten fiir verschiedene Hybridisierungssequenzen

n.b. = nicht bestimmt

Actin-51-Cy5+  Actin-51-Cy5+ NPT1-18-Cy5+ NPT1-56-Cy5 +
Actin-45-0mm Actin-45-5mm NPT1-18-0mm NPT1-18-O0mm
Kost 09+0.2 2305 26+0.6 6.2+1.2
(x10°s™)
Rmax 18339 + 856 7900 + 914 15957 + 946 n.b.
(counts)
Kb 0.8+0.1 1.2+04 1.6+£0.3 n.b.
(nM)
Kon(1) 1.2+04 1.9+1.1 1.6+0.9 n.b.
(x10°M"'s™)
dR/dt 10.1+£0.5 3.2+0.2 91105 n.b.
(counts/s)
Kon(2) 1.1+£0.1 0.8+0.1 1.1+£0.1 n.b.
(x10°M"'s™)

Beim Vergleich der Ergebnisse fur die beiden Actin-Systeme wird deutlich, dass sich die
mismatches tatsachlich auf alle drei Phasen der Hybridisierung ausgewirkt haben. Die
groliere Starke der Dissoziation der 5mm-Wechselwirkung hat sich nicht nur in der Gleich-
gewichtskonstante Kp, sondern auch in der Geschwindigkeitskonstante k. niedergeschla-
gen. Lediglich die Berechnung der Assoziationskonstante kon(1) aus Kp und K lieferte hier
besonders fiir das 5mm-System kein sinnvolles Ergebnis, welches allerdings auch mit einem
zu groRen Fehler behaftet war, um signifikant zu sein. Die Bestimmung von k., aus der

linearen Anfangssteigung zeigte jedoch, dass Basenfehlpaarungen auch in der Assoziations-
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phase unterschieden werden kdnnen, wenngleich der Unterschied zwischen kq,(2) fur die
pm- und die 5mm-Hybridisierung kleiner als aufgrund der Steigungsunterschiede erwartet
ausgefallen ist. Ursache daflr ist die Tatsache, dass die unterschiedlichen Hybridisierungs-
eigenschaften der beiden Systeme und damit auch die Auswirkung der mm-Wechselwirkung
bereits einen relativ grolen Unterschied der Ry.-Werte bewirkt haben.

Beim Vergleich zwischen der Hybridisierung des Actin-51-Cy5-Targets mit der Actin-45-
Omm-Sonde und der des NPT1-18-Cy5-Targets mit der NPT1-18-0mm-Sonde fallt zunachst
ein grofer Unterschied bezlglich der Konstanten fiir die Dissoziation, Kp und ke, auf, der
ahnlich bereits in 5.1.4.1 beobachtet wurde und auf der viel geringeren Anzahl an Basen-
paarwechselwirkungen im NPT1-System beruht. Die Tatsache, dass sich die Assoziations-
geschwindigkeitskonstanten ko,(2) beider Systeme dagegen kaum unterschieden, ist auf
zwei gegenlaufige Effekte zurlickzuflihren. Zum einen war das Actin-System bei der Anbin-
dung durch die groRere Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Nukleotid-
basen begunstigt. Zum anderen war die Hybridisierung des langeren Actin-Targets im
Vergleich zum kirzeren NPT1-Target aber aufgrund des komplexeren Bindungsvorganges
starker behindert, so dass sich beide Effekte hier ausgeglichen haben.

Wie deutlich sich die sterische Hinderung bei Hybridisierung des beidseitig Uberlappenden
NPT1-56-Cy5-Targets mit der NPT1-18-Sonde im Vergleich zur Hybridisierung des kurzen
NPT1-18-Cy5-Targets auswirkte, zeigt ein Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten kg fr

beide Systeme.
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Abb. 41 Graphische Darstellung der kinetischen Konstanten aus Tab. 8

S: Sonde, T: Target; A: Actin-51-Cy5 (T) + Actin-45-O0mm (S), B: Actin-51-Cy5 (T) + Actin-45-5mm (S),
C: NPT1-18-Cy5 (T) + NPT1-18-0mm (S), D: NPT1-56-Cy5 (T) + NPT1-18-0mm (S), X: mismatch.
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5.1.5 Vom Target-Oligonukleotid zum PCR-Produkt

5.1.5.1 Kalibration fur ein Target-Oligonukleotid aus dem cytb-Gen

Um die Leistungsfahigkeit des DNA-Biosensors zu demonstrieren und die Einstellungen des
Auslesegerates z.B. nach Umbaumalnahmen zu charakterisieren, wurden fiir verschiedene
Hybridisierungssequenzen Kalibrationen aufgenommen. Abb. 42 zeigt z.B. eine Kalibration
fur das Rind-46-Cy5-Target bei Hybridisierung mit der 20mer-Sonde Rind684, welche im
weiteren Verlauf auch zur Analyse der 377bp-cytb-PCR-Produkte zur Tierartendifferenzie-
rung eingesetzt wurde (vgl. 5.2.3.1). Im untersuchten Messbereich von 0.015 bis 1 nM besta-
tigte sich hier wie auch schon in 5.1.3.5 der lineare Zusammenhang zwischen Steigung und
Konzentration. Die Sensitivitdt betrug 12.8 + 0.7 counts/(s*nM) bei einer Nachweisgrenze

von 13 pM.
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Abb. 42 Kalibration fur das Rind-46-Cy5-Target

Sonde: Rind684, keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber n = 3 Spots und n = 3 Messun-
gen.

Ein analoges Ergebnis wurde bei Hybridisierung mit der Huhn684-Sonde flur die
Kalibration des Huhn-46-Cy5-Targets erhalten, bei der die etwas geringere Sensitivitat
(10.5 £ 0.6 counts/(s*nM)) sowie die minimal schlechtere Nachweisgrenze (15 pM) auf den
geringeren GC-Gehalt und damit die etwas schwacheren Wechselwirkungen der Hybridisie-

rungssequenz zurickzufihren sind (Daten nicht gezeigt).

5.1.5.2 Denaturierungseffekt bei Hybridisierung eines Oligo-Doppelstranges

Um den Unterschied zwischen der Hybridisierung eines einzelstrangigen und eines doppel-

strangigen DNA-Stranges unter definierten und kontrollierten Bedingungen zu verdeutlichen,
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wurde flr die Actin-45-Omm-Sonde die Anbindung des einzelstrangigen Actin-51-Cy5-
Targets mit der des Hybrids aus Targetoligonukleotid und komplementarem Gegenstrang-
oligonukleotid (Actin-51-gegen) sowohl mit als auch ohne vorangegangene thermische
Denaturierung verglichen (Abb. 43). Das Ergebnis zeigt, dass bei zunehmendem Anteil des
Gegenstranges in der Targetlésung die Hybridisierung des Cy5-markierten Targetmolekiils
an die Fangsonde immer starker unterdriickt wurde, bis schlieBlich bei einer 1:1-Mischung
von Target und Gegenstrang ohne Denaturierung nur noch 19 % des Signals der reinen
Targetldsung erreicht wurden. Ursache dafir ist die Tatsache, dass ein zunehmender Teil
der Targetmolekile in doppelstrangiger Form in der Probenlésung vorlag und dadurch nicht
mehr an die immobilisieten Sondenmolekile binden konnte. Dass dennoch bei 1:1-
Mischung von Target und Gegenstrang eine geringe Anbindung beobachtet wurde, ist
wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, dass die Sondenmolekiile den Gegenstrang teilweise
aus dem Doppelstrang verdrangten. Wurde die Probenlésung dagegen vor der Messung
denaturiert, fiel die Abnahme des Fluoreszenzsignals bei Zumischung des Gegenstranges
deutlich geringer aus. Allerdings ergab sich fir die doppelstrdngige DNA bei gleichem
Verhaltnis von Target und Gegenstrang trotz Denaturierung ein 24 % geringeres Signal als
fur das einzelstrangige Target, da auf der Sensoroberflache die Hybridisierung des Targets
mit der Fangsonde und die Renaturierung mit dem Gegenstrang konkurrierten. Dieses
Ergebnis konnte auch bei einem Vergleich der durch Kalibration bestimmten Sensitivitaten
fur den Nachweis des Actin-Targets einzeln und in Mischung mit dem Gegenstrang bei
Denaturierung bestéatigt werden, wo fur den Doppelstrang nur 76 % der Sensitivitdt des

Einzelstranges erreicht wurden (Daten nicht gezeigt).

50

1L_10nMG N 0.125nM G
451 J0.05nMG [EEM0.25nM G

40 1 T
35
30
25
20
15
10-
5_-
.

T

Steigung (counts/s)

ohne Denaturierung ' mit Denaturierung

Abb. 43 Einfluss der Denaturierung auf die Hybridisierung von Mischungen des einzelstran-
gigen Actin-51-Cy5-Targets mit dem komplementaren Gegenstrang

Sonde: Actin-45-0mm, Target: Actin-51-Cy5 (0.25 nM), Gegenstrang (G) in unterschiedlichen Konzen-
trationen zugesetzt. BK7-Glaschip, spotinterne Korrektur, MAX-Auswertung Uber n =2 Spots und
n = 3 Messungen.
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5.1.5.3 Hybridisierung von cytb-PCR-Produkten

Im nachsten Schritt wurden an Stelle der Target-Oligonukleotide Cy5-markierte PCR-Pro-
dukte nach Denaturierung auf der Sensoroberflache hybridisiert. Abb. 44 B zeigt exem-
plarisch das Steigungsbild bei Anbindung des 377bp-cytb-PCR-Produktes der Spezies Rind
(vgl. 3.2.4) auf einem Array unterschiedlicher Fangsonden (Abb. 44 A). Obwohl das PCR-
Produkt nicht-aufgereinigt und die Probenmatrix hier deutlich komplexer war als bei Hybridi-
sierung der Modell-Targets, traten keine Probleme etwa bezlglich unspezifischer Anbindung
auf. Bei Analyse der Standard-PCR-Produkte mit Cy5-Primer-Markierung wirkte sich auch
der erhdhte Fluoreszenzhintergrund durch die relativ grofle Konzentration des unverbrauch-
ten Cy5-Primers nicht negativ auf das Ergebnis aus. Trotz des groRen Langenunterschieds
zwischen der immobilisierten Fangsonde und dem Cy5-markierten antisense-Strang des
PCR-Produktes scheint die Anbindung sterisch nicht grundsatzlich behindert gewesen zu
sein, da auch mit relativ kleinen PCR-Produkt-Volumina intensive Signale erhalten werden
konnten. Die Signalanstiege verliefen auch bei Hybridisierung groRer PCR-Produkt-Konzen-
trationen streng linear (Abb. 44 C), so dass alle zuvor mit Modelltargets optimierten System-

bedingungen fir die Detektion von PCR-Produkten Gibernommen werden konnten.
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Abb. 44 Hybridisierung eines Cy5-markierten 377bp-cytb-PCR-Produktes der Spezies Rind

A: Belegung des Sondenarrays (S: Schwein684, P: Pute684, R: Rind684, H: Huhn684, Sf: Schaf684,
Actin: Actin-45-O0mm, NPT: NPT1-18-0mm), B: Steigungsbild im Bereich 40-100 s fir die Messung mit
5 yl PCR-Produkt (Konzentration wurde nicht bestimmt), C: Signalverlauf auf einem Pixel des intensiv-
sten Spots.
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5.1.5.4 Regenerierbarkeit nach Messung von PCR-Produkten

Es hat sich gezeigt, dass die Arbeitsstabilitat des Sensors bei Hybridisierung von PCR-
Produkten nicht beeintrachtigt wurde. Bei wiederholter Messung eines einzelnen PCR-
Produktes verhielt sich das Detektionssignal Uber n =15 Messungen nahezu konstant mit
einer Uber drei Spots gemittelten Drift von -0.002 + 0.007 counts/s pro Messung (< 0.1 % pro
Messung) bei einem VK von 5.4 £ 0.6 %. Auch mit PCR-Produkten wurden daher im DNA-

Sensorchip ublicherweise bis zu 20 Messungen pro Objekttrager durchgefuhrt.
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Abb. 45 Regenerierbarkeit des DNA-Sensorchips nach Hybridisierung mit PCR-Produkten

Sonde Rind684, je Messung 8 ul Rind-PCR-Produkt (Konzentration wurde nicht bestimmt), keine
Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung.

5.2 Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit die Realzeit-Hybridisierung im DNA-Sensorchip
hinsichtlich verschiedener grundlegender Aspekte charakterisiert und optimiert worden wairr,
sollte im weiteren Verlauf eine Methode zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln als
praktisches Anwendungsbeispiel fir den DNA-Sensorchip etabliert werden. Die Ergebnisse
zur Tierartendifferenzierung sind im Folgenden in drei Kapitel aufgeteilt worden. Zunachst
wird in 5.2.1 die Anwendung der molekularbiologischen Methoden zur Herstellung und Cha-
rakterisierung der cytb-PCR-Produkte beschrieben, bevor dann die Ergebnisse der weiteren
Analyse der PCR-Produkte zum einen durch konventionelle Chiphybridisierung (5.2.2) und
zum anderen durch Realzeit-Hybridisierung (5.2.3) dargestellt werden. Die Hybridisierung
auf DNA-Chips als Stand der Technik soll dabei der Detektion im Sensorchip als Vergleichs-

methode gegenilbergestellt werden und die Vorteile der Realzeitmethode verdeutlichen.
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5.2.1 Herstellung der cytb-PCR-Produkte

Fir den simultanen Nachweis der Spezies Rind, Schwein, Huhn, Pute, Schaf und Ziege
sollte mit Hilfe eines universellen Primerpaares in einer Konsensus-PCR fiir jede Spezies ein
Fragment des cytb-Gens der mtDNA amplifiziert werden. Mit cytb403 als forward-Primer ab
Position 403 des cytb-Gens und cytb779 als reverse-Primer wurden die Primersequenzen
auf Basis des Abgleichs des cytb-Gens flr die verschiedenen Spezies in interspezifisch
moglichst sequenzkonservierten Regionen positioniert (Abb. 46, vgl. auch 3.2.4). Um verein-
zelte Inhomologien in diesen Bereichen zwecks einer verbesserten universellen Anbindung
der Primer an die Template-DNA aller untersuchten Spezies auszugleichen, wiesen einzelne
Positionen der Primersequenzen absichtlich eine statistische Verteilung von zwei oder drei
verschiedenen Basen auf (,Wobbeln®). Die Sequenz des Primers cytb403 wurde aulderdem
um zwei Nukleotide auf 26 nt verlangert, wodurch die Bindungseigenschaften beider Primer,
charakterisiert durch den Schmelzpunkt T.,, einander angenahert worden sind (vgl. Anhang
Tab. 23). Unabhangig von der Spezies sollte bei der Konsensus-PCR ein 377bp grolies
PCR-Produkt mit verschiedenen internen Bereichen von groRler interspezifischer Sequenz-
variabilitat entstehen, das anschlieRend durch Hybridisierung mit tierartspezifischen Sonden-
sequenzen charakterisiert werden sollte. Die fir die Analyse sowohl durch konventionelle
Chiphybridisierung als auch durch Realzeit-Hybridisierung im DNA-Sensorchip notwendige
Fluorophormarkierung wurde dabei unter Standardbedingungen durch 5’-Cy5-Markierung
des cytb779-Primers eingefiihrt, so dass in diesem Fall nur der antisense-Strang markiert
wurde (Abb. 46).

Schaf 57 -CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGG
Ziege T

Rind
Schwein ==
Pferd
Mensch ==G
Huhn G=C
Pute G

[@N@]

cytb403 57-

pej

-3’

Cy5cyth779 3~ —CCTCTGGGTCTDTTGAWGTGGGGT—@

Abb. 46 Abgleich der cytb-Sequenzen verschiedener Spezies im Bereich der Primerbin-
dungsstellen

Dargestellt sind die Sequenzen des cytb-sense-Stranges fir die verschiedenen Spezies in den
sequenzkonservierten Bereichen um die Positionen 403 und 779. Der forward-Primer cytb403 ist an
einer Position und der reverse-Primer Cy5cytb779 an zwei Positionen ,gewobbelt* (grau unterlegt). R:
A oder G, D: A oder G oder T (kein C), W: A oder T. Fur Pferd und Mensch wurden die Primer-
sequenzen hier nicht weiter optimiert, weil der Nachweis beider Spezies im Rahmen dieser Arbeit
nicht verfolgt wurde. Die 377bp-Amplifikate beider Spezies sollten lediglich auf Kreuzreaktivitat bei der
Hybridisierungsanalyse untersucht werden.
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5.2.1.1 PCR der Referenz-DNA einzelner Spezies

Bei Einsatz aller zur Verfigung stehenden Referenz-DNAs (vgl. Tab. 2) als Template in der
PCR wurden jeweils ohne weitere Optimierung der Standardbedingungen Produkte erhalten,
die im Polyacrylamid-Gel (PA-Gel) eine intensive Bande bei 377 bp (vgl. 8.2) zeigten (Abb.
47). Auch fur die Spezies Pferd wurde trotz dreier Basenfehlpaarungen zwischen dem
Primer cytb403 und der Template-DNA ein deutliches Produkt erhalten. In allen Ansatzen
waren aullerdem bei <60 bp je nach Reaktionsausbeute mehr oder weniger intensive
Primer-Dimer-Doppelbanden zu erkennen. Nur bei einzelnen Spezies wie z.B. Ziege und
Pute traten zusatzlich noch einzelne oder mehrere Banden im Bereich > 400 bp auf, die sich
im weiteren Verlauf der Analyse aber nicht als stdrend erwiesen, zumal die entstandenen
DNA-Molekiile mit >400bp bei einer Analyse der PCR-Produkte im ALFexpress™
Analysesystem (ALF) nicht detektiert wurden und dementsprechend nicht CyS5-markiert
waren (Daten nicht gezeigt). Bei dem Pute-Template (Probe R-9) aus dem Ringversuch des
BgVV ftraten diese zusatzlichen Banden z.B. nicht auf, so dass sie letztlich nicht spezies-,
sondern probenspezifisch waren. Es fallt auf, dass die 377bp-Banden bei paralleler Auftra-
gung im PA-Gel nicht immer genau auf einer Héhe liefen, weil in dem nicht denaturierenden
Gel unterschiedliche Sekundarstrukturen die Laufgeschwindigkeit der PCR-Produkte beein-
flussten. Wurden mehrere parallele PCR-Ansatze fir eine Template-DNA durchgeflhrt,

ergaben sich Schwankungen zwischen der Ausbeute der verschiedenen Reaktionsansatze.
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Abb. 47 Analyse der 377bp-cytb-PCR-Produkte verschiedener Spezies durch PAGE

A: PA-Gel nach Ethidiumbromidanfarbung, 1: Rind (Probe R-4), 2: Schwein (R-6), 3: Schaf (R-5),
4: Ziege (R-7), 5: Huhn (R-1), 6: Pute (R-3), 7: Pferd (R-2), M: pUC19-Marker; B: Zusammensetzung
des pUC19-Markers.

Problematischer erwies sich die cytb-PCR lediglich bei Amplifikation von Template-DNA der
Spezies Mensch. Unabhangig von der gewahlten Probe traten relativ haufig Reaktions-
ansatze auf, bei denen die Reaktion gar nicht oder nur mit sehr geringer Ausbeute ablief

(Abb. 48), was durch die schlechte Ubereinstimmung zwischen den Primern und der



100 Ergebnisse

Template-DNA verursacht wurde. Da die Primer nicht gezielt fir den Nachweis der Spezies
Mensch konzipiert worden waren, kam es zwischen dem Cy5cytb779-Primer und der
Template-Sequenz zu vier Basenfehlpaarungen, die alle nicht durch die statistische Basen-
verteilung an manchen Positionen des Primers erfasst wurden und von denen eine sehr
ungunstig am 3’-Ende des Primers lag (Abb. 46). Abb. 48 zeigt auch deutlich, dass die

Konzentration der Primer-Dimer umso grof3er war, je weniger PCR-Produkt entstanden ist.

Abb. 48 Unterschiedliche Ausbeute bei Amplifikation von Template-DNA der Spezies Mensch

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, 1-4: Mensch-Probe R-12, 5-8: Mensch-Probe
R-13.

5.2.1.2 Variation der Annealing-Temperatur

Um die PCR hinsichtlich Spezifitdt und Ausbeute zu optimieren, wurde zunachst die
Annealing-Temperatur variiert (Abb. 49). Mit Schwein-Template wurde bei 66°C ein deut-
licher Rickgang der PCR-Effizienz beobachtet, das Ergebnis konnte fur das Rind-Template
bestatigt werden. Nachdem fur Huhn und Pute sichergestellt worden war, dass bei einer
Annealing-Temperatur von 62°C ebenfalls noch keine Ausbeuteverluste auftraten, wurde die
Anbindung der Primer als Kompromiss standardmafig bei 62°C durchgefihrt, um auch den
Nachweis geringer DNA-Mengen der verschiedenen Spezies in den Realproben zu

gewabhrleisten.

bp M 54°C 57°C 60°C 62°C 64°C 66°C
501 —
489 —

Abb. 49 Variation der Annealing-Temperatur bei Amplifikation von Schwein-Template-DNA
Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, Template: Schwein-Probe R-11, M: pUC19-Marker.



Ergebnisse 101

5.2.1.3 Relative Quantifizierung der PCR-Produkt-Pools

Fir die Spezies Rind (Probe R-10), Schwein (R-11), Huhn (R-8), Pute (R-9), Ziege (R-7) und
Schaf (R-5) wurden PCR-Produkt-Pools hergestellt. Um die PCR-Produkte in weiteren
Versuchen etwa zum Vergleich der Hybridisierungseffizienzen der verschiedenen Spezies
bei den chipbasierten Nachweismethoden (vgl. 5.2.2.4, 5.2.3.2) optimal nutzen zu konnen,
mussten ihre Konzentrationen relativ zueinander bestimmt werden. Diese relative Quantifi-
zierung konnte durch parallele Detektion von Verdinnungen der Cy5-markierten PCR-
Produkt-Pools im ALF durchgefuhrt werden, da der Markierungsgrad fur alle PCR-Produkte
aufgrund der Verwendung Cy5-markierter Primer 1 war. Die sechs Proben wurden dazu
mehrfach nebeneinander im Gel aufgetragen. Abb. 50 zeigt exemplarisch die Fluoreszenz-

signale der ersten sechs Bahnen.
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Abb.50 Relative Quantifizierung der PCR-Produkt-Pools im ALFexpress'™ Analysesystem

PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese getrennt und mit Hilfe des Cy5-Fluoreszenzsignals
(Fcys, angegeben im Verhdltnis (%) zur Intensitédt des geséttigten Signals) relativ zueinander
quantifiziert, 1: Huhn, 2: Schaf, 3: Ziege, 4: Pute, 5: Schwein, 6: Rind. Aufgetragene PCR-Produkt-
Verdunnungen: Huhn, Schaf und Ziege 1:30, Pute Schwein und Rind 1:15.
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Durch die Basenpaarskalierung anhand von 100 bp bzw. 300 bp grof3er Cy5-markierter
Referenz-DNA liel3 sich hier noch genauer als durch PAGE-Analyse feststellen, dass bei
allen sechs Spezies tatsachlich einzelne 377bp-PCR-Produkte entstanden waren, die auf-
grund der denaturierenden Eigenschaften des im ALF verwendeten, harnstoffhaltigen PA-
Gels alle auf einer Hohe liefen. Im niedermolekularen Bereich traten eine Primer-Bande
sowie Primer-Dimer-Doppelbanden auf, deren Intensitat hier im Verhaltnis zur 377bp-Bande
grolker war als im PA-Gel. Dies ist darauf zuriickzufihren, dass im PAGE aufgrund der
Interkalation des Ethidiumbromids die Massen der aufgetrennten DNA-Fragmente und im
ALF durch die Cy5-Detektion ihre Molaritaten verglichen werden. Abb. 50 verdeutlicht auch
die Korrelation zwischen den Intensitaten der Primer- und der 377bp-Bande, dass namlich
bei hoher PCR-Ausbeute viel Primer verbraucht worden war und umgekehrt.

Durch Auswertung der 377bp-Bandenintensitaten in allen 18 Bahnen und unter Berlck-
sichtigung der unterschiedlichen Verdliinnungsfaktoren ergaben sich die in Tab. 9 darge-
stellten Verhaltnisse zwischen den Konzentrationen der PCR-Produkt-Pools. Es muss be-
rucksichtigt werden, dass die Ergebnisse mit einem relativ grofRen statistischen Fehler
behaftet sind (zwischen 10 und 34 %), was insbesondere darauf zurtickzufuhren ist, dass die
Laserleistung zur Anregung der Cy5-Fluoreszenz nicht Uber alle 40 Bahnen des ALF-Gels
konstant war, sondern mit zunehmender Breite des Gels abnahm. Die Auswirkung des damit
verbundenen Fehlers wurde aber durch den Vergleich relativ eng beieinander liegender

Bahnen minimiert.

Tab.9  Relative Signalintensitaten der PCR-Produkt-Pools im ALFexpress '™ Analysesystem

Froo: Konzentrationsfaktor des jeweiligen PCR-Produkt-Pools in Bezug auf den Pool mit der
geringsten Konzentration (Schwein). Bei der Berechnung der Mittelwerte von Fpoo wurde flir Huhn,
Schaf und Ziege zusatzlich noch der doppelt so grofe Verdiinnungsfaktor berticksichtigt.

Spezies |Bahn Signal Fpyo |[Bahn Signal Fpoo |Bahn Signal  Fpoo | MW SD
(counts) (counts) (counts) (Froo)  (Fpoo)
Huhn 1 3239 3.0 7 2485 4.4 13 528 2.3 6.4 1.1
Schaf 2 2758 2.6 8 2100 3.8 14 580 25 6.0 0.7
Ziege 3 3185 3.0 9 2019 3.6 15 607 2.7 6.2 0.5
Pute 4 2090 2.0 10 1263 2.3 16 439 1.9 2.1 0.2
Schwein| 5 1069 1 11 5594 1 17 228 1 1 0
Rind 6 1850 1.7 12 909 1.6 18 476 21 1.8 0.3

Eine absolute Quantifizierung der PCR-Produkt-Pools war fir deren weitere Anwendung
nicht zwingend notwendig. Dennoch wurde versucht, die Konzentrationen der PCR-Produkte

durch Abgleich ihrer Signalintensitaten in der PAGE mit den Signalen eines ebenfalls im Gel
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aufgetragenen Standards zu bestimmen. Als Standard wurde dazu ein PCR-Produkt mit Hilfe
des Qiaquick™ PCR Purification Kits aufgereinigt und bei 260 nm quantifiziert. Standard und
nicht-aufgereinigtes PCR-Produkt wurden dann jeweils in einer Verdinnungsreihe zusam-
men in einem Gel aufgetragen, so dass durch die Kalibration des Standard-Signals den
Signalintensitaten des nicht-aufgereinigten Produktes eine Konzentration zugeordnet werden
konnte (Daten nicht gezeigt). Die Methode erwies sich jedoch als zu ungenau, so traten
Fehler z.B. dadurch auf, dass bei der Aufreinigung des Standards die Primer-Dimer nicht
vollstandig entfernt werden konnten und dadurch die photometrische Bestimmung verfalscht
wurde. Auch bei der Auswertung der PA-Gele mit Hilfe des Programms Osiris ergaben sich
relativ groRe Ungenauigkeiten, so dass sich nach Analyse der PCR-Produkt-Pools von
Schwein, Rind, Huhn und Pute letztlich nur fir Schwein und Pute eine gute Uberein-
stimmung zu dem Ergebnis der relativen Quantifizierung ergab. Mit Konzentrationen von
12 = 2 ng/ul fir den Schwein-Pool und 24 * 2 ng/ul flir den Pute-Pool wurde der Faktor von
2.1 £ 0.2 hier im Rahmen des statistischen Fehlers erflllt. Um die absoluten Konzentrationen
auch der anderen PCR-Produkt-Pools zumindest grofienordnungsmaflig abzuschatzen,
kénnen sie mit Hilfe der relativen Faktoren bestimmt werden. Die molare Konzentration
dieser im weiteren Verlauf u.a. fur die Charakterisierung der Realzeit-Hybridisierung im DNA-

Sensorchip eingesetzten PCR-Produkte lag damit etwa im Bereich von 100 nM.

5.2.1.4 Sequenzierung der PCR-Produkte

Weil die mit Hilfe der universellen Primer cytb403 und cytb779 erhaltenen 377 bp grofRen
Amplifikate in ausreichender Konzentration vorlagen, konnten sie direkt durch die Methode
des Cycle Sequencings sequenziert werden, um dadurch die Funktionalitdt des PCR-Kon-
zeptes zu Uberprifen und eine unabhangige ldentifizierung der Spezies in den eingesetzten
Referenz-DNA-Proben zu ermdglichen. Fir die PCR-Produkte von Rind (R-10), Schwein
(R-11), Huhn (R-8) und Pute (R-9) wurde eine eindeutige Ubereinstimmung zwischen den
erhaltenen Sequenzierdaten und den in Datenbanken (Entrez Nucleotide, NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) zuganglichen Referenzsequenzen festgestellt (Tab. 10). Fir die
cytb-Gensequenzen der einzelnen Spezies standen dabei teilweise mehrere Datenbank-
eintrage zur Verfligung, die sich aufgrund von Polymorphismen geringfiigig unterscheiden
kénnen, da sie anhand unterschiedlicher Organismen generiert worden sind. In einigen
Fallen umfassten die Eintrage auch nur einen Teilabschnitt des cytb-Gens, der aber dennoch
zum Vergleich mit den Ergebnissen der Sequenzierung herangezogen werden konnte. So
konnten fur alle vier untersuchten Spezies Datenbankeintrdge mit 100%iger Ubereinstim-

mung zu den erhaltenen Sequenzierdaten gefunden werden.
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Tab. 10 Ubereinstimmung der Sequenzierdaten mit verschiedenen Datenbankeintragen

Spezies Accession-No. Ubereinstimmung Anmerkungen
% ident. Nukleotide
Rind NC_001567 100 282 /282
Huhn NC_001323 99 293 /294 T->C-Austausch an Position 60
AB044987 100 294 | 294
Schwein  NC_000845 100 2791279
Pute L08381 97 275/ 281 6 Fehlistellen im ersten Teil der
Sequenzierung
AF230182 100 260/ 260 Acc.-No. erfasst nur Positionen

1-609 des cytb-Gens: erster Teil
der Sequenzierung

AY 157979 100 177 1177 Acc.-No. erfasst nur Positionen
1-447 des cytb-Gens: erster Teil
der Sequenzierung

Es zeigte sich, dass die Sequenzierung am 5’-Ende des sense-Stranges nicht eindeutig war,
weil bei der Aufreinigung der PCR-Produkte die Primer-Dimer nicht vollstandig abgetrennt
worden waren. Dadurch wurden eindeutige Ergebnisse der Sequenzierung ausgehend vom
5’-Ende erst nach etwa 90 Nukleotiden (nt) erhalten (Abb. 51). Die Lange des sequenzierten
Abschnittes schwankte zwischen 279 nt (Schwein) und 294 nt (Huhn).

| cyto-Gen ab Position 491

—n
»

40 50 IGI] 0 80
1T ACATCG G CA G R AFNGTAGT CGRAR AT 6 AAT CT G AG & CGHGARATTCT C AG T AG A C

Abb.51 Rohdaten der Sequenzierung des Rind-PCR-Produktes aus dem Bereich des Uber-
gangs zwischen Primer-Dimer-Region und reinem PCR-Produkt

Die Skalierung der Abszisse ergibt sich aus den Rohdaten und bezieht sich auf die Anzahl der
Nukleotide. Erst ab dem 59. Signal der Rohdaten ist die Sequenz eindeutig lesbar beginnend bei
Position 491 des cytb-Gens der Spezies Rind. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin, N: nicht
eindeutig.

5.2.1.5 Vergleich der PCR-Effizienzen

Damit sich bei Anwendung des hier entwickelten Konsensus-PCR-Systems auf Realproben
die Nachweisgrenzen fir die verschiedenen Spezies nicht um mehrere Grélkenordnungen
unterscheiden, wurde die Effizienz der PCR fir die einzelnen Referenz-Materialien ver-
glichen. Dazu wurden doppelte PCR-Ansatze mit je 10 ng Template-DNA angesetzt fir die
Proben der Spezies Huhn (R-1), Pute (R-3), Rind (R-4), Schaf (R-5), Schwein (R-6) und
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Ziege (R-7) vom CVUA Munster sowie zwecks Vergleich von Material unterschiedlicher Her-
kunft fur die genomische DNA von Rind (R-10) und Schwein (R-11) vom BgVV. Eine Analyse
der PCR-Produkte durch PAGE erlaubte zunachst einen groben Vergleich der Reaktions-
ausbeuten in den verschiedenen PCR-Ansatzen (Daten nicht gezeigt), eine einfachere
Quantifizierung der Ergebnisse ermdglichte aber die Analyse im ALF (Abb. 52), welche die
Ergebnisse der PAGE grundsatzlich bestatigte. Die quantitative Bewertung der Effizienz-
unterschiede im ALF war dabei jedoch mit einem relativ groRen Fehler behaftet, da zum
einen bereits Abweichungen zwischen PCR-Ansatzen mit identischer Zusammensetzung
auftraten und zum anderen der Vergleich der Fluoreszenzsignale einer relativ groRen Anzahl
von Proben auf parallelen Bahnen im ALF ungenau und von der abnehmenden Laserleistung
Uberlagert war. Darlber hinaus waren die Konzentrationsangaben der extrahierten DNA-
Proben fehlerbehaftet und auch die unterschiedliche Reinheit der DNA kann die Effizienzen
zusatzlich beeinflusst haben. Die Ergebnisse zeigten aber zumindest tendenziell (Abb. 52),
dass keine drastischen Unterschiede im PCR-Verhalten der verschiedenen Spezies und
zwischen unterschiedlichen Template-DNA-L6sungen einer bestimmten Spezies bestanden.
Die schwachste Effizienz besal} die PCR fir Ziege, die damit — grob abgeschatzt — eine etwa
neunfach schlechtere Amplifikation erreichte als die verhaltnismaRig starkste Pute-PCR.
Ohne eine vorangegangene Optimierung der Primer lagen die Schwankungen zwischen den
verglichenen PCR-Effizienzen damit dennoch in einem fir ein Konsensus-PCR-System
akzeptablen Rahmen, so dass die gewahlten PCR-Bedingungen flir einen parallelen

Nachweis der Spezies eingesetzt werden konnten.
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Abb.52 Relativer Vergleich der PCR-Produkt-Ausbeuten fiir Template-DNA-L6sungen ver-
schiedener Spezies und unterschiedlicher Herkunft

Zweifache Analyse der PCR-Produkte im ALF in jeweils doppelter Auftragung, Fluoreszenzsignale bei
377 bp normiert auf den Maximalwert und gemittelt Uber n = 4.
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5.2.1.6 PCR von verschiedenen Mischungen zweier Template-DNAs

Um in der Phase der Charakterisierung der chipbasierten Methoden zur Tierartendifferen-
zierung auf PCR-Produkte von definierten Template-Mischungen zuriickgreifen zu kdénnen
und aulBerdem in einem ersten Schritt die Nachweisempfindlichkeit der PCR zu untersuchen,
wurden in parallelen PCR-Ansatzen die Templates Rind (R-4) und Huhn (R-1) in unter-
schiedlichen Verhaltnissen gemischt. Wahrend jeder Ansatz in der Summe 10 ng DNA
enthielt, wurden die Anteile der beiden Spezies gegenlaufig variiert mit 1 % als geringster
Zumischung (Abb. 53). Die Analyse durch PAGE zeigte, dass in allen sieben Reaktions-
ansatzen 377bp-PCR-Produkte entstanden waren, wobei besonders in den Proben M-3, M-4
und M-5 mit nahezu ausgeglichenen Mischverhaltnissen im Bereich von 377 bp eine enge
Doppelbande zu erkennen war, weil das Rind- und das Huhn-PCR-Produkt im nicht-
denaturierenden PA-Gel nicht exakt auf gleicher Hohe liefen. Bei VergroRerung des Rind-
Template-Anteils in den Proben M-1 und M-2 nahm dementsprechend die Intensitat der
unteren Bande zu, wahrend in den Proben M-6 und M-7 mit Uberschuss des Huhn-
Templates nur noch die obere Bande zu erkennen war. Ob auch aus den 1%igen
Zumischungen der Template-DNAs noch detektierbare PCR-Produkte entstanden waren,
konnte erst durch die Anwendung der Hybridisierungsmethoden geklart werden (vgl. 5.2.2.8
und 5.2.3.8).

bp M M-1 M-2 M3 M4 M5 M6 M-7 K
501 —

489 —

gg? (S ] e B g & d | 1 # d @ —

Abb. 53 Variation des Mischverhéltnisses zweier DNA-Templates in der PCR

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, M(ischung)-1: Rind(R):Huhn(H) = 100:0, M-2:
R:H=99:1, M-3: R:H=75:25 M-4. R:H=50:50, M-5: R:H=25:75 M-6: R:H=1:99, M-7:
R:H = 0:100, K: Reagenzienkontrolle der PCR.

5.2.1.7 PCR der Validierungs- und Realproben

Mit den meisten der aus Realproben oder aus Proben zur Validierung stammenden
Template-DNA-L6sungen wurden in den jeweils zweifach durchgefihrten und anschliel3end
gepoolten PCR-Ansatzen intensive Banden in der PAGE im Bereich von 377 bp erhalten.
Solche Proben, in denen mit Hilfe der Referenzanalytik mehrere verschiedene Spezies nach-
gewiesen worden waren, wiesen Ublicherweise eng beieinander liegende Mehrfachbanden
auf (Abb. 54 A). Bei geringem Anteil einer Spezies war die korrespondierende Bande
allerdings im PA-Gel nicht mehr zu erkennen (vgl. 5.2.1.6). Dies wurde bei Analyse der zu
Validierungszwecken angesetzten Proben V-3 bis V-10 deutlich. Wahrend sich bei 1%igen

Zumischungen der Spezies Huhn bzw. Rind noch eine Aufweitung bzw. Aufspaltung der
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Bande andeutete, traten bei den 0.1%igen Zumischungen nur noch die scharfen Banden der

jeweiligen Hauptkomponente auf (Abb. 54 B).

A B
P-14 P-15 P-16 P-17 M bp M V-7 V-9 V-3 V-5
501 ——
489 —
, 404 ——
bl | ! I | 331 P O ) e

Abb.54 PCR-Produkte von realen Mischproben (A) und Proben zur Validierung mit Zu-
mischungen von 1.0 und 0.1 % (B)

Ethidiumbromid gefarbte PA-Gele, M: pUC19-Marker, A: P-14: 2 Spezies (S+H), P-15: 4 Spezies
(R+S+H+P), P-16: 2 Spezies (S+P), P-17: 3 Spezies (R+S+P), Ergebnisse der Referenzanalytik; B:
V-3: Rind + 1% Huhn, V-5: Rind + 0.1% Huhn, V-7: Schwein + 1% Rind, V-9: Schwein + 0.1% Rind.

Tendenziell eher schwachere Banden und in einzelnen PCR-Ansatzen sogar Reaktions-
ausfalle wurden mit Template-DNA-L&ésungen aus Kaseproben beobachtet, d.h. mit den
Proben V-1 und V-2 auf Basis einer zertifizierten Ziegenfeta-Probe sowie den Realproben
P-18 bis P-22 aus Schafs- bzw. Ziegenkase. Nicht zufallig wiesen die meisten der entspre-
chenden DNA-Extrakte eine relativ geringe Gesamt-DNA-Konzentration auf. Dies ist darauf
zurtckzufiihren, dass in Milchprodukten grundsatzlich weniger DNA enthalten ist als in
Fleischmaterial, so dass zwecks einer ausreichenden Zahl an Zellen die Extraktion aus
grolkeren Probenmengen erfolgen muss [178]. Dabei ergibt sich zumeist eine komplexe
Probenmatrix z.B. durch einen hohen Hintergrund an Proteinen oder Lipiden, die inhibierend
bzw. storend auf die PCR wirken konnen. Um die PCR-Ausbeute zu verbessern, wurden zur
Amplifikation der Proben V-1, V-2, P-21 und P-22 jeweils 2 pl und damit die doppelte Menge
Template-DNA eingesetzt. Von den auf Fleischproben basierenden DNA-Extrakten zeigte
lediglich die Probe P-24 (Brihwurst B) eine sehr schwache PCR-Produkt-Bande, die
allerdings durch die mit 7 ng/ul geringste DNA-Konzentration aller Probenextrakte verursacht
wurde (Abb. 55).

P-23 P-24 P-25 P-26 M bp
— | —— 501
—— — 489
L i b | j — 404
—_— — 331

Abb.55 Schwache PCR-Ausbeute fir Mischprobe P-24 im Vergleich zu anderen Realproben

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, P-23: 1 Spezies (S), P-24: 4 Spezies (R+S+
H+P), P-25: 3 Spezies (R+S+P), P-26: 1 Spezies (S).
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5.2.2 Tierartendifferenzierung durch konventionelle Chiphybridisierung

Im Rahmen der Entwicklung einer PCR-basierten Nachweismethode zur Tierartendifferen-
zierung in Lebensmitteln durch Realzeit-Hybridisierungsanalyse als Anwendungsbeispiel flr
die Detektion im DNA-Sensorchip war es bis zu diesem Zeitpunkt gelungen, das Konsensus-
PCR-System zur Amplifikation charakteristischer Teilsequenzen des cytb-Gens der verschie-
denen Spezies zu etablieren und die PCR-Produkte molekularbiologisch zu charakterisieren.
Bevor im weiteren Verlauf die PCR-Produkte in Realzeit im DNA-Sensorchip hybridisiert wor-
den sind (vgl. 5.2.3), wurden sie zunachst durch konventionelle Hybridisierung auf DNA-
Chips analysiert. Die konventionelle Chiphybridisierung wurde hier als Vergleichsmethode
durchgefiihrt, weil sie fur viele andere Fragestellungen den Stand der Technik im Bereich der
Hybridisierungsanalyse darstellt. Die Tierartendifferenzierung auf DNA-Chips wurde zudem
als Anwendungsbeispiel in der Literatur noch nicht beschrieben. Weiterhin bestand das Ziel
bei der Anwendung der konventionellen Chiphybridisierung fiir die Analyse der PCR-Pro-
dukte auch darin, spater durch einen Vergleich der Ergebnisse mit denen des DNA-Sensor-
chips die Vorteile der Realzeitmethode zu verdeutlichen.

Obwohl die konventionelle Chiphybridisierung der PCR-Produkte unter dem Deckglaschen
nur eine Endpunktsbestimmung der Hybridisierung und nicht wie im DNA-Sensorchip eine
kinetische Betrachtung der Bindungsreaktion erlaubt, ergaben sich in dieser Arbeit dennoch
Parallelen zwischen beiden Methoden. So wurde fir die Analyse der 377bp-PCR-Produkte
zur Tierartendifferenzierung in beiden Fallen derselbe Satz tierartspezifischer Sonden immo-
bilisiert (vgl. Anhang Tab. 23). Beim Design der Sondensequenzen boten sich aufgrund einer
relativ grof3en interspezifischen Sequenzvariabilitat die Bereiche ab Position 566 bzw. 684
des cytb-Gens fur die Positionierung der Sonden an, wie ein Sequenzvergleich (alignment)
des cytb-Gens fir die verschiedenen Spezies verdeutlicht (vgl. Anhang Abb. 108). Letztlich
wurde das Sonden-Set aus dem Bereich 684 als Grundlage der Detektion gewahlt, da in
dem Bereich 566 nur eine geringfligige Variabilitdt zwischen Schaf und Ziege mit lediglich
zwei mismatches im Randbereich der Sondensequenzen auftrat. Abgesehen davon
variierten die Sondensequenzen zwischen den verschiedenen Spezies aber sowohl im 566-
als auch im 684-Bereich um mindestens finf mismatch-Positionen und sollten somit eine
deutliche Differenzierung der verschiedenen Spezies ermdglichen.

Weiterhin erwies sich auch bei der konventionellen Chiphybridisierung die Immobilisierung
der Sonden auf blanken Glasobjekttragern von Sigma nach derselben Methode wie bei der
Realzeit-Hybridisierung im DNA-Sensorchip als geeignet, so dass die in 5.1.1 optimierten
Immobilisierungsparameter Ubernommen werden konnten. Entsprechend wurden auch bei
der Hybridisierung unter dem Deckglaschen eine relativ homogene Spotform, nahezu keine
unspezifische Hintergrundanbindung und eine hohe Positioniergenauigkeit des Dispensers

beobachtet. Weil aber bei der Fluoreszenz-Detektion im GMS418-Mikroarrayscanner nach
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der konventionellen Hybridisierung auf den DNA-Chips im Gegensatz zur Detektion im DNA-
Sensorchip eine homogene Anregung Uber die gesamte Chipoberflache mdglich war,
wurden die Sondenarrays auf den DNA-Chips grundsatzlich nach einem anderen Schema
und mit einer héheren Redundanz der einzelnen Sondenspots (n=12) als im DNA-

Sensorchip immobilisiert (vgl. 4.6.1).

5.2.2.1 Spezifitat der Sonden

Vor dem Hintergrund, die Nachweismethode zur Charakterisierung der cytb-PCR-Produkte
durch konventionelle Hybridisierung unter dem Deckgldschen zu etablieren, wurden in einem
ersten Schritt die PCR-Produkte aus den Referenzmaterialien der verschiedenen Spezies
einzeln hybridisiert. Innerhalb des dabei eingesetzten Sondenarrays war neben den Sonden
Huhn684, Rind684, Schwein684, Schwein566, Pute684, Rind684anti, Ziege684, Schaf684
und Schaf566 (vgl. Anhang Tab. 23) auch die Actin-45-0mm-Sonde immobilisiert worden, die
wahlweise als Negativ- oder nach Zumischung des komplementaren Targets als Hybridisie-
rungskontrolle verwendet werden konnte (Abb. 56 B). Die bei Hybridisierung von Rind-PCR-
Produkt erhaltenen Ergebnisse sind ausfihrlich in Abb. 56 dargestellt. Bei der Auswertung
der innerhalb eines Arrays erhaltenen Signalintensitaten (Abb. 56 C) zeigte sich die intensive
Anbindung an der Rind684-Sonde mit 9300 + 2105 counts Uber n =3 Spots. Sonden, an
denen keine Anbindung stattgefunden hatte, wiesen dagegen grundsatzlich eine Signal-
starke von < 100 counts auf. Geringfligig erhohte Signale, die mit blolem Auge im
Fluoreszenzbild gar nicht zu erkennen waren, wurden fiir die Schwein566-Sonde (D) mit
123 + 4 counts Uber n = 3 Spots erhalten, so dass eine sehr schwache Kreuzhybridisierung
(1.3 %) des Rind-PCR-Produktes mit der S566-Sonde festgestellt werden konnte. Alle
weiteren Messungen zeigten, dass fur eine sinnvolle Interpretation der Messergebnisse die
EinfGhrung eines Schwellenwertes (threshold) von 300 counts notwendig war. Die Anbin-
dung auf allen Sondenspots mit Signalstarken unterhalb des Schwellenwertes wurde dann

als nicht signifikant bewertet.
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Abb. 56 Spezifitdt der Sonden zur Tierartendifferenzierung bei konventioneller Chiphybridi-
sierung von Rind-PCR-Produkt

A: Fluoreszenzbild des Sonden-Meta-Arrays bestehend aus den Arrays 1-4 (vgl. 4.6.1) nach Hybridi-
sierung mit Rind-PCR-Produkt und Auslesen am GMS418-Scanner (85 % gain). Die leicht versetzte
Anordnung der Arrays ist auf eine Dejustierung der Scanneroptik zurlickzufiihren, die das Ergebnis
aber nicht beeinflusst hat. B: Sondenbelegung eines Arrays, C: Hintergrundkorrigierte Signalintensi-
taten aller Sondenspots in Array 1 (kursive Werte: Kreuzhybridisierung).

Auch bei Hybridisierung der PCR-Produkte von Huhn, Schaf, Ziege, Schwein und Pute
wurden an verschiedenen Sonden schwache Kreuzhybridisierungen beobachtet (Abb. 57),
die jedoch in den meisten Fallen deutlich unter 3 % lagen und bei Anwendung des
Schwellenwertes nicht erfasst wurden.

Starke Kreuzhybridisierung wurde lediglich in zwei Fallen beobachtet. Zum einen hat das

Ziege-PCR-Produkt wie erwartet aufgrund der nur zwei mismatches (vgl. 5.2.2) mit nahezu
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100%iger Kreuzhybridisierung an die Schaf566-Sonde ebenso gut wie an die Ziege684-Son-
de gebunden (Abb. 57 D), und zum anderen zeigte das Schwein-PCR-Produkt eine starke
unspezifische Wechselwirkung mit der Ziege684-Sonde, obwohl sich die Sequenzen von
Schwein und Ziege im Bereich der Sondensequenz an neun Positionen unterscheiden.
Gemessen an der maximalen Anbindung auf der Schwein566-Sonde lag die Kreuzhybridi-
sierung hier bei 27 % (Abb. 57 E). Fur die Detektion des Schwein-PCR-Produktes ergab sich
aullerdem ein relativ groRer Unterschied zwischen den Signalstarken der Schweinsonden
S566 und S684, der jedoch in direkter Korrelation steht zu den Eigenschaften der beiden
Sonden (vgl. Anhang Tab. 23). Wahrend die S566-Sonde mit 65 % den groRten GC-Gehalt
aller im Sondenarray immobilisierten Sonden aufweist, betragt der GC-Gehalt der S684-
Sondensequenz nur 35 %, weshalb die Signalstarke hier deutlich geringer war als an der
S566-Sonde.

Der Nachweis der Spezies Schaf gelang dagegen mit vergleichbarer Signalstarke durch die
Sonden Schaf684 und Schaf566 (Abb. 57 C), wobei die Sf566-Sonde allerdings in weiteren
Versuchen zur konventionellen Chiphybridisierung aufgrund der Kreuzreaktivitdt mit Ziege

und Schwein (Abb. 57 E) nicht mehr eingesetzt wurde.

A B

15527 59 | 36 | 74 | 147 68 | 49 | 15 | 164 | 63

34 | 20 27 | 58 23 9343 | 18 29 87 | 38
C D

24 | 99 | 57| 128 94 4 |26 | 34 | 140 83

67 | 119 | 133 11486 14636 9 | 1873 1165011726/ 15
E F

28 | 25 | 2080 10532 78 H684 | R684 | S684 | S566 | Actin

2829 351
391 g1 & P6a4 Fﬁ?ﬁ 7684 | Sf566 | Sf684

Abb. 57 Spezifitdt des Nachweises von Huhn-(A), Pute-(B), Schaf-(C), Ziege(D)- und Schwein-
PCR-Produkt (E) bei konventioneller Chiphybridisierung

A-E: Fluoreszenzbilder der obersten beiden Reihen aus Array 1 (vgl. Abb. 56) mit den Signalstarken
der Sondenspots an den jeweiligen Positionen des Rasters (kursive Werte: Kreuzhybridisierung, gain:
60-85 %), F: Sondenbelegung.

An der Sonde Rind684anti, die komplementar zu dem unmarkierten sense-Strang des PCR-
Produktes ist, wurde ebenfalls in einzelnen Fallen eine mehr oder weniger starke Kreuzhybri-
disierung beobachtet. Da die Sonde speziell zur Detektion von Cy5-dUTP-markierten PCR-

Produkten konzipiert worden war, welche im Rahmen der konventionellen Chiphybridisierung
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allerdings nicht eingesetzt worden sind, wurde sie auf den folgenden Arrays zur Hybridi-
sierung unter dem Deckglaschen nicht mehr immobilisiert.

Auf Basis zahlreicher Hybridisierungen von PCR-Produkten einzelner Spezies unter Stan-
dardbedingungen konnte unabhangig vom eingesetzten Template-DNA-Material eine Matrix
aller Wechselwirkungen mit den immobilisierten Fangsonden erstellt werden (Tab. 11). Es
zeigte sich, dass die Actin-45-O0mm-Sonde aufgrund geringer Kreuzhybridisierungen mit
Rind und Schwein als Negativkontrolle ungeeignet war. Im Folgenden wurden das System
aus Actin-Sonde und -Target daher als Hybridisierungs- und die NPT1-18-0mm-Sonde als

Negativkontrolle eingesetzt.

Tab. 11 Auftretende Wechselwirkungen zwischen den PCR-Produkten der einzelnen Spezies
und den immobilisierten Fangsonden bei der konventionellen Chiphybridisierung

pm: perfect-match, Angaben in %: Kreuzhybridisierung. Die beobachtete Kreuzhybridisierung lag in
allen Fallen deutlich unterhalb des angegebenen Wertes. Unterstrichen sind bei mehreren zur Verfi-
gung stehenden pm-Sonden jeweils die mit der maximalen Bindungsstarke, auf deren Signal sich die
Kreuzhybridisierungen beziehen.

Rind  Schwein Huhn Pute Schaf Ziege Pferd  Mensch
R684 pm - - - - - - -
S566 <2% pm - <3 % <2% <3 % <3 % <3 %
H684 - - pm - - - - -
P684 - - - pm - - - -
Sf684 pm
2684 - ~10-30 % --- --- <5% pm --- ---
S684 - pm - --- --- --- - -
Sf566 - <5% - <5% pm 100% - <3 %
Actin - <3% <2% --- --- - <3 % -
NPT - - - - - - - -

5.2.2.2 Variation der Hybridisierungsbedingungen

Mit dem Ziel, unter optimierten Hybridisierungsbedingungen die Kreuzhybridisierung von
Schwein-PCR-Produkt mit der Ziege684-Sonde zu verringern oder sogar ganz zu unter-
dricken, wurden sowohl die Inkubationstemperatur als auch der Formamidanteil im Hybridi-
sierungspuffer variiert. Der Vergleich der Signalstarken nach Hybridisierung von Schwein-
PCR-Produkt bei 37, 42 und 47°C zeigte, dass das Verhaltnis zwischen der Anbindung an
der Schwein566- und der Ziege684-Sonde nahezu konstant geblieben ist (Abb. 58). Zwar hat
das Z684-Signal stetig abgenommen, allerdings lag die Signalintensitat auch bei 47°C mit

548 counts noch deutlich oberhalb des Schwellenwertes und zeigte damit noch eine Kreuz-
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hybridisierung zur S566-Sonde von 10 % gegenuber 14 % bei 37°C. An der S566-Sonde trat
dementsprechend gegentiber den Standardbedingungen ein deutlicher Signalverlust von
68 % auf. Die Anbindung an der Schwein684-Sonde lag mit 242 counts bereits bei 42°C
unterhalb des Schwellenwertes, was auf die im Verhaltnis zu allen anderen Sonden sehr
niedrige Schmelztemperatur von T,, = 46°C zurlckzuflhren ist. Im Unterschied zu der um
10°C héher schmelzenden Schwein566-Hybridisierungssequenz und auch zu der deutlich
langeren Actin-Hybridisierungssequenz, deren Bindungsstarke durch die Temperatur-
erhdéhung auf 47°C nicht abnahm, wurde fir die Anbindung des Pute-PCR-Produktes an der
P684-Sonde bereits bei 42°C ein Rickgang des Signals um 71 % beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Daher musste bei Hybridisierung oberhalb der Standardtemperatur von 37°C fir die
Detektion mit den 18mer-Tierartensonden grundsatzlich mit schlechteren Nachweisgrenzen
gerechnet werden.

22500

| —m— S566-Sonde
20000 A } —0— S684-Sonde

| —A— 7684-Sonde
17500 + —w— Actin-Sonde

15000
12500
10000
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5000 -+ !
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: . e . $---
36 38 40 42 44 46 48
Temperatur (°C)

Signal (counts)

Abb. 58 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Signalintensitaten bei der konventio-
nellen Chiphybridisierung von Schwein-PCR-Produkt

Hybridisierung einer Probenlésung aus Schwein-PCR-Produkt und 1 nM Actin-51-Cy5-Target als
Hybridisierungskontrolle auf jeweils einem Meta-Array bei den drei verschiedenen Temperaturen.
60 % gain. MW uber n = 3 Spots in Array 1. Gestrichelte Linie: Schwellenwert 300 counts.

Auch eine Erhéhung der Stringenz durch Variation des Formamidanteils im Hybridisierungs-
puffer von 37.5 % bei Standardbedingungen Uber 44 bis auf 50 % half nicht, die Kreuz-
hybridisierung von Schwein mit der Z684-Sonde einzuschranken. Beim Ubergang von 37.5
zu 50 % Formamid verringerte sich die Anbindung an der Z684-Sonde lediglich um 25 % und
lag immer noch deutlich Gber dem Threshold. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die
schwachen Kreuzhybridisierungen von <3 bzw. 5 % bei einer Stringenzerhéhung sowohl

Uber die Temperatur als auch Uber den Formamidanteil kaum beeinflusst wurden, so dass
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den entsprechenden Wechselwirkungen wahrscheinlich ein ganz anderer Hybridisierungs-
mechanismus zugrunde lag (Daten nicht gezeigt).

In einem weiteren Experiment wurden die Stringenzbedingungen bei der Hybridisierung von
Schwein-PCR-Produkt bewusst verringert, um zu Uberprifen, ob dadurch héhere Signalin-
tensitaten besonders fir die S684-Sonde bei einer ausreichenden Spezifitat erreicht werden
konnten. Bereits im ersten Schritt wurde durch parallele Erniedrigung sowohl der Inkuba-
tionstemperatur als auch des Formamidgehalts im Puffer ein deutlicher Signalanstieg an der
S684-Sonde beobachtet (Abb. 59). Dieser war darauf zurtickzufiihren, dass durch die Ver-
ringerung des Formamidanteils der Schmelzpunkt T, der Sondensequenz vergrofRert wurde
(vgl. 3.1.1.2, (Gl. 1)), so dass bei RT deutlich unterhalb des T,-Wertes hybridisiert wurde und
entsprechend eine starke Wechselwirkung beobachtet werden konnte. Unter Standardbedin-
gungen (37°C, 37.5 % FA) lag dagegen der Schmelzpunkt der S684-Sonde aufgrund des
geringen GC-Gehaltes im Bereich von 37°C, so dass nur eine sehr schwache Anbindung
beobachtet wurde, wahrend der T.-Wert und entsprechend die Bindungsstarke fir die S566-

Sonde deutlich grolier waren.
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37°C, 37.5% FA RT, 30% FA RT, 18.75% FA

Hybridisierungsbedingungen

Abb.59 Einfluss abnehmender Stringenz auf die Signalintensitaten bei der konventionellen
Chiphybridisierung von Schwein-PCR-Produkt

Hybridisierung von Schwein-PCR-Produkt auf jeweils einem Meta-Array bei den drei verschiedenen
Bedingungen. 65 % gain. MW Uber n =3 Spots in Array 1. Gestrichelte Linie: Schwellenwert 300
counts.

Interessanterweise bewirkte bei RT eine weitere Verringerung des Formamidanteils sowohl
fur die S684- als auch fiur die S566-Sonde einen Rickgang des Signals, so dass das
Formamid hier entsprechend bei zunehmender Konzentration einen aktivierenden Einfluss
auf die Hybridisierung zeigte. Die unspezifische Wechselwirkung mit der Z684-Sonde wurde

durch die Verringerung der Stringenz unerwartet schwacher und konnte schliellich vollstan-
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dig unterdriickt werden. Sie verhielt sich damit eher untypisch und im Gegensatz zu anderen
unspezifischen Anbindungen, welche bei einer entsprechenden Verringerung der Stringenz
deutlich zunahmen (vgl. 5.2.2.3), weshalb die weniger stringenten Bedingungen auch nicht

fur die Standardanwendung geeignet waren.

5.2.2.3 Test einer alternativen Sonde fur Ziege

Mit der Absicht, einen spezifischen Nachweis von Ziege ohne Kreuzhybridisierung anderer
Spezies zu ermdglichen, wurde anhand des Sequenzabgleichs fir das cytb-Gen der ver-
schiedenen Spezies (vgl. Anhang Abb. 108) die neue Sonde Ziege703 konzipiert. Die Suche
nach einer neuen Zielsequenz innerhalb des 377 bp groRen Bereiches der PCR-Produkte
erwies sich dabei besonders durch die enge Verwandtschaft zwischen Schaf und Ziege, aber
auch durch die Homologie der Sequenzen von Ziege und Rind als schwierig. Neben einer
ausreichenden Anzahl von mdglichst zentral gelegenen mismatch-Positionen gegenuber den
Sequenzen anderer Spezies — wie in diesem Fall finf im Verhaltnis zur Schaf- und drei zur
Rindsequenz — ist auch die Schmelztemperatur T, flr die Qualitat einer Fangsonde wichtig.
Deshalb wurde die Sonde Ziege703 im Gegensatz zu allen anderen Sonden um zwei
Nukleotide verlangert, um den relativ geringen T,-Wert auf 47°C zu erhdhen (vgl. Anhang
Tab. 23). Bei konventioneller Chiphybridisierung mit den Cy5-markierten PCR-Produkten der
einzelnen Spezies zeigte sich jedoch, dass zwar keine Kreuzhybridisierung mit der Sonde
Z703 auftrat, gleichzeitig bei Standardbedingungen aber auch nur eine minimale Anbindung
von Ziege-PCR-Produkt unterhalb des Schwellenwertes zu beobachten war (Abb. 60).
Dieses Verhalten war auf den geringen GC-Gehalt der Z703-Sonde von nur 32 % zurtickzu-
fuhren, was der starke Signalanstieg bei Verringerung der Stringenz bis auf RT und 18.75 %
FA im Puffer zeigte. Allerdings sind diese wenig stringenten Bedingungen fur eine Standard-
hybridisierung nicht geeignet, da auch die Kreuzhybridisierung von Ziege mit den Sonden
Schwein566, Schwein684 deutlich sowie schwach mit Schaf684 und der NPT1-18-O0mm-
Negativkontrolle zunahm. Die Sonde Ziege703 erwies sich damit fir die praktische Anwen-

dung in diesem Array zur Tierartenbestimmung als ungeeignet.
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Abb. 60 Einfluss abnehmender Stringenz auf die Signalintensitaten bei der konventionellen
Chiphybridisierung von Ziege-PCR-Produkt

Hybridisierung von Ziege-PCR-Produkt auf jeweils einem Meta-Array bei den drei verschiedenen

Bedingungen. 65 % gain. MW Uber n =3 Spots in Array 1. Gestrichelte Linie: Schwellenwert 300
counts.

5.2.2.4 Reproduzierbarkeit

Um die bei der konventionellen Chiphybridisierung auftretenden statistischen Schwankungen
naher zu charakterisieren und die Reproduzierbarkeit der Hybridisierung zu untersuchen,
wurde eine Probenldsung mit Schwein-PCR-Produkt und 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target auf
sechs Sonden-Meta-Arrays bei Standardbedingungen hybridisiert. Die Meta-Arrays befanden
sich auf den vier verschiedenen Glasobjekttragern A, B, C und D, wobei auf A und B jeweils
zwei Meta-Arrays immobilisiert worden waren. Nach Auswertung aller Spots der Sonden
Schwein566 und Actin-45-Omm auf den sechs Meta-Arrays ergaben sich intra-Array-
Variationskoeffizienten zwischen 14 und 70 %, die im Mittel bei 39 + 18 % lagen (Abb. 61).
Hierdurch wurden in erster Linie solche Abweichungen charakterisiert, die fir das Signal
einer Sondensequenz innerhalb eines Meta-Arrays z.B. durch die inhomogene Verteilung der
Probenlésung unter dem Deckglaschen verursacht wurden.

Andererseits sollten aber auch die absoluten Ergebnisse auf den verschiedenen Meta-Arrays
miteinander verglichen werden, zwischen denen sich Abweichungen z.B. dadurch ergaben,
dass die Glasobjekttrager nacheinander im Mikroarrayscanner ausgelesen wurden. Dazu
wurden die Actin-Signale aller sechs Meta-Arrays jeweils paarweise fir zwei Meta-Arrays auf
signifikante Unterschiede hin untersucht. Differenziert wurde dabei zwischen dem Intra-
Objekttrager-Vergleich von zwei Meta-Arrays desselben Objekttragers und dem Inter-

Objekttrager-Vergleich von zwei Meta-Arrays auf unterschiedlichen Objekttragern. Tab. 12
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verdeutlicht, dass der Inter-Objekttrager-Vergleich, bei dem sich nur 38 % der 13 ver-
glichenen Ergebnisse als nicht signifikant unterschiedlich erwiesen haben, schlechter war als
der jeweilige Vergleich der Ergebnisse innerhalb eines Objekttragers, die hier ohne signifi-
kanten Unterschied geblieben sind. Fur eine allgemeine Aussage fehlt allerdings eine noch

groliere Anzahl von Wertepaaren.
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Abb. 61 Reproduzierbarkeit der Signalintensitaten tiber n = 6 Meta-Arrays bei der konventio-

nellen Chiphybridisierung

Hybridisierung einer Probenlésung mit Schwein-PCR-Produkt und 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target. 65 %
gain. MW (ber n = 12 Spots aller vier Arrays.

Signal (counts)

Tab. 12 Analyse der Reproduzierbarkeit bei konventioneller Chiphybridisierung durch Ver-
gleich der Actin-Signale auf verschiedenen Meta-Arrays

Auswertung der Daten aus Abb. 61 mittels Students-T-Test (Software: Origin®), =: kein signifikanter
Unterschied, #: signifikanter Unterschied, Wahrscheinlichkeit 95 %, hellgrau unterlegt: Intra-Objekt-
trager-Vergleich, dunkelgrau unterlegt: Inter-Objekttrager-Vergleich.

A-1 A-2 B-1 B-2 C D

AL E # g # #

A2 E # g # #
B-1 # # = g #
B-2 - - E g #
c # # g g =
D # # # # g
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Die Ergebnisse zeigten, dass die statistischen Fehler bei der konventionellen Chiphybridi-
sierung wie flir die Methode typisch relativ grol3 waren. Die teilweise starken Abweichungen
innerhalb eines Meta-Arrays konnten jedoch durch Bildung des Mittelwertes Uber alle n = 12
Spots verhaltnismaRig gut ausgeglichen werden, wodurch sich grundsatzlich eine Vergleich-
barkeit zwischen den Ergebnissen verschiedener Meta-Arrays zumindest auf einem
Glasobjekttrager ergab (Abb. 61). Eine noch bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
verschiedenen Meta-Arrays konnte aber erst durch eine Normierung der Fluoreszenzsignale
erreicht werden. Das obige Experiment zeigte, dass die Signale des Actin-51-Cy5-Targets
fur eine Normierung der anderen Signale des jeweiligen Meta-Arrays geeignet waren, da bei
einem paarweisen Vergleich der Meta-Arrays das Verhaltnis zwischen den gemittelten Actin-
und Schwein566-Signalen konstant blieb (Tab. 13).

Tab. 13

Auswertung der Daten aus Abb. 61, Wert 1 als Verhaltnis der gemittelten Actin-Signale / Wert 2 als
Verhaltnis der gemittelten Schwein566-Signale auf den verglichenen Meta-Arrays.

Verhdltnis zwischen Actin- bzw. S566-Signalen beim Vergleich zweier Meta-Arrays

A-1 A-2 B-1 B-2 C D
A-1 1/1 1.07/111 0.71/068 0.86/0.92 0.63/0.68 0.57/0.57
A-2 1.07/1.11 171 0.66/0.61 0.80/0.83 0.59/0.61 0.53/0.51
B-1 0.71/0.68 0.66/0.61 1/1 1.21/1.35 0.90/1.00 0.81/0.83
B-2 0.86/0.92 0.80/0.83 1.21/1.35 1/1 0.74/0.74 0.67/0.62
C 0.63/0.68 0.59/0.61 0.90/1.00 0.74/0.74 171 0.57/0.57
D 0.57/0.57 0.53/051 0.81/0.83 0.67/0.62 0.57/0.57 1/1

Wenn bei den folgenden Untersuchungen zur konventionellen Chiphybridisierung die Signale
einer Sondensequenz auf unterschiedlichen Meta-Arrays relativ miteinander verglichen wer-
den sollten, wurden deshalb zunachst auf jedem Meta-Array fur alle Sondensequenzen die
mittleren Signalintensitaten bestimmt, woraufhin dann auf Basis der gemittelten Actin-Signale
fur jeden Meta-Array bezogen auf den Meta-Array mit dem maximalen Actin-Signal ein
relativer Faktor bestimmt wurde. Durch Anwendung der Faktoren auf alle gemittelten Signal-

intensitaten der Meta-Arrays wurden die Daten dann normiert.

5.2.2.5 Vergleich der Hybridisierungseffizienzen

Um ausschlieen zu kénnen, dass sich die Nachweisempfindlichkeiten fiir die verschiedenen
Spezies bei der konventionellen Chiphybridisierung um GroéfRenordnungen unterscheiden,
wurden die Hybridisierungseffizienzen der cytb-PCR-Produkte mit den jeweils perfekt kom-

plementaren Sonden miteinander verglichen. Dazu wurden die relativ zueinander quanti-
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fizierten PCR-Produkt-Pools (vgl. 5.2.1.3) durch Vorverdinnung auf die Konzentration des
am schwachsten konzentrierten Schwein-PCR-Produktes eingestellt und separat in Proben-
I6sungen mit 1.0 nM Actin-51-Cy5-Target hybridisiert. Abweichungen zwischen den Konzen-
trationen der abgeglichenen PCR-Produkt-Pools konnten durch mehrfache Analyse der Ver-
diinnungen im ALFexpress™ Analysesystem im Rahmen der Methodengenauigkeit ausge-
schlossen werden (Daten nicht gezeigt).

Nach Auswertung der hybridisierten Sondenarrays zeigte ein Vergleich der auf Basis der
Actin-Signale normierten Signalintensitaten flr die verschiedenen Spezies, dass die Hybridi-
sierungseffizienzen von Huhn, Pute, Rind und Ziege sehr dhnlich waren, wahrend die Anbin-
dung von Schwein- und Schaf-PCR-Produkt etwas starker war (Abb. 62). Der gréte Unter-
schied trat dabei zwischen der Hybridisierung von Rind und Schaf mit einem Faktor von 2.6
auf, wodurch andererseits aber gezeigt wurde, dass sich die Bindungsstarken an den
verschiedenen Sonden nicht um GroRRenordnungen unterscheiden. Zudem dirfen die Signal-
unterschiede vor dem Hintergrund der Reproduzierbarkeit der konventionellen Chiphybri-

disierung unter dem Deckglaschen nicht Gberbewertet werden.
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Abb. 62 Vergleich der Hybridisierungseffizienzen fir die cytb-PCR-Produkte verschiedener
Spezies bei der konventionellen Chiphybridisierung

Hybridisierung einer Probenlésung aus vorverdinntem PCR-Produkt-Pool und 1.0 nM Actin-51-Cy5-
Target auf jeweils einem Meta-Array. Sonden: Huhn684, Pute684, Rind684, Schwein566, Schaf684
und Ziege684. 65 % gain. Normierung der Signale durch Verhaltnisse der Actin-Intensitaten auf den
sechs Meta-Arrays und Bezug auf das maximale Actin-Signal. MW Uber n = 12 Spots aller vier Arrays.

5.2.2.6 Variation der Inkubationszeit

Mit dem Ziel, den zeitlichen Ablauf der Hybridisierung unter dem Deckglaschen besser

einschatzen zu konnen, wurde die Abhangigkeit der Signalintensitat von der Inkubationszeit
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untersucht (Abb. 63). Im Hinblick auf die relativ schlechte Reproduzierbarkeit wurden in drei

unabhangigen Experimenten die Hybridisierungssignale bestimmt.
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Abb. 63 Einfluss der Inkubationszeit auf die Signalintensitaten bei der konventionellen Chip-
hybridisierung

Hybridisierung eines Meta-Arrays je Messpunkt, Sonde: Actin-45-0mm, Target: Actin-51-Cy5 0.7 nM,
65 % gain, MW Uber n = 12 Spots aller vier Arrays.

Es wurde festgestellt, dass die Anbindung nach 60-mindtiger Inkubation noch nicht das
Maximum erreicht hatte, sondern durch eine Verlangerung der Inkubationszeit eine weitere
Zunahme der Signalintensitat beobachtet werden konnte. Eine Verklrzung der Hybridisie-
rungszeit auf 30 min bewirkte dagegen keinen Riickgang der Signalstarken, so dass einer-
seits zwecks Optimierung der Versuchsdauer die nach Standardprotokoll gewahlte Inkuba-
tionszeit entsprechend verringert werden konnte und andererseits eine gewisse Flexibilitat
bei der Versuchsplanung gewahrleistet war. Das Ergebnis zeigte jedoch auch, dass die
Minimierung der Inkubationszeit nicht beliebig vorangetriecben werden konnte, da nach
10minutiger Hybridisierung nur 32 + 3 % der Signalstarke bei halbstlindiger Inkubation detek-

tiert wurden.

5.2.2.7 Auswirkung des Photobleaching-Effektes

Ein bekanntes Problem bei Detektion der Fluoreszenzsignale auf hybridisierten Sonden-
arrays mit Mikroarrayscannern stellt das Photobleaching dar, d.h. die Ausbleichung der
Fluorophore bei intensiver Anregung [179]. Dadurch wird haufig bei Wiederholung der Scans
eine deutliche Abnahme der Signalintensitaten eines Arrays beobachtet. Um diesen Effekt
auch fur die Detektion mit dem GMS418-Scanner zu untersuchen, wurden einzelne Arrays

bei unterschiedlichen Einstellungen der Laserleistung (LP) und der Signalverstarkung (gain)
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nacheinander jeweils finfmal vermessen. Es zeigte sich, dass der Photobleaching-Effekt
unabhangig davon war, ob mit 70 oder 100 % LP gescannt wurde. Insgesamt wurden nur
relativ geringe Signalverluste von 0 bis maximal 5 % zwischen den einzelnen Messungen
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Es wurde daher standardmanig mit einer LP von 100 % bei
einer Anpassung der Signalverstarkung zur Vermeidung von Signalsattigung gescannt und
nicht umgekehrt, um ein optimales Signal-Rausch-Verhaltnis zu gewahrleisten. Die Auswir-
kungen des Photobleachings spielten hier insgesamt jedoch nur eine geringe Rolle, da die
Objekttrager Ublicherweise nur einmal gescannt werden mussten. Nur in den Fallen, wo die
gain-Einstellung im ersten Scan zu hoch gewahlt worden war, wurde die Messung wieder-
holt. Die sich daraus ergebenden Abweichungen waren aber verhaltnismafkig klein gegen-

Uber dem relativ grolien Fehler bei der Ergebnisbestimmung auf verschiedenen Arrays.

5.2.2.8 Analyse verschiedener Mischungen zweier Template-DNAs

In 5.2.1.6 wurde die Herstellung der PCR-Produkte M-1 bis M-7 aus Mischungen der
Template-DNA von Rind und Huhn in unterschiedlichen Verhaltnissen beschrieben. Nach-
dem fur die geringsten Zumischungen von jeweils 1 % in der PAGE keine Amplifikate mehr
nachgewiesen werden konnten, sollte nun untersucht werden, ob bei der konventionellen
Chiphybridisierung der PCR-Produkte beide Spezies nach einer entsprechenden Verdin-
nung der Template-DNA noch detektiert werden konnten. Die Fluoreszenzsignale zeigten,
dass beide Spezies auch bei 1%iger Zumischung noch eindeutig nachgewiesen wurden
(Abb. 64). Fir beide Komponenten wurde bei zunehmendem Anteil der Template-DNA im
PCR-Ansatz die Steigerung der PCR-Ausbeute und damit der Signalstarke deutlich. Die
nahezu unveranderten Signale beim Ubergang von Probe M-3 zu M-4 sowie die Verhaltnisse
der Signalstarken beider Spezies bei vergleichbaren Probenzusammensetzungen sollten im

Hinblick auf die Methodenungenauigkeit nicht Uberinterpretiert werden.
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Abb. 64 Analyse der PCR-Produkte aus Template-Mischungen zweier Spezies in unterschied-

lichen Verhaltnissen durch konventionelle Chiphybridisierung

Hybridisierung einer Probenlésung aus PCR-Produkt und 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target jeweils auf
einem Meta-Array. Zusammensetzung der Template-Mischung bei den sieben hybridisierten PCR-
Produkten M-1 bis M-7 auf der x-Achse. 65 % gain. Normierung der Signale durch Verhaltnisse der
Actin-Intensitaten auf den sieben Meta-Arrays und Bezug auf das maximale Actin-Signal. MW Uber
n = 3 Spots in Array 1.

5.2.2.9 Analyse der zur Validierung hergestellten Mischproben

Um im Rahmen der Validierung die Nachweisgrenzen der Methode zur Tierartendifferen-
zierung mittels konventioneller Chiphybridisierung im Hinblick auf praktische Fragestellungen
abschatzen zu kénnen, wurden nicht nur Proben aus Mischungen auf Basis der Template-
DNA-Menge untersucht (vgl. 5.2.2.8), sondern auch solche, bei denen bereits das Roh-
material vor der DNA-Extraktion in definierten Mengen gemischt worden war (vgl. Tab. 3).
Die damit erhaltenen PCR-Produkte wurden — wenn nicht anders vermerkt — jeweils auf
einem Meta-Array unter dem Deckglaschen hybridisiert.

Die Analyse der Fleischproben umfasste den Nachweis 1 und 0.1%iger Zumischungen von
Huhner- in Rindfleisch bzw. von Rind- in Schweinefleisch. Fir den Nachweis geringer
Mengen Huhnerfleisch in einer Probenmatrix aus Rindfleisch wurde demonstriert, dass auch
0.1%ige Zumischungen noch detektiert werden kénnen (Abb. 65 B+C). Allerdings gelang der
Nachweis hier nur fir Probe V-5 als einem der beiden analysierten DNA-Extrakte einer
Rindfleischprobe mit einem Anteil von 0.1 % Huhn, mit Probe V-6 wurde auch bei
wiederholter Hybridisierung fur die Huhn684-Sonde nur ein leicht erhdhtes Signal unterhalb
des Schwellenwertes von 300 counts beobachtet. Diese unterschiedlichen Signalstarken der
Proben V-5 und V-6, die sich auch auf die Intensitaten der anderen Signale beziehen, sind

wahrscheinlich darauf zurlickzufiihren, dass die DNA-Konzentration der Probe V-6 etwas
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geringer war als die der Probe V-5. Bei der Bestimmung schwacher Rindbeimischungen in
Schweinefleisch konnte dagegen in beiden Proben V-9 und V-10, deren DNA-Konzentra-
tionen fast gleich grof3 waren, ein 0.1%iger Rind-Anteil nachgewiesen werden, wobei das
normierte Rind684-Signal fur V-10 mit 1057 counts in demselben Bereich lag wie bei Probe
V-9 (Abb. 65 E). Die Ergebnisse zeigten, dass zumindest flr die Detektion geringer Anteile
von Huhnerfleisch bei 0.1 % der Bereich der Nachweisgrenze erreicht wurde, wahrend flr
Rind wahrscheinlich auch noch etwas schwachere Zumischungen nachgewiesen werden
kénnten. Die Nachweisgrenzen beider Spezies liegen aber dennoch in einem &hnlichen
Bereich.

H684 | R684 | S684 | S566 | Actin

P684 | Sf684 | Z684 | Z703 | NPT

Abb. 65 Nachweis geringer Probenbestandteile im Bereich von 1 und 0.1 % in Mischproben
zweier Spezies durch konventionelle Chiphybridisierung

Hybridisierung einer Probenlésung aus PCR-Produkt und 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target. Fluoreszenz-
bilder der obersten beiden Reihen aus Array 1 in Falschfarben. A: Sondenbelegung, B: Probe V-3
(Rind + 1 % Huhn), C: Probe V-5 (Rind + 0.1 % Huhn), D: Probe V-7 (Schwein + 1 % Rind), E: Probe
V-9 (Schwein + 0.1 % Rind). 75 % gain. MW U{ber n =3 Spots, SD und Werte < 300 counts nicht
angegeben, Werte nicht normiert. Rot: bekannte Kreuzhybridisierung.

Far den Nachweis von Kuhmilch in Ziegenfeta ergab dagegen die Analyse der Probe V-2
eine etwas schlechtere Nachweisgrenze, da bei 5%iger Zumischung fur die Rind684-Sonde
mit 390 und 570 counts nach zweifacher Hybridisierung bereits nur noch Signale knapp
oberhalb des Schwellenwertes erreicht wurden (Daten nicht gezeigt). Diese Tatsache lasst
sich darauf zurlckfuhren, dass Milch- und Késeproben generell einen geringeren Gehalt an
Gesamt-DNA aufweisen, wobei die DNA aufgrund der Probenprozessierung meist relativ
stark degradiert vorliegt [106,129]. Entsprechend zeigten hier die PCR-Produkte bereits in
der PAGE eine relativ schlechte PCR-Ausbeute (vgl. 5.2.1.7).
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Bei Analyse aller Mischproben aus Tab. 3 wurden grundsatzlich flr die Hauptbestandteile
deutlich grolkere Signale erhalten als fir die Nebenbestandteile (Abb. 65), so dass die
konventionelle Chiphybridisierung zumindest eine semi-quantitative Aussage erlaubt. Bei
Auswertung der detektierten Fluoreszenzsignale wurden je nach Probenzusammensetzung
die bereits in Tab. 11 beschriebenen Kreuzhybridisierungen beobachtet. Die Ergebnisse flr
die Analyse aller zu Validierungszwecken vom CVUA Minster zur Verfigung gestellten
Proben sind in Tab. 14 zusammengefasst. Weil in nahezu allen Mischproben auch die nur in
geringem Anteil von bis zu 0.1 % enthaltenen Spezies durch die konventionelle Chiphybridi-
sierung nachgewiesen werden konnten, hatte sich die Methode fiir die Bearbeitung praxis-
relevanter Fragestellungen als geeignet erwiesen und sollte im weiteren Verlauf zur Analyse

von Realproben eingesetzt werden.

Tab. 14 Analyse der Proben zur Validierung durch konventionelle Chiphybridisierung

A: Referenzanalytik des CVUA Minster, B: konventionelle Chiphybridisierung, n.n.: nicht nachgewie-
sen (vgl. 4.2.2), +: im Nachweis positiv.

Proben-

nummer Bezeichnung Methode R S H P Sf z
V-1 Ziegenfeta +

+

V-2 Ziegenfeta (zertifiz.) n. +

+ 5 % Kuhmilch +

V-3 Rind + 1 % Huhn

V-4 Rind + 1 % Huhn

V-5 Rind + 0.1 % Huhn

|+ |+ A+

V-6 Rind + 0.1 % Huhn

V-7 Schwein + 1 % Rind

V-8 Schwein + 1 % Rind

V-9 Schwein + 0.1 % Rind

V-10 Schwein + 0.1 % Rind

WP w»o>w>m>w»>w>w> o> w2

4+ 4|+ |+ |||+ |+ D
\

+ |+ |+ |+

5.2.2.10 Analyse der Realproben

Abschliellend wurden die PCR-Produkte verschiedener Realproben, deren DNA-Extrakte am
CVUA Minster durch Referenzmethoden untersucht worden waren, durch konventionelle

Chiphybridisierung analysiert (vgl. Tab. 4). Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Proben
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jeweils auf einem Meta-Array unter dem Deckglaschen hybridisiert. Das Actin-51-Cy5-Target
wurde zwar auch hier als Hybridisierungskontrolle zugesetzt, fir die Auswertung wurden hier
aber ausschliellich die nicht-normierten Werte betrachtet, da alle Proben unabhangig
voneinander bewertet wurden. Auch unter Berucksichtigung der mdglichen Kreuzhybridi-
sierungen (vgl. Tab. 11) konnten die Proben P-1 bis P-10 sowie P-23 und P-26, die jeweils
nur eine Spezies enthielten, alle eindeutig identifiziert werden (Tab. 15). Die sehr schwachen
Kreuzhybridisierungen von < 2-5 % lagen hier wie bei allen anderen untersuchten Proben
Ublicherweise unterhalb des Schwellenwertes von 300 counts. Bei Analyse der aus
mehreren Spezies zusammengesetzten Fleischproben P-11 bis P-17 sowie P-23 bis P-26

zeigten nahezu alle Ergebnisse eine Ubereinstimmung zur Referenzanalytik (Abb. 66).

A

H684 | R684 | S684 | S566 | Actin

P684 | Sf684 | Z684 | Z703 | NPT

17246 | 3459 |22981| 2
Bk
7487
o |o

Abb. 66 Analyse verschiedener Realproben mit gemischter Zusammensetzung durch kon-
ventionelle Chiphybridisierung

Hybridisierung einer Probenldsung aus PCR-Produkt und 0.5 nM Actin-51-Cy5-Target. Fluoreszenz-
bilder der obersten beiden Reihen aus Array 1 in Falschfarben. A: Sondenbelegung, B: Probe P-17
(R+S+P), C: Probe P-24 (R+S+P+H), D: Probe P-20 (R+Z), E: Probe P-22 (R+Sf+Z). 65 bzw. 75 %
gain. MW uber n = 3 Spots, SD und Werte < 300 counts nicht angegeben, Werte nicht normiert. Rot:
bekannte Kreuzhybridisierung.

Auch Proben, in denen drei oder sogar vier Spezies enthalten waren, konnten eindeutig
charakterisiert werden (Abb. 66 B+C). Bei der Analyse der Putenbratwurst P-17 (Abb. 66 B)
wurde z.B. neben einem intensiven Signal fur die P684-Sonde auch eine starke Anbindung
an der R684-Sonde beobachtet. Weiterhin wurde durch Anwesenheit der Spezies Schwein in
der Probe wie erwartet eine Anbindung an den Sonden S566 und S684 von sehr
unterschiedlicher Intensitdt neben einem deutlichen Signal an der Z684-Sonde durch

Kreuzhybridisierung detektiert, wahrend das Signal fir die Actin-Sonde die positive Hybri-
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disierungskontrolle anzeigte. Dementsprechend waren in der analysierten Probe Pute, Rind
und Schwein enthalten. In der Brihwurst B (P-24) konnte durch ein intensives Signal an der
H684-Sonde als weitere Spezies zusatzlich noch Huhn nachgewiesen werden (Abb. 66 C).
Dabei war lediglich fir die beiden Proben P-24 und P-25 aus dem BgVV-Ringversuch auch
die genaue Probenzusammensetzung bekannt. Wahrend fir Probe P-25 aufgrund der
Hybridisierungssignale Schweinefleisch als Hauptbestandteil mit ca. 83 % des Einwaage-
gewichtes neben Puten- (4 %) und Kalbsfleisch (1.4 %) als geringen Nebenbestandteilen
bestatigt werden konnte (Daten nicht gezeigt), war das Schwein-Signal bei Analyse der
Probe P-24 unerwartet niedrig (Abb. 66 C). Obwohl die Probe Schwein- ebenso wie Rind-
fleisch zu einem Anteil von 33 % enthielt neben Puten- und Huhnerfleisch zu je 17 %, lag
das Schwein566-Signal mit 710 counts deutlich unter den Signalen der Ubrigen Spezies.
Eventuell war die Amplifikation der cytb-Sequenzen aus Schwein durch die Anwesenheit der
Ubrigen Spezies gestort worden, allerdings hatte sich die Amplifikation dieser Probe ohnehin
aufgrund der geringen DNA-Konzentration als kompliziert erwiesen (vgl. 5.2.1.7).

Die einzige Ausnahme bei Analyse der Fleischproben bildete die Fleischwurst P-15, in der
Pute neben Rind, Schwein und Huhn auch nach wiederholter Durchfihrung von PCR und
Hybridisierung nicht nachgewiesen werden konnte. In einem Fall wurde dabei fur die
Pute684-Sonde zwar ein erhdhtes Signal von 263 counts detektiert, welches nicht auf Kreuz-
hybridisierung zurtckgefuhrt werden konnte, allerdings konnte das Signal nicht als eindeu-
tiger Nachweis gewertet werden, da der Threshold nicht erreicht wurde. Diese Tatsache
spricht daflir, dass Pute in dieser Probe nur in einer sehr geringen Konzentration knapp
unterhalb der Nachweisgrenze bei der konventionellen Chiphybridisierung enthalten war, die
mit der sehr sensitiven tierartspezifischen PCR im Rahmen der Referenzanalytik noch nach-
gewiesen werden konnte.

Auch bei Analyse der fiinf Kaseproben P-18 bis P-22 ergab sich insgesamt eine relativ gute
Ubereinstimmung zu den Ergebnissen der Referenzanalytik. In der als Schafskése deklarier-
ten Probe P-19 konnte lediglich Kuhmilch nachgewiesen werden, wahrend in dem Ziegen-
kase P-20 neben Ziege auch Rind identifiziert wurde (Abb. 66 D). Als kompliziert erwies sich
dagegen der Nachweis der Spezies Ziege in dem Schafskdse, aus dem die DNA-Extrakte
P-21 und P-22 stammten und fir den in dieser Hinsicht auch die Referenzanalytik kein
eindeutiges Ergebnis geliefert hatte. Da bei der konventionellen Chiphybridisierung das
Schaf-PCR-Produkt eine schwache Kreuzhybridisierung mit der Ziege684-Sonde von
deutlich unter 5 % zeigt, konnte nur nach Analyse von Probe P-22 Ziege als Bestandteil
signifikant festgestellt werden aufgrund eines Ziege684-Signals von 609 counts, was in
diesem Fall 7 % des Schaf684-Signals entsprach (Abb. 66 E). Fir Probe P-21 konnte
dagegen die Kreuzhybridisierung von Schaf-PCR-Produkt als einzige Ursache fiir das Z2684-
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Signal von 802 counts entsprechend einem Anteil am Sf684-Signal von nur 3 % nicht
ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zur Referenzanalytik wurde bei Analyse des Schafskases P-18 auch nach
wiederholter Durchflihrung von PCR und Hybridisierung Ziege nicht eindeutig, dagegen aber
Schaf nachgewiesen. Das sehr schwache Signal an der Ziege684-Sonde zeigte bezogen auf
das Schaf684-Signal einen Anteil von 3 bzw. 6 % und es konnte somit nicht ausgeschlossen
werden, dass es lediglich auf Kreuzhybridisierung durch Schaf-PCR-Produkt zuriickzuflihren
war. Die Ursache fir diesen offensichtlichen Widerspruch zwischen den Ergebnissen der
konventionellen Chiphybridisierung und der Referenzanalytik konnte bisher noch nicht ge-
klart werden. Um in dieser Fragestellung zusatzliche Daten sammeln zu kénnen und Ansatze
zur Klarung des Problems zu finden, hatte am CVUA Minster die DNA aus dem Proben-
material erneut extrahiert und mit Hilfe der Referenzmethoden untersucht werden mussen.
Die Kreuzhybridisierung von Schwein-PCR-Produkt mit der Ziege684-Sonde erwies sich bei
der Analyse der Realproben als unproblematisch, da nach den Ergebnissen der Referenz-
analytik keine der Proben Bestandteile beider Spezies enthielt. Der zusammenfassende
Vergleich der Ergebnisse bei der konventionellen Chiphybridisierung der cytb-PCR-Produkte
aller Realproben mit den Ergebnissen der Referenzanalytik in Tab. 15 verdeutlicht die

insgesamt sehr gute Ubereinstimmung.
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Tab. 15

Analyse der Realproben-PCR-Produkte durch konventionelle Chiphybridisierung

A: Referenzanalytik des CVUA Miinster, B: konventionelle Chiphybridisierung, +: im Nachweis positiv,
—: im Nachweis negativ, ?: keine eindeutige Aussage mdglich. Felder ohne explizites Ergebnis:
Spezies im ELISA negativ oder nicht getestet (A, vgl. 4.2.2) bzw. Spezies in Analyse negativ (B).

Proben- . Uberein-
nummer Bezeichnung Methode R S H P Sf z Stimmung?
P-1 Hahnchen-Doner A: + — ja
B: + —
P-2 Hahnchen-Doner A: + — ja
B: + —
P-3 Hahnchen-Doner A: + — ja
B: + —
P-4 Doéner-Kebap A: + — ja
B: + —
P-5 Putenmedaillons A - + ja
B: — +
P-6 Mettwurst A: + ja
B: +
P-7 Fleischwurst A: + ja
B: +
P-8 Rostbratwurst A: + ja
B: +
P-9 Wirstchen A + ja
B: +
P-10 Doéner Kebap A: + ja
B: +
P-11 Lammbratwurst A + + ja
B: + +
P-12 Truthahnbrust gefiillt A: — + ja
B: — +
P-13 Thuringer Mett vom A: + + - - ja
Schwein B: + + — —
P-14 Hot Dog A: - + + _ ia
B: — + + —
P-15 Fleischwurst A: + + + + nein
B: + + + —
P-16 Rostbratwurst A: - + — + ja
B: — + — +
P-17 Putenbratwurst A + + - + ja
B: + + — +
P-18 Schafskase A: + - + nein
B: + + +?
P-19 Schafskase A: + — - ja
B: + - —
P-20 Picodon (Ziegenkase) A: + - n ja
B: + — +
P-21 Schafskase A: + + +? ja
(Extrakt a) B: + + +?
P-22  Schafskase A: + + +?7 B eindeutig
(Extrakt b) B: + + +
P-23 Brahwurst A A: + ja
B: +
P-24  Brihwurst B A: + + + + ja
B: + + + +
P-25 Leberwurst A A: + + - + ja
B: + + - +
P-26 Leberwurst B A: + ja
B: +
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5.2.3 Tierartendifferenzierung durch Realzeit-Hybridisierung

Mit dem Ziel, eine PCR-basierte Nachweismethode zur Tierartendifferenzierung in Lebens-
mitteln durch Realzeit-Hybridisierungsanalyse zu entwickeln, waren bis zu diesem Punkt zu-
nachst das Konsensus-PCR-System etabliert und die speziesspezifischen cytb-PCR-Produk-
te durch konventionelle Hybridisierung auf DNA-Chips als ausgewahlter Vergleichsmethode
analysiert worden. Im Folgenden werden nun die Ergebnisse beschrieben, die sich bei der
Hybridisierung der PCR-Produkte im DNA-Sensorchip und der Charakterisierung des Nach-

weises in Realzeit hinsichtlich verschiedener Aspekte ergaben.

5.2.3.1 Spezifitat der Sonden

Im ersten Schritt wurden die cytb-PCR-Produkte aus den Referenzmaterialien der verschie-
denen Spezies einzeln hybridisiert. Dabei wurde die Wechselwirkung mit allen zur Verfiigung
stehenden Sonden zur Tierartendifferenzierung (vgl. Anhang Tab. 23) sowie mit den Sonden
NPT1-18-0mm und Actin-45-O0mm, die als Negativ- oder Hybridisierungskontrollen verwendet
werden sollten, untersucht. Die sehr gute Spezifitat bei der Hybridisierung von Rind-PCR-
Produkt (vgl. Abb. 44) wurde bereits im Rahmen der grundlagenorientierten Untersuchungen
im DNA-Sensorchip in Abschnitt 5.1.5.3 demonstriert. Analog war auch der Nachweis der
Spezies Huhn, Pute und Schaf mit den perfekt komplementaren 20mer-Sonden sehr
spezifisch moglich und es traten keine Kreuzhybridisierungen auf, ebenso wie bei Hybri-
disierung der PCR-Produkte von Mensch und Pferd. Lediglich bei Hybridisierung der PCR-
Produkte von Schwein und Ziege wurden auch Anbindungen an nicht perfekt komplementa-
ren Fangsonden beobachtet. Abb. 67 B zeigt dazu das Steigungsbild einer Messung mit
reinem Schwein-PCR-Produkt, die entsprechenden Messdaten finden sich in Tab. 16. Wie
auch bei der konventionellen Chiphybridisierung (vgl. 5.2.2.1) war die Anbindung an der
Schwein566-Sonde aufgrund der unterschiedlichen Sondeneigenschaften deutlich starker
als an der Schwein684-Sonde. Das S684-Signal lag Ublicherweise nur bei 1-10 % des S566-
Signals. Analog wurde auch hier die Kreuzhybridisierung des Schwein-PCR-Produktes mit
der Ziege684-Sonde beobachtet, welche im Mittel im Verhaltnis zum S566-Signal stabil bei
6-8 % lag.

Sowohl bei der Hybridisierung von Schwein- als auch von Ziege-PCR-Produkt wurde zusatz-
lich eine unspezifische Anbindung an der Rind684anti-Sonde beobachtet, die bei Schwein
weniger als 5 % des S566-Signals und bei Ziege zwischen 10-20 % des Z684-Signals
betrug. Da die Sonde aber lediglich zur Detektion von Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkten
konzipiert worden war, konnte sie bei der Bestimmung von Cy5-Primer-markierten PCR-

Produkten vernachlassigt werden und wurde nicht weiter als Negativsonde eingesetzt.
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Abb. 67 Analyse von reinem Schwein-PCR-Produkt im DNA-Sensorchip

A: Belegung des Sondenarrays, B: Steigungsbild im Bereich 40-100 s fir die Messung mit 10 yl PCR-
Produkt (Konzentration wurde nicht bestimmt). Die Sondenspots mit sehr schwacher Anbindung sind
bei der gewahlten Falschfarbendarstellung nur sehr schwach zu erkennen und treten erst bei der
Quantifizierung der Signalanstiege hervor (Tab. 16).

Tab. 16 Signalsteigungen auf den verschiedenen Sondenspots bei Hybridisierung von
Schwein-PCR-Produkt (Abb. 67)

MW-Auswertung Uber n=3 Spots in einer Messung, keine Ausleuchtungskorrektur, kursiv:
< Schwellenwert von 0.2 counts/s, unterstrichen: Kreuzhybridisierung

Sonde MW (counts/s) SD (counts/s) | Sonde MW (counts/s) SD (counts/s)
Schwein566 7.97 1.96 Schaf684 0 0.03
Schwein684 0.24 0.07 Schaf566 0 0.09
Rind684 -0.02 0.03 Ziege684 0.62 0.11
Rind684anti 0.24 0.14 Ziege703 0.03 0.09
Huhn684 -0.11 0.07 Actin -0.04 0.03
Pute684 -0.10 0.19 NPT1 -0.10 0.10

Bei der Detektion von Ziege-PCR-Produkt kam es aulerdem wie bei der Hybridisierung
unter dem Deckglaschen zu einer starken Anbindung an die nah verwandte Sequenz der
Schaf566-Sonde mit nur zwei mismatches im Randbereich. Weil im Gegensatz zur
konventionellen Chiphybridisierung aber keine zusétzliche Kreuzhybridisierung von Schwein-
PCR-Produkt mit der Schaf566-Sonde auftrat, wurde diese fur den Nachweis von Schaf und
Ziege weiterhin im Sensorchip immobilisiert. An der Ziege703-Sonde, die urspriinglich als
Alternative zur Ziege684-Sonde im Hinblick auf die Kreuzhybridisierung durch Schwein-PCR-
Produkt entwickelt worden war, konnte bei Standardbedingungen wegen ihres niedrigen GC-

Gehaltes keine Anbindung des Ziege-PCR-Produktes festgestellt werden (vgl. 5.2.2.3).
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Die Messungen zur Realzeit-Hybridisierung der PCR-Produkte zeigten, dass fiir eine ein-
deutige Interpretation der Messergebnisse die Einflhrung eines Schwellenwertes von
0.2 counts/s sinnvoll war. Dieser wurde auf Basis der zweifachen Standardabweichung von
Signalsteigungen mit geringer Intensitat abgeleitet, so lag die mittlere Standardabweichung
der niedrigen Signale in Tab. 16 z.B. bei 0.9 counts/s. Weil die gemittelten Signalsteigungen
auf Sondenspots ohne Targetanbindung meist sogar im negativen Bereich lagen, wurde die
Anbindung an allen Sondenspots mit Signalstarken oberhalb des Schwellenwertes als

signifikant bewertet.

5.2.3.2 Vergleich der Hybridisierungseffizienzen

Mit dem Ziel, die Unterschiede zwischen den Nachweismdglichkeiten fiir die verschiedenen
Spezies bei der Realzeit-Hybridisierung abschatzen zu kénnen, wurden wie bei der konven-
tionellen Chiphybridisierung (vgl. 5.2.2.5) die Hybridisierungseffizienzen der cytb-PCR-Pro-

dukte mit den jeweils perfekt komplementaren Sonden miteinander verglichen.
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Abb. 68 Vergleich der Hybridisierungseffizienzen fur die cytb-PCR-Produkte verschiedener
Spezies auf den perfekt komplementédren Sonden bei Realzeit-Hybridisierung

Hybridisierung von je 7 pl der hinsichtlich ihrer Konzentrationen abgeglichenen PCR-Produkt-Pools
pro Messung. Keine Ausleuchtungskorrektur, jeweils MW-Auswertung eines Sondenspots im zentra-
len, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays uber n = 3 Messungen.

Abb. 68 verdeutlicht noch einmal die Optimierung des Nachweises von Schwein durch
Einsatz der Schwein566-Sonde (vgl. 5.2.3.1), so dass auf die Immobilisierung der Sonde
Schwein684 verzichtet werden kann. Bei der Detektion des Schaf-PCR-Produktes wurden
fur die Sonden Schaf684 und Schaf566 trotz unterschiedlicher GC-Gehalte der Sondense-

quenzen (50 bzw. 60 %) vergleichbare Signalstarken erhalten. Bei der weiteren Bewertung
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der Messergebnisse muss berlcksichtigt werden, dass zum einen die Sondenspots nicht ge-
nau gleich ausgeleuchtet waren und dass die Daten zum anderen nicht nur mit dem statisti-
schen Messfehler (Fehlerbalken in Abb. 68) behaftet sind. Abweichungen ergaben sich auch
aufgrund des ungenauen Konzentrationsabgleichs der vermessenen PCR-Produktlésungen,
weil die relative Quantifizierung der PCR-Produkt-Pools im ALFexpress™ Analysesystem nur
eine Naherung darstellte (5.2.1.3). Dennoch kann man folgern, dass die Hybridisierungseffi-
zienzen der verschiedenen Sonden nicht um GroéfRenordnungen variierten. Beim Vergleich
der Signalintensitaten auf den optimalen Sonden aller sechs Spezies wurde deutlich, dass
die Hybridisierungseffizienzen fur Huhn, Schaf und Rind &ahnlich waren, wahrend das
Schwein-PCR-Produkt etwas besser hybridisierte und sowohl Pute- als auch Ziege-PCR-
Produkt etwas schlechter angebunden haben. Die grofite Abweichung trat dabei zwischen
Ziege und Schwein auf, die sich in ihrer Hybridisierungseffizienz etwa um den Faktor 3
unterschieden.

5.2.3.3 Linearitat der Kalibration

Um zu demonstrieren, dass auch bei der Realzeit-Hybridisierung von PCR-Produkten ein
linearer Zusammenhang zwischen der Signalsteigung und der Konzentration an DNA-Target
in der Messlosung besteht, wurden fiir die PCR-Produkte einzelner Spezies in separaten

Messungen Verdiinnungsreihen aufgenommen (Abb. 69).
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Abb. 69 Verdinnungsreihen fir Huhn- und Ziege-PCR-Produkt-Pool im DNA-Sensorchip

Die Verdiinnungsreihen wurden in getrennten Messungen aufgenommen. Pro Messung wurde das auf
der x-Achse angegebene Volumen PCR-Produkt auf 120 yl Messldsung verdinnt. Keine
Ausleuchtungskorrektur, jeweils MW-Auswertung der Sondenspots Huhn684 bzw. Ziege684 im
zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays Uber n = 3 (Huhn) bzw. n = 2 (Ziege)
Messungen.
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Dabei wurde fiir die Detektion unterschiedlicher Volumina der PCR-Produkt-Pools von Huhn
und Ziege jeweils ein linearer Bereich Uber mindestens eine Dekade bei Sensitivitdten von
2.70 £ 0.05 counts/(s*ul) fur Huhn und 1.18 + 0.02 counts/(s*ul) fur Ziege erhalten. Da die
Konzentrationen beider PCR-Produkt-Pools fast identisch waren (vgl. Tab. 9), spiegelt der
Faktor von 2.3 zwischen den Sensitivitdten direkt das Verhaltnis der Hybridisierungseffizien-
zen beider PCR-Produkte wider (vgl. 5.2.3.2). Die Nachweisgrenzen lagen bei 0.08 pl fir den
Huhn-Pool und 0.34 ul fir den Ziege-Pool. Auch mit jeweils 5 yl PCR-Produkt und entspre-
chend hohen Messwerten wurden noch streng lineare Signalanstiege beobachtet.

Parallel wurden unterschiedliche Volumina beider PCR-Produkt-Pools im PA-Gel aufge-
tragen (Abb. 70 A). Eine Auftragung der Signalsteigungen im Sensorchip gegen die hinter-
grundkorrigierte Bandenintensitat in der PAGE bei gleichem PCR-Produkt-Volumen demon-
striert die Korrelation zwischen den Signalen beider Nachweismethoden und zeigt auch,
dass die volumenbezogenen Nachweisgrenzen fir die PCR-Produkte in der PAGE etwa in

dem gleichen Bereich lagen wie im DNA-Biosensor (Abb. 70 B).
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Abb. 70 Auftragung unterschiedlicher Volumina der PCR-Produkt-Pools von Huhn und Ziege
im PA-Gel (A) und Korrelation der Bandenintensitaten mit den Hybridisierungs-
signalen im DNA-Biosensor (B)

A: Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, H: Huhn-PCR-Produkt-Pool, Z: Ziege-PCR-
Produkt-Pool, B: Auftragung der Signalsteigungen (vgl. Abb. 69) gegen die hintergrundkorrigierten
Bandenintensitaten fir die Pool-PCR-Produkt-Volumina von 0.5, 1, 2 und 3 pl. Die Bestimmung der
Bandenintensitaten ist mit einem relativ gro3en statistischen Fehler behaftet, der aber nicht genauer
abgeschatzt wurde.
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Eine analoge Korrelation zwischen PAGE-Intensitaten und Sensorsignalen konnte auch fir
den Fall gezeigt werden, dass im Gel gleiche Volumina unterschiedlich konzentrierter PCR-
Produkte aufgetragen und diese anschlief3end jeweils im Sensor hybridisiert wurden (Daten

nicht gezeigt).

5.2.3.4 Hybridisierung von PCR-Produkt-Mischungen

Eine wichtige Voraussetzung fir die Anwendung der Realzeit-Hybridisierungsanalyse auf
Mischproben in der Praxis ist die stérungsfreie parallele Detektion der PCR-Produkte ver-
schiedener Spezies. Diese wurde zunadchst durch Hybridisierung von Mischungen zweier
PCR-Produkte demonstriert. Dazu wurden bewusst solche PCR-Produkte ausgewahlt, die
bei gleichen Konzentrationen eine vergleichbare Hybridisierungseffizienz gezeigt hatten wie
z.B. die PCR-Produkt-Pools von Huhn und Schaf (vgl. 5.2.1.3 und 5.2.3.2). In einem ersten
Experiment wurden zunachst je 5 ul beider Pools sowohl einzeln als auch in Mischung
vermessen, wobei das Signal in Mischung fur Schaf 100 % und fir Huhn 88 % des Signals
der Einzelmessung betrug (Abb. 71). Damit lie} sich eine grundsatzliche gegenseitige

Beeinflussung der verschiedenen PCR-Produkte bei paralleler Detektion ausschlief3en.
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Abb. 71 Hybridisierung zweier PCR-Produkte einzeln und in Mischung bei unterschiedlicher
Zusammensetzung im DNA-Sensorchip

Prozentuale Zusammensetzungen der Mischungen bezogen auf das eingesetzte Volumen der PCR-
Produkt-Pools von Schaf (Sf) und Huhn (H) auf der x-Achse (100 % =5upl). * = Steigung
< 0.2 counts/s. Keine Ausleuchtungskorrektur, jeweils MW-Auswertung der Sondenspots Schaf684
bzw. Huhn684 im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays iber n = 3 Messun-
gen.
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Weiterhin wurden bei konstantem Anteil von 5 ul des Schaf-PCR-Produktes Mischungen
vermessen, in denen die Zumischung des Huhn-PCR-Produktes schrittweise verringert
wurde. Der Anteil der 0.2 N NaOH-LAsung beim Ansetzen der Messlosung betrug dabei fur
alle Messungen konstant 5 ul, um die Auswirkung einer pH-Wertanderung auf die Mess-
ergebnisse zu vermeiden. Ein Anteil von 2 % Huhn-Amplikon entsprechend einem PCR-
Produkt-Volumen von 0.1 ul konnte hier noch detektiert werden, wahrend der Messwert bei
1%iger Zumischung (0.05 pl) bereits unterhalb des Schwellenwertes lag. Der Nachweis von
1 % Huhn-PCR-Produkt vor einem Schaf-Hintergrund gelang jedoch nach Verdopplung des
analysierten Volumens. Die bei Aufnahme einer Verdinnungsreihe fir den separat ver-
messenen Huhn-PCR-Produkt-Pool erhaltene Nachweisgrenze konnte somit bei Messung in
Mischung bestatigt werden (vgl. 5.2.3.3). Die leicht abnehmende Tendenz des Schaf-Signals
bei konstantem Anteil von 5 pl Iasst sich wahrscheinlich auf eine Alterung des Sensorchips

zurtckfuhren.

5.2.3.5 Verdunnung der Template-DNA

Um die Sensitivitdt der PCR und damit das Potential der Nachweismethode zur Detektion
auch geringer Mengen Template-DNA zu demonstrieren, wurde die Pute-Template-DNA der
Probe R-3 in verschiedenen Verdinnungen zur PCR eingesetzt. Die Analyse der PCR-
Ansatze durch PAGE zeigte, dass auch mit einer 1:500-Verdinnung der Template-DNA
entsprechend einer Konzentration von 55 pg DNA/uI noch eine deutliche Bande bei 377 bp
entstand (Abb. 72). Das Gel verdeutlicht zudem, dass die Primer-Dimer-Konzentration umso

grolier wurde, je geringer die Template-Konzentration war.
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Abb. 72 Verdinnung der Template-DNA im PCR-Ansatz

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, 1-8: Pute-Template (R-3) in unterschiedlichen
Verdunnungen eingesetzt, 1: unverdinnt, 2: 1:5, 3: 1:10, 4: 1:25, 5: 1:50, 6: 1:100, 7: 1:250, 8: 1:500,
K: Reagenzienkontrolle der PCR. In Ansatz 4 ist die PCR ausgefallen.
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Die genauere Analyse der einzelnen PCR-Ansatze durch Realzeit-Hybridisierung im Sensor-
chip bestatigte, dass auch bei hdheren Template-Verdiinnungen noch ausreichende PCR-
Produkt-Konzentrationen fur deutliche Signalanstiege erhalten wurden (Abb. 73). Dabei
deutete sich fiir die groReren Template-Konzentrationen wie erwartet ein Ubergang der PCR
in ein Sattigungsniveau an. Das Experiment hat die groRe Empfindlichkeit der PCR ver-
anschaulicht und gezeigt, dass geringe Template-Konzentrationen Uberproportional amplifi-
ziert wurden, so dass flr den Nachweis der einzelnen Spezies in Realproben geringe
Nachweisgrenzen zu erwarten waren. Weil die Gesamt-DNA-Konzentration in Extrakten aus
Realproben Ublicherweise mindestens um den Faktor 100 gréRer ist als die geringste hier
eingesetzte Template-Konzentration von 55 pg/ul (vgl. Tab. 4), sind nur die zu sehr geringem
Anteil enthaltenen Spezies in entsprechenden Konzentrationen vertreten und sollten somit

trotzdem noch nachweisbar sein.
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Abb. 73  Analyse von PCR-Produkten mit zunehmend verringerter Template-Konzentration im
DNA-Sensorchip

Hybridisierung von je 5 pl der PCR-Produkte aus Pute-Template (R-3) in den verschiedenen Verdin-
nungen (vgl. Abb. 72). Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Pute684-Sondenspots
im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays Uber n = 3 Messungen.

5.2.3.6 Vergleich von Cy5-Primer- und Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkten

Mit dem Ziel, die Amplifikation der cytb-Sequenzen flexibler gestalten und auf zwei verschie-
dene Markierungsmethoden zurlickgreifen zu kdnnen, wurde neben der standardmafig
angewendeten Cy5-Primer-Markierung auch der Fluorophoreinbau durch Cy5-dUTP getestet

und die Detektion der verschiedenen PCR-Produkte gegenliber gestellt.
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i) Variation der Cy5-dUTP-Markierung

Um optimale Bedingungen fur die PCR bei Anwendung der Cy5-dUTP-Methode zu finden,
wurde in Anlehnung an Ref. [180] fur die Nukleotidbausteine dATP, dCTP und dGTP wie
auch bei der Cy5-Primer-Markierung eine Konzentration von 200 uM gewahlt, wahrend die
Menge des dTTPs um 50 % auf 100 pM reduziert wurde. In finf parallelen Ansatzen wurde
dann fir die Amplifikation von Huhn-Template-DNA (R-1) die Cy5-dUTP-Konzentration im
Bereich von 0 bis 50 uM variiert. Die Analyse der PCR-Produkte durch PAGE zeigte (Abb.
74 A), dass die Entstehung des 377bp-PCR-Produktes nicht durch die Anwesenheit des
modifizierten Nukleotids inhibiert wurde. Dabei wurde mit zunehmender Cy5-dUTP-Konzen-
tration im Ansatz eine Verbreiterung der 377bp-Bande beobachtet, die eventuell auf den
verstarkten Einbau des sterisch anspruchsvollen Cy5-Molekiils und das dadurch verursachte
ungleiche Laufverhalten der unterschiedlich stark markierten Produkte zurlickzufiihren ist.
Ein Vergleich der Bandenintensitaten verdeutlicht, dass mit zunehmendem Cy5-dUTP-Anteil
keine systematische Abnahme der PCR-Produkt-Ausbeute einherging (Abb. 74 B), welche
zudem vergleichbar war zur Ausbeute einer PCR mit Cy5-Primer-Markierung unter analogen

Bedingungen.
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Abb. 74  Einfluss der Variation des Cy5-dUTP-Anteils auf die Ausbeute der PCR

A: Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, 1-6: PCR-Produkte aus Huhn-Template
(R-1), 1: 5 yM Cy5-dUTP, 2: 10 uM Cy5-dUTP, 3: 20 yM Cy5-dUTP, 4: 50 yM Cy5-dUTP, 5: 0 uM
Cy5-dUTP, 6: Standard-Cy5-Primer-Markierung, B: Auftragung der hintergrundkorrigierten Banden-
intensitaten gegen die Cy5-dUTP-Konzentrationen fir die Bahnen 1-5 in A. Die Bestimmung der
Bandenintensitaten ist mit einem relativ grof3en statistischen Fehler behaftet, der aber nicht genauer
abgeschatzt wurde.
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Die Rohdaten der Analyse der verschiedenen PCR-Produkte im ALFexpress™ Analyse-
system finden sich im Anhang (siehe 8.3.1). Fur die Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkte
zeigte sich zu Beginn der Trennung im niedermolekularen Bereich ein intensiver Peak, der
durch unverbrauchtes Cy5-dUTP hervorgerufen wurde. Die Primer-Dimer-Banden waren
dagegen verschwindend klein. Die 377bp-PCR-Produkte traten hier als tberlappende Dop-
pelbanden auf, eventuell verursacht dadurch, dass der hier ebenfalls Cy5-markierte sense-
Strang an anderer Position im Gel lief als der antisense-Strang. Bei Auswertung der Flachen-
integrale der 377bp-Doppelpeaks wurde eine lineare Zunahme des Fluoreszenzsignals bei
steigender Cy5-dUTP-Konzentration beobachtet (Abb. 75). Aufgrund der nahezu konstanten
PCR-Produkt-Ausbeute entspricht dies einem zunehmenden Markierungsgrad. Das unter
den Ublichen Cy5-Primerbedingungen hergestellte Huhn-PCR-Produkt zeigte im Gegensatz
zu den Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkten wie erwartet nur einen definierten 377bp-
Peak, dessen Flachenintegral deutlich geringer war als bei dem mit 50 yM Cy5-dUTP
erzeugten PCR-Produkt.
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Abb. 75 Analyse des Einbaus von Cy5-dUTP in der cytb-PCR

Analyse der nicht-aufgereinigten PCR-Produkte aus Huhn-Template (R-1) mit den verschiedenen
Cy5-dUTP-Konzentrationen (vgl. Abb. 74 A) im ALFexpress'™ Analysesystem (linke Achse, vgl. 8.3.1)
und im DNA-Sensorchip (rechte Achse, vgl. ii). Hybridisierung von je 4 ul der PCR-Produkte. Keine
Korrektur, MW-Auswertung ber n = 2 Huhn684-Sondenspots bei jeweils einer Messung. Durch die
lokale Hintergrundkorrektur bei der MW-Auswertung wurden die negativen Signalsteigungen des
Hintergrundes bei der Vermessung der nicht-aufgereinigten PCR-Produkte (vgl. Abb. 76 B) ausge-
glichen.

ii) Analyse von Cy5-Primer- und Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkten im Sensorchip
Bei Realzeit-Hybridisierung der mit unterschiedlichen Cy5-dUTP-Konzentrationen hergestell-
ten PCR-Produkte aus i) wurde der lineare Zusammenhang zwischen Fluoreszenzsignal und

der Cy5-dUTP-Menge im Ansatz bis zu der hdchsten Konzentration von 50 uM bestétigt
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(Abb. 75). Wahrend der Anbindung der nicht-aufgereinigten PCR-Produkte im Sensorchip
wurde jedoch mit zunehmender Cy5-dUTP-Konzentrationen eine verstarkte unspezifische
Anlagerung von Fluoreszenz auf der sensitiven Oberflache beobachtet (Abb. 76 A). Beson-
ders zu Beginn der Messungen stieg dabei die Hintergrundfluoreszenz sprunghaft an, wo-
raufhin die unspezifisch gebundenen Komponenten im weiteren Verlauf der Messung lang-
sam wieder abgel6dst wurden (Abb. 76 E). Deshalb wurden bei Auswertung der Signalverlau-
fe in den meisten Fallen sehr uneinheitliche Steigungsbilder mit teilweise negativen Hinter-
grundwerten erhalten (Abb. 76 B). Ursache flir diese Beobachtungen ist die Tatsache, dass
z.B. in einem PCR-Ansatz mit 20 uM Cy5-dUTP der Anteil der nicht eingebauten Fluoro-
phore etwa um den Faktor 100 grof3er war als in einem Standard-PCR-Produkt mit Cy5-
Primer-Markierung, wenn man davon ausgeht, dass der mit 400 nM eingesetzte Primer zur
Halfte umgesetzt worden war. Analoge Messergebnisse wurden auch in friiheren Versuchen
erhalten, bei denen die Hybridisierung eines Modell-Targets bewusst durch Zusatz eines
1000fachen Uberschusses an Cy5-Oligo gestért wurde (Daten nicht gezeigt).

Die Messdaten lieRen sich zwar mit der Mittelwertmethode und der integrierten Hintergrund-
korrektur noch sinnvoll auswerten (Abb. 75), allerdings wurde dennoch ein Vergleich vorge-
nommen zwischen der Hybridisierung von aufgereinigtem und nicht-aufgereinigtem Cy5-
dUTP-markiertem PCR-Produkt. Dazu wurden 29 ul eines Pools aus Cy5-dUTP-PCR-
Produkten mit Hilfe des MinElute™ PCR Purification Kits aufgereinigt und in 30 pl TRIS-
hydrochlorid (10 mM, pH 8.5) eluiert, so dass bei der Aufreinigung kein Volumeneffekt auftrat
und durch Hybridisierung eine relative Quantifizierung von aufgereinigtem und nicht-aufgerei-
nigtem Pool mdglich war. Bei der Analyse beider Proben im Sensorchip wurde deutlich, dass
sich das aufgereinigte PCR-Produkt ohne den stérenden Cy5-dUTP-Hintergrund verhielt wie
die bei Cy5-Primer-Markierung erhaltenen PCR-Produkte (Abb. 76 C+D). Das Signal fir die
aufgereinigte Probe war dabei allerdings aufgrund des Materialverlustes 21 % geringer als
das der nicht-aufgereinigten Probe (Abb. 77).

Ein Vergleich der Signalstarken bei Hybridisierung von Cy5-dUTP- und Cy5-Primer-markier-
ten PCR-Produkten ergab, dass flir PCR-Produkte mit einer Cy5-dUTP-Konzentration von
ca. 25 UM eine vergleichbare Signalintensitat erhalten wird wie mit den nach Standard-
methode hergestellten PCR-Produkten (Abb. 77). In weiteren PCR-Ansatzen mit Cy5-dUTP-
Markierung wurde daher als Kompromiss zwischen maximalen Signalsteigungen und einem
eingeschrankten Verbrauch des kostenintensiven Cy5-dUTPs mit einer Konzentration von
25 uyM gearbeitet. Der Cy5-dUTP-Einbau hat sich damit grundsatzlich als eine geeignete,

alternative Markierungsmethode erwiesen.
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Abb. 76 Vergleich der Hybridisierung von aufgereinigten (C+D) und nicht-aufgereinigten
(A+B) Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkten im DNA-Sensorchip

Die Reste von vier PCR-Ansatzen des Huhn-DNA-Templates (R-1) mit unterschiedlichen Cy5-dUTP-
Konzentrationen wurden gepoolt und zur Halfte aufgereinigt. Hybridisiert wurden jeweils 4 ul des
aufgereinigten und des nicht-aufgereinigten Cy5-dUTP-PCR-Produkt-Pools. A+C: Endbild nach 120 s,
B+D: Steigungsbild im Bereich 40-100 s, E: Signalverlauf auf einem Pixel im Bereich der Hintergrund-
fluoreszenz bei der Hybridisierung von nicht-aufgereinigtem Cy5-dUTP-markiertem PCR-Produkt.
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Abb. 77 Vergleich der Signalstarken im DNA-Sensorchip flr unterschiedlich Cy5-markierte
Huhn-PCR-Produkte

Template-DNA in allen Ansatzen: Huhn (R-1), jeweils 4 yl PCR-Produkt vermessen. Proben:
2 verschiedene Anséatze mit Standard-Cy5-Primer-Markierung (A: n=1, B: n=3), Pool von Cy5-
dUTP-markierten PCR-Produkten aufgereinigt und nicht-aufgereinigt (n = 2). Keine Ausleuchtungs-
korrektur, MW-Auswertung tber n = 2 Huhn684-Sondenspots Uber angegebene Anzahl der Messun-
gen. Gestrichelte Linie: extrapolierte Signalsteigung fir ein mit 25 yM Cy5-dUTP-markiertes PCR-
Produkt (vgl. Abb. 75).

5.2.3.7 Charakterisierung der asymmetrischen PCR

Aufgrund des ausgeglichenen Primerverhaltnisses bei der Amplifikation des 377bp grof3en
Abschnittes des cytb-Gens unter Standardbedingungen wurde eigentlich die Entstehung
doppelstrangiger PCR-Produkte erwartet, die erst nach vorangegangener Denaturierung im
DNA-Sensorchip hybridisieren kénnten. Interessanterweise wurden jedoch bei der Realzeit-
hybridisierungsanalyse einzelner Amplifikate auch ohne Denaturierung deutliche Signalan-
stiege beobachtet. Weil der Denaturierungsschritt einen zusatzlichen zeitlichen Aufwand
darstellt, wurden die PCR sowie die Notwendigkeit der Denaturierung systematisch unter-
sucht. Dabei konnte durch Variation der Primerkonzentrationen und Analyse der entstan-
denen PCR-Produkte im DNA-Sensorchip verdeutlicht werden, dass unter den fiir die PCR

gewahlten Standardbedingungen eine asymmetrische Produktverteilung erhalten wurde.

i) Variation des Primerverhdltnisses bei Cy5-dUTP-Markierung
Bei konstanter Konzentration des antisense-Primers cytb779 wurde zunachst bei der
Amplifikation von Rind-Template-DNA (R-4) und Cy5-dUTP-Markierung der PCR-Produkte
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der Anteil des cytb403-Primers von 60:10 bis 1:10 in vier Schritten variiert (Abb. 78). In den
entstandenen PCR-Produkten lagen sowohl die antisense- als auch die sense-Strange Cy5-
markiert vor. Die Analyse der PCR-Produkte durch PAGE zeigte, dass die Intensitat der
377bp-Banden der Proben A-C nahezu konstant blieb, wahrend bei Verringerung der
cytb403-Konzentration auf nur noch 1 pmol/Ansatz eine deutlich schwachere 377bp-Bande
auftrat. Ursache dafiir ist die Tatsache, dass in D aufgrund der reduzierten cytb403-Primer-
menge in den meisten der 35 Zyklen nur eine lineare Amplifikation stattfand, wahrend in den
Ansatzen A-C die Konzentrationen beider Primer ausreichend grof3 waren fiir eine zunachst
exponentielle Vermehrung der eingesetzten DNA. Besonders flir diese Proben wurden in der
PAGE nur verschwommene 377bp-Banden erhalten, wobei die bei ALF-Analyse der vier
PCR-Produkte aufgenommenen Signalpeaks bei 377 bp ebenfalls verbreitert waren (Abb.
79). Wie bereits in 5.2.3.6 erwahnt, ist eine mogliche Ursache dafiir der unterschiedliche
Markierungsgrad der amplifizierten DNA-Fragmente, der zu Anderungen der Beweglichkeit
im Gel fihren kann. Im Gegensatz zu der ersten Analyse Cy5-dUTP-markierter PCR-
Produkte im ALFexpress™ Analysesystem (vgl. 8.3.1) ergaben sich hier jedoch keine defi-
nierten Doppelpeaks, was eventuell darauf zurlickzufihren ist, dass in den beiden Amplifi-
kationen unterschiedliche DNA-Templates eingesetzt worden waren. Mdglich ist auch, dass
die verbreiterten Peaks bei Analyse der Produkte A-D aus einer Uberlappung zweier eng
benachbarter Peaks von sense- und antisense-Strang hervorgingen. Die Intensitaten der
377bp-Peaks im ALF bestatigten die bereits in der PAGE beobachtete Tendenz, dass sich
eine verringerte cytb403-Konzentration negativ auf die Entstehung von Cy5-markiertem
PCR-Produkt auswirkte. Ein Vergleich der Bandenintensitaten der Proben A und D ergab,
dass der Anteil des Signals von Produkt D im PA-Gel bei 36 %, in der ALF-Analyse dagegen
nur bei 9 % lag, so dass unter den Bedingungen einer linearen Amplifikation offensichtlich
Uberproportional weniger Cy5-dUTP eingebaut wurde als bei ausreichender Konzentration

beider Primer.

cytb403 [pmol] 60 30 10 1
cytb779 [pmol] 10 10 10 10

bp M A B c D K
501 — | I

480 — ==

B T e e

Abb. 78 Variation des Primerverhéltnisses bei Cy5-dUTP-Markierung

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, A-D: Rind-Template (R-4) bei Cy5-dUTP-
Markierung mit unterschiedlichen Primerverhéaltnissen amplifiziert, K: Reagenzienkontrolle der PCR
(cytb403/cytb779 10:10).
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Abb. 79 Analyse Cy5-dUTP-markierter PCR-Produkte mit unterschiedlichem Primerverhaltnis
im ALFexpress'™ Analysesystem

1-4: PCR-Produkte aus Rind-Template (R-4) in gleicher Verdiinnung aufgetragen, 1: cytb403/cytb779
60:10, 2: cytb403/cytb779 30:10, 3: cytb403/cytb779 10:10, 4: cytb403/cytb779 1:10. Fluoreszenz-
signal Fcys angegeben im Verhaltnis (%) zur Intensitat des geséttigten Signals, an den 377bp-Peaks
sind die Flachenintegrale (in counts) vermerkt.

Eine aufschlussreichere Analyse der PCR-Produkte A-D wurde jedoch erst durch Hybridi-
sierung der Proben im DNA-Sensorchip mdglich. Neben der Ublicherweise verwendeten
Rind684-Sonde, an die der aus dem Primer cytb779 entstandene antisense-Strang bindet,
war zu diesem Zweck auch die Rind684anti-Sonde immobilisiert worden, die komplementar
zu dem aus dem Primer cytb403 entstehenden sense-Strang ist. Die Proben wurden ohne
vorangegangene Aufreinigung sowohl mit als auch ohne alkalische Denaturierung

vermessen (Abb. 80). Bei Auswertung der Hybridisierung mit nicht-denaturietem PCR-
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Produkt zeigte sich, dass bei einem Primerverhaltnis von 1:10 in Probe D wie erwartet im
Wesentlichen der antisense-Strang entstanden war, aufgrund der hauptséachlich linearen
Amplifikation allerdings nur in einer relativ geringen Konzentration. Weil aufgrund der gerin-
gen cytb403-Konzentration kaum sense-Strang entstanden war und entsprechend fast kein
doppelstrangiges PCR-Produkt vorlag, blieben die Signalanstiege fir beide Sondensequen-

zen auch nach vorangegangener Denaturierung nahezu unverandert.

1 antisense (cytb779)
{ I sense (cytb403)

184 A B
16—: l
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Steigung (counts/s)
o

Verhaltnis cytb403/cytb779

Abb.80 Analyse Cy5-dUTP-markierter PCR-Produkte mit unterschiedlichem Primerverhaltnis
im DNA-Sensorchip

Template-DNA in allen Ansatzen: Rind (R-4), jeweils 6 yl PCR-Produkt vermessen. Hybridisierung des
antisense-Stranges (entstanden aus Primer cytb779) auf Sonde Rind684 und des sense-Stranges
(entstanden aus Primer cytb403) auf Sonde R684anti. A: mit Denaturierung, B: ohne Denaturierung.
Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber je n = 2 Sondenspots in einer Messung.

Bei Erhéhung des cytb403-Anteils im PCR-Ansatz auf ein Primerverhaltnis von 10:10 wurde
ein starker Anstieg der Konzentration des antisense-Stranges beobachtet, wobei die Reak-
tion offensichtlich nach wie vor stark asymmetrisch verlaufen war, weil dieser ohne vorange-
gangene Denaturierung detektierbar war. Im Unterschied zu Ansatz D lag hier jedoch eine
Kombination aus exponentieller Vermehrung und einer linearen Amplifikation wahrend der
letzten Zyklen der Reaktion nach Verbrauch des cytb403-Primers vor. Dass der wahrend des
exponentiellen Verlaufes gebildete sense-Strang auch nach vorangegangener Denaturierung
nicht detektiert werden konnte, ist auf einen Kompetitionseffekt des Uberschissigen anti-
sense-Stranges zuruckzufuhren.

Durch eine weitere Erhdhung der cytb403-Konzentration auf ein Verhaltnis von 30:10 in
Probe B wurden nahezu symmetrische PCR-Bedingungen angendhert. Ohne Denaturierung
wurde nur noch ein relativ schwaches Signal des in geringem Uberschuss vorliegenden

antisense-Stranges detektiert, wahrend das in erster Linie entstandene doppelstrangige
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PCR-Produkt erst nach alkalischer Denaturierung durch die beiden Sonden detektiert wurde.
Dabei zeigt ein Vergleich der Hybridisierung mit und ohne Denaturierung deutlich, dass sich
das Signal des antisense-Stranges additiv verhielt.

In Probe A mit einem Primerverhaltnis von 60:10 hat sich dann der asymmetrische PCR-
Verlauf umgekehrt. Es lag auch hier eine Kombination aus exponentieller und linearer Ver-
mehrung vor, allerdings mit einem Uberschuss des sense-Stranges, der ohne Denaturierung
detektiert werden konnte und auch nach Denaturierung die Hybridisierung des antisense-
Stranges durch Kompetition unterdriickte.

Fir ein maximales Signal der Rind684-Sonde hatten sich damit die PCR-Standardbedin-
gungen von je 10 pmol Primer im Ansatz aufgrund der Kombination aus exponentieller und

linearer Amplifikation als optimal erwiesen.

ii) Variation des Primerverhdltnisses bei Cy5-Primer-Markierung

Um die Erkenntnisse bezuglich der PCR-Produktverteilung bei Variation des Primerverhalt-
nisses aus i) zu bestatigen, wurde ein analoger Versuch durchgefuhrt, in dem die Cy5-
Markierung nicht Uber den Cy5-dUTP-Baustein, sondern Uber einen Cy5-markierten Primer
eingefuhrt wurde. Entsprechend wurde hier die Konzentration des Primers Cyb5cytb779
konstant gehalten und der Anteil des cytb403-Primers von 60:10 bis 1:10 in sechs Schritten
variiert. Im Gegensatz zur Markierung Uber den Einbau von Cy5-dUTP lagen in diesem Fall
in den entstandenen PCR-Produkten nur die antisense-Strange Cy5-markiert vor. Die Analy-
se der PCR-Produkte durch PAGE bestatigte das Ergebnis des analogen Experiments mit
Cy5-dUTP-Markierung aus i) (Abb. 81). Demnach war die Intensitat der 377bp-Banden der
Proben A-C nahezu konstant, wahrend bei Verringerung der cytb403-Konzentration ausge-
hend von Ansatz D eine abnehmende Bandenstarke beobachtet wurde. Das Produkt F mit
1/10 der Menge an cytb403 konnte nur noch sehr schwach im PA-Gel nachgewiesen wer-
den. Ursache dafir war hier ebenfalls die Tatsache, dass bei abnehmendem cytb403-Anteil

die exponentielle Vermehrung immer mehr durch eine lineare Amplifikation abgelést wurde.

cytb403 [pmol] 60 40 20 10 5 1
Cy5cytb779 [pmol] 10 10 10 10 10 10
A B C D E F K M bp
L 501
— 489
R f —— 404
—— 331

Abb.81 Variation des Primerverhaltnisses bei Cy5-Primer-Markierung

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, A-F: Rind-Template (R-4) bei Cy5-Primer-
Markierung mit unterschiedlichen Primerverhéaltnissen amplifiziert, K: Reagenzienkontrolle der PCR
(cytb403/ cytb779 10:10).
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Bei der ALF-Analyse wurde nur der Cy5-markierte antisense-Strang in den verschiedenen
PCR-Produkten detektiert (Abb. 82).
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Abb.82 Analyse Cy5-Primer-markierter PCR-Produkte mit unterschiedlichem Primerverhalt-
nis im ALFexpress™ Analysesystem

1-6: PCR-Produkte aus Rind-Template (R-4) in gleicher Verdiinnung aufgetragen, 1: cytb403/Cy5cytb-
779 60:10, 2: cytb403/Cy5cytb779 40:10, 3: cytb403/Cy5cytb779 20:10, 4: cytb403/Cy5cytb779 10:10,
5: cytb403/Cy5cytb779 5:10, 6: cytb403/Cy5cytb779 1:10. Fluoreszenzsignal Fcys angegeben im
Verhaltnis (%) zur Intensitat des gesattigten Signals, an den 377bp-Peaks sind die Flachenintegrale
(in counts) vermerkt (*: < Detektionsgrenze).

Die Signalintensitaten der schmalen 377bp-Peaks zeigten im Rahmen der Methodenge-
nauigkeit, dass die Konzentration des antisense-Stranges aufgrund der konstanten Konzen-
tration des Cy5cytb779-Primers bei Verringerung der cytb403-Menge im Ansatz bis zu einem

Verhaltnis von 5:10 nicht systematisch beeinflusst wurde. Erst in Probe F mit 1 pmol cytb403
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war die Amplifikation soweit eingeschrankt, dass die geringe Konzentration des entstan-
denen antisense-Stranges im ALF nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Die Tatsache,
dass ein Ruckgang der Bandenintensitat in der PAGE schon bei Probe D, im ALF dagegen
erst bei Probe F beobachtet wurde, beruht darauf, dass im PA-Gel hauptsachlich die dsDNA,
im ALF aber nur der einzelstrangige antisense-Strang zum Signal beigetragen haben. Bei
Auswertung der ALF-Daten wurde auf Grundlage der beiden Peaks im niedermolekularen
Bereich aufierdem deutlich, dass die Konzentration des Cy5cytb779-Primers konstant blieb,
wahrend die Primer-Dimer-Konzentration ausgehend von Probe C mit sinkender cytb403-
Konzentration wie erwartet abnahm.

Bei der Hybridisierung der PCR-Produkte im DNA-Sensorchip wurden die Proben wiederum
sowohl mit als auch ohne alkalische Denaturierung vermessen. Bei den Messungen ohne
Denaturierung (Abb. 83 B) zeigte sich an der den antisense-Strang detektierenden Rind684-
Sonde auch hier, dass bei einem Primerverhéaltnis von 1:10 nur eine schwache lineare
Amplifikation des antisense-Stranges erreicht worden war. In den Proben D und E mit 10
bzw. 5 pmol cytb403 fuhrte die asymmetrische PCR dagegen zu einem deutlich héheren
Signal fur die Rind684-Sonde, das durch Kombination von exponentieller und linearer Ver-
mehrung entstanden war. Obwohl nach den Ergebnissen der ALF-Analyse die Konzentration
des antisense-Stranges bei einer weiteren Erhéhung der cytb403-Menge im PCR-Ansatz
nahezu konstant blieb, wurde wie erwartet flir die Proben A-C im Sensorchip ein deutlicher
Rickgang des Fluoreszenzsignals beobachtet, weil der antisense-Strang effektiv mit dem
zunehmend im Uberschuss vorliegenden sense-Strang hybridisierte.

Ausgehend von den PCR-Produkten mit einem deutlichen Cy5cytb779-Uberschuss bis zu
einem Primerverhaltnis von 20:10 ergab sich bei der Hybridisierung der PCR-Produkte im
Sensorchip ein vergleichbares Ergebnis fiur die Messungen mit und ohne Denaturierung, das
jeweils auch das Verhalten aus i) bestatigte. Bei einer weiteren Zunahme des cytb403-
Anteils zeigten die entstandenen, zunehmend doppelstrangigen PCR-Produkte mit einem
Uberschuss des sense-Stranges aber ein abweichendes Verhalten. So wurde hier z.B. im
Gegensatz zu den Ergebnissen aus i) (Abb. 80) nach vorangegangener Denaturierung in
Probe A das Signal des Cy5-antisense-Stranges an der Rind684-Sonde nicht vollstandig
durch Kompetition unterdriickt. AuBerdem wurde nach Denaturierung der Proben A-C
unerwartet ein Signal an der Rind684anti-Sonde beobachtet, die eigentlich den sense-Strang
detektieren soll (Abb. 83 A). Da dieser jedoch nur unmarkiert in den Proben A-F vorlag, kann
der fUr die Rind684anti-Sonde beobachtete Signalanstieg nur durch den antisense-Strang
hervorgerufen worden sein. Dabei konnte eine Kreuzhybridisierung des antisense-Stranges
nicht die Ursache sein, weil die Signale sonst auch fur die Proben mit den anderen
Primerverhaltnissen hatten beobachtet werden mussen. Die PAGE zeigte aullerdem, dass

neben dem 377bp-PCR-Produkt keine weiteren, unspezifisch amplifizierten DNA-Fragmente
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entstanden waren, abgesehen von den Primer-Dimern, die aber z.B. ebenfalls in Probe D

vorlagen und dort nicht zu einer Anbindung an der Rind684anti-Sonde gefiihrt haben.

16 4 1 antisense (Cy5cytb779)
{ I sense (cytb403)
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Abb. 83 Analyse Cy5-Primer-markierter PCR-Produkte mit unterschiedlichem Primerverhalt-
nis im DNA-Sensorchip

Template-DNA in allen Ansatzen: Rind (R-4), jeweils 4 ul PCR-Produkt vermessen. Hybridisierung des
antisense-Stranges (entstanden aus Primer Cy5cytb779) auf Sonde Rind684 und des sense-Stranges
(entstanden aus Primer cytb403) auf Sonde R684anti. A: mit Denaturierung, B: ohne Denaturierung.
Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber je n = 2 Sondenspots in n = 2 Messungen.

Eine mdgliche Ursache flr die Entstehung der Fluoreszenzanbindung an der Rind684anti-
Sonde ist die in Abb. 84 dargestellte Ausbildung eines Sandwich-Hybrids. Im Falle einer
asymmetrischen PCR-Produkt-Verteilung mit einem Uberschuss des unmarkierten sense-
Stranges hybridisierte ein Teil davon mit der komplementaren Sonde Rind684anti, wahrend
andere sense-Strange durch Bindung der markierten antisense-Strange das Signal an der
Rind684-Sonde unterdriickten. Weil die Sondensequenzen im zentralen Bereich der PCR-
Produkte binden, konnte der ebenfalls in Losung vorliegende freie Cy5cytb779-Primer direkt
mit dem komplementaren, freien 3’-Ende des an der Fangsonde gebundenen sense-
Stranges hybridisieren und dadurch das Fluoreszenzsignal hervorrufen. Dieser ,Sandwich-
Aufbau® wirde auch erklaren, warum das Signal an der Rind684anti-Sonde von Probe C zu
Probe A mit zunehmendem Uberschuss des sense-Stranges groRer wurde. Eine analoge
Bindung des Cy5cytb779-Primers an das Hybrid auf der Rind684-Sonde war nicht moglich,
weil der Primer die gleiche Orientierung aufweist wie der ohnehin markierte antisense-
Strang.
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Abb. 84 Sandwich-Aufbau als Erklarungsansatz fir das Signal auf der Rind684anti-Sonde bei
Hybridisierung Cy5-Primer-markierter PCR-Produkte im DNA-Sensorchip

Der unmarkierte sense-Strang (s) liegt durch die asymmetrische Reaktionsfihrung der PCR bei
erhdhter cytb403-Konzentration im Uberschuss vor (as: antisense-Strang).

iii) Variation der Primergesamtmenge

Bei optimiertem und konstantem Primerverhaltnis wurde anschlieRend untersucht, ob eine
Veranderung der Primergesamtmenge im PCR-Ansatz einen Einfluss auf die asymmetrische
Verteilung der PCR-Produkte und die Ausbeute der Reaktion hatte. Dazu wurde Huhn-
Template-DNA (R-1) amplifiziert und die Menge jedes Primers im Bereich von 10-80 pmol je
Ansatz in vier Schritten gesteigert (Abb. 85). Die Auswertung der 377bp-Bandenintensitaten
in der PAGE zeigte, dass bei zunehmender Konzentration beider Primer keine signifikante
Erhéhung der Ausbeute an dsDNA auftrat. Die ALF-Analyse der Cy5-markierten Einzelstran-
ge in den vier Proben ergab tendenziell eine Zunahme des Fluoreszenzsignals bei 377 bp
von A nach C (vgl. 8.3.2), allerdings wurde hier eventuell auch aufgrund der Ungenauigkeit
der Bestimmungsmethode kein einheitlicher Anstieg des Signals beobachtet. Wie schon in
den PCR-Produkten aus i) und ii) waren auch hier in den Proben A-D bei Variation der

Primerbedingungen keine zusatzlichen DNA-Fragmente entstanden.

cytb403 [pmol] 10 20 40 80
Cy5cytb779 [pmol] 10 20 40 80
bp M A B C D
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Abb. 85 Variation der Primerkonzentration bei konstantem Primerverhaltnis

Ethidiumbromid gefarbtes PA-Gel, M: pUC19-Marker, A-D: Huhn-Template (R-1) bei unterschied-
lichen Mengen der Primer cytb403 und Cy5cytb779 im Ansatz amplifiziert.
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Die Hybridisierung des Cy5-markierten antisense-Stranges in den vier PCR-Produkten mit
der Sonde Huhn684 im DNA-Biosensor wurde sowohl mit als auch ohne vorangegangene
alkalische Denaturierung untersucht (Abb. 86). Dabei ergaben sich grundsatzlich keine
Unterschiede fur die Messergebnisse mit und ohne Denaturierung, wobei der Wert, welcher
fur Probe A nach alkalischer Vorbehandlung erhalten wurde, als Ausreilder gewertet werden
konnte (vgl. iiii). Allerdings wurde eine Zunahme des Signals bei ansteigender Konzentration
der Primer beobachtet.

18

1 —=— mit Denaturierung
—A— ohne Denaturierung

Steigung (counts/s)
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Abb.86 Einfluss der Primerkonzentration auf die Hybridisierung des Cy5-markierten anti-
sense-Stranges im DNA-Sensorchip bei konstantem Primerverhéltnis

Template-DNA in allen Ansatzen: Huhn (R-1), Primer: cytb403 und Cy5cytb779, jeweils 2 yl PCR-
Produkt vermessen. Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber n =2 Huhn684-Sonden-
spots in n = 2 Messungen.

Die asymmetrische Verteilung der PCR-Produkt-Zusammensetzungen wurde insofern durch
Erhéhung der Primergesamtmenge nicht beeinflusst, als dass in allen Proben der antisense-
Strang im absoluten Uberschuss gegeniiber dem sense-Strang vorgelegen haben muss.
Weil die Hybridisierungssignale sowie die Intensitaten der ALF-Peaks bei VergréRerung der
Primerkonzentrationen zunahmen und die Gesamtmenge an dsDNA laut PAGE-Analyse
gleichzeitig konstant blieb, muss die lineare Amplifikation des antisense-Stranges in den
letzten Zyklen der PCR mit zunehmender Primermenge sogar noch verstarkt worden sein.
Damit konnte gezeigt werden, dass durch eine gréRere Primergesamtmenge das Potential
der Nachweismethode zusatzlich verbessert werden kann. Die Gewinne an Signalintensitat
lagen jedoch nicht im Bereich von GréRenordnungen, so hat die um Faktor 8 vergroRerte
Primerkonzentration nur einen um Faktor 1.9 erhohten Signalanstieg bewirkt. Um den
Verbrauch des teuren Cy5-markierten cytb779-Primers einzuschranken, wurde in dieser

Arbeit deshalb mit jeweils 10 pmol Primer/Ansatz gearbeitet.
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iiii) Einfluss des Denaturierungsschrittes

Nachdem in i) und ii) die alkalische Denaturierung nahezu keine Auswirkung auf die Hybridi-
sierung der unter Standardbedingungen hergestellten Rind-PCR-Produkte mit 10 pmol je
Primer im Ansatz hatte, wurde das Ergebnis auch fir die Messung nach thermischer
Denaturierung sowie fir die PCR-Produkte anderer Spezies bestatigt. Abb. 87 zeigt, dass
die Signalsteigung mit Huhn-PCR-Produkt unabhangig davon war, ob mit alkalischer, thermi-

scher, kombinierter oder ganz ohne Denaturierung gemessen wurde.
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Abb. 87 Auswirkung der Denaturierung auf die Hybridisierung von Huhn-PCR-Produkt

Hybridisierung von je 5yl Huhn-PCR-Produkt-Pool. +NaOH: alkalisch denaturiert, +AT: thermisch
denaturiert. Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber einen Huhn684-Sondenspot in n = 3
Messungen.

Ein ahnliches Ergebnis wurde auch fir das Pute-PCR-Produkt erhalten (Daten nicht gezeigt).
Mit einem 166bp-PCR-Produkt aus dem Salmonella-invA-Gen konnte dagegen demonstriert
werden, dass in einer Probe mit hauptsachlich doppelstrangigem Produkt, d.h. symmetri-
scher Verteilung zwischen sense- und antisense-Strang, die Denaturierung eine deutlich
positive Auswirkung auf das Hybridisierungssignal hatte (Daten nicht gezeigt). In dieser
Arbeit wurde allerdings dennoch zunachst standardmafig vor der Hybridisierung alkalisch
denaturiert, weil ohne ausfihrlichere Untersuchung nicht fir alle Spezies und Probenzusam-
mensetzungen vorausgesetzt werden konnte, dass tatséchlich immer ein groRer Uberschuss
des antisense-Stranges entstanden war. Zudem bedeutete die alkalische Denaturierung nur

einen geringfugigen zeitlichen Mehraufwand.
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5.2.3.8 Analyse verschiedener Mischungen zweier Template-DNAs

Nachdem durch die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Experimente die
Eigenschaften der cytb-PCR mittels PAGE sowie Analyse im ALF und im DNA-Sensorchip
naher untersucht worden waren, sollten im weiteren Verlauf zusatzliche Versuche zum
Nachweis verschiedener Spezies in Mischung durch Realzeithybridisierung durchgefuhrt
werden. Bereits in 5.2.3.4 ist die Analyse von Mischungen auf Amplikonebene beschrieben
worden. Im nachsten Schritt wurden nun die PCR-Produkte M-1 bis M-7 hybridisiert, die aus
Mischungen der Template-DNA von Rind und Huhn in unterschiedlichen Verhaltnissen her-
gestellt worden waren (vgl. 5.2.1.6). Der Nachweis beider Spezies auch bei 1%iger
Zumischung war mdglich (Abb. 88). Fir beide Komponenten wurde bei zunehmendem Anteil
der Template-DNA im PCR-Ansatz die Steigerung der Menge an entstandenem PCR-

Produkt und damit der Signalstarke auf der jeweiligen Sonde deutlich.
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Abb. 88 Analyse der PCR-Produkte aus Template-Mischungen zweier Spezies in unterschied-
lichen Verhéltnissen durch Realzeit-Hybridisierung

Hybridisierung von je 4 yl PCR-Produkt. Zusammensetzung der Template-Mischung bei den sieben
hybridisierten PCR-Produkten M-1 bis M-7 auf der x-Achse. Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-
Auswertung Uber je einen Sondenspot in n = 3 Messungen.

Damit konnte das Ergebnis der konventionellen Chiphybridisierung bestatigt werden (vgl.
5.2.2.8). Auch das unerwartet hohe Huhn-Signal fir Probe M-3 war bereits bei der Hybridi-
sierung dieses PCR-Ansatzes unter dem Deckglaschen aufgetreten. Die Ursache flr diesen
Ausreilder ist daher nicht bei der Hybridisierung zu suchen, sondern bei der PCR, die nicht in
jedem Reaktionsgefal® mit genau derselben Effizienz ablief.

Da auf dem verwendeten Sondenarray aus den Versuchen zur asymmetrischen Steuerung
der PCR noch die R684anti-Sonde immobilisiert war, wurde bei der Hybridisierung der PCR-
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Produkt-Mischungen ein interessantes Verhalten beobachtet. Obwohl der sense-Strang des
Rind-PCR-Produktes nicht Cy5-markiert war, wurde mit den Proben M-3 bis M-6 auch ein
Signalanstieg fur die Rind684anti-Sonde beobachtet. Eine mdgliche Ursache dafur ist die
Ausbildung von Heteroduplex-DNA zwischen dem Rind-sense- und dem Huhn-antisense-
Strang (und umgekehrt) aufgrund grofler interspezifisch sequenzkonservierter Bereiche in
den beiden 377bp-Fragmenten (Abb. 89). Durch die parallele Hybridisierung des Rind-
sense-Stranges mit der Rind684anti-Sonde wurde dort aufgrund des gekoppelten Fluoro-
phors am 5-Ende des Huhn-antisense-Stranges im Heteroduplex ein Signalanstieg detek-
tiert. Die Theorie des Heteroduplexphdanomens steht im Einklang damit, dass das
Rind684anti-Signal nur in den Proben auftrat, in denen Rind in Mischung mit einer anderen
Spezies in ausreichender Konzentration vorlag. Es wurde demnach auch nicht detektiert bei

Hybridisierung des reinen Huhn-PCR-Produktes.

.
S N L ]
< cy5 2 Huhn-antisense

3 OO T |wf|:|||||’|||| [TIIIITILI: I}Heteroduplex

SRITTTTL3 \\ :
"Rind-sense

Rind684anti

Abb. 89 Heteroduplexphdnomen als Erklarungsansatz fur das Signal auf der Rind684anti-
Sonde bei Realzeit-Hybridisierung von Rind-PCR-Produkt in Mischung

5.2.3.9 Analyse der zur Validierung hergestellten Mischproben

Um die Nachweisgrenzen der Methode zur Tierartendifferenzierung mittels Realzeit-
Hybridisierung im Hinblick auf praktische Fragestellungen abschatzen zu kdénnen, wurden
auch hier die DNA-Extrakte der am CVUA Miinster aus Rohmaterial hergestellten Mischpro-
ben aus Tab. 3 analysiert, die zuvor bereits konventionell auf DNA-Chips hybridisiert worden
waren (vgl. 5.2.2.9). Von den entsprechenden PCR-Produkten wurden — wenn nicht anders
vermerkt — in jeweils einer Messung 4 pl hybridisiert. Dadurch konnten sowohl Rindanteile in
Schweinefleisch von 0.1 und 1 % als auch 1%ige Huhnzumischungen in einer Probenmatrix
aus Rindfleisch eindeutig mit Signalsteigungen oberhalb des Schwellenwertes von
0.2 counts/s nachgewiesen werden (Abb. 90). Lediglich zum Nachweis von 0.1%igen
Huhnanteilen in Rindfleisch musste das PCR-Produkt-Volumen in der Messlosung auf 25 pl
vergrofRert werden, weil mit 4 bzw. 10 yl PCR-Produkt der Proben V-5 und V-6 fir die
Huhn684-Sonde nur Signale unterhalb des Schwellenwertes detektiert werden konnten.
Dementsprechend lag fur den Nachweis von Huhn bei Einsatz von 4 yl PCR-Produkt die

Nachweisgrenze zwischen 0.1 und 1 %.



154 Ergebnisse

A
[ ]Rind
I Huhn
50
»
@
C
>
o) ~
8 -1
(@)]
C
>
(®)]
3
)
, o I §
1 (V-3) 1 (V-4) 0.1 (V-5)* 0.1 (V-6)*
Anteil Huhn in Rindprobe (%)
B o9
T 1 Schwein
8+ I Rind
7_ ‘{
-
@B 64
i s L
3 5-
o
o 4+
C
S |
D 34
T
0 24
g ]
0 il ettt e el i ERESEE &
1 (V-7) 1 (V-8) 0.1(V-9) 0.1 (V-10)

Anteil Rind in Schweinprobe (%)

Abb.90 Nachweis geringer Anteile von Huhn in Rindfleisch (A) sowie von Rind in Schweine-
fleisch (B) durch Analyse der PCR-Produkte im DNA-Sensorchip

Je Messung wurden 4 yl PCR-Produkt hybridisiert (*: 25 ul). Sonden: Rind684, Huhn684 und
Schwein566. Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung Uber je n =3 Sondenspots in einer
Messung. - - - - : Schwellenwert 0.2 counts/s.

Die Ergebnisse flir die Messungen mit je 25 pl der Proben V-5 und V-6 demonstrieren den
grolten dynamischen Bereich der Detektionsmethode Uber fast zwei Dekaden mit Signalen
von 0.54 bzw. 0.68 counts/s fur die Huhn-684- und 46.05 bzw. 44.40 counts/s fur die Rind-
684-Sonde (Abb. 90 A). Dabei beruhen auch die sehr groflen Signalsteigungen fur die
Sonde Rind684 ausschlieRlich auf streng linearen Signalverldufen. Wie schon bei der Analy-
se der Mischungen auf Template-DNA-Basis im Sensorchip (vgl. 5.2.3.8) konnte aulRerdem

gezeigt werden, dass die Ergebnisse der Nachweismethode trotz der PCR zumindest immer
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semi-quantitative Aussagen uber die Probenzusammensetzung lieferten. So lagen bei einem
Standardvolumen von 4 pl PCR-Produkt die Signalsteigungen fiir die Hauptbestandteile der
Proben in der Regel im Bereich von 6-8 counts/s, wahrend fir die Nebenbestandteile immer
nur Signale von < 2 counts/s erreicht wurden.

Auch in Probe V-2 konnte der 5%ige Anteil von Kuhmilch in Ziegenfeta eindeutig nachge-
wiesen werden. Dabei wurde das Ergebnis der konventionellen Chiphybridisierung bestatigt,
gemal dem die Nachweisgrenze fiir diese Probe etwas schlechter war, weil das Signal von
0.77 counts/s fir die Rind684-Sonde bereits in der Nahe der Nachweisgrenze lag (Daten
nicht gezeigt).

Bei Auswertung aller fiir die Proben aus Tab. 3 detektierten Signalsteigungen wurde immer
die fir die jeweilige Probenzusammensetzung typische Kreuzhybridisierung beobachtet (vgl.
5.2.3.1). Bei Analyse der Proben V-1 und V-2 aus Ziegenfeta trat wie erwartet auch eine
deutliche Anbindung an der Schaf566-Sonde auf, die auf das kreuzhybridisierende Ziege-
PCR-Produkt zuriickzufihren war, wahrend die Anwesenheit von Schaf in der Probe auf-
grund der fehlenden Anbindung an der Schaf684-Sonde ausgeschlossen werden konnte.
Kreuzhybridisierung wurde auf’erdem mit allen Proben aufler V-5 und V-6 an der
Rind684anti-Sonde erhalten, die sich in allen Fallen erklaren liel3 entweder durch die
bekannte unspezifische Hybridisierung von Schwein- bzw. Ziege-PCR-Produkt oder durch
das Heteroduplexphdnomen bei Anwesenheit von Rind in Mischung mit einer ausreichend
konzentrierten anderen Komponente.

Durch den parallelen Nachweis verschiedener Spezies in Mischproben auch in geringen
Anteilen von bis zu 0.1 % hatte sich die Analyse der PCR-Produkte durch Realzeit-Hybri-
disierung im DNA-Sensorchip als geeignet erwiesen fiir die Bearbeitung praxisrelevanter
Fragestellungen und sollte im weiteren Verlauf zur Analyse von Realproben eingesetzt

werden.

5.2.3.10 Analyse der Realproben

Abschlielfend wurden die PCR-Produkte der DNA-Extrakte typischer Realproben aus dem
Routinebetrieb des CVUA Minster (Tab. 4) durch Hybridisierung im DNA-Sensorchip analy-
siert, nachdem diese zuvor bereits konventionell unter dem Deckglaschen hybridisiert wor-
den waren (vgl. 5.2.2.10). Wenn nicht anders vermerkt, wurden bei der Messung in Realzeit
von jeder Probe einmal 4 ul hybridisiert, wobei aufgrund der Regenerierbarkeit der Sensor-
chips fir die gesamten 26 Proben nur zwei Sensorchips verbraucht wurden.

Unter Berlicksichtigung der in 5.2.3.1 beschriebenen Kreuzhybridisierung von Schwein-PCR-
Produkt mit der Ziege684-Sonde konnten in den Proben P-1 bis P-10 sowie P-23 und P-26
mit jeweils nur einer enthaltenen Spezies alle diese eindeutig identifiziert werden. Bei

Analyse der vier Huhn-Proben P-1 bis P-4 mit vergleichbaren Konzentrationen der DNA-
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Extrakte lagen die Signalsteigungen fiir die Huhn684-Sonde alle im Bereich zwischen 13.44
und 16.33 counts/s (Abb. 91 B). Durch Bildung des Mittelwertes Uber die n = 3 Sondenspots
im Array ergab sich ohne Korrektur des Ausleuchtungsprofils bei jeder Messung ein Varia-

tionskoeffizient von 18 %, womit sich die gute Reproduzierbarkeit der Methode bestatigte.
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Abb.91 Analyse verschiedener Realproben-PCR-Produkte im DNA-Sensorchip

Je Messung wurden 4 pl PCR-Produkt hybridisiert. Dargestellt sind die Steigungsbilder im Bereich 40-
100 s. A: Sondenbelegung, B: Probe P-1 (H), C: Probe P-11 (Sf+R), D: Probe P-14 (S+H), E: Probe
P-20 (Z+R). Steigungswerte in counts/s angegeben, bestimmt durch MW-Auswertung Uber n =3

Spots, Werte < 0.2 counts/s nicht angegeben. Rot: bekannte Kreuzhybridisierung.

Ergebnisse
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Fur die Pute-Probe P-5 wurde dagegen eine deutlich schwachere Signalsteigung von nur
1.92 + 0.25 counts/s mit der Pute684-Sonde erhalten, was auf die im Verhaltnis geringere
DNA-Konzentration der Probe sowie die schlechtere Hybridisierungseffizienz im Vergleich zu
Huhn zurlckzuflhren ist. Analog zu den Huhn-Proben wurden auch fir die vier Schwein-
haltigen Proben sehr dhnliche Ergebnisse erhalten (Daten nicht gezeigt).

Bei Analyse der aus mehreren Spezies zusammengesetzten Fleischproben P-11 bis P-17
sowie P-23 bis P-26 zeigten wie schon bei der konventionellen Chiphybridisierung (vgl.
5.2.2.10) nahezu alle Ergebnisse eine Ubereinstimmung zur Referenzanalytik. Exemplarisch
sind die Analyseergebnisse fir eine Lammbratwurst (P-11) und ein Hot Dog (P-14) in Abb.
91 C+D sowie flur Leberwurst A (P-25) in Abb. 92 gezeigt. Die Messwerte flir den Nachweis
von Rind neben Schaf in der Lammbratwurst belegen dabei die semi-quantitative Aussage
der Nachweismethode, weil flir Schaf als Hauptbestandteil ein intensives Signal von
10.25 + 1.59 counts/s erhalten wurde, wahrend Rind als Nebenbestandteil ein deutlich
geringeres Signal von 1.00 £ 0.23 counts/s ergab. Auch der Nachweis von drei oder vier
verschiedenen Spezies in einer Probe war durch die Hybridisierung im Sensorchip maoglich,
so konnten in der Bruhwurst B (P-24) mit 8 yl des schwach konzentrierten PCR-Produktes
Schwein, Rind, Huhn und Pute bestimmt werden (Daten nicht gezeigt), wobei die Signal-
intensitaten fiir die Sonden der verschiedenen Spezies in diesem Fall in relativ guter Uber-
einstimmung standen mit der Probenzusammensetzung (vgl. 5.2.2.10). Wie bei der konven-
tionellen Chiphybridisierung konnte in der Leberwurst A (P-25) Schwein als Hauptbestandteil

neben Beimengungen von Puten- und Kalbsfleisch bestatigt werden (Abb. 92).
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Abb. 92 Nachweis von Schwein, Rind und Pute in der Leberwurst A (P-25) durch Hybridisie-
rungsanalyse des 377bp-cytb-PCR-Produktes im DNA-Sensorchip

A: Sondenbelegung (S: S684, P: Pute684, R: R684, H: H684, Sf: Sf684, Actin: Actin-45-0mm, NPT:
NPT1-18-0mm), B: Es wurden 8 yl PCR-Produkt hybridisiert, ein Nachweis aller Spezies ware aber
auch noch mit 4 pyl PCR-Produkt mdglich gewesen (analog bei P-24). Steigungsbild im Bereich
40-100 s. Steigungswerte in counts/s angegeben, bestimmt durch MW-Auswertung Uber n = 3 Spots,
Werte < 0.2 counts/s nicht angegeben. Intensives Signal auch auf der nicht-optimierten S684-Sonde.
Die S566-Sonde war in diesem Array noch nicht integriert.
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Auch bei Analyse der funf Kaseproben P-18 bis P-22 ergab sich insgesamt eine gute
Ubereinstimmung zu den Ergebnissen der Referenzanalytik. Abb. 91 E zeigt, dass z.B. in
dem Ziegenkadse P-20 neben Ziege auch Rind identifiziert wurde. Wie erwartet trat dabei
auch eine Anbindung von Ziege an der Schaf566-Sonde auf. Die groRere Unscharfe des
Falschfarbenbildes im Vergleich zu den anderen Steigungsbildern in Abb. 91 ergab sich
dadurch, dass insgesamt kleinere Steigungen beobachtet wurden und die Skalierung des-
halb nur einen kleineren Bereich umfasste, wodurch das Signalrauschen deutlicher hervor-
trat. Die in der Regel geringeren Signalintensitaten bei der Analyse von Kaseproben sind wie
bereits erwahnt auf die durch die komplexe Probenmatrix eingeschrankte PCR-Effizienz
zurtckzufihren (vgl. 5.2.1.7 und 5.2.2.9). Fir Ziege ergab sich zusatzlich eine im Vergleich
zu den anderen Spezies etwas schlechtere PCR-Effizienz (vgl. 5.2.1.5).

Beim Nachweis von Ziegenanteilen in dem Schafskase, aus dem die DNA-Extrakte P-21 und
P-22 gewonnen worden waren, lieferte die Analyse der PCR-Produkte durch Realzeit-Hybri-
disierung ein eindeutigeres Ergebnis als die Referenzanalytik und die konventionelle Chip-
hybridisierung. Zwar mussten zur endgultigen ldentifikation von Ziege in beiden Proben
jeweils die PCR-Produkt-Volumina vergrofRert werden, aber so wurden schliellich in dem
ersten Extrakt (P-21) mit 25 pl PCR-Produkt ein Ziege684-Signal von 0.36 + 0.11 counts/s
und in dem zweiten Extrakt P-22 mit 10 pl ein Z684-Signal von 0.23 + 0.14 counts/s detek-
tiert. Der Vorteil gegeniber der konventionellen Chiphybridisierung ergab sich hier dadurch,
dass keine Kreuzhybridisierung von Schaf auf der Ziege684-Sonde auftrat (vgl. 5.2.2.10).

Die bei Hybridisierung der Realproben-PCR-Produkte im Sensorchip aufgetretenen Signale
auf der Rind684anti-Sonde (Abb. 91 D+E) lieen sich in nahezu allen Fallen auf die Kreuz-
hybridisierung durch Schwein und Ziege oder auf das Heteroduplexphanomen von Rind in
Mischung mit anderen Spezies zurtckflhren, konnten allerdings fir die eigentliche Bestim-
mung der verschiedenen Spezies ohnehin vernachlassigt werden.

Die einzigen problematischen Falle stellten wie bereits bei der Hybridisierung unter dem
Deckglaschen die Proben P-15 und P-18 dar (Tab. 17). In der Fleischwurst P-15 konnte
auch nach Vergrélerung des PCR-Produkt-Volumens auf der Sonde Pute684 kein Signal
oberhalb des Hintergrundrauschens detektiert werden. Analog wurde im Schafskase P-18
auch mit viel PCR-Produkt kein erhdhtes Signal auf der Ziege684-Sonde, dagegen aber eine
intensive Anbindung an beiden Schafsonden beobachtet. Die Ursachen fiir diese bei beiden
Chipmethoden vom erwarteten Ergebnis abweichenden Beobachtungen lagen daher wahr-
scheinlich im ersten Fall bei der deutlich héheren Sensitivitat der tierartspezifischen PCR
sowie dem Ergebnis der Referenzanalytik an sich im Fall von Probe P-18 (vgl. 5.2.2.10).

Die insgesamt sehr gute Ubereinstimmung der Ergebnisse bei der Analyse der cytb-PCR-
Produkte im DNA-Sensorchip mit den Ergebnissen der Referenzanalytik zeigt die Zusam-

menfassung fiir alle untersuchten Realproben in Tab. 17.
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Tab. 17 Analyse der Realproben-PCR-Produkte im DNA-Sensorchip
A: Referenzanalytik des CVUA Miunster, B: Realzeit-Hybridisierung, +: im Nachweis positiv, —: im

Nachweis negativ, ?: keine eindeutige Aussage maoglich. Felder ohne explizites Ergebnis: Spezies im
ELISA negativ oder nicht getestet (A, vgl. 4.2.2) bzw. Spezies in Analyse negativ (B).

Proben- . Uberein-
nummer Bezeichnung Methode R S H P Sf Zz Stimmung?
P-1 Hahnchen-Ddéner A: + — ja
B: + = 4
P-2 Hahnchen-Doner A: + - ja
B: + — 4
P-3 Hahnchen-Doner A: + — ja
B: + = 4
P-4 Doner-Kebap A: + — ja
B. + = 4
P-5 Putenmedaillons A: -+ a
B: — + 4
P-6 Mettwurst A: + ja
B: + 4
P-7 Fleischwurst A: + ja
B: + 4
P-8 Rostbratwurst A: + ja
B: + 4
P-9 Wirstchen A: + ja
B: + 4
P-10 Doéner Kebap A: + ja
B: + 4
P-11 Lammbratwurst A: + + ja
B: + + 4
P-12 Truthahnbrust gefiillt A: — + ia
B: — + 4
P-13 Tharinger Mett vom A: + + — — ja
Schwein B: + + — — 4
P-14 Hot Dog A -+ + — ia
B: - 4+ 4+ = 4
P-15 Fleischwurst A: + + + + nein
B: + + + — 4
P-16 Rostbratwurst A - 4+ - 4+ a
B: — + — + 4
P-17 Putenbratwurst A + + -+ ja
B: +  + =+ 4
P-18 Schafskase A: + - + nein
B: + + +? 4
P-19 Schafskase A: + — — ja
B: + — - 4
P-20 Picodon A: + — + ja
B: + — + 4
P-21 Schafskase A + + +7? B eindeutig
(Extrakt a) B: + + + 25
P-22 Schafskase A: + + +7? B eindeutig
(Extrakt b) B: + + + 10
P-23 Brahwurst A A: + ja
B: + 13
P-24 Brihwurst B A + + + + ja
B: + + + + 8
P-25 Leberwurst A A + 4+ =+ ja
B: + + -+ 8
P-26 Leberwurst B A: + ja
B: + 13
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5.3 Detektion von Mikroorganismen durch Realzeit-Hybridisierung

Die Vorteile bei der Hybridisierungsanalyse im DNA-Sensorchip sollten auch vor dem Hinter-
grund einer weiteren anwendungsorientierten Fragestellung verdeutlicht werden. Dazu sollte
grundsatzlich der Nachweis sulfatreduzierender Prokaryonten mit einem in der Arbeitsgruppe
von Prof. Schleifer (Lehrstuhl fir Mikrobiologie, TU Munchen) fur die konventionelle Chip-
hybridisierung entwickelten Sondenset vom SRP-PhyloChip auf den DNA-Sensorchip Uber-
tragen werden (vgl. 3.3.3). Das hierarchische Detektionsprinzip beruht auf der Amplifikation
der 16S rRNA mit universellen, unmarkierten Primern und der anschlieBenden Markierung
mit Hilfe von Dekanukleotid-Random-Primern und Cy5-dUTP, wodurch sich PCR-Produkte
von variierender GréRe und unterschiedlichem Markierungsgrad ergeben (Abb. 93). Diese
werden durch Hybridisierung mit dem 132 Oligonukleotidsequenzen umfassenden Sonden-

set charakterisiert, das nach dem Mehrfachsondenkonzept entwickelt wurde.

forward-Primer sequenzkonserviert
— 16S rRNA A
sequenzkonserviert :
Konsensus-PCR reverse-Primer

1521 bp 16S rRNA

AT, + Dekanukleotid-Random-Primer

1) + Cy5-dUTP, Polymerisation
2) Sondenhybridisierung

g h X - X = .l X _ X 3
e W X
EUB338 SRB385 DSV698

Abb. 93 Schema des Nachweises der sulfatreduzierenden Prokaryonten

Die gestrichelten Linien deuten an, dass die PCR-Produkte in unterschiedlichen Fragmentgrofien vor-
liegen. Fir eine ausflhrlichere Beschreibung der PCR vgl. 4.3.2.2. Fiir Sequenzinformationen zu den
Sonden EUB338, SRB385 und DSV698 vgl. Anhang Tab. 24.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in grundlegenden Versuchen zur Charakterisierung der
Fragestellung die Wechselwirkungen der nah verwandten Target- und Sondenoligonukleo-

tide aus den Systemen Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense betrachtet
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(vgl. Anhang Tab. 24). Die eingesetzten Sondensequenzen lagen dabei im Bereich der
Positionen 385 und 698 der 16S rRNA und entsprechend konnte z.B. durch die Hybridi-
sierung der pm-Targets Halop385-Cy5 und Halop698-Cy5 der Nachweis der Spezies Dsv.
halophilus simuliert werden. Im Anschluss an die Hybridisierung der Oligonukleotid-Targets
sollte die Tauglichkeit der Methode fiir die praktische Anwendung durch Hybridisierung von

PCR-Produkten aus den entsprechenden Reinkulturen demonstriert werden.

5.3.1.1 Charakterisierung von CEL-Glasobjekttréagern
Da sich die Aldehyd-aktivierten CSS-Silylated ™-Glasobjekttrager von CEL Associates (Pear-

land, USA) bei den Versuchen zur Mikroorganismen-Detektion durch konventionelle Chip-
hybridisierung im Arbeitskreis von Prof. Schleifer (TU Minchen) bewahrt hatten [173], sollten
sie auch fur die Anwendung im Sensorsystem eingesetzt werden. Das evaneszente Feld liel3
sich dabei unter gleichen Gerateeinstellungen wie flr die Standard-Sigma-Objekttrager er-
zeugen und auf den CEL-Objekttragern zeigten sich nach Hybridisierung des immobilisierten
Sondenarrays Steigungsbilder ahnlicher Qualitdt mit homogenen Sondenspots (Abb. 94).
Von allen in dieser Arbeit getesteten voraktivierten Glasobjekttragern gehorten die CEL-Pro-
dukte damit zu den wenigen, die im DNA-Sensorchip eingesetzt werden konnten (vgl.
5.1.1.6).

A

SRB SRB | DSV | EUB H
385Dk | 385 698 338

E G
Actin NPT B F G
5mm 1mm

F H
Actin NPT A E C

Omm Omm

Geradensteigung von1 = 60 bis 120 5 Geradensteigungven t = G0 bis 1205

Abb. 94 Realzeit-Hybridisierung auf CEL-(B) und Standard-Sigma-Objekttragern (C)

A: Sondenbelegung, B+C: Steigungsbilder (60-120 s) nach Hybridisierung einer Targetldsung aus
Halop385-Cy5- und Halop698-Cy5-Target (je 0.5 nM), Diskussion der Signalintensitaten in 5.3.1.2.



162 Ergebnisse

Bevor die CEL-Objekttrager in weiteren Versuchen zur Mikroorganismen-Detektion einge-
setzt werden konnten, mussten sie hinsichtlich verschiedener Eigenschaften ausflhrlicher
mit den Standard-Sigma-Objekttragern verglichen werden. Bei wiederholter Hybridisierung
nach vorangegangener Regeneration unter Standardbedingungen ergab sich Uber n=18
Messungen auch fir die CEL-Objekttrager eine gute Arbeitsstabilitat mit einer Gber n=5
Spots gemittelten Drift von -0.10 + 0.03 counts/s pro Messung (< 1 % pro Messung), wobei
der letzte Messwert im Mittel noch 79 + 4 % des ersten Wertes betrug (Daten nicht gezeigt).
Uber alle Messungen ergab sich ein Variationskoeffizient von 8.0 + 0.8 %. Die Arbeits-
stabilitat der CEL-Objekttrager war damit vergleichbar mit den Eigenschaften der Standard-
Sigma-Obijekttrager, die eine Drift von -0.07 + 0.01 counts/s pro Messung gezeigt hatten (vgl.
5.1.2.1).
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Abb. 95 Optimierung der Fangsondenkonzentration bei Immobilisierung auf CEL-Objekttra-
gern

Sonde Actin-45-0mm, Target Actin-51-Cy5 0.5 nM, keine Ausleuchtungskorrektur, MAX-Auswertung
Uber n = 4 Spots und n = 3 Messungen.

Die Optimierung der Sondenkonzentration bei Immobilisierung der aminomodifizierten Oligo-
nukleotide auf den Aldehyd-aktivierten CEL-Objekttragern zeigte, dass das Sattigungsniveau
der Signale im Gegensatz zu den sonst verwendeten Standard-Sigma-Objekttragern erst bei
hoheren Konzentrationen erreicht wurde. Zudem war bei einer weiteren VergroRerung der
Sondenkonzentration ein Hook-Effekt zu beobachten (Abb. 95). Als Kompromiss zwischen
dem Signaloptimum und dem relativ groBen Verbrauch der Sondenlésung wurde daher
standardmaRig mit einer Sondenkonzentration von 20 uM gearbeitet. Ein Vergleich der bei

identischen Dispensierparametern auf CEL- und Standard-Sigma-Objekttragern erhaltenen
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Sondenspots zeigte, dass der Spotdurchmesser auf den CEL-Objekttragern mit ca. 180 pm
um 20-30 % kleiner war als auf den Standard-Sigma-Objekttragern.

Sowohl beziglich der Eigenfluoreszenz als auch hinsichtlich der unspezifischen Hintergrund-
anbindung wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Standard-Sigma- und CEL-Objekt-
tragern nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Durch die Kalibration des 38mer-Oligonukleotid-Targets Asphe-385-Cy5 auf der perfekt
komplementaren SRB385Db-Sonde konnte demonstriert werden, dass die Sensitivitat des
Nachweises auf den CEL-Objekttragern etwa 50 % geringer war als auf den Standard-
Sigma-Obijekttragern (Abb. 96). Wahrend auf dem Sigma-Objekttrager eine Sensitivitat von
10.3 £ 0.4 counts/(s*nM) bei einer Nachweisgrenze von 19 pM erreicht wurde, lag die
Nachweisgrenze auf dem CEL-Objekttrager bei 37 pM mit einer Sensitivitat von
4.4 + 0.1 counts/(s*nM). Ein analoges Ergebnis wurde fiir die Kalibration des Halop385-
Targets auf der pm-Sonde SRB385 erhalten.

In allen weiteren Versuchen zur Mikroorganismen-Detektion wurden sowohl CEL- als auch
Standard-Sigma-Objekttrager eingesetzt, da die CEL-Objekttrdger zunachst nur in be-

schrankter Stuckzahl zur Verfigung standen.

6
m  Standard-Sigma-Objekttrager

5 A CEL-Objekttrager
»
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Asphe-385-Cy5 (nM)

Abb. 96 Kalibration fir das Asphe-385-Cy5-Target auf Standard-Sigma- und CEL-Objekttra-
gern

Sonde: SRB385DDb, keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Spots im zentralen, relativ
homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays Uber n = 3 Messungen.

5.3.1.2 Sondenspezifitat bei Standardbedingungen

Um die Spezifitdt des Nachweises der drei verschiedenen Spezies Dsv. halophilus, Dsm.

aspheronum und Dsh. retbaense mit den zur Verfigung stehenden Sonden SRB385,
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SRB385DB und DSV698 abzuschatzen, wurden zunachst unter Standardbedingungen bei
RT und 50 % FA im Hybridisierungspuffer in separaten Messungen fir die verschiedenen
Spezies jeweils die beiden Targetsequenzen der Positionen 385 und 698 in Mischung
hybridisiert. Dadurch wurde die Situation bei Messung einer markierten Realprobe von einer
definierten bakteriellen Spezies simuliert (vgl. Abb. 93). Abb. 94 zeigt exemplarisch das
Ergebnis nach der Hybridisierung einer Mischung aus Halop385-Cy5- und Halop698-Cy5-
Target. Die Sonden EUB338, Actin-45-0mm, Actin-45-5mm, NPT1-18-O0mm und NPT1-18-
1mm waren in diesem Fall als Negativsonden immobilisiert worden und wiesen auch keine
Signale auf. Die Ergebnisse flir die Analyse der verschiedenen Targetsequenzen der drei

Spezies sind zusammenfassend in Abb. 97 dargestellt.

37 -GGACTGCGTCGCTGCGGC-5" SRB385 l—‘

5? === 37 Ha|0p385 ‘

5? === A======_3"7 Asphe385

5? ======C====A======-3" Retbae385

37 -GGACTGCGTCGTTGCGGC-5" SRB385Db

5? ===========G======-3~ Ha|0p385

5? === 37 Asphe385

5% —======C===========-3” Retbae385

3”7 -GGCATCTATAGACCTCCT-5” DSV698 H

57 —==================-3” Halop698 [1 Dsv. halophilus

57 —===========A======-3" Asphe698 [ Dsm. aspheronum

57 —===========G======-3” Retbae698 I Dsh. retbaense
L S B B B Sy B B B B S B B B B S B BB B
0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Steigung (counts/s)

Abb. 97 Spezifitdt der Sonden SRB385, SRB385Db und DSV698 beim Nachweis der Target-
sequenzen aus Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense

Hybridisierung der Cy5-markierten 38mer-Oligonukleotid-Targetsequenzen (je 0.5 nM) auf den ver-
schiedenen Sondensequenzen (fett gedruckt) bei Standardbedingungen, speziesspezifische Targets
jeweils in Mischung. CEL-Objekttrager, keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Spots
im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays Uber n = 3 Messungen.

Fur die Hybridisierung der Targets Halop385-Cy5 und Asphe385-Cy5 mit den jeweils perfekt
komplementaren Sonden SRB385 bzw. SRB385Db wurden nahezu gleich grol3e Signal-
steigungen detektiert, was auf die groe Ahnlichkeit beider 18mer-Hybridisierungssequenzen
mit nur einer unterschiedlichen Basenpaarung zuriickzufihren ist. Bei der pm-Hybridisierung
des Halop698-Cy5-Targets mit der DSV698-Sonde wurde dagegen ein deutlich geringeres
Signal erhalten, wobei die Hybridisierungssequenz hier mit 50 % einen deutlich geringeren
GC-Gehalt aufwies als das Halophilus-Target mit 78 % und das Aspheronum-Target mit
70 %. Die Diskriminierung von einem bzw. zwei mismatches in der Hybridisierungssequenz
war an der SRB385- sowie an der DSV698-Sonde deutlich erkennbar, so wurden bei Hybri-
disierung der mismatch-Targets gar keine Anbindung oder z.B. fir das Asphe385-Cy5-
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Target an der SRB385-Sonde nur noch 14 % des pm-Halop385-Cy5-Signals detektiert. Die
verschiedenen Basenfehlpaarungen wirkten sich also nicht ganz einheitlich auf die Hybridi-
sierungseffizienz aus. Das zeigten auch die Signale fur die SRB385Db-Sonde. Dort wurde
der mismatch des Retbae385-Cy5-Targets im Verhaltnis zum pm-Asphe385-Cy5-Target
zwar ebenfalls eindeutig nachgewiesen, die zentrale Basenfehlpaarung des Halop385-Cy5-
Targets fuhrte allerdings nur zu einem Signalverlust von 45 % gegenuber der pm-Hybridi-
sierung. Der nur hier vorliegende G-T-mismatch wurde also im Gegensatz zu den anderen
aufgetretenen Basenfehlpaarungen relativ gut toleriert. Die Hybridisierung des Halop385-
Cy5-Targets mit der SRB385Db-Sonde wird auch in Abb. 94 deutlich.

5.3.1.3 Variation des Formamidanteils im Hybridisierungspuffer

Die Spezifitat der Hybridisierung ist abhangig von den gewahlten Stringenzbedingungen, die
im Wesentlichen beeinflusst werden kénnen durch die Temperatur und den Formamidanteil
im Hybridisierungspuffer (vgl. 3.1.1.3). Um die Wechselwirkungen der Dsv. halophilus-
Targets Halop385-Cy5 und Halop698-Cy5 mit dem immobilisierten Sondenset naher zu
charakterisieren und eventuell eine bessere Diskriminierung des GT-mismatches zwischen
dem Halop385-Cy5-Target und der SRB385Db-Sonde (vgl. 5.3.1.2) zu erreichen, wurde
deshalb zunachst bei RT der Formamidgehalt des Hybridisierungspuffers variiert (Abb. 98).
Dabei zeigte sich interessanterweise flir die Wechselwirkung des Halop385-Cy5-Targets
sowohl mit der pm- als auch mit der 1mm-Sonde bei steigendem Formamidgehalt zunachst
ein Anstieg der Signalintensitat. Dieser aktivierende Einfluss von Formamid auf die Hybridi-
sierungseffizienz bei der Analyse im DNA-Sensorchip wurde bereits friiher fir andere
Sequenzen beobachtet [79,181]. Wahrend bei Formamidgehalten von < 40 % keine Differen-
zierung zwischen pm- und 1mm-Hybridisierung des Halop385-Cy5-Targets mdglich war und
die Hybridisierungseffizienz fir beide Systeme deutlich zurlickging, konnte der G-T-
mismatch bei héheren Formamidanteilen zunehmend diskriminiert werden, weil z.B. bei
einem Anteil von 60 % das Optimum der 1mm-Hybridisierung bereits deutlich Uberschritten
und gleichzeitig die Anbindung an der pm-SRB385-Sonde bei RT trotz des erniedrigten
Schmelzpunktes noch nicht beeintrachtigt war.

Fur die Hybridisierung des Halop698-Cy5-Targets mit der DSV698-Sonde wurde dagegen im
Vergleich zum Halop385-System der typischerweise bei der Bestimmung von Schmelz-
kurven beobachtete Signalabfall erhalten, weil sich flr diese Wechselwirkung aufgrund des
geringeren GC-Gehaltes ein niedrigerer T.,-Wert ergab, so dass das Optimum der Hybridisie-
rungseffizienz bei Standardbedingungen (50 % FA) bereits Uberschritten war. Bei einem
Formamidgehalt von 60 % im Hybridisierungspuffer lag die Schmelztemperatur des Systems
schliel3lich sogar unterhalb von RT, so dass gar keine Anbindung mehr zu beobachten war.

Die Tatsache, dass andererseits die Signalsteigungen fiir das Halop698-Cy5-Target unter
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weniger stringenten Bedingungen deutlich héher waren als fur das Halop385-System, zeigte,
dass die Schmelztemperatur alleine keine Ruckschlisse auf die Hybridisierungseffizienz
erlaubt, vielmehr haben auch andere Faktoren wie z.B. die Bildung von Sekundarstrukturen
einen Einfluss auf die kinetischen Eigenschaften einer Hybridisierungssequenz.

Ein analoger Versuch zum Vergleich der Bindungsstarken der Targets Halop698-Cy5 und
Asphe698-Cy5 mit der DSV698-Sonde bei verschiedenen Formamidkonzentrationen im
Puffer zeigte, dass die Diskriminierung des A-A-mismatches bei Anbindung des Asphe698-
Cy5-Targets von << 10 % des Halop698-Signals bei Standardbedingungen (vgl. Abb. 97) auf
bis zu > 90 % Kreuzhybridisierung zunahm durch Verringerung des Formamidgehaltes auf
30 % (Daten nicht gezeigt).

®  Halop385-Cy5-0mm
A Halop385-Cy5-1mm
v Halop698-Cy5-0mm

Steigung (counts/s)
N

Formamid (%)

Abb. 98 Auswirkung der Variation des Formamidanteils bei konstanter Temperatur auf die
Hybridisierungseffizienz der Dsv. halophilus-Targets

Sonden: SRB385, SRB385Db und DSV698, Targets in Mischung je 1 nM, Formamidanteil (% (v/v)) im
Hybridisierungspuffer bei sonst konstanter Zusammensetzung angegeben. CEL-Objekttrager, Mes-
sungen bei RT (21°C), keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Spots im zentralen,
relativ homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays Uber n = 2 Messungen.

5.3.1.4 Variation des Formamidanteils bei verschiedenen Temperaturen

Die Stringenzabhangigkeit der Signalstarken bei Hybridisierung der Dsv. halophilus-Targets
wurde zusatzlich auch durch Variation der Temperatur untersucht. Das in Abb. 98 fir RT
beschriebene Experiment wurde dazu auch bei 34 und 40°C durchgefuhrt. In Abb. 99 sind
die Ergebnisse fur die drei verschiedenen Sonden SRB385, SRB385Db und DSV698 sepa-
rat dargestellt. In allen drei Fallen wurde deutlich, dass sich das Hybridisierungsoptimum mit

steigender Temperatur zu geringeren Formamidanteilen verschob.
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Abb. 99 Auswirkung der Stringenzvariation auf die Hybridisierung der Dsv. halophilus-Tar-
gets mit verschiedenen Sondensequenzen

A: Halop385-Cy5 mit Sonde SRB385 (pm), B: Halop385-Cy5 mit Sonde SRB385Db (1mm),
C: Halop698-Cy5 mit Sonde DSV698 (pm). Hybridisierung der Targets in Mischung je 1 nM,
Formamidanteil (% (v/v)) im Hybridisierungspuffer bei sonst konstanter Zusammensetzung angege-
ben. Messungen bei 21, 34 bzw. 40°C jeweils auf demselben, insgesamt also auf drei verschiedenen
CEL-Objekttragern. Keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Spots im zentralen, relativ
homogen ausgeleuchteten Bereich des Arrays iber n = 2 Messungen.
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Fir die pm-Anbindung des Halop385-Cy5-Targets an der SRB385-Sonde zeigte sich z.B.,
dass bei einem Formamidgehalt von 60 % der T,,-Wert des Systems zwischen 21 und 34°C
lag, da bei 34°C bereits ein deutlicher Signalriickgang bis hin zum vollstdndigen Ausbleiben
des Signals bei 40°C zu beobachten war (Abb. 99 A). Ein Vergleich der Signalsteigungen
des Halop385-Cy5-Targets an der pm-SRB385- sowie der 1mm-SRB385Db-Sonde bei den
unterschiedlichen Bedingungen zeigte, dass fir eine ausreichende Diskriminierung des G-T-
mismatches bei verschiedenen Temperaturen der Formamidgehalt des Puffers angepasst
werden muss. Wahrend die Kreuzhybridisierung bei 21°C und 60 % FA bei 13 % lag (Abb.
98), wurde namlich eine Kreuzhybridisierung in ahnlicher GréRenordnung von je 6 % bei
34°C und 50 % FA sowie 40°C und 40 % FA beobachtet. Auf Grundlage der zahlreichen bei
der Stringenzvariation gewonnenen Daten kdnnen die Hybridisierungsbedingungen fiir eine
optimale pm/mm-Differenzierung dementsprechend beliebig angepasst werden.

Das Verhalten des Halop698-Cy5-Targets bei der Hybridisierung mit der DSV698-Sonde
(Abb. 99 C) bestatigte wiederum den im Vergleich zum Halop385-System deutlich niedrige-
ren Schmelzpunkt (vgl. 5.3.1.3), so konnten nur bei 21°C und geringem Formamidgehalt
maximale Signale beobachtet werden, wahrend bei 34°C und einem Formamidanteil von
25 % schon ein Ruckgang der Hybridisierungseffizienz durch eine Annaherung des T.,-Wer-
tes auftrat. Entsprechend hatten bei 34 und 40°C in diesem Fall noch geringere Formamid-
anteile gewahlt werden missen, um hohe Signale zu erhalten.

Abweichungen zwischen den Signalintensitaten der Hybridisierungsoptima bei den verschie-
denen Temperaturen, wie z.B. in Abb. 99 A, kénnen sich zum einen dadurch ergeben haben,
dass die Messungen auf unterschiedlichen Objekttragern durchgefiihrt wurden. Zum anderen
liegt bei jeder Hybridisierung eine Kombination aus aktivierenden und hemmenden Wechsel-
wirkungen vor, so dass unterschiedliche Ergebnisse bei den verschiedenen Stringenzbedin-

gungen grundsatzlich méglich sind.

5.3.1.5 Stringentes Waschen zur mismatch-Diskriminierung

Die bisherigen Ergebnisse zur Detektion der Targetsequenzen von Dsv. halophilus, Dsm.
aspheronum und Dsh. retbaense in der Assoziationsphase haben gezeigt, dass aufgrund der
nicht optimal aufeinander abgestimmten Hybridisierungseigenschaften der Sonden ein
Kompromiss gefunden werden musste zwischen hoher Signalintensitat (Sensitivitat) und
Spezifitat. Diese Tatsache gilt umso mehr flr die geplante Analyse einer noch gréReren Zahl
unterschiedlicher SRP-Referenzorganismen durch Hybridisierung im DNA-Biosensor mit
dem an der TU Minchen entwickelten Sondenset (vgl. 3.3.3). Um die dabei auftretenden
Kreuzhybridisierungen zu identifizieren und eine eindeutige Charakterisierung der analysier-
ten Probe zu gewahrleisten, ermdéglicht das Sensorsystem die Durchflihrung eines stringen-

ten Waschschrittes im Anschluss an die Assoziationsphase. Im Gegensatz zur Beobachtung
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des Dissoziationsverlaufes im Rahmen der Messungen zur Bestimmung der kinetischen
Konstanten (vgl. 5.1.4) wurde daflir die Assoziation weiterhin bei hoher Sondenkonzentration
verfolgt, woraufhin die Dissoziation in direktem Anschluss in Hybridisierungspuffer mit einem
groBeren Formamidanteil als bei der Assoziation und entsprechend hdherer Stringenz
beobachtet wurde.

Fir die Anbindung der Targets Halop385-Cy5 und Halop698-Cy5 an den Sonden SRB385,
SRB385Db und DSV698 konnte z.B. bei RT demonstriert werden, dass nach Assoziation in
Puffer mit 40 % FA — also Bedingungen, die auch eine effiziente Hybridisierung des Halop-
698-Cy5-Targets erlauben — durch einen stringenten Waschschritt in 60%igem FA-Puffer
eine Differenzierung zwischen der pm-Hybridisierung an der SRB385-Sonde und dem G-T-
mismatch an der SRB385Db-Sonde moéglich wurde (Abb. 100). Wahrend das SRB385-Signal
nur geringfiigig schwacher wurde, nahm das SRB385Db-Signal sofort deutlich ab. Dabei
wurde nur ein Niveau knapp oberhalb des Ausgangswertes vor der Assoziation erreicht, weil
unter den vorliegenden Bedingungen noch keine vollstdndige Denaturierung stattfand. Wie
nach Abb. 99 C erwartet, wurde das Halop698-Cy5-Target durch die Stringenzerhéhung voll-
standig abgeldst.

A: 3”-GGACTGCGTCGCTGCGGC-5” SRB385 C:3”-GGCATCTATAGACCTCCT-5” DSV698
57- -3” Halop385-Cy5 57- -3” Halop698-Cy5
B: 3”-GGACTGCGTCGTTGCGGC-5 SRB385Db
57- G -3” Halop385-Cy5
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Abb. 100 Auswirkung eines stringenten Waschschrittes auf die Wechselwirkungen der
Dsv. halophilus-Targets mit den Sonden SRB385 (A), SRB385Db (B) und DSV698 (C)

Hybridisierung der Targets Halop385-Cy5 und Halop698-Cy5 in Mischung (je 1 nM) in 40%igem FA-
Puffer. | = Beginn der Dissoziation in reinem, 60%igem FA-Puffer. CEL-Objekttrager, Messungen bei
RT (21°C). Aufgetragen ist jeweils der Signalverlauf auf dem intensivsten Pixel innerhalb des Sonden-
spots.
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Die Tauglichkeit des stringenten Waschschrittes zur mm-Differenzierung konnte auch bei
héheren Temperaturen und entsprechend verringerten Formamidgehalten des Puffers ver-

deutlicht werden (Daten nicht gezeigt).

5.3.1.6 Analyse von PCR-Produkten

Fir den nachsten Schritt im Rahmen der Evaluierung des Realzeit-Konzeptes zur Mikro-
organismen-Detektion standen die nach der Random-Primer-Methode markierten PCR-
Produkte der 16S rRNA (vgl. Abb. 93) zur Verfugung.

i) Charakterisierung der PCR-Produkte am ALFexpress™ Analysesystem

Die Analyse der PCR-Produkte aus den drei verschiedenen Reinkulturen im ALF bestatigte,
dass sich bei der angewendeten PCR-Methode eine statistische Produktverteilung mit
unterschiedlichen Markierungsgraden und Groflen der DNA-Fragmente ergab. Die detek-
tierten Fluoreszenzsignale finden sich in Abb. 101. Trotz Aufreinigung der PCR-Produkte mit

k™ nucleotide removal Kit wurde in allen drei Fallen noch der typische Cy5-

dem QIAquic
dCTP-Peak gefunden. Im Vergleich zu den Proben von Dsm. aspheronum und Dsh.
retbaense wies das Produkt von Dsv. halophilus einen etwas geringeren Markierungsgrad

der DNA auf.
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Abb. 101 Analyse der nach der Random-Primer-Methode markierten PCR-Produkte zur Mikro-
organismen-Detektion im ALFexpress™ Analysesystem

1-3: PCR-Produkte aus Reinkulturen der Spezies Dsv. halophilus (1), Dsm. retbaense (2) und
Dsh. aspheronum (3) in gleicher Verdinnung aufgetragen. Fluoreszenzsignal Fcys angegeben im
Verhaltnis (%) zur Intensitat des gesattigten Signals.

ii) Hybridisierung der PCR-Produkte im DNA-Biosensor

Die Verdiinnungen der PCR-Produkte im Hybridisierungspuffer wurden vor jeder Messung
thermisch denaturiert. Bei der Hybridisierung ohne vorangegangene Denaturierung ergab
sich ein Signalverlust von ca. 35 %, weil bei der Random-Primer-Markierung beide Strange
des Konsensus-PCR-Produktes markiert wurden. Bei Detektion der PCR-Produkte zum
Mikroorganismen-Nachweis konnte im Ubrigen kein Unterschied im Verhalten des Sensor-
systems verglichen mit der Hybridisierung der PCR-Produkte zur Tierartendifferenzierung
festgestellt werden. Die Regenerierbarkeit des Systems war nicht eingeschrankt und es
wurden lineare Signalanstiege sowie ein linearer Zusammenhang zwischen dem einge-
setzten PCR-Produkt-Volumen und der Signalsteigung beobachtet (Abb. 102). Dabei waren
die systemgegebenen Nachweisgrenzen ausreichend, um auch mit geringen Volumina der
PCR-Produkte deutliche Signale zu erhalten, wie z.B. bei Hybridisierung von 0.8 pl
Dsv. halophilus-Probe mit den drei pm-Sonden SRB385, DSV698 und EUB338. Die kom-
plexe Zusammensetzung der PCR-Produkte mit dem grof3en Hintergrund an fluoreszenz-
markiertem DNA-Material beeintrachtigte die Funktionalitdt des Sensors nicht. Auch die
Konzentration des in den Proben noch vorhandenen Cy5-dCTPs war nach der vorange-
gangenen Aufreinigung ausreichend gering, so dass es nicht zu stérenden, unspezifischen
Signalen fuhrte (vgl. 5.2.3.6).

Das Verhalten der Modell-Targetsequenzen von den drei analysierten SRP-Spezies auf den
Sonden SRB385, SRB385Db und DSV698 konnte bei Hybridisierung der PCR-Produkte
bestatigt werden (Abb. 103). Auch hier wurde nur der G-T-mismatch bei Anbindung von
Dsv. halophilus-Probe an SRB385Db mit 65 % des pm-Signals fir SRB385 bzw. 25 % des
Dsm. aspheronum-Signals fiur SRB385Db sehr schlecht diskriminiert. Das Verhaltnis der
Signale flir Sonde EUB338 an einer anderen Position der amplifizierten 16S rRNA (vgl. Abb.

93), die als Ubergeordnete Sonde des hierarchischen Hybridisierungskonzeptes nicht zwi-
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schen den drei Spezies differenziert, sondern alle Eubakterien erkennt, bestatigte das
Ergebnis der ALF-Analyse, nach dem die Dsv. halophilus-Probe deutlich schwacher konzen-

triert bzw. markiert war als die Proben der beiden anderen Spezies.
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Abb. 102 Verdunnungsreihe fir das PCR-Produkt von Dsv. halophilus im DNA-Sensorchip

Verdinnung des auf der x-Achse angegebenen PCR-Produkt-Volumens auf 150 yl Messlésung,
thermische Denaturierung. Hybridisierung mit drei verschiedenen pm-Sonden. Keine Ausleuchtungs-
korrektur, MW-Auswertung der einzelnen Sondenspots im zentralen, relativ homogen ausgeleuchteten
Bereich des Arrays tber n = 1 Messung.
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Abb. 103 Signalsteigungen fir die Sonden SRB385, SRB385Db, DSV698 und EUB338 bei
Hybridisierung der PCR-Produkte aus den Reinkulturen der Spezies Dsv. halophilus,
Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense

Einzelne Hybridisierung von je 1.5 pl der durch Random-Primer-Markierung entstandenen PCR-
Produkte mit den verschiedenen Sondensequenzen (fett gedruckt). Standard-Sigma-Objekttrager,
keine Ausleuchtungskorrektur, MW-Auswertung eines Spots im zentralen, relativ homogen ausge-
leuchteten Bereich des Arrays Uber eine Messung.



Diskussion 173

6 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, auf der Grundlage eines Evaneszent-Feld-DNA-
Biosensors zahlreiche DNA-DNA-Wechselwirkungen durch Hybridisierung in Realzeit hin-
sichtlich verschiedener grundlegender Aspekte zu charakterisieren und die Anwendbarkeit
der simultanen Detektionsmethode flr praktische Fragestellungen zu demonstrieren. Die
hohe Spezifitat der Hybridisierungsanalyse konnte genutzt werden, um eine schnelle und
zuverlassige PCR-basierte Methode zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln zu etab-
lieren, wahrend vor dem Hintergrund der Mikroorganismendetektion das Potential zur Detek-
tion einzelner mismatches verdeutlicht und ein neuer Ansatz zur Diskriminierung solcher
Basenfehlpaarungen mit nur geringer Auswirkung auf die Bindungsstarke aufgezeigt wurde.

Im Folgenden werden im ersten Abschnitt zunachst vorrangig die grundlagenorientierten
Ergebnisse der Realzeit-Hybridisierung diskutiert. Daraufhin wird am Beispiel der Tierarten-
differenzierung u.a. auf den Unterschied zwischen der Hybridisierung im DNA-Sensorchip
und auf DNA-Chips als angewendeter Vergleichsmethode eingegangen und schlie3lich der

Nachweis der sulfatreduzierenden Prokaryonten (SRPs) diskutiert.

6.1 Grundlagen

Immobilisierung

Weil fir eine uneingeschrankte und reproduzierbare Hybridisierung der fluorophormarkierten
Target-DNA die effektive Immobilisierung der komplementaren Sonden-DNA auf der Ober-
flache des Sensorchips eine der wichtigsten Voraussetzungen darstellt, wurden zu Beginn
verschiedene Parameter der Sondenimmobilisierung untersucht. Die hier angewendete Stan-
dardmethode zur kovalenten Anbindung der aminomodifizierten Sondenoligonukleotide auf
der isothiocyanataktivierten Glasoberflache erwies sich dabei als sehr zuverlassig. Sie
kombiniert den von Cras et al. [175] optimierten Waschschritt der blanken Glasobjekttrager,
welcher durch die Exposition der freien Hydroxylgruppen auf der Glasoberflache die Bildung
einer einheitlichen und reproduzierbaren Monolayerschicht bei der Silanisierung ermdglicht,
mit dem von Beier und Hoheisel [102] getesteten Aktivierungsreagenz Phenylendiisothio-
cyanat. Dieses bindet als bifunktioneller Linker die aminomodifizierte DNA an die amino-
funktionalisierte Silanschicht des Glases. Die dadurch erreichte gute Zuganglichkeit der
Sondenoligonukleotide wurde hier noch verstarkt durch den Einbau von T8-Spacern, deren
positiver Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz im DNA-Sensorchip von Schult [79] bereits
fur eine 18mer-Sonde demonstriert wurde. Flr die konventionelle Chiphybridisierung haben
aullerdem Shchepinov et al. [182] gezeigt, dass polymere Spacermolekile die sterische

Behinderung der Sondenoligonukleotide untereinander verringern kénnen. Die nach der
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Standardimmobilisierungsmethode erhaltenen Sondenspots wurden in dieser Arbeit lediglich
durch eine qualitative Bewertung hinsichtlich Homogenitat und GréRe charakterisiert. Auf
eine aufwendige Bestimmung der Belegungsdichte durch Immobilisierung radioaktiv markier-
ter Sondenmolekile wurde verzichtet, weil fur die Hybridisierung im DNA-Sensorchip nicht
die absolute Zahl freier Bindungsstellen, sondern vielmehr ein ausreichender Uberschuss
der Fangsonden-DNA gegenuber den Targetmolekilen entscheidend ist. Eine optimierte
Sondenbelegung, die sich auch fiir die Hybridisierung unter dem Deckglaschen als geeignet
erwies, wurde durch Dispensieren weniger Nanoliter der DNA-L6sung schon bei einer im
Vergleich zu anderen beschriebenen DNA-Biosensorsystemen oder DNA-Mikroarrayanwen-
dungen relativ geringen Sondenkonzentration von 5 uM erreicht. Die Herstellung der Son-
denarrays nach der hier beschriebenen Standardmethode bietet damit den Vorteil eines sehr
begrenzten und kostengiinstigen Verbrauchs der DNA-Fangsonden. Die Sondenkonzen-
tration sollte allerdings grundsatzlich bei der Immobilisierung im Arrayformat nicht beliebig
grold gewahlt werden, weil erfahrungsgeman die Hybridisierungseffizienz abnimmt, wenn die
Belegungsdichte der immobilisierten Sondenmolekule zu gro® wird [182,183]. Ein analoger
Effekt wurde auch bei der Optimierung der Fangsondenkonzentration auf den CEL-Objekt-
tragern beobachtet (vgl. 5.3.1.1).

Um im Rahmen der Entwicklung und Optimierung der Realzeit-Hybridisierung im DNA-
Sensorchip den Anschluss an das sich rasant entwickelnde Gebiet der DNA-Mikroarrays und
die damit verbundene intensive Forschung besonders im Bereich der Immobilisierungs-
techniken halten zu kdnnen, wurde das Sensorsystem fur die Verwendung von Glasobjekt-
tragern im Standardformat angepasst. Zunachst war der Einsatz spezieller Chips (28 mm x
22 mm x 1 mm) aus BK7-Glas vorgesehen gewesen. Wenn auch die Versuche zur Lager-
stabilitat zeigten, dass bei Anwendung der Standardimmobilisierungsmethode ein gewisser
zeitlicher Freiraum hinsichtlich des Herstellungsprozesses sowie der letztendlichen Verwen-
dung gegeben ist, ist das Verfahren insgesamt jedoch mit einem sehr hohen Zeit- und
Arbeitsaufwand verbunden. Die alternative Verwendung kauflicher voraktivierter Glasobjekt-
trager bietet dem Anwender dagegen eine viel groliere Flexibilitdt. Betrachtet man dabei
ausschlielllich die Materialkosten, liegt der Vorteil zwar auf der Seite der nach der hier
beschriebenen Standardmethode immobilisierten Glasobjekttrager, fiir die sich ein Preis von
ca. 1 €/Stck. ergibt, wahrend z.B. die voraktivierten Produkte Easyspot® von Biocat ca.
10 €/Stck. und CSS-Silylated™ von CEL Associates ca. 2 €/Stck. ohne Beriicksichtigung der
zusatzlich bendtigten Chemikalien kosten. Werden aber auch die Personalkosten fur die
Herstellung der immobilisierten DNA-Sondenarrays berucksichtigt, ist die Verwendung
voraktivierter Glasobjekttrager finanziell gunstiger — zumindest solange wie die Herstellung
einer Charge eine relativ kleine Anzahl von ca. 10 Objekttragern umfasst —, weil der zeitliche

Arbeitsaufwand einer kompletten Sondenimmobilisierung dabei mit durchschnittlich 5 h nur
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etwa halb so grol ist wie bei der Standardmethode. Allerdings zeigten die Tests der
verschiedenen voraktivierten Substrate, dass in diesem Bereich auch zahlreiche Produkte
von schlechter Qualitit angeboten werden. Bei Verwendung der PicoSlides™ trat z.B. eine
starke unspezifische Anbindung der Target-DNA auf der Oberflache auf, wahrend diese mit
der hier angewendeten Standardmethode, die grundsatzlich auf derselben Kopplungschemie
beruht, nach Optimierung des Deaktivierungsschrittes verhindert werden konnte. Zwar muss
grundsatzlich bertcksichtigt werden, dass die voraktivierten Glasobjekttrager nicht fir die
Anwendung im DNA-Sensorchip, sondern fir die konventionelle Chiphybridisierung konzi-
piert wurden. Die inhomogene Spotform bei Immobilisierung auf den CMT-GAPS™-Objekt-
tragern von Corning wurde z.B. aber auch von Dolan et al. [184] fur die Anwendung bei der
konventionellen Chiphybridisierung beschrieben. Dennoch zeigten die Untersuchungen mit
den voraktivierten Glasobjekttragern, dass einige Produkte eine echte Alternative fir die
Hybridisierung im DNA-Sensorchip darstellen. Auf den verschiedenen Oberflachen wird eine
maximale Signalintensitat allerdings erst bei unterschiedlichen Sondenkonzentrationen
erreicht, wie auch der Einsatz der CEL-Objekttrager im Rahmen der Mikroorganismen-
detektion zeigte. Auf den Easyspot®-Objekttragern kdnnte so z.B. wahrscheinlich durch eine
Variation der Sondenkonzentration auch noch ein groReres Detektionspotential erreicht
werden als bei den hier durchgefihrten, grundlegenden Tests mit einer Standardkonzentra-
tion von 5 uM.

Fir die Realzeitdetektion der DNA-Hybridisierung in planaren Biosensorsystemen sind in der
Literatur verschiedene Immobilisierungsmethoden beschrieben worden. Budach et al. [66]
erzeugten ebenfalls mittels eines Dispensers ortsaufgeldst verschiedene Sondenspots auf
einem Glastrager mit einer wellenleitenden Monoschicht aus Ta,Os. Die Anbindung amino-
modifizierter Sonden auf der zuvor epoxysilanisierten Oberflache fur die Detektion der fluoro-
phormarkierten Targets im evaneszenten Feld flihrte zu Spotdurchmessern von 300 pm.
Zahlreiche Systeme nutzen dagegen unabhangig von dem gewahlten Substratmaterial die
starke Biotin-Avidin-Wechselwirkung zur Immobilisierung der Sonden-DNA. Weil Kunststoff
als Basismaterial fur Einweg-Sensorchips deutlich giinstiger ist als Glas, wurde z.B. am ICB
ein Evaneszent-Feld-DNA-Biosensorsystem mit einem Durchflusschip aus PMMA entwickelt,
auf dessen Streptavidin-beschichteter Oberflache die biotinylierten Sondenoligonukleotide
ortsaufgeldst immobilisiert wurden [76-78]. Tolley et al. [70] nutzten dasselbe Konzept bei
der Fluoreszenzdetektion auf der Oberflache eines planaren Wellenleiters aus Polystyrol.
Schuderer et al. [67] erreichten in einem ahnlichen fluoreszenzbasierten Sensorsystem eine
ortsaufgeléste Immobilisierung der biotinylierten Sonden auf einer Avidin-beschichteten
Glasoberflache dadurch, dass die verschiedenen Sondensequenzen in separaten, parallel
angeordneten FlieRkanalen aufgetragen wurden. Die unspezifische Bindung von DNA wurde

anschlieBend durch Adsorption von BSA an die Oberflache verhindert. Die Biotin-
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Streptavidin-Wechselwirkung bildet auch die Grundlage zahlreicher Anwendungen zur
Hybridisierungsanalyse, die fur das direktoptische SPR-Sensorsystem BlAcore beschrieben
wurden [48-53]. So werden Streptavidin-beschichtete Sensorchips auf Goldbasis vom Her-
steller angeboten und kénnen im Geréat leicht ganzflachig mit biotinylierten Sonden belegt
werden. Nelson et al. [54] berichteten von der ortsaufgelésten Immobilisierung thiolmodifi-
zierter DNA-Sonden auf einer aminofunktionalisierten Goldoberflache in einem alternativen
SPR-Sensorsystem. Dabei wurde ein Array quadratischer 500x500 um?2-Spots photolitho-
graphisch erzeugt und die aktivierte Oberflache schlief3lich durch Bindung von Polyethylen-

glykol gegen die unspezifische Anlagerung von DNA geschiitzt.

Charakterisierung und Optimierung der Hybridisierung

Die Messungen zur Reproduzierbarkeit der Hybridisierung in Realzeit zeigten, dass die
Anbindung sowohl von Target-Oligonukleotiden als auch von PCR-Produkten an die immo-
bilisierten Fangsonden durch einen alkalischen Waschschritt regenerierbar ist. Aufgrund der
guten Arbeitsstabilitat GUber mindestens 20 Messungen kdnnen ganze Messreihen in einem
Sensorchip durchgefiihrt werden. Lediglich bei ldngerer Exposition der alkalischen Lésung
im FlieRkanal wurde ein deutlicher Rickgang der Signalstabilitdt beobachtet, was eventuell
auf eine Abldsung der Fangsondemolekiile von der Oberflache durch einen Angriff der
nukleophilen Hydroxyl-lonen an reaktiven Zentren auf der chemisch modifizierten Chipober-
flache zurickzufiihren ist. Eine ahnlich gute Regenerierbarkeit wie im DNA-Sensorchip
wurde auch fir andere DNA-Biosensoren beschrieben, so beobachteten z.B. Schuderer et
al. [67] bei Regenerierung mit 50 mM NaOH in 10 Messzyklen nur einen geringfligigen
Signalabfall. Feriotto et al. [53] berichteten sogar, dass sie nach Sondenimmobilisierung auf
ihren Streptavidin-beschichteten Sensorchips von BlAcore mindestens 70 Messungen durch-
fuhren konnten, wenn nach jeder Hybridisierung ebenfalls mit 50 mM NaOH regeneriert
wurde. Diese grundsatzlich relativ gute Reproduzierbarkeit der Hybridisierungssignale bei
aufeinander folgenden Messungen in DNA-Biosensoren beruht darauf, dass meist nur
verhaltnismafig kurze Bindungsphasen in Realzeit beobachtet werden, in denen die Lésung
Ublicherweise in Bewegung gehalten wird und sich dadurch homogen auf der Oberflache
verteilt. Bei der konventionellen Hybridisierung auf DNA-Chips erfolgt die Hybridisierung
dagegen meist unter der stehenden Lésung Uber einen deutlich 1angeren Zeitraum, und bis
zur Auswertung des Experimentes am Mikroarrayscanner werden die hybridisierten Sonden-
arrays sogar im trockenen Zustand gelagert. Dadurch kénnen sich zusatzliche, irreversible
Wechselwirkungen auf der Chipoberflache ausbilden, so dass eine vollstandige Regene-
rierung im Anschluss normalerweise nicht mehr maoglich ist.

Ein besonderer Vorteil hat sich bei der Hybridisierung im DNA-Sensorchip zuséatzlich durch

die gute Reproduzierbarkeit zwischen den Messsignalen auch bei Verwendung verschie-
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dener Sensorchips ergeben. Im Gegensatz dazu stehen die relativ groRen Schwankungen,
die bei der konventionellen Chiphybridisierung sowohl innerhalb eines Arrays als auch beim
Vergleich mehrerer Arrays auftraten, aber typisch fur diese Technologie sind. Cho und Tiedje
[185] berichten von ahnlichen Abweichungen. Sie erhielten Uber mehrere Spots innerhalb
eines Arrays einen Variationskoeffizienten von ca. 25 % und zwischen den Mittelwerten
verschiedener Arrays eine Abweichung von ca. 50 %. Mit 10-15 % intra- bzw. 30 % inter-
Array-Variabilitdt erhielten Bodrossy et al. [160] etwas bessere Werte. Die eingeschrankte
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zumindest bei Hybridisierung der stehenden Ldsung
unter dem Deckglaschen oder in Hybridisierungskammern durch eine inhomogene Target-
verteilung auf der Oberflache stellt einen grundsatzlichen Nachteil der Methode dar, aller-
dings kommen heute zunehmend Gerate auf den Markt, die eine Durchmischung der
Probenlésung bei automatisierter, reproduzierbarer Durchfliihrung der Hybridisierung ermég-
lichen [97]. Die meisten Anwender erheben aber dennoch kaum statistische Daten aufgrund
der aufwendigen Versuchsdurchfihrung und —auswertung und wegen der hohen Material-
kosten fur die einzelnen Arrays. Wie die Versuche zeigten, sollte vor dem Vergleich der
Ergebnisse verschiedener Hybridisierungsexperimente besonders bei Anwendung von high-
density-Mikroarrays immer zunachst eine Normalisierung der Daten erfolgen, um dadurch
Faktoren wie die inhomogene Verteilung der Probenlésung, UngleichmaRigkeiten der Chip-
oberflache oder Abweichungen beim Scannen der Fluoreszenzintensitdten auszugleichen.
Verschiedene algorithmische Ansatze fur die Normalisierung beschreiben Holloway et al.
[97].

Bei der Hybridisierung im DNA-Sensorchip ergaben sich zwar auch Inhomogenitaten bei der
Anregung der oberflachengebundenen Fluorphore, diese waren jedoch auf das besondere
Ausleuchtungsprofil im Bereich der Anregungsoptik des Auslesegerates zurickzufihren und
relativ gut reproduzierbar. Dieses Phanomen stellt somit nur ein charakteristisches Problem
der in dieser Arbeit verwendeten Gerateversion dar und kdnnte durch eine weitere Optimie-
rung des Auslesegerates minimiert werden (Frank Wienhausen, ICB, personliche Mitteilung).
Es wurden zudem Methoden zur Korrektur des Ausleuchtungsprofils entwickelt, deren
Anwendung bei Bearbeitung vieler Fragestellungen jedoch nicht zwingend notwendig war,
weil haufig der Vergleich der Signalintensitdten auf einem bestimmten Sondenspot bei
verschiedenen Messungen im Vordergrund stand und nicht der quantitative Vergleich der
Messwerte auf verschiedenen Spots innerhalb eines Arrays. Ein Ansatz zur Co-Immobili-
sierung zweier verschiedener DNA-Sondensequenzen in einem Spot wie bei der spotinter-
nen Korrekturmethode wurde auch von Cho und Tiedje [185] beschrieben. Sie nutzten bei
der konventionellen Chiphybridisierung die parallele Hybridisierung der Cy5-markierten
Target-DNA sowie eines Cy3-markierten Referenz-PCR-Produktes an Sondenspots beste-

hend aus Mischungen der individuellen Zielsequenz und einer Referenzsonde, um durch



178 Diskussion

Bildung des Verhaltnisses beider Fluoreszenzsignale die Daten zu normalisieren und eine
Quantifizierung zu ermdglichen. Immobilisiert wurden dabei 500-900 bp grof’e DNA-Frag-
mente, wodurch im Gegensatz zu Oligonukleotidsondenarrays die unterschiedlichen Hybridi-
sierungseffizienzen verschiedener Sondensequenzen ausgeglichen wurden.

Zur Auswertung der Messungen im DNA-Sensorchip erfolgte die Quantifizierung der Signal-
anstiege in dieser Arbeit zunachst durch die Bestimmung des maximalen Wertes fiir jeden
einzelnen Sondenspot. Dabei ergab sich jedoch besonders bei schwacher Anbindung ein
Problem durch das natirliche Rauschen der Signalintensitaten im Steigungsbild. Ein deut-
licher Fortschritt konnte deswegen durch die Anpassung der Auswertesoftware an den Mittel-
wert erzielt werden, wodurch einzelne ,Ausreiler‘-Pixel weniger stark gewichtet wurden. Die
Auswertung orientierte sich damit zunehmend an dem typischen Grundprinzip der Auswerte-
software vieler Mikroarrayscanner, die wie GenePix Pro™ die Signalintensitaten durch
Bestimmung des Mittelwertes in einem kreisformigen Raster und Subtraktion des lokalen
Hintergrundwertes um jeden Spot bestimmen (vgl. 4.6.3). Fur eine weitere Optimierung der
Software Exprimage konnte das zur Zeit verwendete quadratische Raster entsprechend
ersetzt werden, um dadurch noch genauer den individuellen Hintergrundwert fur jeden Spot
zu erfassen. Diese Modifizierung des Programms ist allerdings algorithmisch anspruchsvoll
und im Rahmen dieser Arbeit noch nicht umgesetzt worden, weil auch mit der bestehenden
Methode zur Mittelwertbildung eine genaue und reproduzierbare Auswertung sowie die Be-
stimmung von Nachweisgrenzen madglich war. Fir die Detektion eines 46mer-Targets wurde
z.B. eine Nachweisgrenze von 13 pM erreicht, wobei diese grundsatzlich durch eine
Vergroflerung der Anregungsintensitat bei gleichzeitiger Verkleinerung der sensitiven Flache
noch verringert werden koénnte. Der Evaneszent-Feld-DNA-Biosensor kann damit einem
Vergleich mit anderen beschriebenen Systemen sehr gut standhalten, so wurden z.B. mit
10 pM fir ein fluorophormarkiertes 18mer-Target [67] und mit 74 pM fir ein Cy5-markiertes
21mer-Target [70] bei Anwendung planarer Biosensoren mit jeweils kurzen Messzeiten von
wenigen Minuten Nachweisgrenzen in derselben GréRenordnung erhalten. Deutlich schlech-
tere Nachweisgrenzen ergeben sich dagegen beim Nachweis unmarkierter Target-Molekdle.
Watts et al. [57] detektierten beispielsweise ein 40mer-Target in einem Resonant-Mirror-
Biosensor nach 15minatiger Messung bis zu einer Konzentration von 9.2 nM. Nelson et al.
[54] erhielten mit einem SPR-System flir 18mer-Targetoligonukleotide eine Nachweisgrenze
von 10 nM und konnten bei der Hybridisierung von 1500 bp gro3en 16S rRNA-Molekilen mit
Hilfe dieses massensensitiven Detektionsprinzips noch Konzentrationen von 2 nM nachwei-
sen. Bessere Nachweisgrenzen wurden dagegen von Budach et al. [66] bei Hybridisierung
eines 22mer-Cy5-Targets in einem planaren Wellenleitersystem mit 50 fM in 12 min sowie
bei der Anwendung von faseroptischen Sensoren erhalten. Abel et al. [71] wiesen damit z.B.

wahrend eines langeren Messzeitraumes von 60 min noch 0.2 pM eines Fluorescein-
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markierten 16mer-Targets nach und Kleinjung et al. [62] konnten sogar noch 70 fM eines
13mer-Oligonukleotids durch Interkalation von PicoGreen detektieren.

Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Hybridisierungsrate, wie beispielsweise die Versuche
zur Variation des Hybridisierungspuffers und der Temperatur zeigten. Besonders die Anbin-
dung verschiedener Targets bei unterschiedlichen Temperaturen deutete dabei bereits an,
dass sich bei paralleler Hybridisierung verschiedener Targetsequenzen meist unterschied-
liche optimale Reaktionsbedingungen ergeben (vgl. 6.2 und 6.3). Das Experiment verdeut-
lichte durch den Vergleich der Hybrisierungseffizienzen fir das System Actin-51mer-Target
mit der komplementaren 45mer-Sonde einerseits und das System NPT1-56mer-Target mit
18mer-Sonde andererseits aulierdem, dass die Hybridisierungsstarke von der Lange der
Hybridisierungssequenz abhangt. Der positive Einfluss der Sondenlange auf die Signal-
intensitat aufgrund der zunehmenden Wechselwirkungen wurde auch schon von Schult [79]
fur die Hybridisierung des Actin-51mer-Targets mit 15, 19, 30 und 45 nt langen Sonden
beschrieben. Einen interessanten Aspekt der Immobilisierung von Sondenoligonukleotiden
auf festen Oberflachen haben Steel et al. [186] untersucht. Bei der Immobilisierung
thiolmodifizierter Sonden mit einer Lange von 4 bis 48 nt stellten sie fest, dass bei einer Son-
denlange von > 24 nt ein deutlicher Rickgang der Belegungsdichte auftrat. Dieser wurde
hervorgerufen durch eine zunehmend ungeordnete Ausrichtung der polymerartigen Molekule
auf der Oberflache und verstarkte Sekundarstrukturen innerhalb der Sondenmolekule. Die
fur langere Sonden beobachtete Hybridisierungseffizienz wird daher grundsatzlich positiv
durch die grolRere Zahl der Wasserstoffbriickenbindungen und negativ durch die schlechtere
Zuganglichkeit der Sonden beeinflusst.

Weiterhin zeigten die Versuche zur Spezifitat der Hybridisierung im DNA-Sensorchip, dass
die Starke der Anbindung von der Anzahl der Basenfehlpaarungen in der Hybridisierungs-
sequenz abhangt, wobei der Einfluss eines einzelnen mismatches mit zunehmender Lange
der Hybridisierungssequenz abnimmt. Diesen Effekt demonstrierten ausflihrlich auch Gotoh
et al. [45]. Beim Sondendesign muss deshalb vor dem Hintergrund der jeweiligen Frage-
stellung immer ein Kompromiss gefunden werden zwischen der Sensitivitat einerseits, die
eher durch langere Sonden erreicht wird, und der Spezifitat andererseits, die durch kiirzere
Sonden erfillt wird. Weil der Schwerpunkt bei den in dieser Arbeit behandelten Frage-
stellungen zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln sowie zur Mikroorganismendetektion
auf der spezifischen Diskriminierung zwischen nah verwandten Spezies lag, wurden hier
Sonden in einer Lange von 20 nt bzw. 18 nt konzipiert. Die Versuche zu beiden Fragestellun-
gen zeigten auRerdem, dass es beim Design spezifischer Sonden besonders auf die Position
und die Art der mismatches ankommt.

Um zu gewahrleisten, dass die Hybridisierung im DNA-Sensorchip tatsdchlich kinetisch

kontrolliert und nahezu nicht diffusionslimitiert ablauft und um auf dieser Grundlage Messun-
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gen zur Bestimmung der kinetischen Konstanten durchfuhren zu kénnen, wurde die Flielrate
optimiert. Auch Graham et al. [187] beobachteten bei der Hybridisierung auf der Oberflache
eines faseroptischen Evaneszent-Feld-DNA-Biosensors, dass bei Messung unter der stehen-
den Lésung nur eine schwache Signalanderung auftrat und die Bindungsrate erst bei zuneh-
mender FlieRrate anstieg. Dabei wurde aber im Gegensatz zur Detektion im DNA-Sensor-
chip noch bis zu einer FlieRrate von 25 pl/s eine kontinuierliche Zunahme des Signalanstiegs
wahrend der Assoziationsphase aufgezeichnet. Erickson et al. [81] entwickelten ein umfas-
sendes theoretisches Modell zur kinetischen Beschreibung der Hybridisierung an Ober-
flachen und nutzten dieses dann, um die Bindungskinetiken in einem theoretisch konstruier-
ten FlieRBkanalelement eines mikrofluidischen Biosensors, dem sog. BLOCS (biolab-on-a-
chip simulation), zu simulieren. Die Hybridisierungsraten wurden dabei u.a. fir drei verschie-
dene FlieRgeschwindigkeiten berechnet, um daran den Ubergang zwischen einem transport-
und einem reaktionslimitierten System zu demonstrieren. AuBerdem wurde theoretisch ge-
zeigt, dass bei vorgegebener FlieRgeschwindigkeit die Reaktionsrate bei einer schrittweisen
Verringerung der FlieBkanalhéhe von 300 auf 100 ym zunimmt, weil sich auf der Basis des
parabolischen Geschwindigkeitsprofils eine zunehmende Konvektion nahe der Oberflache
und dadurch eine noch geringere Verarmung der Targetmolekile ergibt. Diese Simulation
bestatigt damit die Konzeption des FlieBkanals in unserem DNA-Sensorchip, dessen Hoéhe
mit 50 ym moglichst gering gewahlt wurde, um nahezu ohne Diffusionslimitierung arbeiten zu

kdbnnen.

Kinetische Untersuchungen

Die kinetischen Untersuchungen im DNA-Sensorchip zeigten, dass das System flr die
Betrachtung von Assoziations-, Gleichgewichts- und Dissoziationsphase der Hybridisierung
und die Bestimmung kinetischer Konstanten prinzipiell geeignet ist. Basenfehlpaarungen und
auch die Lange der Hybridisierungssequenz wirkten sich dabei nicht nur auf die Dissoziation,
sondern auf alle drei Phasen der Bindungsreaktion aus. Weil die Signalsteigung im Anfangs-

bereich der Hybridisierung nach
dR/dt = KonCRmax (Gl. 5)

direkt proportional zur Geschwindigkeitskonstanten k,, ist, kann eine Charakterisierung der
Wechselwirkung sowie die Bestimmung der kinetischen Konstanten zeitlich effektiv bereits in
der Assoziationsphase erfolgen. Die Glltigkeit von (Gl. 5) wurde auch dadurch gestiitzt, dass
die Werte flr ko, zusatzlich Gber einen zweiten, von der Assoziationsphase unabhangigen
Ansatz aus der Gleichgewichtskonstanten fir die Dissoziation Kp und der Dissoziations-
geschwindigkeitskonstanten k. nach (Gl. 7) bestimmt wurden. Nur weil der Einfluss der

Diffusion wahrend der Anbindung tatsachlich vernachlassigt werden durfte, ergab sich dabei
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eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen kon(1) und kon(2) mit Werten in derselben
GroRenordnung (vgl. Tab. 8).

Obwohl sich die Basenfehlpaarungen, wie auch schon von Jensen et al. [188] durch
ausfuhrliche Untersuchungen an einem BlAcore-System gezeigt, auf alle Phasen der Hybri-
disierung auswirkten, wurden die Geschwindigkeitskonstanten k. starker durch mismatches
in der Hybridisierungssequenz beeinflusst als die Konstanten k,,. Eine analoge Beobachtung
machten auch Gotoh et al. [45], als sie fir verschiedene mismatches in 11-20 bp langen
Oligonukleotidsequenzen die Auswirkung von Art, Anzahl und Position auf die kinetischen
Konstanten untersuchten. Die relativ geringen Unterschiede zwischen den k,,-Werten fir
pm- und mm-Sequenz ergaben sich bei den Messungen im DNA-Sensorchip dadurch, dass
nach (Gl. 5) die Signalsteigung nicht nur eine Funktion von k,,, sondern auch von R, ist
und die verhaltnismalig groRen Unterschiede der tatsdchlich beobachteten Signalstei-
gungen auch auf einen deutlichen Unterschied der Ry -Werte flir pm- und mm-System
zurtckzufuhren sind (vgl. Abb. 40). Rnaxwurde nach

R, ‘C

R — max
K, +ce

(Gl. 8)

bestimmt und stellt eigentlich das Fluoreszenzsignal dar, das sich nach Hybridisierung aller
immobilisierten Sondenmolekiile ergibt. (Gl. 8) wird auch die Langmuirsche Adsorptions-
isotherme genannt und beschreibt allgemein heterogene Bindungsreaktionen an Ober-
flachen unter der idealen Voraussetzung, dass alle Bindungsstellen energetisch gleichwertig
sind und unabhangig voneinander frei zur Verfligung stehen. Die Werte fir Ry, waren in
dem hier verwendeten System eventuell deswegen nicht konstant, weil die verschiedenen
Sondensequenzen kein ideales Verhalten zeigten und z.B. aufgrund von Sekundarstrukturen
keine homogene Verteilung der Bindungsstellen vorlag. Moglicherweise berlcksichtigt Rmax
aber auch, dass die Effizienz der Wechselwirkung bei pm- und mm-Sequenzen unter-
schiedlich war und z.B. bei einer mm-Hybridisierung laterale Wechselwirkungen der Targets
mit verschiedenen Sondenmolekllen auftraten und dadurch weniger Bindungsstellen frei zu-
ganglich waren. Langmuir-Isothermen zur Analyse von pm- und mm-Hybridisierungen wur-
den besonders an SPR-Sensorsystemen schon haufig aufgenommen und in der Literatur
beschrieben. Liebermann et al. [68] gingen z.B. bei der Untersuchung einer 15mer-Sequenz
mit 0, 1 und 2 mismatches von einem nahezu idealen Verhalten mit konstantem Ra.x-Wert
aus und beobachteten einen deutlichen Unterschied zwischen den Geschwindigkeits-
konstanten ko, von bis zu drei GréRRenordnungen. Bei der Hybridisierung einer 25mer-
Sequenz mit 0, 1 und 2 mismatches erhielten dagegen Peterson et al. [80] auch deutlich
unterschiedliche R,.x-Niveaus fir die drei Langmuir-Isothermen. Sie schlugen fir eine

exaktere Analyse der Daten das Sips-Modell zur Anpassung der Langmuir-lsotherme vor,
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das der Eigenart der mm-Hybridisierung besser entsprechen soll. Fir ¢ - « erhielten sie
dadurch angeglichene Rn.-Werte und die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation Kp lag
zwischen 20nM (pm) und 500 nM (2mm). Eine analoge Auswertung der am DNA-
Sensorchip erhaltenen Daten war jedoch zu ungenau. Peterson et al. [80] wiesen au3erdem
wie auch Erickson et al. [81] darauf hin, dass sich die Dichte der immobilisierten Sonden-
molekile grundsatzlich auf die Bindungskinetik auswirken kann, so wird besonders bei einer
zu hohen Belegungsdichte und starker Wechselwirkung der Sonden untereinander eine mm-
Differenzierung erschwert und die Assoziationsgeschwindigkeit verlangsamt. Dieser Einfluss
wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht berlcksichtigt, weil die Sondenkonzentration
ohnehin relativ gering gewahlt wurde.

Bei der Beurteilung der ermittelten kinetischen Konstanten muss auch bericksichtigt werden,
dass die fur die Anfangsphase der Hybridisierung beobachtete gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse hier nicht mehr zugrunde gelegt werden konnte, weil das System viel extremeren
Bedingungen ausgesetzt war und z.B. eine vollstandige alkalische Regenerierung nach
Erreichen des Sattigungsniveaus nicht mehr in jedem Fall gewahrleistet werden konnte. Weil
bei gleichzeitig verringerter Sondenkonzentration relativ hohe Targetkonzentrationen gewahlt
wurden, um das Sattigungsniveau in akzeptabler Zeit erreichen zu kdnnen, bildeten sich
wahrscheinlich nach der spezifischen Hybridisierung zwischen Sonden und Targets als
primarer Wechselwirkung auf der Oberflache zusatzliche Effekte aus, die dazu fiihrten, dass
die Targetmolekile wahrend der Dissoziationsphase nicht mehr vollstandig abgelést wurden.
Dieses Verhalten wurde u.a. auch von Sauer et al. [189] bei kinetischen Untersuchungen
mittels der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie (RIfS) sowie von Kleinjung [190] und
Bier et al. [59] bei Messungen mit einem BlAcore-Sensorsystem beobachtet.

Ein Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten kinetischen Konstanten mit anderen Literatur-
werten erweist sich aus zwei Griinden als kompliziert. Zum einen wurde bereits verdeutlicht,
dass die bestimmten Werte aufgrund der Genauigkeit der Messmethode nicht absolut, son-
dern eher als Tendenz und in GréRenordnungen bewertet werden dirfen. Zum anderen sind
die bisher in der Literatur beschriebenen Daten nur eingeschrankt vergleichbar, weil sie mit
ganz unterschiedlichen Systemen und so z.B. bei variierender Immobilisierungschemie oder
Sondendichte bestimmt wurden [80]. Dadurch ergaben sich bisher haufig Abweichungen
zwischen den Ergebnissen verschiedener Untersuchungen von bis zu drei GroRenordnun-
gen [81]. Mit den Assoziationsgeschwindigkeitskonstanten k., im Bereich von 10°M"'s™
wurden in dieser Arbeit Daten in derselben GroéfRenordnung wie bei Erickson et al. [81] fur
eine perfekt komplementare 20mer-Sequenz erhalten. Wahrend Erickson et al. bei einer
geringen Sondendichte von nur 1 nmol/m? arbeiteten, wurde die Belegungsdichte im DNA-
Sensorchip, wie bereits erwahnt, nicht naher bestimmt, allerdings wurde bei den kinetischen

Untersuchungen bewusst eine deutlich sub-maximale Sondenkonzentration verwendet. Im
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Vergleich dazu beobachteten Okahata et al. [191] bei Messungen mit einer Quarz-
mikrowaage fur ein 20mer-Oligonukleotid ein ko, im Bereich von 10° M's™ bei einer Sonden-
dichte von 200 nmol/m?. Mit einem optimierten SPR-System wurde dagegen bei einer
Sondendichte von 170 nmol/m? sowohl fir ein DNA- als auch fiir das entsprechende RNA-
18mer-System ko, zu 1.8 x10” M's™ aus dem nahezu idealen Langmuir-Verhalten des
Signalverlaufes bestimmt [54]. Aus der Reihe fallen im Gegensatz dazu die ko,-Werte, die in
der Arbeitsgruppe von Knoll [68,69] mit einem fluoreszenzbasierten Sensorsystem bestimmt
wurden und fiir ein 15mer-System nur im Bereich von 10°-10* M's™ lagen. Von Sauer et al.
[189] wurden durch Reflektometrische Interferenzspektroskopie in einem Sensorsystem die
kinetischen Konstanten fiir die Wechselwirkung verschiedener 15-20mer-Oligonukleotid-
systeme bestimmt und dabei wie in dieser Arbeit Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten in
der GréRenordnung von 10° s erhalten. Eine relativ gute Ubereinstimmung mit den im
DNA-Sensorchip bestimmten Gleichgewichtskonstanten Kp von etwa 10° nM ergab sich mit
den Werten von McKendry et al. [192], die fur die Hybridisierung eines 12mer-Systems auf
einem neuartigen, nanomechanischen Sensorsystem aus freischwingenden Tragern bei
verschiedenen Salzkonzentrationen bestimmt wurden.

In der Vergangenheit hat sich das Bewusstsein, dass Basenfehlpaarungen sowie die Lange
der Hybridisierungssequenz eine Auswirkung auch auf die Assoziationsphase der Bindungs-
reaktion zeigen, nur langsam durchgesetzt, weshalb z.B. Bier et al. [59,193] hauptsachlich
die Dissoziationsphase der Hybridisierung untersuchten. In ersten Messungen an einem
BlAcore-System erhielten sie aber Daten, die einen Unterschied sowohl zwischen den
Geschwindigkeitskonstanten ko als auch zwischen den k,,-Werten zumindest beim Auftreten
von zentralen mismatches in einer 13mer-Sequenz zeigten [59]. Der Vorteil etablierter
Sensorsysteme, wie z.B. von BlAcore, bei der Untersuchung von Bindungskinetiken liegt
gegeniiber dem DNA-Sensorchip grundsatzlich darin, dass die optimierten Oberflachen auch
nach einer Sattigung der Bindungsreaktion mehrfach vollstandig regenerierbar sind, wodurch
verschiedene Wechselwirkungen auf derselben Oberflache untersucht werden kénnen und

sich geringere Abweichungen ergeben.

Hybridisierung von PCR-Produkten

Im Anschluss an die grundlagenorientierten Untersuchungen am DNA-Sensorchip, die sich
ausschlief3lich auf die Wechselwirkung von Oligonukleotidsequenzen bezogen, wurde
demonstriert, dass das System auch fir die Detektion von PCR-Produkten geeignet ist. Das
Verhalten doppelstrangiger PCR-Produkte bei der Hybridisierung konnte dabei in einem
ersten Schritt durch ein artifizielles System aus Actin-Target und komplementarem Gegen-
strang unter kontrollierten Bedingungen sowohl mit als auch ohne vorangegangene Denatu-

rierung ideal simuliert werden. Die weiteren Untersuchungen zeigten, dass bei der Detektion
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von PCR-Produkten mit asymmetrischer, aber auch mit symmetrischer Produktverteilung
unabhangig von der Targetkonzentration ausschlielllich lineare Signalanstiege in den
betrachteten Zeitrdumen auftraten und keine Sattigung der Bindungsstellen auf der Ober-
flache beobachtet wurde, wodurch sich ein deutlicher Vorteil des Systems fur die Anwend-
barkeit auf praktische Fragestellungen ergab. Im Gegensatz dazu stehen andere Ergebnisse
aus unserer Arbeitsgruppe, die mit einem verwandten Messaufbau erhalten worden waren
[77]. Bei der Hybridisierung verschiedener Cy5-markierter PCR-Produkte zwischen 66 und
202 bp in einem kunststoffbasierten Evaneszent-Feld-DNA-Sensorchip wurden auch nach
Optimierung bereits im Anfangsbereich der Hybridisierung gesattigte Signalverlaufe beob-
achtet. In der Literatur finden sich bis heute nur vereinzelt Berichte tber die PCR-Produkt-
Analyse in DNA-Biosensoren. Nilsson et al. [50] vermieden bei Experimenten zur Mutations-
analyse die direkte Hybridisierung von 185 bzw. 199 bp grolken PCR-Produkten in einem
BlAcore-Sensorchip durch eine sog. subtraktive Oligonukleotid-Hybridisierungsanalyse.
Dabei wurden in parallelen Experimenten verschiedene Oligonukleotide der Wildtypsequenz
mit den auf Mikropartikeln immobilisierten PCR-Produkten in Lésung hybridisiert. Lag in der
Probe an einer bestimmten Position eine Punktmutation vor, erfolgte die Hybridisierung der
entsprechenden komplementaren Oligonukleotidsequenz aufgrund des mismatches nur noch
eingeschrankt. Die entsprechend relativ hohe Konzentration des ungebundenen Oligo-
nukleotids in der Uberstehenden Lésung wurde anschlieBend durch Hybridisierung im Sen-
sorchip charakterisiert. O’'Meara et al. [48] umgingen bei der Analyse eines 324 bp grofRRen
PCR-Produktes aus dem Hepatitis-C-Virus das Problem des Re-Annealings, indem sie vor
der Hybridisierung im BlAcore-Sensor die biotinylierten PCR-Produkte auf Magnetpartikeln
immobilisierten und denaturierten, so dass nach der Elution ein unmarkiertes, einzel-
strangiges PCR-Produkt hybridisiert werden konnte. Die Hybridisierung von 143, 256 und
391 bp grolden, doppelstrangigen PCR-Produkten mit einer 18mer-Sonde in einem BlAcore-
Sensor nach vorangegangener Denaturierung durch Formamid und Erhitzen wurde von Kai
et al. [194] beschrieben. Fiur den spezifischen und sensitiven Nachweis eines Pathogens in
klinischen Proben nutzten sie eine Sondensequenz aus Peptidnukleinsaure (peptide nucleic
acid, PNA), einem DNA-Analogon, in dem das Zuckerphosphatgerist durch N-(2-amino-
ethyl)glycin-Einheiten ersetzt wurde [195]. In der Hybridisierungsanalyse werden PNAs
haufig als alternative Sondenmolekiile eingesetzt, weil sich flir PNA-DNA-Wechselwirkungen
aufgrund der fehlenden elektrostatischen Abstollung zwischen den Phosphatgruppen im
Vergleich zu dsDNA eine bessere Hybridisierungseffizienz bei gleichzeitig erhohten
Schmelztemperaturen ergibt. Dadurch kénnen auch auf relativ kurzen PNA-Sonden noch
deutliche Hybridisierungssignale erhalten werden, weshalb sie besonders fir den Nachweis
von Punktmutationen noch besser geeignet sind als die entsprechenden DNA-Sonden [196].

Feriotto et al. [52] nutzten daher 9mer-PNA-Molekile fir den Nachweis einer
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charakteristischen Punktmutation in einem 89 bp groRen PCR-Produkt aus dem Gen der
zystischen Fibrose, wobei sie auf der Streptavidin-beschichteten Oberflache eines BlAcore-
Sensors allerdings das doppelstrangige biotinylierte PCR-Produkt als Sonden-DNA immobi-
lisierten, denaturierten und anschlieBend die Anbindung des PNA-Targets in Realzeit ver-
folgten. Dieses Hybridisierungsformat erlaubt allerdings keine Parallelisierung der Analyse
verschiedener PCR-Produkte. In einem ganz anderen, etwas aufwendigeren Ansatz konnten
Kai et al. [51] ein doppelstrangiges PCR-Produkt ohne vorangegangene Denaturierung mit
einer 21mer-DNA-Sonde hybridisieren, weil die beiden unterschiedlich langen Einzelstrange
zunachst separat asymmetrisch amplifiziert worden waren und nach dem Annealing ein
PCR-Produkt mit einem einseitig um 42 nt Gberhangenden Einzelstrang bildeten. Sie wahlten
diese Methode, weil sie bei der Hybridisierung einzelstrangiger PCR-Produkte von mehreren
100 bp Lange die Bildung von intramolekularen Komplexen und Homodimeren beflirchteten.
Derartige Effekte haben die Hybridisierung im DNA-Sensorchip allerdings nicht negativ
beeinflusst, wie besonders die Messungen zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln
zeigten.

Wie im Bereich der optischen DNA-Biosensoren wurde die Detektion von PCR-Produkten
bisher auch nur mit wenigen elektrochemischen [38,40] und piezoelektrischen [42,197] DNA-
Biosensoren bearbeitet. Minunni et al. [197] verglichen in ersten grundlegenden Arbeiten
zum Nachweis von GMOs z.B. den BlAcore-Sensor mit einem piezoelektrischen sowie
einem elektrochemischen System, das Daunomycin als elektroaktiven Interkalator verwen-
dete. Dabei ergab sich fir die Analyse von PCR-Produkten aber besonders bei der elektro-
chemischen Detektion zunachst nur eine schlechte Reproduzierbarkeit und es wurde keine
einheitliche Proportionalitat zwischen dem Sensorsignal und der PCR-Produkt-Konzentration
beobachtet. Ein ahnliches Problem trat auch bei Ozkan et al. [40] auf, die PCR-Produkte
zum Nachweis der Faktor V Leiden-Mutation in einem elektrochemischen DNA-Biosensor mit
Inosin-substituierten Oligonukleotidsonden hybridisierten. Durch den Einsatz eines paralle-
lisierten Elektrodenarrays konnte dabei jedoch eine Diskriminierung homozygoter und hete-
rozygoter Punktmutationen erreicht werden. Eine charakteristische Punktmutation des Apo-
lipoprotein E-Gens konnte nach PCR durch die Hybridisierung der Amplifikate mit spezi-
fischen, auf der Oberflache eines Quarzkristalls immobilisierten Fangsonden anhand der
beobachteten Anderung der Schwingungsfrequenz nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu
der schnellen Analyse im DNA-Sensorchip war eine Messung dabei allerdings erst nach

20 min zu Ende und das System zeigte eine deutlich geringere Sensitivitat.
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6.2 Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln

Wenn sich beim Nachweis einer bestimmten Spezies durch Hybridisierung des 377bp -PCR-
Produktes aus dem cytb-Gen mit speziesspezifischen Sonden im DNA-Sensorchip oder
auch konventionell auf DNA-Chips nur ein schwaches Signal ergibt, kann es daflir grund-
satzlich drei Ursachen geben, namlich eine geringe Konzentration der Template-DNA im
PCR-Ansatz, eine schlechte Effizienz der Konsensus-PCR fiir die betrachtete Spezies sowie
eine eingeschrankte Hybridisierungseffizienz der PCR-Produkte mit den immobilisierten
Fangsonden. Um die Anwendbarkeit der Nachweismethode auf praktische Fragestellungen
zu gewabhrleisten, wurde sie hier deshalb soweit optimiert, dass ein schwaches Fluoreszenz-
signal schlie3lich, zumindest bei der Analyse von Fleischproben, nur noch auf eine geringe

Konzentration der Spezies in der analysierten Probe zurlckzuflihren war.

Effizienz und Spezifitat der PCR

Im ersten Schritt wurden daher Effizienz und Spezifitat der PCR untersucht. Die Sequen-
zierung der 377bp-PCR-Produkte des cytb-Gens von Rind, Schwein, Huhn und Pute belegte,
dass die Amplifikation spezifisch verlaufen war. Obwohl die auf Grundlage des Sequenzab-
gleichs fiur das cytb-Gen entwickelten Primersequenzen cytb403 und cytb779 hier nicht
weiter optimiert wurden, ergaben sich fir die verschiedenen Spezies noch vergleichbare
PCR-Effizienzen, die nicht um mehrere Groflenordnungen voneinander abwichen. Die im
Vergleich zu den anderen Spezies etwas schlechtere Amplifikation der Spezies Ziege und
Huhn beruht wahrscheinlich darauf, dass zwischen dem Primer cytb403 und der Template-
Sequenz in beiden Fallen eine Basenfehlpaarung auftrat, die nicht durch das Wobbeln
erfasst wurde und besonders bei Ziege sehr ungunstig am 3’-Ende des Primers lag (vgl.
Abb. 46). Dennoch erwies sich die PCR auch fur diese beiden Spezies als ausreichend
effektiv, um in verschiedenen Real- und Mischproben auch noch geringe Probenanteile
nachzuweisen. Fur eine noch gezieltere Angleichung der verschiedenen PCR-Effizienzen
sollte allerdings vor der Anwendung der Nachweismethode in der Routineanalytik trotzdem
eine weitere Primeroptimierung erfolgen. Dazu kdnnten zum einen die bisher verwendeten
Primer mit einer statistischen Basenverteilung (wobble) an zusatzlichen Positionen speziell in
cytb403 eingesetzt werden. Die Verwendung eines an drei Positionen gewobbelten reverse-
Primers zur Amplifikation eines 464 bp groften Abschnittes des cytb-Gens bewahrte sich z.B.
auch bei der Identifizierung zahlreicher Fischspezies mittels PCR-RFLP nach Wolf et al.
[141] (vgl. Abb. 5) und fand Einzug in eine §35-Methode. Fir eine Verstarkung der Amplifi-
kation des Ziege-PCR-Produktes kénnten aber z.B. auch ungewobbelte, perfekt komplemen-
tare cytb403- und cytb779-Primersequenzen dem PCR-Ansatz zugefligt werden. Eine
weitere Mdglichkeit bestlinde darin, gruppenspezifische Primer z.B. fir Gefligel zu ent-

wickeln und sich damit zugunsten eines noch homogeneren Nachweises der verschiedenen
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Spezies vom Konsensus-PCR-Konzept zumindest teilweise zu I6sen. Dieser Ansatz wurde
z.B. in einem Ringversuch des BgVV [174] bei dem Nachweis von Huhn und Pute in
Brihwurst mittels PCR-RFLP verfolgt. Eine optimale Positionierung der Primersequenzen im
cytb-Gen bei idealer Ubereinstimmung der verschiedenen Primereigenschaften bedarf
jedoch der Anwendung von speziell zum Primerdesign entwickelten Computerprogrammen,
die in diesem Bereich mittlerweile standardmalig eingesetzt werden (z.B. PrimerDesign,
Primer3).

Fur die effiziente Amplifikation der Template-DNA einer bestimmten Spezies ist ganz
besonders auch die Stringenz der Reaktionsbedingungen ausschlaggebend. Durch die Wahl
einer Annealing-Temperatur von 62°C konnte der 377bp-Abschnitt des cytb-Gens fir alle
untersuchten Spezies noch effizient amplifiziert werden, wahrend gleichzeitig besonders bei
der Analyse der DNA-Extrakte aus den Realproben mit komplexer Probenmatrix die Bildung
unspezifischer Sekundarprodukte gréltenteils verhindert wurde. Alternativ zur Variation der
Annealing-Temperatur hatte die Stringenz bei konstanter Temperatur auch durch eine Varia-
tion der MgCl,-Konzentration optimiert werden kénnen, da eine Erhéhung der Mg -Konzen-
tration zu einer deutlichen Stabilisierung der DNA-Doppelhelix und damit zu einer Erhéhung
des Tp-Wertes fuhrt. Grundsatzlich besteht bei der PCR ein komplexer Zusammenhang
zwischen den Konzentrationen der verschiedenen Reaktionskomponenten wie dNTPs,
Primer, Polymerase und MgCl, [198], weshalb jedes neue PCR-System zunachst hinsichtlich
dieser verschiedenen Aspekte optimiert werden muss. Fir die Durchfihrung solcher Opti-
mierungen bietet sich als schnelles Durchsatzverfahren die Analyse der PCR-Produkte im
DNA-Sensorchip alternativ zu der deutlich zeitaufwendigeren PAGE an.

Unter den hier verwendeten Standardbedingungen konnten schlief3lich die Effizienz und die
Spezifitdat der cytb-PCR zum Nachweis von Rind, Schwein, Huhn, Pute, Schaf und Ziege
soweit gewahrleistet werden, dass eine schwache Bande in der PAGE, entsprechend einer
geringen Ausbeute der PCR, immer auch mit einer vergleichsweise geringen Konzentration
der Template-DNA korrelierte. Eine Einschrankung ergab sich jedoch teilweise bei der
Amplifikation von DNA-Extrakten aus Kaseproben, in denen die komplexe Probenmatrix aus
Proteinen und Lipiden inhibierend auf die PCR wirken kann. Ahnliche Beobachtungen
wurden bereits von Plath et al. [199] beim Nachweis von Kuhmilch in verschiedenen
Kaseproben mittels PCR-RFLP-Analyse des p-Casein-Gens gemacht und bestatigten
systematische Untersuchungen von Rossen et al. [200] zum stérenden Einfluss von
zahlreichen Lebensmittelkomponenten auf die PCR. Die Stérungen kdnnen jedoch durch
eine gezielte Optimierung der DNA-Extraktion minimiert werden [200]. So gelang z.B. Rea et
al. [129] die Differenzierung zwischen Kuh- und Biiffelmilch in Mozzarella durch Duplex-PCR
und Branciari et al. [138] die Identifizierung verschiedener Spezies in Mozzarella und

griechischem Feta durch die 359bp-cytb-PCR nach Meyer et al. [136], jeweils nach
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Anwendung angepasster, organischer Extraktionsmethoden. Am CVUA Munster erfolgte die
Extraktion der Kaseproben dagegen ausschliellich mit dem weit verbreiteten Wizard-Kit, der
sich dort flr Fleischproben bewahrt hatte und fir die Aufarbeitung der Kaseproben nicht
weiter optimiert worden war. Dementsprechend war dabei ein Extraktionsschritt mit Chloro-
form zur Entfernung von lipiden Bestandteilen (wie z.B. in Ref. [129,138]) nicht integriert.
Durch eine Anpassung des Extraktionsverfahrens koénnte die PCR zur Amplifikation des
377 bp groRen cytb-Genabschnittes sicherlich auch fliir DNA-Extrakte aus Kaseproben noch
an Zuverlassigkeit gewinnen. Insgesamt wurde die Amplifikation von Template-DNA aus
Kase in der Literatur bisher jedoch nur selten beschrieben [129,138,199-202], so dass nur
wenige Referenzmethoden zur Verfligung stehen.

Um Stérungen der PCR durch Matrixeffekte in Zukunft sicherer nachweisen zu kénnen, sollte
dem PCR-Ansatz eine zusatzliche Template-DNA als interne Amplifikationskontrolle zuge-
setzt werden. Die Vorteile einer solchen Amplifikationskontrolle wurden z.B. ausfiihrlich von
Brunnert [203] beschrieben. Als definierten Standard wirde man dafir eine Plasmidsequenz
auswahlen, die ebenfalls Bindungsstellen fur die Primer cytb403 und Cy5cytb779 aufweisen
sollte. Ideal fur eine einfache Detektion des internen Kontroll-Produktes durch eine zusatz-
liche Sonde im DNA-Sensorchip waren z.B. die entsprechenden Abschnitte des cytb-Gens
von Maus oder Mensch. Die Konzeption des Standards kénnte auch vorsehen, dass die
Grole des Kontroll-Amplifikates deutlich von den 377bp-cytb-PCR-Produkten abweicht, so
dass eine Aussage bezlglich des Reaktionsverlaufes der PCR auch durch PAGE méglich

ware.

Effizienz und Spezifitat der Sondenhybridisierung

Solange eine effiziente Amplifikation des 377 bp gro3en Sequenzabschnittes aus dem cytb-
Gen gewahrleistet ist, spielen fiir den sicheren Nachweis der jeweiligen Spezies die Effizienz
bei der Hybridisierung der PCR-Produkte mit den immobilisierten Sonden sowie die
Spezifitat der Sondensignale eine entscheidende Rolle. Der Vergleich der Hybridisierungs-
effizienzen sowohl bei der konventionellen Chiphybridisierung als auch im DNA-Sensorchip
zeigte, dass durch die Einfiihrung der Schwein566-Sonde der Nachweis des Schwein-PCR-
Produktes im Gegensatz zur Detektion mit der zunachst gewahlten Schwein684-Sonde
deutlich verbessert werden konnte. Auch dadurch ergaben sich letztlich flir den Nachweis
der sechs verschiedenen Spezies vergleichbare Effizienzen. Absolut identische Bindungs-
starken fur die unterschiedlichen Sondensequenzen sind allerdings ohnehin nicht zu reali-
sieren, so dass grundsatzlich bei der Anwendung der Chiptechnologien in der Praxis fur die
verschiedenen Spezies mit variierenden Nachweisgrenzen gerechnet werden muss. Dem-

entsprechend ist z.B. fur Ziege im Vergleich zu den anderen Spezies bei Anwendung der
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Realzeithybridisierungsmethode eine etwas schlechtere Nachweisgrenze zu erwarten. Hinzu
kommt, dass sich flr Ziege auch eine vergleichsweise geringe PCR-Effizienz zeigte.

Eine mdgliche Ursache dafir, dass der Vergleich der Hybridisierungseffizienzen bei der
konventionellen Chiphybridisierung und der Realzeithybridisierung im DNA-Sensorchip
groftenteils zu unterschiedlichen Ergebnissen fihrte, liegt darin, dass die Anbindung unter
dem Deckglaschen Uber einen viel langeren Zeitraum und im Gegensatz zur Realzeithybri-
disierung unter diffusionskontrollierten Bedingungen beobachtet wurde. Dabei ist auch zu
bericksichtigen, dass die Ergebnisse der konventionellen Chiphybridisierung mit einem deut-
lich groReren statistischen Fehler behaftet waren. Insgesamt lie® sich besonders fir die
Ergebnisse der Analyse im DNA-Sensorchip zumindest teilweise eine Korrelation zwischen
den Signalstarken und den unterschiedlichen Sondeneigenschaften feststellen. So weist die
Schwein566-Sonde mit 65 % den groften GC-Gehalt und gleichzeitig auch die hdchste
Hybridisierungseffizienz auf, wahrend die GC-Gehalte von der Rind684- (ber die Schaf684-
hin zur Huhn684-Sequenz abnehmen und entsprechend auch leicht ricklaufige Anbindungs-
starken beobachtet wurden bis hin zur P684-Sonde mit dem geringsten GC-Gehalt von
40 %. Nur fur die Z684-Sonde war trotz eines GC-Gehaltes von 50 % die Signalstarke
unerwartet niedrig. Dadurch wurde deutlich, dass Sondeneigenschaften wie GC-Gehalt und,
davon abgeleitet, T,-Wert zumindest in erster Naherung Aufschluss geben uUber Qualitat und
Hybridisierungseffizienz einer Sondensequenz, wodurch das Design weiterer Sonden grund-
satzlich planbarer wird. Darlberhinaus haben aber auch Faktoren wie die Verteilung von G
und C innerhalb der Sequenz sowie Sekundarstrukturen von Sonde und Target Einfluss auf
die Hybridisierungseffizienz. Zudem muss bericksichtigt werden, dass die heute zur Verfi-
gung stehenden Modelle nur die Berechnung der T.,-Werte von freien Oligonukleotidsequen-
zen in Losung ermdglichen, deren Eigenschaften von den entsprechenden oberflachen-
gebundenen Sequenzen deutlich abweichen kénnen. So haben z.B. GC-Paarungen im
oberflachennahen Bereich 5’-gebundener Sonden eine geringere Auswirkung auf die Bin-
dungsstarke als solche im zentralen Bereich und in 3'-Nahe. Die zahlreichen Faktoren, die
bei der Entwicklung eines Sondensets mit mdglichst einheitlicher Hybridisierungseffizienz
eine Rolle spielen, wurden ausflhrlich von Bodrossy et al. [160] beschrieben.

Die Spezifitat bei Hybridisierung der PCR-Produkte mit den ausgewahlten Sondensequen-
zen ab Position 566 bzw. 684 des cytb-Gens wurde sowohl bei der konventionellen Chip-
hybridisierung als auch bei der Realzeithybridisierung im DNA-Sensorchip untersucht. In
beiden Fallen traten an einzelnen Sonden Kreuzhybridisierungen auf. Diese waren jedoch im
Rahmen der Mdglichkeiten der jeweiligen Nachweismethode reproduzierbar und charakte-
ristisch fir die Detektion bestimmter Spezies, so dass unter Beriicksichtigung der bekannten
Kreuzhybridisierungen dennoch eine eindeutige Auswertung mdglich war. Man kann dabei

grundsatzlich zwei verschiedene Arten der Kreuzhybridisierung unterscheiden. Zum einen
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ergaben sich erwartete Wechselwirkungen, die auf das Auftreten nur weniger Basenfehl-
paarungen zwischen Sonde und Target zurlickzuflihren sind, wie z.B. bei der Anbindung von
Ziege-PCR-Produkt an der Schaf566-Sonde mit lediglich zwei mismatches im Randbereich
der Sondensequenz. Zum anderen wurden aber auch Kreuzreaktivitidten zwischen deutlich
weniger homologen Sequenzen beobachtet, die eher durch das Auftreten sekundarer
Wechselwirkungen zu erklaren sind und nicht das fir eine mismatch-Hybridisierung charak-
teristische Verhalten bei Variation der Stringenzbedingungen zeigten. Ein typisches Beispiel
daflir ist die Anbindung des Schwein-PCR-Produktes an der Ziege684-Sonde trotz neun
mismatches zwischen den cytb-Sequenzen beider Spezies im Bereich der Sondensequenz.
Ein deutlicher Vorteil ergab sich bei der Hybridisierung im DNA-Sensorchip dadurch, dass
solche ,echten® Kreuzhybridisierungen dabei nur in deutlich geringerem MaR als bei der
konventionellen Chiphybridisierung auftraten. Letztlich musste bei der Sensorchipanalyse
auller der aufgrund der Sequenzhomologie erwarteten Kreuzhybridisierung von Ziege-PCR-
Produkt mit der Schaf566-Sonde nur die echte Kreuzhybridisierung von Schwein-PCR-
Produkt mit der Ziege684-Sonde berlcksichtigt werden. Zwar wird bei der Anwendung in der
Routineanalytik der simultane Nachweis von Schwein und Ziege Ublicherweise ohnehin nicht
verlangt, weil Schwein nur in Fleisch-, Ziege dagegen in Milch- und Kéaseproben nach-
gewiesen werden muss. Dennoch kénnen beide Spezies mit dem entwickelten Sondenset im
Sensorchip parallel detektiert werden, wenn die Schaf566-Sonde als gruppenspezifische
Sonde zum Nachweis von Schaf und Ziege aus der Unterfamilie der Ziegenartigen einge-

setzt wird.

Tab. 18 Signalprofil beim Nachweis der Spezies Schwein, Schaf und Ziege durch Realzeit-
hybridisierung im DNA-Sensorchip

Signalintensitaten fiir die verschiedenen Sonden bei der Hybridisierungsanalyse von Proben, welche
die drei Spezies einzeln oder in unterschiedlicher Mischung enthalten, —: keine Anbindung, +:
schwache Anbindung, + +: starke Anbindung.

Probe Spezies Ziege684 Schaf684 Schaf566* Schwein566
A Schwein + (6-8 %) — - ++
B Schaf — ++ ++ —
C Ziege ++ - T+ —
D Schwein + Ziege  ++ - ++ ++
E Schaf + Ziege ++ ++ ++ -
F Schwein + Schaf  + (=8 % zu S566) ++ ++ ++

* gruppenspezifische Sonde fir Ziegenartige

Tab. 18 verdeutlicht, dass bei Analyse einer Probe mit Schwein und Ziege im Sensorchip

Signale an den Sonden Schwein566, Ziege684 und Schaf566 detektiert werden, wobei der
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fehlende Signalanstieg an der Schaf684-Sonde Schaf als Probenbestandteil ausschlief3t (D).
Entsprechend ergeben sich auch bei dem Nachweis von Schaf und Ziege in einer Probe
keine Probleme durch Kreuzhybridisierung (E), wie z.B. die Analyse des Schafskases
P-21/22 zeigte. Bei der Analyse einer Mischung aus Schwein und Schaf tritt dagegen durch
Kreuzhybridisierung des Schwein-PCR-Produktes ein Signal an der Ziege684-Sonde auf,
weshalb Ziege als Probenbestandteil erst festgestellt werden dlirfte, wenn das Signal an der
Ziege684-Sonde deutlich mehr als 8 % des Schwein566-Signals betragen wirde (F). Eine
entsprechende Mischprobe aus Schaf und Schwein wurde z.B. mit der Lammbratwurst P-11
korrekt bestimmt, in der eine Verunreinigung durch Ziege aber ohnehin nicht erwartet bzw.
sinnvoll gewesen ware.

Ein Nachteil bei Analyse der verschiedenen Mischungen aus Schwein, Schaf und Ziege
ergibt sich allerdings bei der konventionellen Hybridisierung unter dem Deckglaschen (Tab.
19), wo zusatzlich schwache Kreuzhybridisierungen von Schwein-PCR-Produkt mit der
Schaf566-Sonde sowie von Schaf-PCR-Produkt mit der Ziege684-Sonde auftreten (jeweils
<5 %, vgl. Tab. 11). Daher kann die Schaf566-Sonde hier nur bedingt als gruppenspezifi-
sche Sonde eingesetzt werden, weil schwache Signale an den Sonden Ziege684 und
Schaf566 von 10-30 % bzw. bis zu 5 % des Schwein566-Signals in diesem Fall sowohl durch
eine geringe Zumischung von Ziege als auch durch Kreuzhybridisierung von Schwein-PCR-

Produkt verursacht worden sein kdnnen (D).

Tab. 19 Signalprofil beim Nachweis der Spezies Schwein, Schaf und Ziege durch konven-
tionelle Chiphybridisierung

Signalintensitaten fir die verschiedenen Sonden bei der Hybridisierungsanalyse von Proben, welche
die drei Spezies einzeln oder in unterschiedlicher Mischung enthalten, —: keine Anbindung, +:
schwache Anbindung, ++: starke Anbindung.

Probe Spezies Ziege684 Schaf684 Schaf566* Schwein566
A Schwein + (10-30 %) - + (<5 %) ++
B Schaf + (< 5 % zu Sf684) ++ ++ —
C Ziege ++ - ++ —
D Schwein + Ziege  ++ - ++ ++
E Schaf + Ziege ++ ++ ++ —
F Schwein + Schaf  + (10-30 % zu S566) ++ ++ ++

* gruppenspezifische Sonde fiir Ziegenartige

Ein Problem stellt dabei auch der Nachweis geringer Mengen Ziege neben Schaf dar, weil
ein schwaches Ziege684-Signal von bis zu 5 % des Schaf684-Signals auch auf eine
Kreuzhybridisierung durch Schaf zurtickgefiihrt werden kann (E). Aufgrunddessen war z.B.

auch der eindeutige Nachweis von Ziege bei Analyse des Schafskases P-21/22 durch
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konventionelle Chiphybridisierung nicht moéglich. Der Nachweis auch kleiner Mengen Schaf
neben Schwein ist allerdings eindeutig moéglich aufgrund des Signals an der Schaf684-
Sonde, das nicht auf Kreuzhybridisierung zurtckgeflihrt werden kann. Eine Zumischung von
Ziege kann dabei solange ausgeschlossen werden, solange das durch Kreuzhybridisierung
von Schwein-PCR-Produkt verursachte Signal an der Ziege684-Sonde nicht deutlich mehr
als 30 % des Schwein566-Signals betragt (F).

Um eine noch eindeutigere Differenzierung der Spezies in einer Lebensmittelprobe beson-
ders bei Analyse der cytb-PCR-Produkte durch konventionelle Chiphybridisierung zu ermog-
lichen, soll daher in zuklinftigen Arbeiten eine alternative Sonde flir Ziege entwickelt werden,
die einen spezifischen Nachweis, zumindest ohne Kreuzhybridisierung durch Schwein und
Schaf ermdglicht. Die zu Schaf566 und Schwein566 analoge Ziege566-Sonde stellt dabei
keine sinnvolle Alternative dar, weil aufgrund der nur zwei mismatches zum Schaf-PCR-
Produkt im Randbereich der Sondensequenz eine deutliche Kreuzhybridisierung zu erwarten
ware (vgl. Anhang Abb. 108). Die schwache Auswirkung einzelner mismatches im Bereich
des 5-Terminus der Sondensequenz auf die Schmelztemperatur T, wurde auch von
Urakawa et al. [204] bei der konventionellen Hybridisierung auf DNA-Mikroarrays demon-
striert, als sie sowohl fur Position und Art des mismatches als auch fur den Formamidgehalt
des Waschpuffers den Einfluss auf T,, systematisch untersuchten. Wie der Test der Sonde
Ziege703 zeigte, erweist sich das Design einer alternativen Ziegesonde aufgrund der
Verwandtschaft zwischen Ziege, Schaf und Rind als Vertreter der Familie der Horntrager und
aufgrund des Zusammenhangs zwischen Sondeneigenschaften und -qualitat als durchaus
kompliziert. Die Konzeptionierung der Sondensequenz soll deshalb in Zukunft unterstitzt
durch eine neue, von Dipl.-Chem. Eric Frauendorfer entwickelte Software erfolgen, welche
die Kombination der Anforderungen an die Sondenlange, den GC-Gehalt sowie Art und
Position der mismatches innerhalb der Sondensequenz berticksichtigt. Sollte allerdings auch
dadurch keine geeignete Sondensequenz fir die spezifische Detektion des 377bp-PCR-
Produktes von Ziege ermittelt werden kénnen, wirde der Nachweis weiterhin wie bereits in
Tab. 18 angedeutet auf der kombinierten Auswertung verschiedener Sondensignale be-
ruhen. Das Ergebnis konnte dabei durch die Entwicklung zusatzlicher gruppenspezifischer
Sonden im Sinne eines hierarchischen Hybridisierungskonzeptes (vgl. 6.3) noch weiter abge-
sichert werden.

Um die sensitive Flache sowohl im DNA-Sensorchip als auch bei der Hybridisierung unter
dem Deckglaschen mdglichst effektiv zu nutzen und eine gewisse Redundanz der Ergeb-
nisse zu gewahrleisten, sollten die verschiedenen Spezies in der praktischen Anwendung
aulRerdem auf verschiedenen charakteristischen Sondensequenzen parallel detektiert wer-
den. Dadurch wirden etwa Signalausfalle einzelner Sonden, z.B. verursacht durch einen

Fehler des Dispensers bei der Immobilisierung, nicht automatisch zu Falschinterpretationen
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fuhren. AuRBerdem kdnnte sich dadurch das maogliche Auftreten polymorpher Positionen
innerhalb einer Art weniger auf das Ergebnis der Bestimmung auswirken. Im ersten Schritt
wlrde sich daflir beispielsweise die zusatzliche Immobilisierung der Sonden Rind566,
Pute566 und Huhn566 anbieten. Je groRer die Anzahl der unterschiedlichen immobilisierten
Sondensequenzen im Array ware, desto komplizierter wirde sich allerdings auch das
Sondendesign im Hinblick auf méglichst einheitliche Hybridisierungseffizienzen und — gerade
bei der konventionellen Hybridisierung — auf mdgliche Kreuzhybridisierungen gestalten. Die
Variation der Stringenzbedingungen zur Optimierung der Spezifitat bei der konventionellen
Chiphybridisierung hat hier bereits verdeutlicht, dass sich auch schon bei einem Uber-
sichtlichen Sondenset mit weniger als zehn verschiedenen Sequenzen unterschiedliche opti-
male Bedingungen fir die einzelnen Hybridisierungsreaktionen ergaben. Bei einer weiteren
Ausdehnung des Sondenarrays eventuell auch auf die Detektion einer groferen Zahl
verschiedener Spezies im Rahmen noch komplexerer Fragestellungen musste die Hybridi-
sierung dementsprechend fir eine ausreichende Spezifitdt der einzelnen Bindungs-
reaktionen wahrscheinlich bei unterschiedlichen Stringenzbedingungen beobachtet werden.
Eine Alternative ware in diesem Fall nach der Hybridisierung unter wenig spezifischen
Bedingungen die Analyse der Dissoziationsphase durch eine Serie von Waschschritten bei
zunehmender Stringenz, analog dem Ansatz zur Mikroorganismendetektion im DNA-Sensor-
chip (vgl. 6.3).

Ein weiteres Hilfsmittel, das zur Steigerung der Hybridisierungseffizienz und damit zu einer
Verbesserung der Nachweisgrenzen oder aber auch zur gezielten Anpassung der Eigen-
schaften einzelner Sondensequenzen genutzt werden kann, ist der Einsatz Oligonukleotid-
analoger Sonden mit modifizierter Phosphodiester-Bindung. Bei deren Immobilisierung erge-
ben sich deutlich starkere Wechselwirkungen mit den komplementaren Targetsequenzen,
weil die AbstoRung der negativen Ladungen im Zucker-Phosphat-Riickgrat aufgehoben ist.
In Methylphosphonaten ist z.B. das negativ geladene Sauerstoffatom des Phosphodiesters
durch eine Methylgruppe ersetzt worden und pro Einbau eines entsprechenden Nukleotids
konnen doppelstrangige Strukturen um 2-4°C stabilisiert werden [205]. Eine entsprechende
Wirkung kann, wie bereits erwahnt, auch durch die Immobilisierung von PNA-Sonden
erreicht werden. Ausflihrlich verglichen wurden sowohl die Intensitat als auch die Spezifitat
von PNA-DNA-, PNA-RNA-, DNA-DNA und PNA-PNA-Wechselwirkungen bei der Hybridisie-
rung in einem BlAcore-Sensor fur eine 15mer-Sequenz von Jensen et al. [188]. Dabei wurde
wie erwartet in der Reihenfolge von PNA-PNA > PNA-RNA > PNA-DNA > DNA-DNA ein
abnehmender T,,-Wert beobachtet. Ein besonderer Vorteil kdnnte sich bei der Tierarteniden-
tifizierung mit PNA-Sonden durch die Tatsache ergeben, dass auch an kirzeren Sonden
noch eine deutliche Bindung stattfinden kann. Dadurch kénnten eventuell auch besonders

nah verwandte Spezies wie z.B. Schaf, Ziege und Rind auf Basis weniger mismatches noch
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differenziert werden, weil der prozentuale Anteil und damit die destabilisierende Wirkung
einzelner mismatches in den kiirzeren Hybridisierungssequenzen umso gréf3er ware. Einen
Nachteil stellen dagegen die im Vergleich zu DNA-Sonden hdéheren Kosten der Oligonu-
kleotid-analogen Sondensequenzen dar, so dass ihre Anwendung grundsatzlich nur in einem

low-density-Array mit einer geringen Zahl verschiedener Sonden sinnvoll erscheint.

Asymmetrische PCR

Durch die Untersuchungen zur Variation des Primerverhaltnisses wurde demonstriert, dass
sich bei der cytb-PCR unter Standardbedingungen trotz der Verwendung von jeweils 10 pmol
forward- bzw. reverse-Primer eine asymmetrische Verteilung der amplifizierten Einzelstrange
im Produkt ergab, wobei der hier Cy5-markierte antisense-Strang in einem deutlichen
Uberschuss vorlag. Diese Beobachtung ist jedoch insofern nicht ungewéhnlich, als dass sich
bei neu konzipierten PCR-Systemen trotz einer ausgeglichenen Konzentration der Primer
aufgrund verschiedener Ursachen haufig eine asymmetrische Produktverteilung ergeben
kann. Deshalb schlagen die Ublichen Optimierungsprotokolle vor, das Primerverhaltnis zu-
nachst standardmafig zu variieren. Als eine mogliche Ursache fur die Entstehung asym-
metrischer PCR-Produkte kommt etwa eine fehlerhafte Bestimmung der Primerkonzen-
trationen durch Absorptionsmessung bei 260 nm in Frage, z.B. aufgrund einer ungenauen
Angabe flir den Extinktionskoeffizienten. Moglich ist auRerdem, dass die Primersequenzen
unerwartete Sekundarstrukturen bilden, die sich entweder auf das Absorptionsverhalten oder
aber auch auf die Reaktivitat der Primer in der PCR auswirken kdnnen. In dem vorliegenden
Fall ist der asymmetrische Reaktionsverlauf der PCR aber wahrscheinlich auf Effizienzunter-
schiede beim Annealing der beiden Primer zurlickzuflihren. Zwar weisen beide Sequenzen
mit T-Werten von 65°C fir cytb779 und 62°C fir cytb403 zumindest formell ahnliche
Voraussetzungen auf, allerdings lassen diese Parameter ahnlich wie bei der Sondenhybri-
disierung noch keinen direkten Schluss auf das Bindungsverhalten zu. Die Schmelztem-
peratur des cytb403-Primers wurde dabei namlich nur Gber eine Verlangerung der Sequenz
um zwei Nukleotide erreicht, wodurch der GC-Gehalt jedoch noch weiter sank und so bereits
ein deutlicherer Unterschied mit 56 % fur cytb779 und 44 % fir cytb403 bestand. Die hier
gewahlte relativ hohe Annealing-Temperatur von 62°C hat wahrscheinlich maflgeblich dazu
beigetragen, dass die Bindung des cytb779-Primers bevorzugt wurde und schneller ablief.
Ein deutlicher Vorteil bestand bei der Hybridisierungsanalyse der asymmetrischen PCR-
Produkte darin, dass die Sondenanbindung des Uberschussigen, einzelstrangigen antisense-
Stranges nicht durch ein Re-Annealing des komplementaren sense-Stranges gestort wurde.
Durch die insgesamt groRRere Hybridisierungseffizienz wurden somit héhere Signalintensi-
taten als bei der Analyse der ausschlieRlich doppelstrangig vorliegenden PCR-Produkte

erreicht (vgl. Abb. 83 B). Die Tatsache, dass dabei au3erdem auf eine vorangegangene
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Denaturierung verzichtet werden konnte, stellt nicht nur hinsichtlich des zeitlichen Arbeits-
aufwandes einen Vorteil dar, sondern unterstitzt auch die Absicht, auf Dauer ein optimiertes
Sensorchipsystem mit einer integrierten Amplifikation der Probe zu entwickeln. Dieser ,Lab-
ob-a-chip“-Ansatz zur Miniaturisierung analytischer Methoden wurde in den letzten Jahren
besonders im Bereich der biomedizinischen Analytik verfolgt und beabsichtigt eine
Kombination verschiedener Arbeitsschritte wie z.B. Probenvorbereitung, Mischung verschie-
dener Reagenzien, Probentrennung und Detektion. Die Vorteile miniaturisierter Systeme
liegen bei verkirzten Analysezeiten, geringeren Proben- bzw. Abfallmengen, geringeren
Kosten, der Portabilitdt der Analyseneinheiten und letztlich einer Erhéhung der Qualitat der
Analyseergebnisse. Ein zentrales Element der meisten mikrofluidischen Bauelemente stellen
dabei kapillarelektrophoretische Trennmethoden dar. So wurden bereits zahlreiche Einheiten
entwickelt, in denen die DNA-Amplifikation mit einer elektrophoretischen Analyse der PCR-
Produkte kombiniert ist [206,207]. Kommerziell angeboten wird z.B. bereits der Agilent 2100
bioanalyzer von Agilent (Palo Alto, USA). Die Kopplung der Amplifikation mit einer Hybridi-
sierungsanalyse der PCR-Produkte auf einem Sondenarray in einem System wurde dagegen
bisher kaum beschrieben, wirde aber hinsichtlich der simultanen Analyse vieler verschie-
dener Targetsequenzen noch ganz neue Moglichkeiten erdffnen. Zunehmend spielen Lab-
on-a-chip-Systeme auch im Bereich der Proteinanalytik eine Rolle [208].

Die direkte Hybridisierung asymmetrischer PCR-Produkte in Realzeit ohne vorangegangene
Denaturierung wurde flr verschiedene Anwendungen auch schon bei der Analyse in einem
BlAcore-Sensor genutzt. Bianchi et al. [49] wiesen z.B. mit einer 28mer-Sonde zwei
charakteristische sense-Sequenzen des HIV-1-Genoms nach, die durch Amplifikation mit
einem forward(f)- und zwei unterschiedlichen reverse(r)-Primern bei einem Verhaltnis von
10:1 entstanden waren. Durch die Hybridisierung verschiedener PCR-Produkt-Volumina im
Bereich von 3-18 ul konnten sie ansatzweise die Abhangigkeit des Gleichgewichtssignals
von der eingesetzten PCR-Produktmenge demonstrieren, allerdings ergab sich dabei nicht
wie im DNA-Sensorchip Uber mindestens eine Dekade ein streng linearer Zusammenhang.
Mittels einer kapillarelektrophoretischen Analyse konnten die einzelstrangigen PCR-Produkte
dabei auRerdem von der dsDNA unterschieden werden, die bei einer Amplifikation mit aus-
geglichenem Primerverhaltnis entstand. Eine Methode zum Nachweis genetisch modifizierter
Roundup-Ready-Sojabohnen entwickelten Feriotto et al. [53], indem sie ein 157bp-Soja-
Lectin-PCR-Produkt sowie ein 139bp-Roundup-Ready-PCR-Produkt bei einem Primerver-
haltnis von 50:1 (fir) erzeugten und diese anschlieRend durch spezifische Hybridisierung
sowohl mit 15mer-Sonden als auch mit immobilisierten PCR-Produkt-Sequenzen im
BlAcore-Sensor detektierten. Dabei zeigten sich bei der Anbindung an den deutlich langeren

PCR-Produkt-Sonden intensivere Signalintensitaten. Vergleichbare Ergebnisse wurden wie
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auch bei Bianchi et al. [49] mit aufgereinigten und nicht-aufgereinigten PCR-Produkten

erhalten.

Cy5-Markierung

Neben der in dieser Arbeit standardmalfig durchgefiihrten Cy5-Primer-Markierung der cytb-
PCR-Produkte erwies sich auch der Einbau Cy5-markierter dUTP-Bausteine fir die effiziente
Synthese fluorophormarkierter Amplifikate als geeignet. Der besondere Vorteil dieser
alternativen Markierungsmethode besteht darin, dass sie auf beliebige PCR-Systeme ange-
wendet werden kann, fir die in der Regel unmodifizierte Primer bereits zur Verfligung
stehen. Dadurch muss gerade in Optimierungsphasen nicht jeder Primer mit der vergleichs-
weise teuren Cy5-Markierung bestellt werden. AuRerdem konnen die im Vergleich zur Cy5-
Primer-Markierung héheren Markierungsgrade die Signalintensitaten bei der Hybridisierung
verstarken. Wie auch die Hybridisierung der PCR-Produkte zur Mikroorganismendetektion
zeigte, kdnnen die Cy5-dUTP- bzw. Cy5-dCTP-markierten PCR-Produkte nach einer ein-
fachen Aufreinigung ohne eine Beeintrachtigung des Messsignals durch einen hohen
Fluoreszenzhintergrund im DNA-Sensorchip vermessen werden. Grundsatzlich ist aber
sogar die Analyse der nicht-aufgereinigten Cy5-dUTP-markierten PCR-Produkte mdglich,
wobei es jedoch zu Beginn der Messung sehr schnell zu einer unspezifischen Adsorption der
markierten Nukleotide an die Oberflache kommt. Die spezifische Hybridisierung der Target-
molekile wird dadurch aber letztlich nicht beeinflusst, was auch Watterson et al. [73] mit
einem faseroptischen DNA-Biosensor fiir die Detektion fluorophormarkierter komplementarer
Target-DNA bei einer starken unspezifischen Adsorption nicht-komplementarer Oligo-
nukleotide demonstrierten.

Fur die Standardanwendung in der Routineanalytik ist die Cy5-dUTP-Markierungsmethode
allerdings im Vergleich zur Cy5-Primer-Methode weitaus weniger geeignet, weil sie mit deut-
lich héheren Kosten verbunden ist. Legt man eine Standard-PCR mit 10 pmol je Primer pro
Ansatz zugrunde, ergeben sich z.B. bei der Durchfiihrung von 100 PCR-Ansatzen fir den
Cy5-Baustein Kosten von ca. 2.50 € bei der Cy5-Primer-Markierung bzw. ca. 760 € bei der
Cy5-dUTP-Markierung, wenn pro Ansatz 25 pM Cy5-dUTP eingesetzt werden (Preise in
Anlehnung an Preislisten von MWG-Biotech (Ebersberg) bzw. Amersham Biosciences
(Freiburg)). Einen Vorteil bietet die Cy5-dUTP-Methode daher nur dann, wenn viele
verschiedene Primersequenzen, beispielsweise im Rahmen einer Ausweitung der Methode
zur Tierartendifferenzierung auf zusatzliche Spezies, getestet oder optimiert werden sollen,
weil dann die deutlich glnstigeren unmarkierten Primersequenzen eingesetzt werden
kénnen. Unabhangig davon wurde die Cy5-dUTP-Markierung in der vorliegenden Arbeit
angewendet, weil dadurch mechanistische Studien zur Charakterisierung des asymme-

trischen PCR-Verlaufes durchgefiihrt werden konnten. Die Zahlen verdeutlichen auch, dass
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eine Erhéhung der Primergesamtmenge im Standard-PCR-Ansatz auf jeweils 80 pmol
Primer zwecks einer weiteren Verbesserung der Nachweisgrenzen in zuklnftigen Arbeiten
im Grunde unproblematisch ist, weil die Kosten dabei im Vergleich zur Cy5-dUTP-Markie-
rung immer noch vernachlassigbar gering bleiben wurden. In Tab. 20 sind noch einmal die
Vor- und Nachteile der beiden in dieser Arbeit angewendeten Markierungsmethoden zusam-
mengefasst dargestellt, um die mittels der Cy5-dUTP-Markierung erweiterte Anwendungs-
breite der PCR-Methode zu verdeutlichen.

Tab.20 Vor- und Nachteile der Methoden zur Cy5-Markierung der PCR-Produkte

Cy5-Primer Cy5-dUTP
Vorteil - kein stérender Fluoreszenzhintergrund, - flexible Primeroptimierung ohne
Aufreinigung Uberflissig Markierung
- kostenglnstig bei Routineanwendung - héhere Markierungsgrade /

Signalintensitaten mdglich

Nachteil - Markierungsgrad nicht variabel - sehr kostenintensiv bei Anwendung
- kostenintensiv bei Primeroptimierung in grofkerem Umfang
- stérender Fluoreszenzhintergrund,

Aufreinigung empfehlenswert

Charakterisierung des quantitativen Potentials von PCR und Realzeit-Hybridisierung

Nachdem die grundlegenden Aspekte zur Optimierung der PCR sowie zur Bestimmung von
Effizienz und Spezifitdt der Sondenhybridisierung im DNA-Sensorchip untersucht worden
waren, wurde die Nachweismethode zur Tierartendifferenzierung vor der Analyse von Real-
proben zunachst hinsichtlich ihres Potentials zur quantitativen Bestimmung der verschie-
denen Spezies einzeln und in Mischung naher charakterisiert. Bei der Detektion der
Verdiinnungsreihen flr die PCR-Produkt-Pools von Huhn bzw. Ziege ergab sich iber min-
destens eine Dekade ein streng linearer Zusammenhang zwischen Signalintensitat und
PCR-Produkt-Volumen. Dadurch wurde demonstriert, dass die Signalintensitaten der Real-
zeithybridisierung nicht nur bei der Analyse von Targetoligonukleotiden, sondern auch von
PCR-Produkten eine direkte quantitative Bewertung der Analytkonzentration in der Hybri-
disierungsprobe erlauben. Die Ergebnisse bestatigten auflerdem die sehr gute Reprduzier-
barkeit der Methode. Von ahnlichen Variationskoeffizienten im Bereich von meist deutlich
unter 10 % wurde auch fur die Detektion von PCR-Produkten im BlAcore-System berichtet
[52,194]. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass im DNA-Sensorchip fir Huhn und Ziege
Nachweisgrenzen von 0.08 pl bzw. 0.34 ul eines typischen PCR-Produktes erhalten wurden,

deutet sich der gro3e Spielraum beim Nachweis auch kleinster Konzentrationen der cytb-



198 Diskussion

PCR-Produkte an, von denen pro Ansatz 25 pl fur die weitere Analyse zur Verfugung stehen.
Die Konzentrationen der PCR-Produkt-Pools betrugen dabei in grober Naherung etwa
300 nM, so dass z.B. bei der Hybridisierung von 3 ul PCR-Produkt eine Konzentration von
7.5 nM in der Probenlésung vorlag. Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Hybridisierung
von Cy5-markierten Targetoligonukleotiden z.B. flir Huhn zeigt, dass vergleichbare Signal-
intensitaten bereits mit etwas geringeren Targetkonzentrationen erhalten wurden. Die gegen-
Uber den 46mer-Targetmolekiilen leicht verringerte Hybridisierungseffizienz der 377bp-PCR-
Produkte kann auf deren deutlich grélReren sterischen Anspruch zurlickgefihrt werden,
wobei zusatzlich auch Sekundarstrukturen die Anbindung behindern kénnen.

Die Analyse von Mischproben verschiedener Spezies und eine Abschatzung der Nachweis-
grenzen bei der entwickelten Methode erfolgten systematisch in drei Schritten. Zunachst
wurden Mischungen der reinen PCR-Produkte von Huhn und Schaf hybridisiert, wodurch die
stérungsfreie, parallele Detektion beider Spezies eindeutig demonstriert werden konnte. Im
Anschluss daran wurden zunachst PCR-Produkte aus definierten Mischungen der Template-
DNA von Rind und Huhn und schlielich die Amplifikate von DNA-Extrakten aus Mischungen
der rohen Fleisch- bzw. Kaseprodukte analysiert, um die Bedingungen beim Nachweis auch
geringer Probenbestandteile in Realproben schrittweise anzundhern. In den ersten Versu-
chen erwies sich der Nachweis einer Zumischung von 1 % auf Amplikonebene noch als
problematisch. Als ein Vorteil der Detektionsmethode wurde aber auch dabei deutlich, dass
bei der Anwendung in der Praxis eine flexible Anpassung des analysierten PCR-Produkt-
Volumens moglich ist, um auch noch sehr geringe Amplikon-Konzentrationen in der Proben-
I6sung nachzuweisen. Bei der Analyse der auf Template-Ebene hergestellten Mischproben
konnten 1%ige Zumischungen, die hier einer Template-Konzentration von 4 pg Huhn- bzw.
Rind-DNA/ul entsprachen, dagegen sehr deutlich nachgewiesen werden. Dies ist darauf
zurtckzufihren, dass in der PCR die geringen Template-Konzentrationen Uberproportional
amplifiziert wurden. Deshalb ergaben sich auch bei der Hybridisierungsanalyse der PCR-
Produkte M-2 und M-6 mit je 1% Huhn- bzw. Rind-Template-DNA auf den korrespon-
dierenden Sonden im Verhaltnis zu dem jeweiligen Hauptbestandteil unerwartet hohe
Signalintensitaten (vgl. Abb. 88). Die Konzentration c, der PCR-Produkte nach n Zyklen

ergibt sich nach
Ch=Co (1+E)" (Gl. 16)

mit der Template-Konzentration ¢, und der Amplifikationseffizienz E (0 < E < 1). Das Verhalt-
nis der Template-Konzentrationen blieb im Produkt deswegen nicht erhalten, weil beide Am-
plifikationen mit unterschiedlicher Effizienz abliefen. Insbesondere war auch die Effizienz
nicht Gber alle n Zyklen konstant, sondern nahm wahrend der Reaktion ab. Dabei erreichte

die Amplifikationsrate fir die hoher konzentrierte Spezies wahrscheinlich aufgrund des
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zunehmend konkurrierenden Re-Annealings der denaturierten Einzelstrange friher ein
Sattigungsniveau, wahrend die Template-DNA des Nebenbestandteils weiterhin exponentiell
und damit Uberproportional bis zum Erreichen der eigenen Plateauphase vermehrt wurde.
Bei der Analyse der zur Validierung am CVUA Minster aus Rohmaterial hergestellten Misch-
proben durch Detektion der PCR-Produkte im DNA-Sensorchip zeigte sich schliel3lich, dass
bei Hybridisierung eines Standard-PCR-Produkt-Volumens von 4 ul in Schweinefleisch noch
eine 0.1%ige Zumischung von Rind sowie in Rindfleisch noch eine 1%ige Zumischung von
Huhn nachgewiesen werden konnte. Fur den Nachweis von Kuhmilch in Ziegenfeta deutete
sich dagegen wie erwartet eine etwas schlechtere Nachweisgrenze an, wobei eine Zu-
mischung von 5 % jedoch noch deutlich detektiert wurde. Die flexible Anpassung des in der
Hybridisierung eingesetzten PCR-Produkt-Volumens ermoglichte weiterhin, dass bei der
Analyse einer Probenlésung mit 25 pyl Amplikon auch noch die 0.1%ige Beimengung des
Huhnerfleisches in Rindfleisch nachgewiesen wurde. Die relativen Nachweisgrenzen lagen
hier daher fur beide untersuchten Fleischmischungen bei Standardbedingungen unter 1 %
und damit in einem sinnvollen Bereich flr die Bearbeitung praktischer Fragestellungen. Je
nach Zielsetzung kénnte das eingesetzte PCR-Produkt-Volumen auch in der Routineanalytik
variiert werden. Wahrend bei vielen Analysen ein sicherer Nachweis von 1%igen Beimen-
gungen und entsprechend eine Hybridisierung von 4 ul Amplikon ausreichend ware, kdnnte
fur die gezielte Detektion deutlich geringerer Anteile oder auch bei der Analyse von stark
prozessierten Proben mit hohem Degradierungsgrad der DNA, wie z.B. Konserven, bewusst
ein groReres Volumen eingesetzt werden.

Wie auch schon bei der Untersuchung der Mischungen auf Template-Ebene zeigte sich auch
bei der Analyse der zur Validierung angesetzten Mischproben die Uberproportionale Ampli-
fikation der Nebenbestandteile. Zwar erzeugten die Amplifikate der Hauptbestandteile die
weitaus hoheren Signalintensitaten, aber wenn z.B. 0.1 % einer Beimengung in der Probe
vorhanden war, ergab sich an der korrespondierenden Sonde im Mittel 1 % der Signal-
intensitat flr die Hauptkomponente. Ein analoges Verhalten zeigte sich auch bei der Analyse
der PCR-Produkte durch konventionelle Chiphybridisierung, weshalb beide Methoden zur
Tierartendifferenzierung aufgrund des vorgeschalteten Amplifikationsschrittes nur eine semi-
quantitative Bestimmung der Probenzusammensetzung erméglichen.

Um abgesehen von den hier beschriebenen relativen Nachweisgrenzen fir die Detektion
prozentualer Anteile verschiedener Spezies in Mischung auch absolute Nachweisgrenzen fur
die einzelnen Spezies angeben zu kénnen und dadurch die Leistungsfahigkeit der PCR zu
demonstrieren, musste in weiteren Versuchen spezies-spezifische Plasmid-DNA als
Template in der PCR eingesetzt werden. Durch gezielte Verdinnungsreihen kénnte so die

Anzahl der gerade noch nachgewiesenen DNA-Molekule bestimmt werden.
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Analyse der Realproben

Bei Anwendung der chipbasierten Nachweismethoden zur Tierartendifferenzierung auf Real-
proben ergab sich flr die Hybridisierungsanalyse der PCR-Produkte sowohl im DNA-
Sensorchip als auch konventionell auf DNA-Chips insgesamt eine sehr gute Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der Referenzanalytik. Dabei konnten neben reinen Proben
mit nur einer einzelnen Spezies auch Mischungen mit bis zu vier verschiedenen Spezies
richtig bestimmt werden. Von den am CVUA Minster routinemafig uUberpriften Proben
fielen einige durch eine falsche Deklaration bzw. unerwartete Bestandteile auf, wodurch die
Notwendigkeit regelmaRiger Kontrollen bestatigt wurde. Typische Beispiele fir die Beimen-
gung gunstigerer Rohprodukte aus wirtschaftlichen Griinden sind der Zusatz von Kuhmilch in
Schafs- oder Ziegenkase, wie z.B. in den Proben P18-22, und der Zusatz von
Rindfleischanteilen in Lammfleischprodukten, wie z.B. in Probe P-11.

Im Vergleich zu den Referenzmethoden, die am CVUA Minster angewendet werden, liegt
ein besonderer Vorteil der Hybridisierungsanalyse der Konsensus-PCR-Produkte darin, dass
das Verfahren unabhangig von der Art der untersuchten Probe und der nachzuweisenden
Spezies standardisiert ablauft und der Anwender die Analysemethode nicht gezielt auf die
eventuell in der Probe enthaltenen Spezies abstimmen muss. Die Anwendung der Referenz-
methoden gestaltet sich dagegen deutlich aufwendiger und es muss dabei zwischen der
Bearbeitung von Fleisch- und Kaseproben unterschieden werden. Fleischproben werden in
einem ersten Screening zunachst mit Hilfe eines ELISA-Tests immunchemisch analysiert.
Dadurch kénnen Rind, Schwein, Schaf, Pferd und Gefliigel bis zu einem Anteil von minde-
stens 1 % nachgewiesen werden, wahrend eine Differenzierung zwischen Huhn, Pute, Ente
und Gans sowie der Nachweis von Ziege nicht mdglich sind. Die Methode auf Basis eines
Sandwich-Immunoassays ist in die Amtliche Sammlung von Verfahren zu §35 LMBG auf-
genommen worden und beansprucht etwa 3.5 h Bearbeitungszeit. Nur fir Spezies, welche
im ELISA auffallig erscheinen, wird anschlieRend eine tierartspezifische PCR durchgefiihrt,
durch die Anteile von bis zu 0.01 % nachgewiesen werden kénnen. Die Methode ist damit
unter Umstanden allerdings bereits zu sensitiv, weil in Realproben der Nachweis geringer
Kontaminationen, die sich z.B. durch die Herstellungspraxis ergeben kénnen, im Rahmen
der Routinekontrolle Ublicherweise nicht erwlnscht ist und das Ergebnis dadurch nur ver-
falscht wird (Dr. Claudia Brinen-Nieweler, CVUA Minster, personliche Mitteilung). Auch
Meyer et al. [209] hielten z.B. flir Schwein eine Nachweisgrenze von 0.1 % fur ausreichend.
Wahrscheinlich konnte vor diesem Hintergrund in der Fleischwurst P-15 Pute am CVUA
mittels tierartspezifischer PCR als sehr geringer Bestandteil noch nachgewiesen werden,
wahrend bei der Hybridisierungsanalyse an der Pute684-Sonde kein Signal detektiert wurde.
Weil zum gleichzeitigen Nachweis von Schaf und Ziege die tierartspezifische PCR, die am

CVUA mit dem CIB-A-Kit durchgefuhrt wird, aufgrund von starken Kreuzreaktivitaten der
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Primer nicht gut geeignet ist (Dr. Claudia Brinen-Nieweler, CVUA Munster, personliche
Mitteilung), wird zur Bestimmung der beiden Spezies z.B. in Kadseproben nur noch die PCR-
RFLP-Methode nach Wolf et al. [140] angewendet. Dabei wird aus dem cytb-Gen ein 464bp-
PCR-Produkt erhalten und anschlie®end verdaut (vgl. Abb. 5). Die Methode ist jedoch relativ
zeitaufwendig, aullerdem ist eine eindeutige Interpretation des Fragmentmusters aufgrund
schwacher Bandenintensitaten bei der gelelektrophoretischen Analyse der verdauten PCR-
Produkte, insbesondere bei Mischproben nicht immer mdglich. Definierte Nachweisgrenzen
fur die Bestimmung von Schaf und Ziege mittels PCR-RFLP kénnen trotz verschiedener
Validierungsexperimente am CVUA Mdunster aufgrund einer starken Matrixabhangigkeit der
Methode nicht angegeben werden und auch in der Literatur wurde bisher keine
systematische Untersuchung zur Sensitivitdit der Methode beschrieben. Der parallele
Nachweis von Rind gelingt zudem aufgrund einer schwachen Restriktion nur sehr einge-
schrankt, weshalb in einem Ziegenfeta eine 5%ige Zumischung von Kuhmilch (Probe V-2)
durch PCR-RFLP nicht mehr nachgewiesen werden konnte (vgl. Tab. 3). Dagegen gelang
der Nachweis durch Hybridisierung der cytb-PCR-Produkte sowohl konventionell unter dem
Deckglaschen als auch im DNA-Sensorchip, so dass die chipbasierten Nachweismethoden
sich hier im Vergleich zu dem etablierten PCR-RFLP-Verfahren als sensitiver erwiesen
haben. In der Routinekontrolle missen Kaseproben stattdessen mit dem Casein-ELISA
.Ridascreen Cis" auf Rind getestet und positive Ergebnisse durch tierartspezifische PCR
bestatigt werden.

Am CVUA Minster werden jahrlich 800-1000 Lebensmittelproben Uberprift, von denen
jedoch nur 10 % im ELISA-Screening eine Auffalligkeit zeigen und in weiteren Schritten
molekularbiologisch untersucht werden. Vor diesem Hintergrund stellt auch die Methode zur
Tierartendifferenzierung mittels cytb-PCR und Hybridisierung im DNA-Sensorchip keine
echte Alternative zum ELISA-Test dar, weil fir die immunchemische Analyse im Gegensatz
zu den verschiedenen DNA-analytischen Verfahren der zusatzliche DNA-Extraktionsschritt
und auch die Amplifikation nicht notwendig sind und der zeitliche Aufwand damit insgesamt
viel geringer ist. Fir die in der Routine geforderte unabhéngige Uberpriifung auffalliger
Ergebnisse des ELISA-Tests bietet sich allerdings mit den beiden hier entwickelten chip-
basierten Nachweismethoden gegentiber den bisher angewendeten Referenzmethoden ein
deutlicher Vorteil, weil sie in einem Experiment flir die meisten erdenklichen Probenzusam-
mensetzungen eine eindeutige Identifizierung der relevanten Nutztierspezies erlauben.

Bei der Hybridisierungsanalyse der Realproben-PCR-Produkte konnte nach den Vorunter-
suchungen zu Effizienz und Spezifitdt von PCR und Hybridisierung davon ausgegangen
werden, dass im Falle einer ausreichend grol3en Nukleinsdurekonzentration des DNA-
Extraktes ein schwaches Sondensignal nur auf einen geringen Anteil der entsprechenden

Spezies in der Probe zurlckzufuhren war. Die Konzentration der Gesamt-DNA lag fur die
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meisten der 26 untersuchten Extrakte in derselben GréRenordnung (Abb. 104), wobei die
Schwankungen zwischen den DNA-Konzentrationen klein waren verglichen mit den Abwei-

chungen zwischen den Anteilen der einzelnen Spezies in den verschiedenen Proben.

N
o

Anzahl Realproben

-_— -_— -_— -_— -
o N A O O O N M O O
1 1 1 1 1 1 1 1 1

<10 11-|50 51-|100 >1|00
Gesamt-DNA (ng/ul)

Abb. 104 Schwankungsbreite des Konzentrationsbereiches der Realproben-DNA-Extrakte

Die Konzentration und die Qualitat der extrahierten DNA werden, wie bereits erwahnt, nicht
nur dadurch beeinflusst, dass die Extraktion entweder aus einer Fleisch- oder aus einer
Kaseprobe erfolgt. Eine Auswirkung hat vielmehr auch die in der Probe enthaltene Fleisch-
sorte, so ist z.B. in magerem Muskelfleisch deutlich mehr DNA enthalten als in fettreichem
Bauch- oder Riickenspeck. Fir Proben mit bekannter, allerdings massenbezogener Zusam-
mensetzung der Zutaten (z.B. 20 % Schweineleber, 80 % Huhnerbrust) werden sich aus
diesem Grund und auch aufgrund der semi-quantitativen PCR die Anteile der verschiedenen
Spezies im Analysenergebnis nicht in jedem Fall wieder finden lassen. Um eine maximale
Sensitivitdt des Nachweises zu gewahrleisten, sollte letztlich bei der praktischen Anwendung
der Nachweismethode der DNA-Extrakt immer unverdinnt in die PCR eingesetzt werden,
falls keine Inhibition auftritt.

Fur eine weitere Etablierung der Methode zur Tierartendifferenzierung mittels Hybridisie-
rungsanalyse der cytb-PCR-Produkte sollten in zukiinftigen Arbeiten noch weitere Real-
proben analysiert werden, weil z.B. die besonders anspruchsvollen Probenzusammen-
setzungen mit vier verschiedenen Spezies bisher noch nicht ausreichend untersucht wurden.
Es bleibt beispielsweise zu klaren, ob dabei eventuell in bestimmten Fallen die Amplifikation
von Minorkomponenten nur noch eingeschrankt ablauft. Allerdings stellt der parallele Nach-
weis von vier Spezies in einer Probe in der Routinekontrolle ohnehin keine haufige Frage-

stellung dar und zumindest die Identifizierung von drei verschiedenen Spezies in einer Probe
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erwies sich bisher als absolut unproblematisch. Weiterhin ware auch die Analyse zusatz-
licher Késeproben sinnvoll, um zu demonstrieren, dass das von der Referenzanalytik abwei-
chende Ergebnis fur den Schafskase P-18 nur eine Ausnahme darstellt, und um moglichst
die Ursache daflir zu bestimmen. Das Ziel ware auferdem, auch fiir den Nachweis verschie-
dener Spezies in Kaseproben die Sensitivitat mittels definierter Mischungen aus zertifizierten
Referenzmaterialien genauer abzuschatzen.

Hinsichtlich der Nachweisgrenzen flir geringe Probenbestandteile kann die hier entwickelte
Methode zur Tierartendifferenzierung einem Vergleich mit verschiedenen in der Literatur
beschriebenen Methoden sehr gut standhalten. Rlggeberg et al. [124] nutzten die Blot-
Technik und hybridisierten die membrangebundene Proben-DNA mit artspezifischen
Sonden, wodurch 1%ige Anteile von Rind-, Schwein- Pute- und Schaffleisch in erhitzten
Mischproben noch eindeutig nachgewiesen werden konnten. Dieses Verfahren konnte dabei
auf einen Amplifikationsschritt verzichten, da die Sonden spezifisch fir in vieltausendfacher
Kopie im Genom vorliegende Mikrosatelliten waren. Mit der cytb-PCR-RFLP-Methode nach
Meyer et al. [136] konnten Schwein-spezifische Fragmente auch bei 0.5%iger Zumischung in
Rindfleisch nach Erhitzung der Proben noch nachgewiesen werden. Umgekehrt gelang
allerdings bei Anwendung derselben Methode die Detektion eines 10%igen Anteils von Rind
in Schweinefleisch nicht und auch die Bestimmung von Schaf in verschiedenen erhitzten
Mischproben mit 2, 5 bzw. 25%iger Beimengung war nicht mdéglich [5]. Durch eine
Anpassung des fiir die Konsensus-PCR eingesetzten Primerpaares konnten Riggeberg et
al. [124] dagegen noch 1%ige Rindzumischungen in Schweinefleisch und 10%ige Anteile
von Schaf- in Rindfleisch nachweisen. Lahiff et al. [127] entwickelten tierartspezifische
Primer fur den Nachweis von bis zu jeweils 1 % Rind- und Schweinanteilen bzw. von bis zu
5 % Schafanteilen in Tiermehlproben. Mittels einer Multiplex-PCR konnten Bellagamba et al.
[130] noch 0.25%ige Verunreinigungen durch Wiederkauer (Rind, Ziege, Schaf) und Schwein
in Fischmehl detektieren, wahrend Rea et al. [129] mit Hilfe einer Duplex-PCR der Nachweis
1%iger Anteile von Rind bzw. Wasserbuffel in Milch und Mozzarella-Kése gelang. Im
Gegensatz dazu wiesen Plath et al. [199] durch PCR-RFLP des p-Casein-Gens von Schaf-
und Ziegen-DNA noch 0.5%ige Zumischungen von Kuhmilch in Schafs- und Ziegenkase
nach.

Die meisten Methoden zur Tierartendifferenzierung liefern nur eine qualitative oder semi-
quantitative Aussage, die bei den haufigsten Fragestellungen zur Uberpriifung der Etikettie-
rung jedoch ausreichend ist. Dagegen nutzten Calvo et al. [126] die exponentielle Amplifika-
tionsphase der PCR, um einen Anteil von bis zu 1 % Schweinefleisch in verschiedenen
Proben durch den Abgleich mit einer Kalibrationsgeraden zu quantifizieren, die densito-
metrisch aus der Bandenintensitat bei der gelelektrophoretischen Analyse eines spezies-

spezifischen PCR-Produktes nach 20 Reaktionszyklen bestimmt wurde. Die Methode ist
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allerdings relativ umstandlich und erwies sich im Bereich der Bestimmung 10%iger Schwein-
anteile als ungenau. Sie darf auf3erdem nicht verwechselt werden mit den echt quantitativen
PCR-Methoden, namlich der kompetitiven PCR und der Real-Time-PCR, die inzwischen von
vielen Routinelaboratorien als Dienstleistung angeboten wird (vgl. 6.3). Ein Real-Time-PCR-
Verfahren wurde z.B. von Laube et al. [210] fur den Nachweis von bis zu 0.1%igen Zu-
mischungen von Rindfleisch in prozessierten Lebensmitteln entwickelt. Die Methode wurde
durch die Analyse zahlreicher Mischproben evaluiert und gewahrleistet neben dem Nachweis
einer rindspezifischen Sequenz auch einen sicheren Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse
durch die parallele Amplifikation eines universellen DNA-Fragmentes aus Fleisch von
verschiedenen Saugetieren und Gefligelarten.

Als eine alternative Referenzmethode werden am CVUA Minster momentan die SureFood
Animal ID Kits von Congen (Berlin) getestet, welche flir den Nachweis zahlreicher Spezies
angeboten werden und auf dem Prinzip eines PCR-ELISAs beruhen. Dabei werden zunachst
speziesspezifische DNA-Abschnitte amplifiziert, woraufhin die PCR-Produkte dann in einem
sequentiellen, ELISA-ahnlichen Verfahren mit tierartspezifischen Sonden hybridisiert und die
Hybride detektiert werden. Der Hersteller garantiert Nachweisgrenzen von 0.5 %, wobei in
Futtermitteln mit hohem pflanzlichen Anteil sogar Anteile von unter 0.1 % nachgewiesen
werden konnen. Prinzipiell zeigt die PCR-ELISA-Methode grundlegende Ahnlichkeiten im
Vergleich zu den chipbasierten Methoden, so ergeben sich z.B. dieselben Optimierungs-
ansatze im Bereich des Primer- und Sondendesigns, um eine spezifische Detektion zu
erreichen. Allerdings erlaubt der PCR-ELISA zwar einen hohen Probendurchsatz, jedoch
keine Parallelisierung des Nachweises verschiedener Spezies, wohingegen die chipba-
sierten Verfahren genau umgekehrt eine hohe Parallelisierung bei vergleichsweise geringem
Probendurchsatz ermdglichen. Die PCR-ELISA-Methode ist dadurch zeitlich deutlich aufwen-
diger und auch teurer als die bisher angewendeten Referenzverfahren.

In der Literatur wurde bisher noch kein Ansatz zur Tierartendifferenzierung beschrieben, der
analog zu der in dieser Arbeit entwickelten Nachweismethode die Sensitivitat der PCR mit
der Spezifitat der Hybridisierungsanalyse auf einem DNA-Sondenarray kombiniert. Diesem
Prinzip folgt bisher nur der CarnoCheck®-DNA-Chip, den die Firma Greiner Bio-one (Fricken-
hausen) seit kurzem zum semi-quantitativen Nachweis von acht Tierarten in Nahrungs- und
Futtermitteln bei einer Nachweisgrenze von 0.5 % anbietet. Der Kit umfasst alle notwendigen
Komponenten fir die Amplifikation eines cytb-Fragmentes und die anschlielende konven-
tionelle Chiphybridisierung. Allerdings wurden bisher keine naheren Daten und Informationen
publiziert, die Aufschluss Uber das Design der Primer und der Sonden oder tUber Ergebnisse

bei der Anwendung des Systems geben.
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Vergleich von konventioneller Chiphybridisierung und Realzeithybridisierung
Besonders deutlich werden die Vorteile der PCR-Produkt-Analyse im DNA-Sensorchip, wenn
man die Ergebnisse der Realzeithybridisierung und der als Vergleichsmethode eingesetzten
konventionellen Chiphybridisierung hinsichtlich verschiedener Aspekte miteinander vergleicht
(Tab. 21).

Tab. 21 Vergleich verschiedener Eigenschaften der beiden fir die Tierartendifferenzierung in
Lebensmitteln angewendeten Hybridisierungsmethoden

Eigenschaft Konventionelle Chiphybridisierung Realzeithybridisierung
Array low-density (n = 12) low-density (n = 3)
Photobleaching vernachlassigbar vernachlassigbar
Reproduzierbarkeit ca. 40 % ca.5%
Spezifitat viele schwache Kreuzhybridisierungen fast keine Kreuzhybridisierungen
Nachweisgrenze ca.0.1% ca.0.1%
PCR-Produkt- 3.25 i 4 ul (max: 25 ul)
Volumen

Verbrauch 1 Messung/Array ca. 20 Messungen/Array
Dauer 120 min" 5 min
Charakterisierung gut — sehr gut sehr gut

von Realproben

Y Angenommen wurde eine Standard-Inkubationszeit von 1 h.

Zunachst muss betont werden, dass die Hybridisierung auf DNA-Chips unter dem Deck-
glaschen hier insofern von der konventionellen DNA-Chip-Technologie abweichend einge-
setzt wurde, als dass nicht mit high-density-Arrays, sondern der Aufgabenstellung angepasst
mit einem low-density-Array gearbeitet wurde. Dabei wurde fur den DNA-Sensorchip und
den konventionellen DNA-Chip dasselbe Sondenset verwendet. Wahrend die Grdélke der
sensitiven Flache und damit des Sondenarrays im DNA-Sensorchip beschrankt war, bot sich
bei der konventionellen Chiphybridisierung der Vorteil einer groReren Detektionsflache im
Mikroarrayscanner, so dass die Sonden mit einer hdheren Redundanz immobilisiert werden
konnten. Der Effekt des Photobleachings konnte bei der Detektion der Fluoreszenz sowohl
im Mikroarrayscanner als auch im DNA-Sensorchip vernachlassigt werden, weil sich die
Auswirkung der wiederholten Anregung der Fluorophore auf den konventionell hybridisierten
DNA-Chips bereits als gering erwies und die Strahlungsintensitat des fokussierten Laser-
strahls im Mikroarrayscanner dabei noch deutlich groRer war als auf der sensitiven Ober-
flache im DNA-Sensorchip. Die Anregung erfolgte dort namlich nur indirekt durch die ver-

gleichsweise schwache Intensitat des evaneszenten Feldes, dessen Ausdehnung auRerdem
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auf ein stark aufgeweitetes Profil des eingekoppelten Laserstrahls zurlickzufiihren war.
Dadurch ergab sich ebenso wie in einem analog am ICB entwickelten Evaneszent-Feld-
Sensorsystem auf Kunststoffbasis eine energetisch glnstige Anregungsoptik, die wahrend
der Messungen auch Uber mehrere Minuten nicht zu einem signifikanten Photobleaching-
Effekt fuhrte [75].

Zwar zeigte die konventionelle Chiphybridisierung im Hinblick auf die Spezifitdt und die
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse schlechtere Eigenschaften als die Realzeithybridi-
sierung. Eine eindeutige Analyse der Realproben zur Tierartendifferenzierung war aber
dennoch méglich und die Ergebnisse der Referenzanalytik konnten wie auch bei der Analyse
im DNA-Sensorchip bestatigt werden. Trotz der zeitlich eng begrenzten Bindungsphase
wurde bei der Realzeithybridisierung im Vergleich zur konventionellen Chiphybridisierung
kein grundsatzlicher Sensitivitatsverlust beobachtet. Fir beide Systeme kann beziglich der
analysierten Fleischmischungen eine Nachweisgrenze von etwa 0.1 % angegeben werden.
Dabei sollte bertcksichtigt werden, dass zur Detektion der 0.1%igen Zumischung von Huhn
in Rindfleisch im Sensorchip das Volumen des zugegebenen PCR-Produktes von 4 pl auf
25 yl erhéht werden musste, wahrend unter dem Deckgldschen zumindest in einer der
beiden analysierten Proben das Huhn684-Signal mit dem Standard-Volumen von 3.25 pl
detektiert werden konnte. Wahrend bei der Realzeithybridisierung das Volumen des zugege-
benen PCR-Produktes bei konstanter Pufferzusammensetzung variiert werden kann, bietet
sich diese Mdglichkeit bei der konventionellen Hybridisierung nicht ohne weiteres. Eine
Verbesserung der Nachweisgrenzen koénnte daher lediglich Uber eine Verlangerung der
Inkubationszeit erreicht werden, wodurch sich aber ein zusatzlicher Nachteil gegeniber der
zeitsparenden Hybridisierung im Sensorchip ergabe, bei der eine Probe innerhalb von 5 min
vorbereitet und vermessen werden kann.

Ein deutlicher Vorteil fir die Realzeithybridisierung ergibt sich auch durch die im Vergleich zu
den konventionellen DNA-Chips geringere Anzahl der verbrauchten DNA-Sensorchips, weil
hier jeder Sondenarray mindestens 20x regeneriert werden kann, wahrend unter dem Deck-
glaschen jeder Array nur einmal hybridisiert werden sollte. Auf der Regenerierbarkeit der
Sensorchips beruht auch die sehr gute intra-Array-Reproduzierbarkeit der Methode und das
Verfahren wird erst dadurch automatisierbar und schnell, weil ein haufiger Wechsel des
Sensorchips und damit verbundene Wartezeiten verhindert werden. Aulzerdem ergeben sich
durch den einmaligen Gebrauch der DNA-Chips bei der konventionellen Hybridisierungs-
methode hoéhere Verbrauchskosten als bei der Analyse im Sensorchip. Eine genaue
Abschatzung der Gesamtkosten beider Methoden ist nicht moglich, da das DNA-Biosensor-
system nicht auf dem Markt angeboten wird. Allerdings wirde ein entsprechendes Produkt
preislich wahrscheinlich im Bereich der gunstigsten DNA-Mikroarrayscanner liegen, so dass

die Realzeithybridisierungsanalyse in jedem Fall konkurrenzfahig ware. Aber auch die
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Methode der konventionellen Chiphybridisierung bietet ein deutliches Potential fir die
Anwendung zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln, weil Mikroarrayscanner zuneh-
mend Einzug in molekularbiologische Labore halten. Dementsprechend mussten hier ledig-
lich entsprechende Kits mit den immobilisierten Sondenarrays und einem optimierten Hybri-

disierungspuffer angeboten werden.

6.3 Detektion von Mikroorganismen durch Realzeit-Hybridisierung

Im Rahmen der Adaption des Nachweises der sulfatreduzierenden Prokaryonten vom kon-
ventionellen SRP-PhyloChip auf den DNA-Sensorchip wurde starker noch als bei der
Analyse der PCR-Produkte zur Tierartendifferenzierung die Diskriminierung auch einzelner
mismatches zwischen Sonde und Target-DNA verlangt. Nur dadurch kann eine Differen-
zierung der zum Teil sehr nah verwandten, 134 verschiedenen SRP-Arten, fur die bereits
eine 16S rRNA-Sequenz verdffentlicht wurde, nach dem Mehrfachsondenkonzept gewahr-
leistet werden. Die Analyse der zunachst ausgewahlten Oligonukleotid-Targets und spater
auch der markierten PCR-Produkte von Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh.
retbaense durch Hybridisierung mit den korrespondierenden Sonden SRB385, SRB385Db
und DSV698 bestatigte, dass bereits wahrend der Assoziationsphase in den meisten Fallen
deutlich zwischen pm- und 1mm- bzw. 2mm-Paarungen unterschieden werden kann. Die
1mm-Wechselwirkungen erreichten dabei Ublicherweise eine Signalintensitdt im Bereich
<10 % des pm-Signals. Eine Ausnahme bildete lediglich die Wechselwirkung von Dsv.
halophilus mit der SRB385Db-Sonde, bei der trotz eines GT-mismatches noch eine sehr
intensive Anbindung beobachtet wurde. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass sich auch zwi-
schen den Basen Guanin und Thymin zwei Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden kénnen
(Abb. 105 A) [211]. Diese sind auRerdem aufgrund der Beteiligung von zwei Imino-Protonen,
welche starker polarisiert sind als Amino-Protonen, besonders stabil, weshalb G-T-
mismatches generell relativ gut toleriert werden. Dieses Phanomen wurde bereits in ver-
schiedenen Studien eingehend untersucht. Ikuta et al. [212] bestimmten die destabilisierende
Wirkung verschiedener Basenfehlpaarungen durch die Analyse der Dissoziationskinetiken
von 19mer-Oligonukleotid-DNA-Hybriden mit einzelnen mismatch-Positionen innerhalb der
DNA-Helix. Die Ergebnisse sind in Abb. 106 zusammengefasst und zeigen, dass sich neben
den bevorzugten Watson-Crick-Basenpaarungen A-T und G-C auch zwischen G-T, G-A und
G-G Wechselwirkungen aufbauen, welche die Stabilitat der DNA-Doppelhelix weit weniger
beeinflussen als die Basenfehlpaarungen A-A, T-T, C-C, C-T und C-A. Dabei erwiesen sich
die G-A- und G-G-Wechselwirkungen als etwas schwacher im Vergleich zu der relativ
stabilen G-T-,mismatch“-Paarung, weil die Wechselwirkung zwischen den Heterobizyklen

der beiden Purine G und A sterisch anspruchsvoller ist und weil z.B. bei der G-A-Paarung
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nur an einer der beiden Wasserstoffbriickenbindungen ein Imino-Proton beteiligt ist (Abb.
105 B).

A o B
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Abb. 105 non-Watson-Crick-Wechselwirkungen zwischen Guanin und Thymin (A) sowie
Guanin und Adenin (B)

- - - - : Wasserstoffbriickenbindung
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Abb. 106 Einfluss der Wechselwirkung verschiedener Nukleinsdurebasen auf die Stabilitat der
DNA-Doppelhelix (nach: Ikuta et al. [212])

A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin, «—»: bevorzugte Watson-Crick-Basenpaarungen, < -»:
schwachere non-Watson-Crick-Wechselwirkungen, ohne Pfeilverbindung: instabile Basenpaarungen.

Ahnliche Ergebnisse erhielten auch Sugimoto et al. [213] bei der Bestimmung der
thermodynamischen Eigenschaften von 66 verschiedenen RNA/DNA-Hybriden mit einzelnen
mismatches unterschiedlicher Art aus UV-photometrischen Schmelzkurven. Der G-T-
mismatch erwies sich hier ebenfalls als weitaus stabilste Fehlpaarung, wahrend auch zwi-
schen U-G, G-G und G-A noch deutliche Wechselwirkungen auftraten. Der Anteil der Fehl-
paarungen A-A, U-T, U-C, C-A und C-T an der Bindungsstabilitdit der RNA/DNA-Hybride
konnte dagegen vernachlassigt werden.

Obwohl somit eine starke Kreuzhybridisierung von Dsv. halophilus mit der SRB385Db-Sonde
erwartet werden konnte, wurde die Sondensequenz von Loy et al. [173] dennoch bei der

Konzeptionierung des SRP-PhyloChips ausgewahlt, weil sie ebenso wie die Sonde SRB385
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bereits in zahlreichen vorangegangenen Untersuchungen zur SRP-Bestimmung eingesetzt
worden war. Bei der Auswahl der Ubrigen Sondensequenzen wurden zum einen 24 weitere
Sonden berlcksichtigt, die zuvor im Rahmen der SRP-Detektion beschrieben worden waren
und nach einem erneuten Abgleich mit den aktuellen 16S rRNA-Daten in das Sondenset
aufgenommen wurden. Zum anderen wurden nach dem Mehrfachsondenkonzept 102
zusatzliche Sonden entworfen, wobei sich das Design aller Sonden danach richtete, dass die
Sequenz ohne T8-Spacer eine Lange von 18 nt bei einem minimalen GC-Gehalt von 50 %
aufweisen sollte. Um eine maximale Spezifitdt zu erreichen, sollten bei einem Inter-Spezies-
Vergleich mdglichst viele mismatches im zentralen Bereich der Sequenz liegen. Die
Evaluierung des Sondensets zeigte jedoch, dass die Hybridisierungseigenschaften nicht
immer aus der Sequenz vorhersagbar sind.

Mit den in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen zur Spezifitat ausgewahlter Sonden
bei unterschiedlichen Stringenzbedingungen im DNA-Sensorchip konnten grundsatzlich die
Ergebnisse von Loy et al. [173, http://www.microbial-ecology.de/download/srpphylochip] be-
statigt werden. Demnach konnten bei konstanter Stringenz nicht alle Sonden des SRP-
PhyloChips zwischen perfekt- und fehlpaarenden Hybridisierungsereignissen unterscheiden,
weil sich fur die verschiedenen Sondensequenzen unterschiedliche optimale Stringenzbedin-
gungen ergaben. Wahrend der urspriinglichen Evaluierung des Sondensets durch Hybridi-
sierung mit PCR-Produkten von 41 verschiedenen SRP-Spezies hatten sich bei konstanter
Waschtemperatur des SRP-PhyloChips auf 31 % der Sonden unspezifische Anbindungen
gezeigt, wobei auch mit den Sonden SRB385 und SRB385Db haufig Kreuzhybridisierung
auftrat. Flr eine exakte Differenzierung zwischen pm- und mm-Signal ware dement-
sprechend eine Analyse der Hybridisierungen bei unterschiedlichen Stringenzbedingungen
notig. Dies lielRe sich bei Anwendung des konventionellen SRP-PhyloChips nur durch einen
sehr groRen Arbeitsaufwand realisieren, wie die Bestimmung der Schmelzkurven fir die
Anbindung der PCR-Produkte von Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense
gezeigt hat [173]. Dazu musste bei Waschtemperaturen von 42-60°C fir jeden Referenz-
organismus eine separate Hybridisierung auf einem SRP-PhyloChip durchgefiihrt werden.
Wahrend in ahnlichen Experimenten zur Charakterisierung des Bindungsverhaltens der
Dsv. halophilus-Targetoligonukleotide mit dem DNA-Sensorchip zum Teil Maximumskurven
erhalten wurden, ergab sich mit dem SRP-PhyloChip ein klassischer Verlauf der Schmelz-
kurven ohne Signaloptimum. Dies ist darauf zurickzufuhren, dass hier nur die Temperatur
und nicht der Formamidgehalt des Hybridisierungspuffers variiert wurde. Dementsprechend
konnte auch nicht der aktivierende Effekt des Formamids beobachtet werden, der z.B. auch
von Urakawa et al. [204] bei der konventionellen Hybridisierung auf DNA-Mikroarrays
ausgenutzt wurde. Ein Vergleich der Ergebnisse zur SRP-Detektion bei variabler Stringenz

macht aulRerdem deutlich, dass durch die Hybridisierungsanalyse im DNA-Sensorchip in viel
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kirzerer Zeit und mit einem viel geringeren Arbeitsaufwand eine umfangreiche Datenmenge
zur Generierung von Schmelzkurven und zur Bestimmung der optimalen Stringenzbedin-
gungen der verschiedenen Sonden erhalten wurde als mit dem konventionellen SRP-
PhyloChip.

Der entscheidende Vorteil der Hybridisierung im DNA-Sensorchip wurde aber schliellich
dadurch demonstriert, dass nach einer Assoziation unter weniger stringenten Bedingungen
das Bindungsverhalten verschiedener Sondensequenzen in kurzer Zeit durch eine gezielte
Stringenzerhdhung in der Dissoziationsphase verfolgt werden konnte. Dadurch wurde z.B.
eine Differenzierung des G-T-mismatches bei der Hybridisierung von Dsv. halophilus mit der
SRB385Db-Sonde mdglich. Das ganze Potential dieses Ansatzes wird letztendlich erst dann
deutlich werden, wenn im DNA-Sensorchip die komplexe Hybridisierung mit allen 132
Sonden des SRP-PhyloChips verfolgt wird, weil dafiir trotz der grundsatzlich sehr guten
Spezifitat der Realzeithybridisierung in der Assoziationsphase nicht in allen Fallen mm-
Anbindungen ausgeschlossen werden konnen. Auf Dauer ist deswegen fur die Anwendung
des dynamischen Hybridisierungskonzeptes die Anbindung der Proben-DNA bei einem
optimierten, wenig stringenten Formamidgehalt des Puffers geplant (z.B. 40 % bei RT),
woraufhin dann in stringenten Waschschritten durch eine schrittweise Erhdhung des
Formamidanteils (z.B. 50 %, 60 %, 70 %) mm-Hybridisierungen aufgelést werden sollen. Das
zur Zeit realisierte Geratekonzept erlaubt dabei nur das indirekte Aufheizen des Sensorchips
Uber das Glasprisma, so dass keine Temperaturgradienten zur Variation der Stringenz
gefahren werden koénnen.

Wie die Ergebnisse zeigten, kann die Dauer der einzelnen Waschschritte von derzeit 200 s
noch deutlich verringert werden, weil eine charakteristische Veranderung des Bindungsver-
haltens bereits nach wenigen Sekunden zu beobachten war. Um nach diesem Prinzip eine
eindeutige Charakterisierung der verschiedenen SRP-Spezies durch Hybridisierung mit dem
evaluierten Sondenset zu ermoglichen und um die Stringenz der Waschstufen sinnvoll
wahlen zu kdnnen, musste aber zunachst einmalig das Bindungsverhalten der zur Verfligung
stehenden Referenzorganismen bei unterschiedlicher Stringenz im DNA-Sensorchip charak-
terisiert werden. Die entsprechenden Schmelzkurven wurden zwar bisher nur fiir die Modell-
Targetoligonukleotide Halop385-Cy5 und Halop698-Cy5 bestimmt. Die Analyse der PCR-
Produkte von Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. retbaense im DNA-Sensorchip
hat jedoch verdeutlicht, dass die PCR-Produkte dasselbe Bindungsverhalten wie die
korrespondierenden Targetoligonukleotide zeigen, so dass Schmelzkurven unproblematisch
wohl auch mit Realproben generiert werden kdnnten.

Als ein Vorteil der Hybridisierung im DNA-Sensorchip erwies sich auch, dass dabei fur
deutliche Fluoreszenzsignale viel weniger PCR-Produkt eingesetzt werden musste als bei
der Hybridisierung auf dem SRP-PhyloChip nach Loy et al. [173]. So reichten mit 0.8 pl
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Dsv. halophilus-Produkt im Sensorchip etwa 5 % der Ublicherweise auf dem SRP-PhyloChip
hybridisierten DNA-Menge noch aus, um eindeutige Signale zu detektieren. Diese Unter-
schiede sind wahrscheinlich auf die grundsatzlich verschiedenen Puffer- und Temperatur-
bedingungen bei beiden Hybridisierungsmethoden zurlickzuflhren, so enthielt der Standard-
puffer bei Loy et al. z.B. nur 5 % Formamid.

Weil die Ergebnisse demonstriert haben, dass die Analyse der Hybridisierung bei variabler
Stringenz im DNA-Sensorchip fir die schnelle und spezifische Identifizierung von Mikro-
organismen grundsatzlich geeignet ist, wird momentan in Zusammenarbeit mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Schleifer (TU Mlnchen) eine optimierte Version des Evaneszent-Feld-DNA-
Biosensorsystems entwickelt. Diese sieht neben einer verbesserten Temperierung auch eine
Automation der Probenzufliihrung und nachgeschalteter Waschschritte vor, wodurch dann
Stufengradienten flir das stringente Waschen in ein Messprogramm eingebunden werden
konnen. Das System soll dabei dauerhaft auf Basis der CEL-Objekttrager betrieben werden,
durch die zum einen eine standardisierte und qualitatsgeprifte Chipoberflache und zum
anderen eine maximale Vergleichbarkeit zu den Ergebnissen der Hybridisierung auf dem
SRP-PhyloChip gewahrleistet wird. Die Immobilisierung von DNA-Sonden auf den aldehyd-
aktivierten CEL-Objekttrdgern wurde auch schon in anderen Féllen erfolgreich fur die
Mikroorganismendetektion auf DNA-Mikroarrays angewendet, so z.B. von Chizhikov et al.
[166] zur Identifikation verschiedener Genotypen des humanen Gruppe-A-Rotavirus.
Bodrossy et al. [160] nutzten ebenfalls CEL-Objekttrager, um nach Amplifikation des parti-
kuldaren Methan-Monooxygenase(pMMO)-Gens methanotrophe und funktionell verwandte
Bakterien auf einem DNA-Mikroarray nachzuweisen. lhre Ergebnisse zur Konzeptionierung
eines hierarchisch strukturierten Sondensets bestatigten, dass besonders einzelne G-T- bzw.
G-U-mismatches bei DNA-RNA-Hybridisierungen keine Auswirkung auf die Hybridisierung
der perfekt komplementaren Target-DNA zeigen. AufRerdem wurden beim Design des ent-
sprechenden Sondensets in dieser Studie nicht nur die Positionierung der mismatches sowie
die G-C-Verteilung innerhalb der Sondensequenz beachtet, sondern auch sekundare Haar-
nadelstrukturen der Sonden-DNA als zusatzlicher mismatch bewertet. Um mdoglichst ver-
gleichbare Hybridisierungseffizienzen der verschiedenen Sonden zu gewahrleisten, wurden
die Sequenzen hier soweit wie moglich auf einen T.,-Wert von 60£2°C abgestimmt, so dass
sich im Gegensatz zu dem von Loy et al. [173] gewahlten Ansatz keine einheitliche Lange
der Sonden ergab. Die Validierung des generierten Sondensets mit den verschiedenen Rein-
kulturen zeigte jedoch, dass sich auch in diesem Fall die Hybridisierungseigenschaften nicht
fur alle Sonden vorhersagen lie3en. Immerhin trat aber nur an 8 von insgesamt 50 Sonden
mit einzelnen Organismen eine unerwartete Anbindung durch Kreuzhybridisierung auf, wobei
eine Tmm-Diskriminierung unter den gewahlten Hybridisierungsbedingungen von vorherein

nicht erwartet worden war. Unter Beriicksichtigung der beobachteten Kreuzhybridisierungen
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konnten hier bei konstanter Stringenz die Bakterienpopulationen in Umweltproben mit einer
Nachweisgrenze von etwa 5 % bezogen auf die Gesamtheit der in einer Probe vorliegenden
Bakterien eindeutig identifiziert werden.

Weil dieser Weg aber mit einer zunehmenden Komplexizitat der Fragestellung, wie z.B. auf
dem SRP-PhyloChip, immer weniger geeignet ist, wahlten Liu et al. [214] fur die Differen-
zierung funf nah verwandter Bakterienspezies des Bacillus-Typs auf einem DNA-Mikroarray
ebenfalls einen dynamischen Ansatz. Dazu wurden nach dem hierarchischen Mehrfachson-
denkonzept 30 Sonden aus dem Bereich des 16S rRNA-Gens entwickelt und auf polyacryl-
amidbeschichteten Glaschips immobilisiert. Um nach der Hybridisierung der fluorophor-
markierten 16S rRNA-Genamplifikate der verschiedenen Spezies eine Diskriminierung zwi-
schen pm- und mm-Hybriden zu ermdéglichen, wurden simultan fir alle Sonden des Arrays
durch eine systematische Temperaturerhhung die charakteristischen Schmelzkurven be-
stimmt. Unspezifische Anbindungen konnten dadurch eindeutig identifiziert werden, weil mm-
Hybride bereits bei Temperaturen unterhalb des T,-Wertes der jeweiligen pm-Wechsel-
wirkung vollstandig dissoziierten. Das Detektionsprinzip ist damit ahnlich dem Ansatz zur
SRP-Detektion im DNA-Sensorchip, bei dem der Stringenzgradient durch Erhéhung des
Formamidgehaltes realisiert wird. Eine Analyse nach Liu et al. ist allerdings deutlich auf-
wendiger, so dauerte eine Messung inklusive Hybridisierung, Abwaschen der ungebundenen
Target-DNA und Detektion der Schmelzkurven hier etwa 8 h.

Die verschiedenen Beispiele zeigen, dass bei der Entwicklung von DNA-Mikroarrays zur
Mikroorganismen-Diagnostik ein prazises Sondendesign bei méglichst genauer Abschatzung
des Sondenverhaltens die entscheidende Voraussetzung fur eine erfolgreiche Anwendung in
der Praxis bilden, unabhangig davon, ob der Nachweis nach der konventionellen DNA-Chip-
oder der Sensorchipmethode erfolgen soll. Die bisher zur Verfligung stehenden Analyse-
verfahren, wie z.B. kulturelle Anzucht, Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung (FISH) mit DNA-
Sonden oder spezies-spezifische PCR, kdnnen meist nur einzelne Bakterienspezies identifi-
zieren und sind zudem meist sehr zeitaufwendig. Dagegen ergibt sich durch die Kombination
von PCR und Arrayhybridisierung die mit Abstand schnellste und sensitivste Methode fir die
simultane Charakterisierung verschiedener Spezies in komplexeren Bakterienpopulationen.
Die zahlreichen Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet [10,160-166,185] machen das grolie
Interesse an solch alternativen Verfahren deutlich. Auf dem Markt erhaltlich sind bisher aller-
dings nur wenige mikroarraybasierte Produkte, die auch nur fir den gezielten Nachweis
bestimmter Spezies geeignet sind. So erméglicht z.B. der NUTRI®Chip von Genescan
(Freiburg) den simultanen Nachweis der Spezies Listeria monocytogenes, Salmonella spp.
und Campylobacter (C. jejuni, C. coli) als wichtigste Ausschlusskeime in Lebensmitteln. Die
Detektion erfolgt dabei durch die Amplifikation charakteristischer DNA-Sequenzen in einer

Multiplex-PCR und die anschlieRende Hybridisierung der PCR-Produkte auf spezifischen
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Sonden. Weiterhin wird von Greiner Bio-one (Frickenhausen) der Parocheck™-DNA-Chip
angeboten, welcher den semi-quantitativen Nachweis von insgesamt 20 verschiedenen
Parodontitis assoziierten Keimen erméglicht und auf dem Nachweis keimspezifischer Teil-
sequenzen des 16S rRNA-Gens beruht.

Durch die Versuche zur Mikroorganismendetektion wurde letztendlich auch verdeutlicht,
dass die Hybridisierung im DNA-Sensorchip — ebenso wie konventionell auf DNA-Chips — bei
einem gezielten Sondendesign auch fir den Nachweis von Punktmutationen (SNPs) genutzt
werden kann, um dadurch z.B. genetisch bedingte Erkrankungen festzustellen oder eine
individuelle Genotypisierung der Patienten in der Pharmakogenomik zu erméglichen. Neben
den Sequenziermethoden und der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse ist
heute eine der am meisten angewendeten Methoden zum SNP-Nachweis der TagMan™-
Assay. Dabei handelt es sich um ein spezielles Real-Time-PCR-Verfahren, bei dem
zusatzlich zu den beiden normalen PCR-Primern zwei TagMan™-Oligonukleotidsonden ein-
gesetzt werden. Eine von diesen Sonden ist perfekt komplementar zur Wildtyp-Sequenz,
wahrend die andere perfekt komplementar zur SNP-tragenden Sequenz ist. Zusatzlich
tragen die Sonden am 5’-Ende unterschiedliche Reporterfarbstoffe, deren Fluoreszenz durch
einen Fluoreszenz-Ldscher (quencher) am 3’-Ende unterdruckt wird (Abb. 107). Je nachdem,
ob in der Probe Wildtyp- oder mutierte DNA vorliegt, hybridisiert die jeweils perfekt komple-
mentdre Sonde mit der Template-DNA und wird dann wahrend der Primer-Elongation in der
PCR durch die 5-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase zu einzelnen Nukleotiden
zersetzt [215]. Dadurch wird der 5’-Reporter-Fluoreszenzfarbstoff vom 3’-Quencher getrennt
und die damit proportional zu der PCR-Produktmenge entstandene Fluoreszenz im Real-
Time-PCR-Cycler detektiert. Die aufgrund eines mismatches nicht hybridisierende Sonde
wird nicht abgebaut und die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes bleibt weiterhin durch den
Quencher unterdriickt. So geben letztlich die Fluoreszenzintensitaten der beiden unter-
schiedlichen Reporter-Farbstoffe Aufschluss tUber die Verteilung zwischen Wildtyp- und SNP-
Sequenz in der Probe.

Der Vorteil der TagMan™-Methode besteht darin, dass dabei samtliche post-PCR-Schritte
entfallen. Neueste Gerate sind aullerdem in der Lage, Mikrotiterplatten mit bis zu 384
Kavitaten zu prozessieren, so dass damit ein Hochdurchsatz-Screening maéglich wird. Aller-
dings ergibt sich ein Nachteil durch den hohen Kostenfaktor des notwendigen Thermocyclers
mit optischer Detektionseinrichtung (z.B. GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt)
oder Lightcycler® (Roche Diagnostics, Mannheim)) und die entsprechenden Reagenzien. Der
wesentliche Unterschied zu den chipbasierten Methoden besteht darin, dass die TagMan™-
Methode nur sehr begrenzt multiplex-fahig ist, denn in der Regel kann pro PCR nur ein SNP

(entsprechend zweier paralleler Hybridisierungen) detektiert werden.
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Abb. 107 Schematische Darstellung eines TagMan®-Assays

Probe enthalt nur die mutierte Sequenz mit einem SNP. A: Mutationssonde hybridisiert und wird durch
Polymerase abgebaut, B: Wildtyp-Sonde hybridisiert nicht (oder bedeutend schwacher) aufgrund
eines mismatches. Anstieg des Fluoreszenzsignals nur fiir Reporter-Farbstoff Ry aus Mutationssonde.

Aufgrund der hohen Spezifitadt, der Schnelligkeit und der quantitativen Aussage des Nach-
weises wird die TagMan®PCR besonders haufig auch zur Detektion einzelner, definierter
Mikroorganismen eingesetzt [216]. So werden z.B. von Applied Biosystems TagMan®-Kits
zur Bestimmung von Pathogenen in Lebensmitteln und von zahlreichen Routinelaboratorien
die TagMan®-Analyse auf Mikroorganismen als Dienstleistung angeboten.

Die unterschiedlichen charakteristischen Merkmale der Real-time-PCR und der Chiptechno-
logie werden in Zukunft dazu flihren, dass diese Techniken schwerpunktmaRig fur unter-
schiedliche Fragestellungen zum Einsatz kommen. Falls sehr viele Proben im Hinblick auf
einzelne oder wenige Targets (z.B. Mikroorganismen oder SNPs) untersucht werden
mussen, werden die Vorteile der Real-time-PCR, d.h. insbesondere die einfache Handha-
bung und das Potential fir quantitative Ergebnisse, zum Zuge kommen. Die Chiptechnologie
wird dort ihr Einsatzfeld finden, wo in wenigen Proben eine Vielzahl mdglicher Targets — bis
hin zur Groltenordnung von high-density-Chips — nachgewiesen werden muss. Typischer-
weise sind dies Anwendungen, bei denen eine Konsensus-PCR oder direkte RNA-Markie-
rungen maoglich bzw. echte Multiplex-PCR-Systeme etabliert sind und eher qualitative Anga-
ben ausreichen. Das Anwendungsspektrum der Chiptechnologie wird dabei durch den
Gebrauch von DNA-Sensorchips in Richtung der Real-time-PCR-Methoden erweitert, da die
Sensorchip-Hybridisierung einen hdheren Durchsatz bei einer immer noch diagnostisch

sinnvollen Anzahl von analysierten Targetsequenzen (einige 10 bis 100) erlaubt.
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7 Zusammenfassung

Mit der vorliegenden Arbeit ist es erstmalig gelungen, die Anwendung eines Evaneszent-
Feld-DNA-Biosensorsystems zur schnellen, zeitaufgelosten Detektion multipler Hybridisie-
rungsereignisse auf verschiedene praktische Fragestellungen zu etablieren und zur
Demonstration der Praxistauglichkeit eine schnelle und zuverlassige PCR-basierte Methode
zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln zu entwickeln.

Zunachst wurde das Sensorsystem allerdings durch die Analyse von Wechselwirkungen
zwischen Modell-Oligonukleotiden ausfihrlich hinsichtlich grundlegender Aspekte optimiert
und charakterisiert. Dazu wurde die Hybridisierung fluorophormarkierter Modell-Targetoligo-
nukleotide mit den auf der sensitiven Glasoberflache des Sensorchips kovalent immobili-
sierten Sondensequenzen untersucht, welche mit Hilfe eines Nano-Dispensers in definierten
Arrays einzelner Sondenspots angeordnet worden waren. Eine Sondenkonzentration von
5 uM gewahrleistete dabei einen deutlichen Uberschuss gegeniiber den Targetmolekiilen
und damit einen linearen Signalanstieg im Anfangsbereich der Hybridisierung. Weil die
Anbindung der Cy5-markierten Targetmolekule durch alkalische Denaturierung der gebilde-
ten Hybride vollstédndig aufgehoben werden konnte, ergab sich fur einen Sensorchip eine
sehr gute Arbeitsstabilitdt Gber mindestens n = 20 Messungen mit einer Drift von <-0.5 %
pro Messung und einem Variationskoeffizienten von 5 %. Ein Vorteil ergab sich auch
dadurch, dass die Signalintensitat als Steigung des Fluoreszenzsignals wahrend der An-
fangsphase der Hybridisierung direkt proportional zur Targetkonzentration war, weshalb die
Hybridisierung im DNA-Sensorchip prinzipiell quantitativ war. Fur die Kalibration eines
46mer-Targets wurde so z.B. ein linearer Bereich Uber fast zwei Dekaden bei einer Sensiti-
vitat von 12.8 counts/(s*nM) und einer Nachweisgrenze von 13 pM erhalten.

Durch die Variation verschiedener Parameter der Hybridisierung wurde demonstriert, dass
Effektivitat und Selektivitdt der Wechselwirkung zwischen Sonde und Target u.a. durch die
Temperatur, den Hybridisierungspuffer, die Sondenlange und die Anzahl von Basenfehl-
paarungen in der Hybridisierungssequenz beeinflusst werden. So zeigte sich, dass im DNA-
Sensorchip wahrend der Assoziationsphase an einer 18mer-Sonde der Signalanstieg schon
durch einen einzelnen zentralen mismatch (mm) fast vollstandig unterdriickt wurde.

Weil der Stofftransport im DNA-Sensorchip nahezu nicht diffusionslimitiert, sondern maf3-
geblich nur durch Konvektion erfolgte, lief die Wechselwirkung zwischen Target und Fang-
sonde im Wesentlichen kinetisch kontrolliert ab. Das Messsystem konnte daher fir die
Durchfuhrung ausfuhrlicher kinetischer Studien genutzt werden, wobei neben der Assozia-
tionsphase auch das Gleichgewicht sowie die Dissoziationsphase der Hybridisierungs-

reaktion verfolgt wurden. Die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k., fiir die Asso-
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ziation und ki flr die Dissoziation und auch die Werte fiir die Gleichgewichtskonstanten der
Dissoziation Kp zeigten, dass sich Basenfehlpaarungen und auch die Lange der
Hybridisierungssequenz auf alle drei Phasen der Bindungsreaktion auswirkten. Die fir
verschiedene Hybridisierungssequenzen ermittelten Werte lagen dabei in ahnlichen GréRen-
ordnungen wie Literaturdaten, die mit anderen DNA-Biosensorsystemen generiert worden
waren, Basenfehlpaarungen allerdings erst in der Dissoziationsphase identifizieren konnten.
Ein wesentlicher Vorteil der Hybridisierung im DNA-Sensorchip lag deshalb darin, dass
mismatches bereits wahrend der Assoziationsphase detektiert werden konnten.

Zum Abschluss der grundlagenorientierten Untersuchungen wurde demonstriert, dass das
Sensorsystem ebenso wie flir die Hybridisierung von Modell-Targetoligonukleotiden auch flr
die Hybridisierung von fluorophormarkierten PCR-Produkten geeignet war, wobei doppel-
strangige PCR-Produkte flir eine optimale Hybridisierungseffizienz vor der Messung denatu-
riert werden mussten. Die grundlegenden Eigenschaften der Hybridisierung im DNA-Sensor-
chip, wie z.B. der lineare Zusammenhang zwischen Targetkonzentration und zeitlicher
Signalanderung, die Arbeitsstabilitdt und die Linearitat der Kalibration, blieben beim Uber-
gang vom Target-Oligonukleotid zum PCR-Produkt erhalten.

Im Rahmen der Entwicklung einer neuen Methode zur Tierartendifferenzierung in Lebens-
mitteln wurde zunachst ein Konsensus-PCR-System zur Amplifikation eines Teilabschnittes
des mitochondrialen cytb-Gens der Spezies Rind, Schwein, Huhn, Pute, Schaf und Ziege
etabliert. Durch die Konzeptionierung der Primer cytb403 und cytb779, die jeweils in
sequenzkonservierten Bereichen des cytb-Gens der verschiedenen Spezies binden, wurden
dabei speziesunabhangig 377 bp grofte Amplifikate mit inneren interspezifisch variableren
Sequenzbereichen erzeugt. Wahrend die Analyse von Konsensus-PCR-Produkten im Be-
reich der Tierartendifferenzierung konventionell meist durch die zeitaufwendige und nicht
immer eindeutige Restriktionsanalyse (RFLP) erfolgt, wurden diese hier schnell und zuver-
lassig durch die Hybridisierung mit artspezifischen Sondensequenzen im DNA-Sensorchip
analysiert. Durch die Positionierung der 20mer-Sonden in den interspezifisch variableren
Bereichen der PCR-Produkte wurde eine ausreichende Spezifitat der Hybridisierung gewahr-
leistet. Dabei trat lediglich an der Ziege684-Sonde eine unerwartete Kreuzhybridisierung des
Schwein-PCR-Produktes trotz 9 mismatches zwischen dem cytb-Gen beider Spezies im
Bereich der Sondensequenz auf. Weil in der Routinekontrolle aber normalerweise keine
Proben auftreten, die sowohl Schwein- als auch Ziegenbestandteile enthalten, konnte diese
Kreuzhybridisierung im weiteren Verlauf zunachst toleriert werden, zumal sich die Entwick-
lung einer alternativen Sonde fur Ziege aufgrund der nahen Verwandtschaft zwischen Ziege,
Schaf und Rind als kompliziert erwies.

Durch die Analyse der 377bp-PCR-Produkte im DNA-Sensorchip wurde deutlich, dass trotz
des ausgeglichenen Verhaltnisses der Primer cytb403 und Cy5cytb779 im PCR-Ansatz unter
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Standardbedingungen der Cy5-markierte antisense-Strang in einem deutlichen Uberschuss
vorlag, wahrscheinlich verursacht durch eine unterschiedliche Bindungseffizienz der beiden
Primer. Durch diese asymmetrische PCR-Produkt-Verteilung konnte bei der Hybridisierungs-
analyse der Amplifikate grundsatzlich auf den Denaturierungsschritt verzichtet und der
Zeitbedarf der Methode dadurch weiter verkirzt werden. Aullerdem wurden insgesamt
hohere Signalintensitaten erhalten, weil die Hybridisierung nicht durch ein sonst unausweich-
liches Re-Annealing des komplementaren sense-Stranges gestort wurde.

Um die Nachweismethode zur Tierartendifferenzierung systematisch zu evaluieren und die
Nachweisgrenzen der Methode abzuschatzen, wurden nach der Hybridisierung von reinen
PCR-Produkten der einzelnen Spezies auch Mischproben analysiert. Die PCR-Produkte ver-
schiedener Spezies konnten stérungsfrei parallel detektiert werden und aufgrund der hohen
Sensitivitdt der PCR lieRen sich sowohl in Mischungen der Template-DNA als auch in
Mischungen von Rohfleisch 1%ige Beimengungen noch sehr sicher nachweisen. Die Metho-
de erwies sich dabei aufgrund einer Uberproportionalen Amplifikation geringer Probenbe-
standteile wie erwartet nur als semi-quantitativ. Beimengungen von Huhn in Rind- sowie von
Rind in Schweinefleisch konnten sogar noch bis zu 0.1 % nachgewiesen werden, wobei sich
die flexible Anpassung des zur Analyse eingesetzten PCR-Produkt-Volumens und auch der
grol’e dynamische Messbereich Uber mindestens zwei Dekaden als vorteilhaft erwiesen.
Weil sowohl die PCR- als auch die Hybridisierungseffizienzen fir die verschiedenen Spezies
jeweils in derselben Groflenordnung lagen, waren fir die Anwendung in der Praxis ebenfalls
grundsatzlich vergleichbare Nachweisgrenzen flr alle Spezies zu erwarten.

Die neue Methode zur Tierartendifferenzierung wurde abschlieRend zur Analyse zahlreicher
Fleisch- und Kaseproben aus der Routinekontrolle eines Lebensmitteluntersuchungsamtes
eingesetzt. Unabhangig davon, ob in den Proben nur einzelne oder bis zu vier verschiedene
Spezies vorhanden waren, ergab sich eine sehr gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Referenzanalytik. Im Gegensatz zu den verschiedenen immunchemischen und moleku-
larbiologischen Referenzmethoden, die bisher in der Routinekontrolle eingesetzt werden und
immer an die jeweilige Fragestellung angepasst werden mussen, kann das hier entwickelte
Verfahren unabhangig von der Art der untersuchten Probe und der nachzuweisenden
Spezies immer nach demselben Schema durchgefiihrt werden und verlangt vom Anwender
keine gezielte Abstimmung. Es ist auBerdem zeitlich weniger aufwendig als die zur Zeit ein-
gesetzten Methoden der tierartspezifischen PCR und des PCR-RFLP.

Erganzend zur Hybridisierung im DNA-Sensorchip wurde auch eine Methode zur Analyse
der cytb-PCR-Produkte durch konventionelle Hybridisierung auf DNA-Chips etabliert. Dabei
ergaben sich im Vergleich zur Realzeithybridisierung zwar Nachteile durch eine schlechtere
Reproduzierbarkeit, starkere unspezifische Wechselwirkungen, einen grélReren Verbrauch

an Objekttragern mit immobilisierten Sondenarrays und einen gréferen zeitlichen Arbeitsauf-
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wand. Allerdings wurden wie im DNA-Sensorchip Nachweisgrenzen im Bereich von ca.
0.1 % fur Fleischmischproben erreicht und unter Berlcksichtigung der auftretenden Kreuz-
hybridisierungen konnten auch mit dieser Methode die Ergebnisse der Referenzanalytik fur
die meisten Realproben sehr gut bestatigt werden. Da dieses Verfahren ohne das bislang
nur als Laborprototyp vorliegende Auslesegerat fir die Sensorchips auskommt, kann es
auch von Laboren mit Zugang zu einem handelsiblichen Mikroarrayscanner durchgefiihrt
werden.

Das praktische Potential der Realzeithybridisierung im DNA-Sensorchip wurde auflerdem vor
dem Hintergrund der Mikroorganismendetektion demonstriert. Dazu wurde als Modellsystem
ein 132 Oligonukleotidsequenzen umfassendes Sondenset zum Nachweis aller bekannten
sulfatreduzierenden Prokaryonten (SRPs) betrachtet, das zuvor von dem Kooperations-
partner fir die konventionelle Hybridisierung auf dem sog. SRP-PhyloChip entwickelt worden
war. Durch den Nachweis der drei Spezies Dsv. halophilus, Dsm. aspheronum und Dsh. ret-
baense auf speziell ausgewahlten 18mer-Sondensequenzen wurden hier grundlegende Vor-
versuche zur Ubertragung des SRP-Nachweises auf den DNA-Sensorchip durchgefihrt.
Aufgrund der relativ geringen interspezifischen Diversitat des in einer Konsensus-PCR ampli-
fizierten 16S rRNA-Gens mussten fur eine eindeutige Detektion der drei Spezies auch sehr
nah verwandte Sequenzen mit nur wenigen Basenfehlpaarungen differenziert werden. In den
meisten Fallen konnte tatsachlich bereits wahrend der Assoziationsphase sehr deutlich
zwischen perfectmatch- und 1mm- bzw. 2mm-Paarungen unterschieden werden. Lediglich
der G-T-mismatch wirkte sich kaum auf die Bindungsstarke aus. Dieses bekannte Phanomen
beruht darauf, dass die G-T-Fehlpaarung immerhin noch zwei stabile Wasserstoffbriicken-
bindungen ausbildet. Dies unterstrich, dass beim Design spezifischer Sonden grundsatzlich
nicht nur die Lange der Hybridisierungssequenz und die Anzahl der mismatches, sondern
auch Art und Position der Basenfehlpaarungen berticksichtigt werden missen.

Fir den SRP-Nachweis ergab sich durch die Anwendung des DNA-Biosensorsystems ein
besonderer Vorteil dadurch, dass aufgrund der integrierten Fluidik eine Feinabstimmung der
Stringenz und damit eine optimale Spezifitat fir jede einzelne Sonde erreicht werden konn-
ten. Wahrend die konventionelle Hybridisierung auf dem SRP-PhyloChip nur unter mono-
stringenten Bedingungen durchgeflihrt werden konnte, erlaubte der DNA-Sensorchip eine
dynamische Betrachtung des Systems durch eine gezielte Stringenzerhéhung wahrend der
Dissoziationsphase. Dadurch war z.B. auch noch eine Differenzierung des G-T-mismatches
mdglich und es wurde der Tatsache Rechnung getragen, dass die optimalen Stringenzbedin-
gungen fur die zahlreichen Sequenzen des Sondensets teilweise deutlich voneinander ab-
weichen. Die Analyse im DNA-Sensorchip bietet damit eine Mdglichkeit fur die schnelle und

eindeutige Identifizierung nah verwandter Zielsequenzen auf einem komplexen Sondenarray.



(5-Cy5
und 3-NH,)

TAGACCCCTTGAAGAGGGGA-Tg

Anhang 219
8 Anhang
8.1 Nomenklatur und Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide
Tab. 22 Oligonukleotide zur Optimierung und Charakterisierung des DNA-Biosensors
(mm: mismatch (Basenfehlpaarung); grau unterlegt: Position des mismatches)
Bezeichnung Basensequenz (5’ 2 3') GC (%) T, (°C) Lange (bp)
Targets: Cy5-
NPT1-18-Cy5 CTGCCTCGTCCTGCAGTT 61 58 18
NPT1-56-Cy5 CACAGCTGCGCAAGGAACGCTGCCTCGTCC 63 79 56
TGCAGTTGAACACGGCGGCATCAGAG
Actin-51-Cy5 TGGGAGTGGGTGGAGGCAGCCAGGGCTTAC 59 76 51
CTGTACACTGACTTGAGACCA
CD31-50-Cy5 ACAGCAAGGCCAGATGCACATCCCTGGAAG 54 74 50
GACATCCATGTTCCGAGAAG
c-erb-50-Cy5 TGAGGAAGGAACAGCAATGGTGTCAGTATC 48 71 50
CAGGCTTTGTACAGAGTGCT
GAPDH-50-Cy5  ACTGAATCTCCCCTCCTCACAGTTGCCATG 54 74 50
TAGACCCCTTGAAGAGGGGA
Sonden: NH2-Cy2-
NPT1-18-0mm Tg—AACTGCAGGACGAGGCAG 61 58 18"
NPT1-18-1mm Tg—GACGGAGCACGACGTCAA 61 53 18
NPT1-18-3mm Tg—GAGGGAGCACGACGTGAA 61 53 18
Actin-45-0mm Tg—TCTCAAGTCAGTGTACAGGTAAGC 58 74 45
CCTGGCTGCCTCCACCCACTC
Actin-45-5mm Tg-TCTCAAGTCAGTGTACAGGTGACC 53 72 45
ACTAGATGCCTCCACCCACTC
Actin-45-10mm Tg-TCTCAAGTCAGTATATAGATGACC 44 68 45
ACTAGATACGTCCACCCACTC
CD31-44-0mm Tg—CTCGGAACATGGATGTCCTTCCAG 57 73 44
GGATGTGCATCTGGCCTTGC
c-erb-47-0mm Tg—AGCACTCTGTACAAAGCCTGGATA 49 71 47
CTGACACCATTGCTGTTCCTTCC
GAPDH-44-0mm  Tg-CCTCTTCAAGGGGTCTACATGGCA 55 72 44
ACTGTGAGGAGGGGAGATTC
Sonstige:
Actin-51-gegen TGGTCTCAAGTCAGTGTACAGGTAAGCCCT 59 76 51
GGCTGCCTCCACCCACTCCCA
Positionsmarker =~ ACTGAATCTCCCCTCCTCACAGTTGCCATG 54 74 50

Y Gezahlt wurden bei den Sonden nur die tatsdchlich hybridisierenden Nukleotide.
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Tab. 23  Oligonukleotide zur Tierartendifferenzierung in Lebensmitteln
(R: A oder G, W: A oder T, D: A oder G oder T (ohne C))

Bezeichnung Basensequenz (5’ 2 3') GC (%) T, (°C) Lange (bp)
Primer:
cytb403 CCATGRGGACAAATATCATTCTGAGG 44 62 26
cytb779 TGGGGTGWAGTTDTCTGGGTCTCC 56 65 24
Cy5cytb779 Cy5-TGGGGTGWAGTTDTCTGGGTCTCC 56 65 24
Sonden: NH2-Cy2-
Huhn684 Tg-CATTCTGGGCTTAACTCTCA 45 50 20"
Pute684 Tg—-CATCCTAGGTCTAACAATCA 40 48 20
Rind684 Tg—CATCTTAGGGGCCCTCTTAC 55 54 20
Schaf684 Tg—-CATCCTAGGTGCTATCCTAC 50 52 20
Schaf566 Ts-TCGCAGCCCTCGCCATAGTT 60 56 20
Schwein684 Tg—-CATTCTAGGAGCCTTATTTA 35 46 20
Schwein566 Tg-TTACCGCCCTCGCAGCCGTA 65 58 20
Ziege684 Tg—TATCTTAGGCGCCATGCTAC 50 52 20
Ziege703 Ts-CTAATTCTTGTCCTAATACTAC 32 47 22
Rind684anti Te—GTAAGAGGGCCCCTAAGATG 55 54 20
Targets: Cy5-
Rind-46-Cy5 AGAGCTAGAATTAGTAAGAGGGCCCCTAAGATG 41 72 46
TCCTTAATGGTAT
Huhn-46-Cy5 AATGGGGTGAGTATGAGAGTTAAGCCCAGAATG 44 73 46
TCTTTGAAGGAGT

Y Gezahlt wurden bei den Sonden nur die tatsdchlich hybridisierenden Nukleotide.
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Tab. 24 Oligonukleotide zur Detektion von Mikroorganismen

Bezeichnung Basensequenz (5' = 3') GC (%) Tn(°C) Lange (bp)

Targets: Cy5-

Halop385-Cy5 ~ TGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGC — 68 75 38
GGGAA

Retba385-Cy5 TGGGCGCAAGCCTGACCCAGCAACGCCGCGTGT 68 75 38
GGGAT

Asphe385-Cy5 TGGGCGAAAGCCTGACGCAGCAACGCCGTGTGA 63 73 38
GGGAT

Halop698-Cy5 GGAGTGAAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACC 53 69 38
GGTGG

Retba698-Cy5 GGAGTGAAATCCGTAGATATCGGGAGGAATACC 50 68 38
AGTGG

Asphe698-Cy5 GGAGTGAAATCCGTAGATATCAGGAGGAACACC 53 69 38
GGTGG

Sonden: NH>-Cy2-

SRB385 T15-CGGCGTCGCTGCGTCAGG 78 59 18"

SRB385Db T15-CGGCGTTGCTGCGTCAGG 72 57 18

DSV698 T15—TCCTCCAGATATCTACGG 50 48 18

EUB338 T15-GCTGCCTCCCGTAGGAGT 67 55 18

' Gezahlt wurden bei den Sonden nur die tatsachlich hybridisierenden Nukleotide.

Die Sequenzen aller Oligonukleotide des Modellsystems zur Detektion von Mikroorganismen

wurden bereits vorab im Rahmen des Projektes ,Entwicklung von Oligonukleotid-DNA-Chips*®

in der Arbeitsgruppe von Prof. Schleifer (Lehrstuhl fur Mikrobiologie, TU Minchen) entwickelt

und in dieser Arbeit zur Demonstration der Nachweismethode im DNA-Sensorchip einge-

setzt.

Die GC-Gehalte sowie die Schmelztemperaturen aller Oligonukleotide wurden mit Hilfe des

Oligonucleotide Properties Calculators (http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html) be-

stimmt.
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8.2 Sequenzvergleich des cytb-Gens verschiedener Spezies

Die Sequenzdaten des cytb-Gens der mtDNA fiir die in dieser Arbeit betrachteten Spezies
wurden mit der Datenbank Genbank (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) erhalten. In Tab. 25
sind fir alle Spezies die Daten der Sequenzen zusammengefasst, denen die hier im

weiteren Verlauf verwendeten cytb-Abschnitte enthommen worden sind.

Tab. 25 Sequenzdaten der verschiedenen Spezies

Tierart Spezies Accession-No. Datenbankeintrag (Lange)

Huhn Gallus gallus NC_001323 Referenz Mitochondrion (16775 bp)
Mensch Homo sapiens NC_001807 Referenz Mitochondrion (16571 bp)
Pferd Equus caballus NC_001640 Referenz Mitochondrion (16660 bp)
Pute Meleagris gallopavo L08381 cytb-Gen (1143 bp)

Rind Bos taurus NC_001567 Referenz Mitochondrion (16338 bp)
Schaf Ovis aries NC_001941 Referenz Mitochondrion (16616 bp)
Schwein  Sus scrofa NC_000845 Referenz Mitochondrion (16613 bp)
Ziege Capra hircus X56289 cytb-Gen (1140 bp)

Der Sequenzvergleich (alignment) des cytb-Gens der mtDNA fir die verschiedenen Spezies
ist in Abb. 108 gezeigt. Markiert sind darin die Positionen sowohl der beiden Primer cytb403
und cytb779, die die Grenzen der 377bp-PCR-Produkte vorgeben, als auch der beiden
Sondenbereiche 566 und 684. Hervorgehoben durch rote Anmerkungen sind dabei
aullerdem die Positionen der Primersequenzen, die zwecks einer besseren universellen
Anbindung der Primer an alle hier untersuchten Spezies bewusst in einer statistischen

Verteilung zwei oder drei verschiedene Basen (wobbles) aufweisen.



Anhang 223

Ial
- o
5 5 i L
. . 2 +H
* " i 'E:‘ k !
E : i R "
N 2. R, 3
. r
. qais '
- - ﬁil:
g r bis r
5 " His "
. . E:: AIG |
. . a1
. . ..|..|..|..|..|..|..1.. [ZIp "
E L . .|.|.|.|.|.J:' E & -
: : : A :
-BRBREERBR - H S .
4 : g (BEREEEER 4

. E 15 15 (% (8 |8 |8 |9 |8 ;
s LR E CHEERERERE |

1L '
..|..|..|..|..|..1:' :

- B . . .

Abb. 108 Sequenzvergleich des cytb-Gens der mtDNA fir die verschiedenen Spezies



224 Anhang

LEeEEEnD Leecceoo LEECCEDD
Lol ol il el ol il il IIIIIII:IIIIIEE EEEEEEEH

ILALELY 1L NL

. .....-..1: ..I..|I..|I.. | ;
15 .'|.'|.'|:|.'|.' . 19

Ed

Somcen

L
LELELELELE ||.|.. i " i‘i LELEL
d L

]
Lk

EEEEFEEF A - WRRE ) 5
- " - L- . . ..|........|..T.1-.1-.

oy MR P 1

- 8§ : -5 ' '
15 |..|..|..H.. LEL 5 : "
L B W . H L
" L'-l-l-l-l Ik 15 L -
,x 5 4
5 P 5 5
i . i i
£ ok £
. r; AT .
A g .
: q'e 3 :
.1 =N A/CT, .

= UI: LEipiEip i - IININ TS
. 0'E . .

. En . .

. R .

3 it . : B

Abb. 108 Fortsetzung



Anhang 225

8.3 Ergebnisse der Fluoreszenzdetektion am ALFexpress™ Analysesystem

8.3.1 Analysel
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1-5: PCR-Produkte aus Huhn-Template (R-1) in gleicher Verdiinnung aufgetragen, 1: 5 yM Cy5-
dUTP, 2: 10 yM Cy5-dUTP, 3: 20 uM Cy5-dUTP, 4: 50 uM Cy5-dUTP, 5: Standard-Cy5-Primer-
Markierung. Fluoreszenzsignal Fcys angegeben im Verhéltnis (%) zur Intensitédt des geséttigten
Signals, an den 377bp-Peaks sind die Flachenintegrale (in counts) vermerkt.
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8.3.2 Analyse?2
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1-4: PCR-Produkte aus Huhn-Template (R-1) in gleicher Verdinnung aufgetragen, 1: je 10 pmol
Primer/Ansatz, 2: je 20 pmol Primer/ Ansatz, 3: je 40 pmol Primer/Ansatz, 4: je 80 pmol Primer/Ansatz.
Fluoreszenzsignal Fc¢,s angegeben im Verhéltnis (%) zur Intensitat des geséttigten Signals, an den
377bp-Peaks sind die Flachenintegrale (in counts) vermerkt. Deutlich wird wie erwartet eine starke
Zunahme des Cy5-Primer- und des Primer-Dimer-Peaks, wobei das Cy5-Primer-Signal im Verhaltnis
starker zugenommen hat
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