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"Ist man in kleinen Dingen nicht geduldig,
bringt man die groflen Vorhaben zum Scheitern.”

Konfuzius
(Chinesischer Philosoph, 551 v. Chr. - 479 v. Chr.)
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1 Zusammenfassung

Hintergrund: Etablierte Protein- und Nukleinsdure-basierte Methoden fiir den spezifi-
schen Pathogennachweis sind nur unter standardisierten Laborbedingungen von geschul-
tem Personal durchfiithrbar und daher mit einem hohen Zeit- und Kostenaufwand verbun-
den. In der Nukleinsdure-basierten Diagnostik kann durch die Einfithrung der isothermalen
Amplifikation eine schnelle und kostengiinstige Alternative zur Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet werden. Die Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) bietet auf-
grund der hohen Amplifikationseffizienz vielfaltige Detektionsmoglichkeiten, die sowohl fiir
Schnelltest- als auch fiir Monitoring-Anwendungen geeignet sind.

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Verbesserung der Anwendbarkeit der LAMP
und die Entwicklung einer neuen Methode fiir den einfachen, schnellen und giinstigen
Nachweis von Pathogenen mittels alternativer DNA- oder Pyrophosphat-abhéngiger De-
tektionsverfahren. Hier wurden zunéchst direkte und indirekte Detektionsmethoden unter-
sucht und darauf aufbauend ein Verfahren entwickelt, mit dem neue Metallionen-abhéngige
Fluoreszenzfarbstoffe fiir die selektive Detektion von Pyrophosphat in der LAMP und
anderen enzymatischen Reaktionen identifiziert werden kénnen. Als Alternative fiir die
DNA-basierte Detektion in der digitalen LAMP sollten die zuvor etablierten Farbstoffe
fir den Pyrophosphatnachweis in einer Emulsion getestet werden. Abschlieflend wurde ein
neuer Reaktionsmechanismus fiir die effiziente Generierung hochmolekularer DNA unter

isothermalen Bedingungen als Alternative zur LAMP entwickelt.

Ergebnisse: Fiir den Nachweis RNA- und DNA-basierter Phythopathogene konnte die
Echtzeit- und Endpunktdetektion mit verschiedenen Farbstoffen in einem geschlossenen
System etabliert werden. Hier wurde Berberin als DN A-interkalierender Fluoreszenzfarb-
stoff mit vergleichbarer Sensitivitit zu SYBR Green und EvaGreen erfolgreich in der
LAMP mit Echtzeitdetektion eingesetzt. Ein Vorteil von Berberin gegeniiber den anderen
Farbstoffen ist die Toleranz der DNA-Polymerase auch bei hohen Farbstoffkonzentratio-
nen. Berberin kann daher auch in der geschlossenen LAMP-Reaktion ohne zusétzliche An-
passung der Reaktionsbedingungen fiir die Endpunktdetektion verwendet werden. Dariiber
hinaus konnte Hydroxynaphtholblau (HNB), das fiir den kolorimetrischen Endpunktnach-
weis bekannt ist, erstmals auch fiir die fluorimetrische Detektion der LAMP in Echtzeit ein-
gesetzt werden. Zusétzlich konnten in der Arbeit weitere Metallionen-abhéngige Farbstoffe
zur indirekten Detektion der LAMP iiber das Pyrophosphat identifiziert werden. Dafiir
wurde eine iterative Methode entwickelt, mit der potenzielle Farbstoffe hinsichtlich ihrer
Enzymkompatibilitdt und ihrer spektralen Eigenschaften bei An- oder Abwesenheit von

Manganionen selektiert werden kénnen. Mithilfe eines kombinatorischen Screenings im Mi-



krotiterplattenformat konnte die komplexe Konzentrationsabhéngigkeit zwischen den ein-
zelnen Komponenten fiir einen fluorimetrischen Verdriangungsnachweis untersucht werden.
Durch die Visualisierung des Signal-Rausch-Verhéltnis’ als Intensitdtsmatrix (heatmap)
konnten zunédchst Alizarinrot S und Tetrazyklin unter simulierten Reaktionsbedingungen
selektiert werden. In der anschlieenden enzymatischen LAMP-Reaktion konnte insbeson-
dere Alizarinrot S als giinstiger, nicht-toxischer und robuster Fluoreszenzfarbstoff identifi-
ziert werden und zeigte eine Pyrophosphat-abhéngige Zunahme der Fluoreszenzintensitét.
Die zuvor etablierten Farbstoffe (HNB, Calcein und Alizarinrot S) konnten anschlieflend
erfolgreich fiir die indirekte, fluorimetrische Detektion von Pyrophosphat in einer LAMP-
optimierten Emulsion eingesetzt werden. Die Stabilitdt und Homogenitét der generierten
Emulsion wurde durch den Zusatz des Emulgators Poloxamer 188 verbessert. Durch die
fluoreszenzmikroskopische Analyse der Emulsion war eine eindeutige Diskriminierung der
positiven und negativen Tropfchen vor allem bei Einsatz von Calcein und Alizarinrot S
moglich. Aufgrund des komplexen Primer-Designs und der hohen Wahrscheinlichkeit un-
spezifischer Amplifikation in der LAMP wurde eine neue Bst DNA-Polymerase-abhéngige
isothermale Amplifikationsreaktion entwickelt. Durch die Integration einer spezifischen
Linkerstruktur (abasische Stelle oder Hexaethylenglykol) zwischen zwei Primersequenzen
konnte ein bifunktioneller Primer die effiziente Regenerierung der Primerbindungsstellen
gewahrleisten. Der neue Primer induziert nach der spezifischen Hybridisierung auf dem
Templat die Riickfaltung zu einer Haarnadelstruktur und blockiert gleichzeitig die Poly-
meraseaktivitit am Gegenstrang, wodurch eine autozyklische Amplifikation trotz konstan-
ter Reaktionstemperatur moglich ist. Die Effizienz der ,,Hinge-initiated Primer dependent
Amplification® (HIP) konnte abschlieBend durch die Verkiirzung der Distanz zwischen

einem modifizierten Hinge-Primer und einem PCR-&dhnlichen Primer verbessert werden.

Schlussfolgerung: Die LAMP hat sich aufgrund der hohen Robustheit und Effizienz
zu einer leistungsfihigen Alternative fiir die klassische PCR, in der molekularbiologischen
Diagnostik entwickelt. Unterschiedliche Detektionsverfahren verbessern die Leistungsfé-
higkeit der qualitativen und quantitativen LAMP fiir die Feldanwendungen und fiir die
Diagnostik, da die neuen DNA- und Pyrophosphat-abhédngigen Nachweismethoden in einer
geschlossenen Reaktion eingesetzt werden kénnen und so eine einfache Pathogendiagnos-
tik ermoglichen. Die gezeigten Methoden kénnen dariiber hinaus zu einer Kostensenkung
und Zeitersparnis gegeniiber den herkémmlichen Methoden beitragen. Ein attraktives Ziel
stellt die Weiterentwicklung der HIP fiir den Pathogennachweis als Alternative zur LAMP
dar. Hierbei kénnen die neuen LAMP-Detektionsverfahren ebenfalls Anwendung finden.
Die Verwendung von Bst DNA-Polymerase-abhéngigen Reaktionen ermoglicht dartiber
hinaus die Integration einer robusten isothermalen Amplifikation in mikrofluidische Sys-
teme. Durch die Kombination der Probenvorbereitung, Amplifikation und Detektion sind
zukiinftige Anwendungen mit kurzer Analysezeit und geringem apparativen Aufwand ins-

besondere in der Pathogendiagnostik moglich.
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2 Abstract

Background: Established protein- and nucleic acid-based methods for the specific patho-
gen detection are usually performed under standardized laboratory conditions by trained
staff and are associated with long processing time and high costs. In nucleic acid-based pa-
thogen diagnostics, the isothermal amplification can be used as a rapid and cost-effective
alternative to the polymerase chain reaction (PCR). Among all isothermal techniques, the
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) offers a wide range of applications for the
rapid endpoint and real-time detection.

A major goal of this work, was to improve the applicability of LAMP and the development
of a new method to get a simple, fast and cost-effective diagnostic tool that is based on
the detection of DNA and pyrophosphate. For this purpose, direct and indirect detection
methods were investigated as well as additional metal ion-dependent fluorescent dyes for
the selective detection of pyrophosphate in LAMP or other enzymatic reactions identified.
As an alternative to the DNA-based digital LAMP, the previously established dyes were
tested for the detection of pyrophosphate in emulsion. Finally, a new reaction mechanism
was developed that allows the efficient generation of high molecular weight DNA under

isothermal reaction conditions.

Results: The detection of RNA- and DNA-based phytopathogens in closed reactions was
established successfully with different dyes for real-time and endpoint detection. Berberine
as DNA-intercalating fluorescent dye was used in the real-time detection of LAMP with
comparable sensitivity to SYBR Green and EvaGreen for the first time. Additionally, the
results revealed adequate tolerance of the Bst DNA polymerase to higher concentrations
of the dye. Thus, it could be used directly in a closed LAMP reaction without any opti-
mization. Furthermore, the magnesium indicator hydroxynaphthol blue (HNB) was used
for fluorometric real-time detection in LAMP for the first time. To extend the number of
indirect detection methods for the accumulating pyrophosphate in LAMP and other en-
zymatic reactions, new metal-ion-dependent dyes were identified. The developed platform
could support the iterative process of finding new fluorescent dyes with regard to enzyme
compatibility and their spectral properties in the presence or absence of manganese ions. To
obtain a selective fluorometric displacement assay, the complex concentration dependence
between all components was investigated successfully by the establishment of a combina-
torial screening in a microtiter plate. The visualization of the calculated signal-to-noise
ratio was then used to identify alizarin red S and tetracycline as promising candidates
under simulated reaction conditions. By testing both dyes in the enzymatic assay, ali-

zarin red S was confirmed as low-cost, non-toxic and robust dye for the pyrophosphate
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dependent increase of the fluorescence intensity. The previously established dyes (HNB,
calcein and alizarin red S) were applied successfully for the indirect and fluorometric de-
tection of pyrophosphate in a LAMP-optimized emulsion. The stability and homogeneity
of the generated emulsion was increased by adding the surfactant poloxamer 188. The
fluorescence microscopic analysis showed a distinct discrimination between positive and
negative droplets, in particular by using calcein, HNB and alizarin red S. Additionally,
a new amplification reaction that is also based on the Bst DNA polymerase was develo-
ped to prevent the complicated primer design and likelihood of unspecific amplification in
LAMP. The efficient regeneration of the single stranded priming site was achieved by the
integration of a specific linker (abasic site or hexaethylenglycol) between two priming sites
to create a bifunctional hinge-primer. After the hybridization on the template sequence,
the hinge-primer was used to induce the refolding to a hairpin structure and for blocking
the polymerase activity on the reverse strand. Thus, an autocyclic amplification can be
achieved at isothermal reaction conditions. Finally, the efficiency of the hinge-initiated
primer dependent amplification (HIP) was improved by decreasing the distance between

the modified hinge-primer and the corresponding PCR-like primer.

Conclusion: Due to its robustness and efficiency, LAMP has been developed to a po-
werful alternative for the standardized PCR-based diagnostics in molecular biology in the
past years. Different detection methods improve the performance of the qualitative and
quantitative LAMP in field applications as well as in diagnostics. The new DNA and
pyrophosphate based assays can be used in closed reactions and contribute to a simple
pathogen detection. Furthermore, the advancements can lead to a considerable reduction
of costs and time compared to conventional methods.

An attractive achievement is the further optimization of the HIP as sensitive patho-
gen assay by using LAMP-based detection methods. The use of Bst DNA polymerase-
dependent reactions will allow a robust integration of the isothermal amplification in mi-
crofluidic systems. By combining sample preparation, amplification and detection in one
device, powerful applications with short analysis time and low instrumental requirements

are a future perspective in pathogen diagnostics.
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4 Vorwort

In der Medizin, Umweltanalytik, Nahrungsmittelindustrie sowie der Landwirtschaft ist ein
qualitativer und quantitativer Pathogennachweis fiir eine prézise Diagnose und Behand-
lung von Infektionskrankheiten zwingend erforderlich. Die verfligharen Methoden zum
Nachweis unterscheiden sich hinsichtlich des Kosten- und Zeitaufwands deutlich (Lazcka,
et al., |2007; Vincelli und Tisserat, |2008)).

Die klassischen mikroskopischen und serologischen Methoden, darunter das bekannte
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), setzen einen hohen Arbeitsaufwand vor-
aus und sind damit zeitintensiv (Engvall und Perlmann, (1971). Die Ergénzung durch die
molekularbiologischen Methoden, wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), konnte die
Geschwindigkeit verbessern, aber die Kosten aufgrund des apparativen Aufwands nicht
reduzieren (Mullis und Faloonal [1987). Neue diagnostische Verfahren fiir den Pathogen-
nachweis miissen kostengiinstig, schnell und ohne komplexe Technologie auch auferhalb
des Labors durchfiihrbar sein.

Fir die molekularbiologischen Methoden konnte mit der isothermalen Amplifikation eine
Alternative etabliert werden, die die zuvor genannten Kriterien erfiillen kann. Im Gegen-
satz zur PCR werden isothermale Reaktionen bei konstanter Reaktionstemperatur durch-
gefiihrt. Dadurch konnten seit 1991 gezielt schnellere und kostengiinstige Verfahren fiir
die Diagnostik entwickelt werden. Da die alternierende Temperaturregulierung entbehr-
lich wurde, reicht eine einfache Inkubation der Reaktionslosung aus.

Zu den bekanntesten isothermalen Methoden zdhlen die ,Nucleic Acid Sequence Ba-
sed Amplification“ (NASBA) (Compton, 1991)), die ,Strand Displacement Amplification®
(SDA) (Walker et al., [1992)), die ,Rolling Circle Amplification“ (RCA) (Lizardi et al.,
1998)), die ,Loop-mediated Isothermal Amplification* (LAMP)(Notomi et al., [2000)) und
die ,Recombinase Polymerase Amplification“ (RPA) (Piepenburg et al. 2006). Sie unter-
scheiden sich hinsichtlich der notwendigen Enzyme und Primer sowie der daraus resultie-
renden Komplexitét. In der Literatur ist die LAMP die am héufigsten publizierte isother-
male Methode in der Pathogendiagnostik. Die Reaktion ist einfach durchzufiihren, robust,
effizient und bietet dariiber hinaus eine Vielzahl unterschiedlicher Detektionsverfahren, mit
denen qualitative Schnelltests und quantitative Monitoring-Anwendungen moglich sind.
Diese Arbeit befasst sich mit der Entwicklung von Verfahren fiir die DNA- und Pyro-
phosphat-basierte Detektion am Beispiel der LAMP zum Nachweis von Phytopathogenen.
Die hier vorgestellten Verfahren kénnen zukiinftig dazu beitragen, kostengilinstige und

weniger komplexe Applikationen fiir die schnelle Pathogendiagnostik zu etablieren.
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5.1 Serologischer und molekularbiologischer

Pathogennachweis

Um die Behandlung einer Infektion zu unterstiitzen und deren Ausbreitung zu verhin-
dern, sind schnelle, kostengiinstige und spezifische Nachweise erforderlich. Nicht nur im
Bereich der Humanmedizin oder der Erndhrungswissenschaft, sondern auch in der Agrar-
wirtschaft ist das Risiko einer epidemischen Ausbreitung von Pathogenen und der daraus
resultierende wirtschaftliche Schaden hoch. Im Jahr 2012 wurden bspw. in der globalen
Landwirtschaft 16% des Ernteverlustes auf Phytopathogen-induzierte Krankheiten zurtick-
gefiihrt (Savary et al., [2012; |Grube et al., 2015)). Andere Ursachen fiir den Verlust sind
FraBschidden durch Tiere, Unkrduter, chemische Exposition und klimatische Schwankun-
gen. Folglich sind praventive Mafinahmen fiir die Verbesserung des Pflanzenschutzes durch

effektive Nachweisverfahren und strikte Kontrollen bei der Ein- und Ausfuhr erforderlich.

5.1.1 Modellpathogene

In dieser Arbeit werden das Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVA), Clavibacter michi-
ganensis subspezies sepedonicus (Cms) und Xanthomonas hortorum pathovar pelargonii
(Xhp) als Modelle genutzt. Sie werden nachfolgend kurz charakterisiert und die gesetzlich

vorgeschriebenen Nachweismethoden dargestellt.

Potato Spindle Tuber Viroid

Das PSTVd gehort zur Familie der Pospiviroidae. Es ist eine nicht selbst-replizierende
und geschlossene RNA-Sequenz (360 bp) mit starker Sekundérstrukturausbildung ohne
Proteinhiille. Es infiziert unter anderem die Kartoffel- und Tomatenpflanze sowie ande-
re Vertreter der Nachtschattengewéchse (Solanacea) (Ding) 2010). Auffillige Symptome
sind ein reduziertes Wachstum der Friichte und die Verkiimmerung der gesamten Pflanze,
wobei die Infektion innerhalb der Pflanze systemisch erfolgt. Durch die vegetative Vermeh-
rung ist die Gefahr der Infektion und Ausbreitung von PSTVd besonders grof}, so dass es
durch die EPPO (Liste A2, Nr. 97ED als Quarantdneschaderreger gelistet ist und damit der
Meldepflicht und strikten Kontrollen unterliegt (Zhu et all 2001). Zertifizierte Nachweis-
methoden sind Digoxigenin-markierte RNA-Sonden (Podleckis et al., [1993; [Monger und
Jeffries, 2015), Return-Polyacrylamid Gelelektrophorese (R-PAGE) (Herold et al., [1992),
Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) (Shamloul et all [1997; Weidemann und Buchta)
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11998; [Shamloul und Hadidi, |1999) und die quantitative PCR (qPCR) (Mumford et al.
2000; Boonham et al., 2004]). Dariiber hinaus gibt es inzwischen LAMP-basierte Nachweise
fur PSTVd (Tsutsumi et all 2010; Lenarcic et al., 2013).

Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus

Das bakterielle Phytopathogen Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) infiziert
die Kartoffelpflanze und ist ebenfalls als Quarantdneschaderreger in der EPPO gelistet
(Liste A2 Nr. 51E[). Cms ist Gram-positiv und verursacht bei der Kartoffel die bakterielle
Ringfdule (De Boer und Slackl, 1984)). Die Infektion kann zum Welken der Pflanze, dem
Abbau des vaskuldren Gewebes und dem Faulen der Knollen fithren (Safenkova et al.,
2014). Die Verbreitung des bakteriellen Erregers kann iiber die Stecklinge, latent infi-
zierte Knollen oder verseuchte Ausriistung sowie Lagerraumlichkeiten erfolgen (Bentley]
et al) 2008; |Steinmoller et al., 2013; Yasuhara-Bell und Alvarez, 2015)). Zertifizierte
Nachweismethoden sind die Immunofluoreszenz-Antikorperfarbung (IF) (De Boer und
McNaughton, [1986; Baer und Gudmestad, 1993), ELISA (De Boer et al., 1992; |Slack|
et al., [1996; Safenkova et al., 2014), Fluoreszenz In situ Hybridisierung (FISH) (Li et al.
und die PCR (Xiang et al., [1995; Mills et al., |1997; [Schaad et al., [1999; Pastrik],
2000; Baer et all [2001} [Smith et al., 2008} (Gudmestad et al., 2009; [Massart et all, [2014;
\Cho et al., 2015).

Xanthomonas hortorum pv. pelargonii

Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Xhp) ist ein Gram-negativer und wirtsspezifischer
Erreger, der Vertreter der Pflanzengattung Pelargonium infiziert und die Braunfaule
verursacht. Durch die systemische Infektion ist das vaskuldre Gewebe betroffen und
ruft Symptome hervor, die mit der bakteriellen Welke (hervorgerufen durch Ralstonia

solanacearum) und der Blattfleckenkrankheit vergleichbar sind. Die Infektion fiihrt zur

Stengelfdule und letztendlich zum Absterben der gesamten Pflanze (Nameth et all
1999). Xhp ist nicht als Quarantéineschaderreger gelistet. Standardnachweise sind ELISA
(Benedict et al., |1990) und die PCR (Manulis et al. (1994} |Sulzinski et al., |1995, 1997
(Chittaranjan und De Boer|, [1997; [Glick et al) [2002; [Sulzinski, 2001} [Farahani und|

Taghavil 2016).

Fir den schnellen, qualitativen Pathogennachweis steht die unmittelbare Auswertung des
Tests direkt vor Ort im Vordergrund. Das kann nur gewéhrleistet werden, wenn die Unter-
suchung in Form eines giinstigen Schnelltests ohne geschultes Personal und mit geringem
apparativen Aufwand durchgefithrt werden kann. Den gesetzlich vorgeschriebenen serolo-
gischen sowie molekularbiologischen Verfahren stehen inzwischen innovative und kosten-

gilinstigere Methoden gegeniiber.
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5.1.2 Serologische Nachweismethoden

Zu den konventionellen Nachweismethoden gehdren neben der Mikroskopie und Kultivie-
rung die serologischen oder auch immunologischen Verfahren. Bei allen immunologischen
Verfahren wird eine Antigen-Antikérper-Wechselwirkung fiir den Nachweis genutzt.
Hierbei koénnen spezifische Oberflichenstrukturen der Pathogene, darunter Proteine,
Lipopolysaccharide und extrazellulare Polysaccharide durch monoklonale oder polyklo-
nale Antikorper erkannt werden. Nachteil aller serologischen Methoden ist die Menge
der exprimierten Antigene. Latente Infektionen werden eventuell nicht erkannt und die
Ausbreitung des Erregers nicht rechtzeitig gestoppt. Nachfolgend sind die beiden am

héufigsten eingesetzten Methoden kurz beschrieben.

Immunofluoreszenzmikroskopie: Bei der Immunofluoreszenzmikroskopie binden
fluoreszenzmarkierte Antikorper direkt im Pflanzengewebe spezifisch an die Antigene der
Pathogene. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops konnen die Pathogene anschliefend
optisch detektiert werden. Das Verfahren ist sensitiv (103 CFU/ml), der Arbeits- und
Zeitaufwand aber sehr hoch, da die Gewebeproben zuvor auf einem Glastriager fixiert
werden miissen. Ein weiterer Nachteil der Methode ist die Haufigkeit der falsch-negativen
Ergebnisse, da der Fluoreszenzfarbstoff aufgrund seiner niedrigen Lichtstabilitit ausblei-
chen kann (photobleaching) (Alvarez, [2004}; Lopez et al.,[2009; Fang und Ramasamy), 2015)).

Enzymatisches Immunoadsorptionsverfahren Im ELISA-Test wird die Antikorper-
Antigen-Wechselwirkung in einem so genannten Sandwich-Assay durch eine enzymatisch
induzierte Farbdnderung eines Substrats nachgewiesen. Die Sensitivitit liegt in Abhéngig-
keit des Verfahrens und der Probenzusammensetzung bei mikrobiellen Phytopathogenen
bei 10°-10° CFU/ml. Eine Aufkonzentrierung der Pathogene vor dem ELISA kann die
Sensitivitdt verbessern. Die Analyse umfasst mehrere Inkubationsschritte und wird im
Mikrotiterplattenformat durchgefithrt. ELISA-Systeme fiir den hohen Probendurchsatz
erfordern 45 Minuten bis 2 Stunden (Alvarez, [2004; Mondal und Shanmugam, [2013; [Fang
und Ramasamyl 2015). Eine besondere Form des ELISA ist der laterale Immunoflusstest
(LFIA), bei dem ein Teststreifen mit immobilisierten Antikérpern und Farbmarkierung
direkt in die Probe gehalten wird und die spezifische Bindung durch eine Farbdnderung
sichtbar wird. Dieses System ermoglicht eine kostengilinstige und einfache Pathogendetek-

tion in Form eines Schnelltests (Posthuma-Trumpie et al., [2009).
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5.1.3 Molekularbiologische Nachweismethoden

Die zu detektierende Nukleinsdure (RNA oder DNA) kann tber spezifische Sonden direkt
oder nach vorheriger spezifischer Amplifikation sowohl qualitativ als auch quantitativ
detektiert werden. Im Gegensatz zu immunologischen Methoden muss fiir den Nach-
weis der Nukleinsduren aufgrund der Amplifikation keine vorherige Kultivierung der
Pathogene erfolgen, wodurch der Zeitaufwand deutlich reduziert wird. Des Weiteren sind
Nukleinsédure-basierte Methoden im Vergleich zu serologischen Verfahren damit sensitiver

und spezifischer. Nachfolgend sind die wichtigsten Verfahren beschrieben.

Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH): Die FISH kombiniert die Hybridi-
sierung einer Fluoreszenzsonde an die DNA- oder RNA des Pathogens und dessen
fluoreszenzmikroskopische Detektion. Da die Sonde spezifisch an jede Zielsequenz eines
Pathogens binden kann, ist theoretisch eine Einzel-Zell-Analyse moglich. In der Praxis
erhilt man in den meisten Fillen eine Sensitivitdt von 10> CFU/ml. Die Prizision
und Zuverlédssigkeit des Verfahrens hédngt von der Sonde ab, da die Ausbildung von
doppelstrangigen Sekundéarstrukturen in der Sonde die Hybridisierung verhindern kann.
Weiterhin kann das Ausbleichen der Fluoreszenzsonde die Sensitivitit zusétzlich verrin-

gern (Fang und Ramasamy, [2015).

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Die PCR ist die bekannteste und am héufigsten
eingesetzte Methode zur in vitro Amplifikation und Detektion pathogener DNA oder RNA.
Aufgrund der hohen Sensitivitit (10 - 102 CFU/ml) und Spezifitit kann sie auch fiir den
Nachweis unterschiedlicher Pathogene in derselben Probe genutzt werden (Mullis und Fa-
loonay, (1987)). Bei der PCR wird die DNA mit Hilfe von kurzen Oligonukleotiden (Primern)
und einer DNA-abhingigen DNA-Polymerase in alternierenden Schritten mit unterschied-
licher Temperatur zyklisch amplifiziert. Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann die
spezifische DNA-Sequenz anschliefend nachgewiesen werden. Andere Methoden zur De-
tektion der PCR basieren auf Fluoreszenzfarbstoffen, die in die DNA-Helix interkalieren
oder sequenzspezifisch als Fluoreszenzsonde hybridisieren. Der Nachteil der PCR. liegt
in der Anfilligkeit fiir Kontaminationen und den daraus resultierenden falsch-positiven
Ergebnissen. Des Weiteren kann bei geringer Probenreinheit die Effizienz der Reaktion
reduziert werden und damit falsch-negative Ergebnisse begiinstigen. Daher ist eine vorhe-
rige Extraktion und Aufreinigung der Nukleinsdure aus der biologischen Probe im Labor
erforderlich (Vincelli und Tisserat), 2008)).

Die Nested-PCR (engl. fiir verschachtelt) ermoglicht die Erh6hung der Sensitivitét durch
zwei nacheinander folgende PCR-Reaktionen mit unterschiedlichen Primer-Paaren. Die
Methode eignet sich fiir den Nachweis sehr niedriger Pathogentiter, erhoht aber gleich-
zeitig die Anfilligkeit fiir Kontaminationen bzw. falsch-positive Ergebnisse. Zudem steigt
der Zeit- und Arbeitsaufwand. Die RT-PCR dient zur Amplifikation von RNA, die durch
eine RNA-abhingige DNA-Polymerase in komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben

und anschliefend mit einer DNA-abhéngigen DNA-Polymerase amplifiziert werden kann.
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Die qPCR erméglicht die relative und absolute Quantifizierung der Pathogen-DNA durch
die kontinuierliche Detektion der Amplifikationsreaktion mit DNA-interkalierenden Fluo-
reszenzfarbstoffen (SYBR Green und EvaGreen) oder einer Fluoreszenzsonde (TagMan-
oder Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-basierte Sonde) (Morrison et al., [1998)). Die
Methode ist sehr sensitiv, erfordert fiir eine prazise Quantifizierung aber eine Optimierung
der PCR-Effizienz. Durch den Einsatz der Sonden und spezieller Farbstoffe steigen aller-
dings die Kosten (Schaad und Frederick, 2002).

Eine Weiterentwicklung der qPCR ist die digitale PCR (dPCR), bei der die gesamte Re-
aktion in vielen Mikroreaktionsrdumen durchgefithrt wird. Im optimalen Fall befindet sich
in jedem dieser Reaktionsrdume neben den Bestandteilen einer PCR-Reaktion sowie eines
Farbstoffs nur eine Kopie der Templat-DNA. Im Endpunkt der Amplifikation werden die
Reaktionsrdume mit erfolgter Amplifikation (positiv) und die ohne Amplifikation (nega-
tiv) klassifiziert. Dabei konnen entweder interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe oder Sonden
fiir die fluorimetrische Detektion genutzt werden. Aus der Anzahl der gezéhlten positiven
und negativen Reaktionen lésst sich anschlielend iiber die Poisson-Verteilung die absolute
Anzahl der Templat-Kopien in der Ausgangsprobe berechnen. Hierbei ist im Gegensatz
zur qPCR kein Standard mit bekannter DNA-Menge erforderlich (Sanders et all 2011;
Hindson et al., 2011} Lievens et al., [2016; Dong et al., [2015; |[Zhang und Jiang, 2016). Die
Kommerzialisierung der dPCR erfolgt entweder durch Chip-basierte Plattformen mit klei-
nen Kavititen oder in Form von Emulsionen (,digital droplet PCR*, ddPCR). Viele der
genannten PCR-Methoden sind aufgrund der spezifischen Gerédteanforderungen kostenin-
tensiv und wegen der komplexen Arbeitsabldufe nicht als Schnelltest geeignet (Mazutis
et all [2009; Lopez et al.| 2009; Baker, 2012; Mondal und Shanmugaml, [2013}; [Fang und
Ramasamy, 2015; [Fraiture et al., [2015).

5.2 Nachweis durch Isothermale Amplifikation

5.2.1 Nukleinsaure-basierte Detektion als Schnelltest

Fir die Etablierung von Amplifikationsmethoden als Schnelltest miissen mehrere Bedin-
gungen beriicksichtigt werden (Abb. . Mogliches Ausgangsmaterial bei Amplifikations-
reaktionen sind einzelstriangige und doppelstrangige DNA (ssDNA, dsDNA) sowie RNA.
Bei herkémmlichen Verfahren muss fiir die Genauigkeit der Analyse die Reinheit der zu
amplifizierenden DNA gewahrleistet sein. Da die Sensitivitdt des Tests verringert werden
kann, sind die Verfahren zum Nachweis von Pathogenen in Urin, Speichel, Blut, Wasser,
Boden oder Nahrungsmitteln aufgrund Enzym-inhibierender Substanzen sehr komplex.
Eine Alternative sind Inhibitor-tolerante Verfahren, die robustere Enzyme verwenden.

Beim klassischen Nachweis wird die DNA oder RNA aus dem biologischen Material extra-
hiert, ggf. aufgereinigt und durch die PCR vervielfaltigt. Anschlieend erfolgt der Nachweis
der amplifizierten DNA qualitativ oder quantitativ durch die Agarose-Gelelektrophorese.
Diese Vorgehensweise ermdoglicht eine hohe Spezifitdt und Sensitivitédt, ist aufgrund der

vielen Schritte jedoch zeitaufwéndig. Eine Verkiirzung der Testdauer kann erreicht wer-
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den, wenn die Amplifikation und Detektion in einem Schritt kombiniert werden. Durch die
Verwendung DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe konnen die DNA-Amplifikation
und -Detektion gleichzeitig erfolgen. Eine weitere Verkiirzung der Testdauer kann durch
die direkte Detektion der Nukleinsdure in der Probe ohne Aufreinigung und Amplifikation

erreicht werden. Diese Verfahren erfordern eine sehr hohe Sensitivitat und konnen bisher

nur in Kombination mit Biosensoren realisiert werden (Scheller et al., [1995).

Die Testdauer hidngt bei allen Verfahren von ihrer Komplexitédt ab. Wenige Reaktions-
schritte ohne aufwéindige Isolation und Aufreinigung der Probe mit visueller Detektion
unmittelbar nach der Amplifikation sind fiir den Einsatz als Schnelltest optimal. Zusétzlich

kann eine hohe Flexibilitdt des Verfahrens die schnelle Etablierung fiir andere Pathogene

gewdhrleisten (Craw und Balachandran| 2012]).

Pathogene Probe Nukleinsaure-basierter Nachweis
: [
Viren Luft PCR ooy - Amplifikation — -
Protozoen Wasser Aufreinigung
Bakterien Boden p— :
Pilze Nahrungsmittel gPCR :Sffe;ﬁ:;ung — Ampliﬁkation+De.
Viroide Blut L
Urin ) n o
Speichel Isothermal Isclation + Amplifikation +- @;,G
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Gewebe {oe' : .as)e'
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Abbildung 1: Grundlegende Prozessschritte eines diagnostischen Tests zum Nachweis von Pathogenen
in komplexen biologischen Proben. Die Komplexitat und die Testdauer der Verfahren nehmen durch die
Kombination der einzelnen Schritte (Isolation, Amplifikation und Detektion) ab. Nukleinsiure-basierte
Nachweise kdnnen mit oder ohne Amplifikation erfolgen.

5.2.2 Isothermale Amplifikationsreaktionen

Bei der PCR wird die DNA-Amplifikation durch zyklische Denaturierung, Anlagerung
der Primer und deren Verlingerung bei unterschiedlichen Temperaturen gesteuert
(55-95 °C). Eine Vereinfachung der Amplifikation kann durch die Beibehaltung einer

konstanten Reaktionstemperatur und Verwendung spezieller Enzyme fiir die Doppel-

strangauftrennung oder funktioneller Primer erreicht werden (Fakruddin et all 2013).

Die Reaktionstemperatur spielt hier eine wesentliche Rolle, da sie die Spezifitdt und
die Effizienz direkt beeinflussen kann. Isothermale Amplifikationsverfahren werden in
Abhéngigkeit vom Mechanismus in einem Bereich zwischen 30 °C und 65 °C durchgefiihrt.
Eine sequenzspezifische Amplifikation bei diesen Temperaturen ist im Vergleich zur PCR
aufgrund der verdnderten Kinetik schwierig, da keine thermische Denaturierung des
Doppelstrangs stattfindet. Fiir die wiederholende Hybridisierung der Primer sind einzel-
strangige DNA-Bereiche zwingend erforderlich. Auch bei der isothermalen Amplifikation
ist die kontinuierliche Regenerierung der Primerbindungsstellen essentiell
Balachandran), [2012)).
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Die isothermale Amplifikation ermdoglicht eine schnellere und einfachere Durchfithrung des
Pathogennachweis’ ohne spezielle Geréte und technisch ausgebildetes Personal. Infolge-
dessen konnen der Arbeitsaufwand und die Kosten fiir einen Test stark reduziert werden.
Dariiber hinaus ist der Nachweis auch auflerhalb des Labors in Form eines Schnelltests
oder Feldtests (on-site testing) moglich. In der klinischen Diagnostik wird dafiir der Begriff
,patientennahe Labordiagnostik“ (POCT) genutzt. In den letzten Jahrzehnten wurden un-
terschiedliche isothermale Verfahren fiir die Nukleinsduredetektion entwickelt (Zhao et al.|
2015). Neben den héufig publizierten Methoden Nucleic acid sequence based Amplificati-
on (NASBA) (Compton, [1991)), Strand displacement amplification (SDA) (Walker et al.,
1992), Helicase dependent amplification (HDA) (Vincent et al., 2004), Recombinase poly-
merase amplification (RPA) (Piepenburg et al., 2006), Rolling circle amplification (RCA)
(Piepenburg et al., [2006) und Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Noto-
mi et al.l 2000) gibt es inzwischen eine Vielzahl weiterer Methoden, die bereits detailliert
zusammengefasst wurden (Yan et al.;2014)). Sie unterscheiden sich vorrangig im Reaktions-
mechanismus, der Anzahl der bendtigten Primer und Enzyme, der Reaktionstemperatur,
der Sensitivitit, der Spezifitit sowie der Detektionsmoglichkeiten. Die charakteristischen
Eigenschaften der zuvor genannten isothermalen Reaktionen sind im Vergleich zur PCR

als Standardmethode in TabelldI] zusammengefasst.

Tabelle 1: Zusammenfassung haufig verwendeter isothermaler Amplifikationsreaktionen im Vergleich
zur PCR als Standardmethode

Methode PCR NASBA SDA HDA RPA RCA LAMP
Templat DNA und RNA DNA DNA DNA zirk. DNA DNA und
RNA RNA
Dauer 1,5-2h 1,5-2h 2h 05-2h 05-15h 15h 05-1h
Temperatur- 55-95 °C 41 °C 37 °C 37-65 °C 37-42 °C 30-65 °C 60-65 °C
bereich
Anzahl Primer 2 2 2/4 2 2 1 4-6
Primer-Design einfach einfach komplex einfach einfach einfach komplex
Anzahl 1 oder 2 2-3 2 2 2 2 1 oder 2
Enzyme (RNA) (RNA)
Toleranz nein nein nein ja ja nein ja
gegeniiber
Inhibitoren
Denaturierung ja ja ja nein nein nein nein

erforderlich

Produkt dsDNA RNA dsDNA dsDNA dsDNA konkat.* konkat.*
ssDNA dsDNA

*konkatemere (repetitive DNA-Sequenzen)
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Reaktionen mit vielen Primern (LAMP) sind anfillig fiir unspezifische Amplifikation durch
Primerartefakte (Amplifizierung von Hetero- oder Homodimeren) und erfordern ein kom-
plexes Primerdesign. Bei unspezifischer Amplifikation kommt es daher haufig zu falsch-
positiven Ergebnissen. Andere Methoden (RPA, SDA, NASBA und HDA) benétigen neben
der DNA- bzw. RNA-Polymerase zusétzliche Enzyme, wie das Nicking-Enzym, eine Re-
kombinase oder eine Helikase, die einzelstréngige Bereiche in der DNA generieren. In der
Reaktion konkurrieren diese Enzyme miteinander und beeinflussen damit die Reaktionski-
netik (Gill und Ghaemil, 2008}, Kim und Easley, 2011} |Asiello und Baeumner, 2011} |Zanoli
und Spoto}, 2012; Sidoti et al., |2013; |Yan et all 2014; Zhao et al., 2015).

5.2.3 Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Die LAMP ist eine sehr effiziente und robuste Methode zur isothermalen Amplifikation von
RNA und DNA, mit der innerhalb von 60 Minuten 10% — 10? Kopien des Ausgangstempla-
tes als konkatemere DNA (repetitive DNA-Sequenzen) generiert werden kénnen (Francois
et al [2011; Dugan et al., 2012; |[Yang et al., 2014; Yan et al., [2014). Die verwendete DNA-
abhéngige Bst DNA-Polymerase stammt vom thermophilen Bacillus stearothermophilus
und hat neben der 5’ - 3’ Polymeraseaktivitét zusatzlich eine Strangverdréngungsaktivitat
(Aliotta et al.l 1996). Durch die Kombination der Polymerase mit speziellen Primern, die
eine Templat-abhingige Sekundérstruktur mit einzelstrangigen DNA-Bereichen (Schlei-
fe) ausbilden, kann eine kontinuierliche und exponentielle Amplifikation auch ohne einen
initialen Denaturierungsschritt realisiert werden. Das Produkt der Amplifikation ist kon-
katemere doppelstringige DNA mit alternierender Intermedidrsequenz (Hantelstruktur,
stem-loop). Die Reaktion erfolgt in einem Temperaturbereich von 60 - 65 °C in einem
Inkubator oder Wasserbad. Durch die hohe Amplifikationseffizienz der LAMP wird in Ab-
héngigkeit der Primer- und Desoxyribonukleosidtriphosphate-Konzentration (ANTP) als
Nebenprodukt viel anorganisches Pyrophosphat (PPi) freigesetzt, welches anschlieflend
mit dem freien Mg?* in der Losung komplexiert und als sichtbare Triibung prizipitiert
(Mori et al., [2001). Dariiber hinaus konnen die géngigen Detektionsverfahren fiir DNA
auch in der LAMP verwendet werden. Die Nachteile der Methode sind das komplexe Pri-
merdesign und eine erh6hte Wahrscheinlichkeit fiir falsch-positive Ergebnisse aufgrund der
unspezifischen Amplifikation. Dennoch erfiillt die LAMP wesentliche Anforderungen fiir
die Verwendung als Nukleinsdurenachweis in Form eines Schnelltests. Die LAMP ist sen-
sitiv, schnell, effektiv, robust, spezifisch, giinstig, einfach durchzufithren und aufgrund der
vielen Detektionsmoglichkeiten flexibel einsetzbar (Fu et al., [2011}; [Njiru, |2012; |Abdullahi
et al., 2015; Notomi et al., [2015)).

Reaktionsmechanismus der LAMP

Der Reaktionsmechanismus der LAMP basiert auf der Generierung eines intermedidren
Produkts in Form einer Hantelstruktur und der daraus folgenden autozyklischen, expo-
nentiellen Amplifikation. Demnach kann die LAMP in eine nichtzyklische (Abb. [2)) und
eine zyklische Phase (Abb. [3|) unterteilt werden. Die Grundlage fiir die Regenerierung von
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Primerbindungsstellen ist die Verwendung der Bst DNA-Polymerase sowie der Einsatz
von zwei unterschiedlichen Arten von Primern. Die dufleren, kurzen Primer (F3 und B3)
sind nur zu Beginn fiir die Strangverdrdngung und Generierung des intermedidren Pro-
dukts erforderlich (nichtzyklische Phase) (Abb. 2| A) . Die inneren, langen Primer (FIP
und BIP) bestehen jeweils aus zwei Primerbindungsstellen (Flc-F2 bzw. Blc-B2). Hierbei
ist der Flc- bzw. Blc-Teil revers-komplementéar zur Zielsequenz und hat eine bis zu 5 °C
hohere Schmelztemperatur als der F2- bzw. B2-Teil. Beide Teile kénnen durch eine vierfa-
che Thymin-Basenfolge als Linker getrennt werden. Dies erméglicht die Riickfaltung und
Ausbildung der thermodynamisch stabilen Hantelstruktur, die der Startpunkt fiir die ex-
ponentielle Amplifikation (zyklische Phase, Abb. |3]) ist. Im spéteren Verlauf der Reaktion
sind nur noch die inneren Primer essentiell. Fiir die Beschleunigung der Reaktion kénnen

zusétzliche Primer integriert werden. Sie hybridisieren in den einzelstringigen Schleifen-

strukturen und initiieren dort ebenfalls eine Amplifikation (Nagamine et al., 2002).
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Primer (FIP und BIP 1,6 M, Lf und Lr 0,8 uM, F3 und B3 0,1 uM) -
dNTP (1-1,4 mM) o B1c"gy

Abbildung 2: LAMP-Reaktionsmechanismus (nichtzyklisch): Ausbildung der Hantelstruktur (stem-
loop) durch Hybridisierung der FIP- und BIP-Primer an die Ziel-DNA. Diese intermediare DNA-Struktur
ist Ausgangspunkt fiir die autozyklische Amplifikation (Tomita et al., |2008).

Die erste Phase der LAMP beginnt mit der Hybridisierung des FIP-Primers an die Bin-
dungsstelle F2c auf der Ziel-DNA (Abb. [2| B). Ausgehend vom Primer wird der komple-
mentére Strang durch die Bst DNA-Polymerase synthetisiert. Gleichzeitig kann auch der
F3-Primer hybridisieren und durch dessen Verlingerung den zuvor amplifizierten DNA-
Strang verdrédngen bzw. ablésen (Schritte 1 und 2). Der freigesetzte DNA-Strang kann
durch die Riickfaltung des Flc-Teils an F1 an einem Ende eine Schleife ausbilden (Schrit-
te 3 und 4). Die einzelstrangige DNA ist jetzt das Templat fiir den BIP-Primer. Dieser
hybridisiert analog zum FIP-Primer und startet dort die Polymerisation. Durch die Hy-
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bridisierung des B3-Primers wird der zuvor verldngerte Strang ebenfalls verdrangt. Jetzt
kommt es an beiden Enden des Stranges zur Riickfaltung durch Flc und Blc bzw. zur
Ausbildung der Hantelstruktur. Diese Hantelstruktur ist das Ausgangsprodukt fiir die
zweite Phase (Abb. [3). Die autozyklische Amplifikation wird anschliefend nur noch von
den inneren Primern (FIP und BIP) vorangebracht. Hierbei bindet der FIP zunéchst in

den einzelstrangigen Bereichen der Schleifenstruktur und wird anschliefflend verldngert.

p 7
f 5a.
5 //
o~ Fic B1
| F2=_.._=
1Y e
= Bic'h2
/ B F'e \
6. 8
- ] -
- e — ) =
\-~ -0?--' -3, ,-'
1
- A
— a—— Y
\F-Z Fic 3Bl
B

7a. e (

—
o
 Se—D | P

W

Abbildung 3: LAMP Reaktionsmechanismus (autozyklisch): Die kontinuierliche Amplifikation und

autozyklische Regeneration der Hantelstruktur bildet konkatemere DNA-Strukturen unterschiedlicher
Lange (Tomita et al., [2008)).

Gleichzeitig beginnt auch beim F1-Teil die Verlingerung in 5 — 3’ Richtung (Schritt 5).
Es entsteht eine Struktur mit einem invertierten Doppelstrang der Hantelstruktur und ein
einzelstrangiger Bereich mit einer Schleife am gegeniiberliegenden Ende (Schritt 6). Die
Verldngerung am Ende der Schleifenstruktur verdrangt den hybridisierten Strang, welcher

als komplementédre Hantelstruktur freigesetzt wird (Schritt 7). An dieser Hantelstruktur
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kann nun der BIP-Primer binden und in entgegengesetzter Richtung den gleichen Ablauf
initiieren (Schritt 8). Diese Phase fithrt zum Recycling der Hantelstruktur. Die freigesetz-
ten DNA-Strange (Schritte 9a und 10a) werden anschlieend durch die Hybridisierung der
FIP- und BIP-Primer in den einzelstrangigen Bereichen kontinuierlich verldngert, wobei
sich die Sequenz der Hantelstruktur als invertierter Bereich mehrfach wiederholt (Schritte
11 und 12). Auch in diesen Schritten wird die Hantelstruktur recycelt (Schritte 5a und 7a).
Die kontinuierliche Verlangerung der einzelnen Strukturen wird so lange fortgesetzt bis die
Primer oder dNTP verbraucht sind bzw. die Polymerase aufgrund der Pyrophosphat- und
DNA-Akkumulation inaktiv wird.

Methoden zur Detektion der LAMP-Reaktion

Im Amplifikationsprozess der DNA entsteht neben der hochmolekularen DNA Pyrophos-
phat (PPi), das nach der Hybridisierung des Primers an die Ziel-DNA und den Einbau
von ANTP von der DNA-Polymerase in 5~ 3’ Richtung, freigesetzt wird (Gleichung 4.1).
Damit stehen fiir die Detektion der LAMP-Reaktion zwei Produkte zur Verfiigung.

DNA —Polymerase

DNA,, 4+ ANTP DNA, ;1 4+ P2O74 + HY (4.1)

Die LAMP-Reaktion generiert in einem Reaktionsvolumen von 25 ul zwischen 10 und
20 pg dsDNA und 1 - 2 mM PPi in einer Stunde (Mori et al, 2001)). In Abhéngigkeit der
gewilinschten Detektion erfolgt der Nachweis der Reaktion direkt iiber die amplifizierte
DNA oder indirekt iiber das Pyrophosphat (Dehghan et al., 2014). Nachfolgend werden

die wichtigen Methoden beider Formen im Zusammenhang mit der LAMP kurz erldutert.

Direkte LAMP-Detektion

Die Komplexitat der direkten DNA-Detektion in der LAMP unterscheidet sich hinsichtlich
der Durchfithrung und der Signalgebung, wobei es inzwischen eine Vielzahl unterschied-
licher Verfahren gibt (Abb. . Die amplifizierte dsDNA kann in der klassischen Form
direkt in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt werden, um sie dann mit Ethi-
diumbromid oder anderen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen zu visualisieren (Abb.
A). Durch die konkatemere Struktur der dsDNA ist eine fiir die LAMP typische Leiter-
struktur im Gel sichtbar. Dieses Muster kann von der PCR deutlich unterschieden werden.
Da fiir die Elektrophorese das Reaktionsgefafl gedffnet werden muss, steigt das Risiko einer
Kreuzkontamination anderer Proben durch das Amplifikationsprodukt stark an.

Eine weitere Methode zur Detektion der dsDNA erfolgt durch die Zugabe von DNA-
interkalierenden Farbstoffen zur Reaktion. Nach Anregung des Farbstoffs mit einer be-
stimmten Wellenldnge wird Fluoreszenz emittiert (Abb. [4| B). Auch hier erfolgt die Zu-
gabe erst nach der Reaktion, da eine hohe Konzentration des Farbstoffs die Enzymakti-
vitdt reduzieren kann. Auch hier besteht daher die Gefahr der Kreuzkontamination. Bei
der Zugabe einer geringen Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffs vor Beginn der Re-
aktion erfolgt die Detektion der LAMP in Echtzeit. Eingesetzt werden Farbstoffe, wie
SYBR Green, SYBR Gold, Picogreen, EvaGreen oder SYTO-Farbstoffe. Hierbei wird das
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Fluoreszenzsignal kontinuierlich detektiert. Die unmittelbare Kontaminationsgefahr wird
dadurch reduziert, aber eine Auswertung ohne technische Hilfsmittel ist nicht mdoglich.
Fir die Detektion konnen qPCR-kompatible Gerédte oder tragbare Fluorimeter verwen-
det werden. Die Methode eignet sich zur Quantifizierung der LAMP, da das detektierte
Fluoreszenzsignal mit der Menge der amplifizierten DNA korreliert. Die Farbstoffe konnen
dabei in dsDNA interkalieren oder an ssDNA binden. In beiden Féllen kénnen falsch-
positive Ergebnisse als Ursache unspezifischer Amplifikation oder Kontamination nicht
ausgeschlossen werden. Eine Uberpriifung des Amplifikationsprodukts kann anschlieend
durch eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden, die auch bei der qPCR iiblich ist
(Oscorbin et al., 2016)).
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Abbildung 4: Unterschiedliche direkte Methoden fiir die Detektion der DNA in der LAMP. (A) Gel-
elektrophorese, (B) dsDNA interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe, (C) Fluoreszenzsonden, (D) Lateraler
Flusstest, (F) Gold-Nanopartikel und (F) Elektrochemischer Nachweis

Die sequenzspezifische Detektion der DNA kann nur durch die Verwendung von Fluores-
zenzsonden erfolgen (Abb. [4 C). Dafiir wird ein fluoreszenzmarkierter Primer, der spe-
zifisch an das Amplifikationsprodukt hybridisiert, aber selbst nicht amplifiziert werden
kann, genutzt. Weiterhin kann auch die bei der qPCR genutzte FRET-Sonde eingesetzt
werden. Hier wird durch Hybridisierung von zwei Primern mit jeweils einem Akzeptor- und
Donor-Farbstoff eine Anderung der Emissionswellenléinge induziert (Kubota et al., [2011)).
Ein vergleichbarer Ansatz zu den in der qPCR eingesetzten ,, TagMan“-Sonden wird mit
einem Primer als Quencher und einem dazu komplementéaren Primer als Reporterfarbstoff
durchgefiihrt. Bei der Amplifikation wird der Primer mit dem Quencher abgelést und das
Signal des Reporters steigt an. Die Verwendung der ,, TagMan“-Sonde aus der qPCR ist
nicht moglich, da die Bst DNA-Polymerase keine 5~ 3’ Exonuklease-Aktivitit besitzt und
die Sonde damit nicht abbauen kann. Der grofite Nachteil bei der Detektion mit Sonden

ist der hohe Kostenaufwand fur die modifizierten Primer.
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Im Gegensatz zur Amplifikation kann die Detektion der LAMP auch auf einer Ober-
flache erfolgen. Moglichkeiten hierfiir sind der ,Lateral Flow Dipstick® (LFD) oder das
sNucleic Acid Lateral Flow* (NALF) System (Abb. 4] D). In beiden Formaten wird eine
Membran in die Reaktionslésung eingetaucht, wobei die Fliissigkeit quer zur Oberflache
mittels Kapillarkréifte transportiert wird. Die markierten LAMP-Produkte laufen dabei
iiber einen modifizierten Test- und Kontrollstreifen, die sich bei Anwesenheit der Produk-
te farben. In LFD-Systemen werden Biotin-markierte FIP- oder BIP-LAMP-Primer fiir
die Konjugation des LAMP-Produkts an der Testlinie mit anti-Biotin-Antikérpern ver-
wendet. Eine zusétzliche mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierte Sonde, die am
Amplifikationsprodukt bindet, sorgt zusammen mit Gold-markierten anti-FITC Antikor-
pern fiir die Ausbildung der roten Farbe an der Testlinie. Die Kontrolllinie bindet weni-
ge freie anti-FITC Antikorper, wobei die Farbe hier deutlich schwécher bleibt. Ist kein
Biotin-markiertes LAMP-Produkt vorhanden, bleibt die Farbdnderung aus. Das System
ist sequenzspezifisch, erfordert aber spezielle Modifikationen der Primer und zwei Anti-
korper. Als Alternative zum LFD-System gibt es mit dem NALF ein Antikérper-freies
System, bei dem die biotinylierten LAMP-Produkte durch Streptavidin an der Testlinie
gebunden werden (Singleton et al.,[2014). Die Farbentwicklung kann durch Gold-markierte
Sonden erreicht werden. Beide Systeme eignen sich fiir die schnelle und einfache Analyse
der LAMP, auch auflerhalb des Labors, da die Teststreifen giinstig in der Produktion sind.
In beiden Systemen sind die Amplifikation und Detektion allerdings separate Schritte, in
denen das Reaktionsgeféfl gedffnet werden muss und damit das Risiko der Kreuzkontami-
nation erhéht wird.

Die spezifische Bindung von LAMP-DNA an modifizierten Nanopartikeln kann {iber die
Agglomeration der Partikel eine Farbanderung induzieren (Abb. 4| E)(Zhou et al., 2013)).
Diese Methode kann mit dem zuvor beschriebenen LFD-System kombiniert werden. Die
Aggregation Fluoreszenz-markierter LAMP-Produkte kann auch durch kationische Poly-
mere (Polyethylenimin, PEI) erreicht werden (Mori et al., 2006). Der unlésliche PEI-DNA-
Komplex ist nach Lichtanregung als fluoreszenter Niederschlag sichtbar. Das Polymer muss
nachtréiglich zugefiigt werden, da es sonst die Amplifikationseffizienz verringert.

Die elektrochemische Detektion der amplifizierten DNA in der LAMP kann tiber die Hy-
bridisierung der DNA auf einer modifizierter Elektrode und einem anschliefenden poten-
tiometrischen oder impedimetrischen Nachweis erfolgen (Abb. 4| F). Zusatzlich kénnen
DNA-interkalierende oder nicht-interkalierende redoxaktive Substanzen fiir die voltame-
trische Signalgenerierung verwendet werden (Ahmed et all |2009; Patterson et al., 2013;
Martin et al., 2016)).
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Indirekte LAMP-Detektion

Indirekte Nachweise beziehen sich auf die Detektion von Nebenprodukten der Amplifika-
tionsreaktion (PPi) oder der Verdnderung der chemischen Zusammensetzung der Reak-
tionslosung (pH-Wert, freie Mg?*t), bei der meist eine Farbéinderung erfolgt. Im Vergleich
zur direkten Detektion der DNA sind diese Verfahren weniger komplex, da der Bedarf
an speziellen Gerédten niedrig ist und der Nachweis kostengiinstiger durchgefiihrt werden
kann. Eine sequenzspezifische Detektion der Amplifikation ist nicht méglich und muss in
diagnostischen Anwendungen separat erfolgen (Abb. .

In der LAMP werden standardméflig 6 - 8 mM Magnesiumchlorid eingesetzt. Die Bin-
dungsaffinitiat zwischen dem PPi und dem freien M¢?T ist hoch, wodurch sich unlésli-
che PPi-M g**-Komplexe bilden und als Triibung der Reaktionslésung sichtbar werden
(Abb. |5, A). Mit einem Turbidimeter kann die LAMP auch in Echtzeit detektiert werden
(Mori et al., 2001). Die Bestimmung der Triibung ist die einfachste Detektionsmethode

der LAMP, da keine zusétzlichen Substanzen oder Gerédte benotigt werden. Die Evaluie-

rung des Resultats durch die Triibung ist allerdings subjektiv und hangt vom Kontrast ab
(Wastling et al., [2010).
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Abbildung 5: Unterschiedliche Methoden fiir die indirekte Detektion der LAMP-Reaktion von Pyro-
phosphat. (A) Triibung, (B) Magnesiumindikator HNB, (C) Verdrangung des Quencher-lons (Mn?*)
vom Fluoreszenzfarbstoff Calcein.

In der LAMP kann die Konzentrationséinderung des freien Mg?*t durch einen Indika-
torfarbstoff in der Reaktionslosung detektiert werden. Durch die Anderung der Mg?*t-
Konzentration kann der M g?T-abhingige Farbstoff Hydroxynaphtholblau (HNB) einge-
setzt werden (Abb. [5| B). Das HNB inhibiert die Bst DNA-Polymerase nicht und kann
daher auch vor der Reaktion zugegeben werden. Zu Beginn der Reaktion bindet das HNB

15



Stand der Wissenschaft

das freie Mg¢*t und erscheint violett. Die Abnahme des Mg¢?*t durch die Komplexierung
mit dem entstehenden PPi verringert die Anzahl der M g?T-HNB-Komplexe und éndert
dadurch die Farbe der Reaktionslésung zu hellblau. Die Farbdnderung kann auch spek-
trophotometrisch durch Absorptionsmessungen bei 650 nm gemessen werden (Goto et al.,
2009).

Neben HNB wird auch der Metallionen-abhéngige Fluoreszenzfarbstoff Calcein in der
LAMP-Detektion verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff wird zunéchst von Manganionen
gequencht. Da Mn?t wie Mg¢?" eine hohe Bindungsaffinitit zu PPi hat, konkurrieren
das Calcein und das PPi um das freie Mn?T. Aufgrund der héheren Affinitit von Man-
gan zu Pyrophosphat kommt es zur Freisetzung des Calceins (Abb. C). Das Cal-
cein kann im UV-Licht oder Tageslicht angeregt werden und emittiert hellgriines Licht
(Abs.: 494 nm / Em.: 520 nm). Die negative LAMP-Reaktion behélt dagegen eine oran-
ge Farbe bzw. fluoresziert nicht. Diese Methode ist fiir die einfache Endpunktdetektion
geeignet. Dariiber hinaus kann durch die kontinuierliche Detektion des Calceins mit Fluo-
rimetern eine Echtzeitapplikation etabliert werden (Tomita et al., [2008).

Neben der Fluoreszenz kann in der LAMP auch die Enzym-gekoppelte Lumineszenzde-
tektion genutzt werden. Hierbei wird das in der LAMP akkumulierende PPi durch die
ATP-Sulfyrase in Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt. Das ATP wird anschlieflend
von dem Luciferase-Enzym in Anwesenheit von Luciferin, ein lumineszenter Naturstoff,
und Sauerstoff in Adenosinmonophosphat (AMP), Pyrophosphat, Kohlendioxid und Licht
in Form von Lumineszenz umgewandelt (Kiddle et al., 2012). Das System ist als quanti-
tativer Echtzeitnachweis gut geeignet, fiir einen Schnelltest aber unpraktisch, da mehrere
Enzyme und zusétzliche Substrate benotigt werden.

Bei der Amplifikation der DNA wird durch den Einbau eines dNTP neben PPi auch
ein Proton (HT) freigesetzt. Die Detektion der Protonen kann iiber einen ionensensiti-
ven Feldeffektransistor (ISFET) erfolgen und wird in der Sequenziertechnologie eingesetzt
(Merriman et al., 2012). Die Detektion der pH-Wert-Anderung wurde bereits in gering
gepufferten PCR~ oder LAMP-Reaktionen getestet (Toumazou et al., [2013). Dartiber hin-
aus wurde die Anderung auch mit pH-Indikatoren optisch detektiert (Abb. , D). Fir die
Echtzeit- oder Endpunktdetektion in der LAMP wurden Phenolrot, Kresolrot, Neutralrot
und m-Kresol verglichen (Tanner et al., 2015). Ein Nachteil der Methode ist die notwendi-
ge Anpassung der Pufferkapazitit, da die in der LAMP auftretende pH-Anderung gering

ist.
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5.3 Absolute Quantifizierung der Amplifikationsreaktion

Mit den zuvor beschriebenen Methoden kann die Amplifikationsreaktion (PCR oder
LAMP) auch quantitativ analysiert werden. Vor allem in der klinischen Mikrobiologie,
der Erndhrungswissenschaft und der Umweltanalytik ist die Bestimmung der Pathogenti-
ter in der Probe neben der qualitativen Analyse eine wichtige Anwendung (Klein) 2002).
Die absolute Quantifizierung von Amplifikationsmethoden wird klassischerweise durch den
Vergleich mit mehreren DNA-Standards iiber eine bekannte Konzentration (Standardkur-
ve) durchgefiihrt (Pfaffl, 2012) (Abb. [f| A). Bei thermisch-synchronisierten Reaktionen
wie der PCR spielt die Effizienz der Reaktion fiir die Genauigkeit der Quantifizierung eine
wichtige Rolle und muss daher optimiert werden. Jeder Zyklus in der PCR wird durch den
Denaturierungsschritt bei 95 °C initialisiert. So wird gewéhrleistet, dass sich die Menge
der DNA in jedem Zyklus bei einer Effizienz von 100% verdoppelt. Die Effizienz hangt
in der PCR von den eingesetzten Primern, der DNA-Polymerase, der Amplifikationstem-
peratur und der Probenqualitdt ab. Die Quantifizierung erfolgt iiber die Bestimmung des
Zyklus-Schwellenwertes (Ct) aus der Amplifikationskurve der Echtzeitdetektion.
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Abbildung 6: Methoden zur absoluten Quantifizierung mittels PCR. (A, links) gPCR mit verdiinntem
DNA-Standard und unbekannter Probe (orange). (A, rechts) Lineare Korrelation zwischen Ct-Wert und
eingesetzter Templatmenge als Standardkurve. (B, oben) digitale PCR durch Verteilung der PCR-Probe
in einzelne Tropfchen (Emulsion). (B, unten) Detektion der PCR im Endpunkt tber die Klassifizierung
in positive (griin) und negative (rot) Tropfchen mit statistischer Berechnung der Kopien pro Tropfchen
iber die Fraktion der positiven Trépfchen mittels Poisson-Verteilung (p)

Im Gegensatz zur PCR gibt es bei der isothermalen Amplifikation keine definierte Synchro-
nisation der Reaktion iiber die Temperatur. Vielmehr bestimmt hier die Sekundérstruk-
tur des Templates und die Verfiigbarkeit der freien Primerbindungsstellen die Effizienz
der Reaktion (Selck et al.l 2013). Eine absolute Quantifizierung der LAMP wird durch
das Standardkurvenverfahren durchgefiihrt. Hierbei ist die Bestimmung eines Parameters
analog zum Ct-Wert erforderlich. Hiufig wird dafiir die Zeit bis zum Uberschreiten eines
festgelegten Fluoreszenzschwellenwertes (Tt) in der Echtzeitdetektion genutzt. Alternativ
kann anhand der Amplifikationsrate der Zeitpunkt berechnet werden, bei dem die Reak-
tion positiv wird. Dieser wird ,,time-to-positivity“ genannt.

Aktuell gibt es aber noch keine einheitliche Regelung, da die komplexen Zusammenhénge

in der isothermalen Amplifikation noch nicht vollstdndig untersucht wurden (Subramanian
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und Gomez, 2014; Nixon et al. [2014; Khorosheva et al., [2015)). Eine weitere Methode fiir
die absolute Quantifizierung kann mit der digitalen Amplifikation erreicht werden (Abb.
|§| B). Die Detektion der Reaktion erfolgt im Vergleich zu den vorher genannten Methoden
im Endpunkt. Vorteil hierbei ist, dass die Effizienz einen wesentlich geringeren Einfluss
auf die Quantifizierung hat. Der gréfite Vorteil gegeniiber der qPCR ist die héhere Prézi-

sion der Quantifizierung, da die Amplifikation in vielen einzelnen Reaktionen stattfindet.

Hierbei ist eine Kompartimentierung des Reaktionsansatzes erforderlich. Die Nutzung von

isothermalen Amplifikationsreaktionen fiir die digitale Quantifizierung kann sowohl Chip-

basiert als auch in Emulsion erfolgen, wobei das Prinzip identisch ist (Rane et al., 2015;
Selck et al., |2013; |Zhu et al., 2012]).
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6 Zielstellung

Das Hauptziel dieser Dissertation ist die Etablierung neuer qualitativer und quantitativer
Verfahren fiir die DNA- und Pyrophosphat-abhéngige Detektion von LAMP-Produkten
im Hinblick auf eine schnelle und kostengiinstige Diagnostik. Zu diesem Zweck werden
vier Schwerpunkte betrachtet, die (1) die Etablierung von neuen Detektionsmethoden, (2)
die Identifizierung neuer Farbstoffe fiir die indirekte Detektion, (3) die Integration in die
digitale Amplifizierung und (4) die Entwicklung einer weniger komplexen isothermalen
Amplifikation zum Ziel haben (Abb. [7).

Der erste Teil der Arbeit soll sich mit der Etablierung von unterschiedlichen Nachweis-
verfahren fiir die Echtzeit- und Endpunktdetektion in der LAMP anhand ausgewé&hl-
ter Phytopathogene beschéftigen. Dafiir sollen sowohl DNA-basierte (direkte) als auch
Pyrophosphat-basierte (indirekte) Methoden fiir die Detektion untersucht werden. Wei-
terhin soll geprift werden, ob der DNA-interkalierende Farbstoff Berberin zukiinftig fiir
den LAMP-Nachweis verwendet werden kann. Bei den Pyrophosphat-abhingigen Metho-
den soll untersucht werden, ob das in der LAMP fiir die qualitative Detektion etablierte
Hydroxynaphtholblau auch fir eine quantitative Detektion eingesetzt werden kann. Im
Vordergrund steht hierbei die Echtzeit- und Endpunktdetektion der LAMP in einem ge-
schlossen Reaktionssystem, um die LAMP als Schnelltest attraktiver zu machen. Fin ab-
schlieflender Vergleich der unterschiedlichen Detektionsmethoden soll helfen, den richtigen
Farbstoff in Abhédngigkeit von der gewiinschten Applikation zu finden.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein iteratives Verfahren etabliert werden, mit dem neue
Farbstoffe fiir die indirekte Detektion des Pyrophosphats in der LAMP identifiziert wer-
den koénnen. Als Grundlage sollen Metallionen-abhéngige Fluoreszenzfarbstoffe fiir einen
Verdriangungsassay selektiert werden, die bei Akkumulation von Pyrophosphat eine Fluo-
reszenzverstarkung bewirken. Die Methode soll die komplexe Konzentrationsabhéngigkeit
zwischen den Signal-gebenden Komponenten analysieren kénnen. Dafiir soll im hohen
Durchsatz und mit schneller Visualisierung unter simulierten oder enzymatischen Bedin-
gungen ein hohes Signal-Rausch-Verhéltnis erreicht werden. Abschlieflend soll gepriift wer-
den, ob die identifizierten Farbstoffe fiir eine spezifische Detektion des Pyrophosphats unter
konventionellen Amplifikationsbedingungen verwendet werden koénnen.

Die selektierten Farbstoffe sollen anschliefend im dritten Teil fiir die Detektion des Py-
rophosphats in einer Emulsion adaptiert werden. Das Ziel ist eine glinstige und einfache
Methode fiir die indirekte Detektion der LAMP, die zur digitalen Quantifizierung genutzt
werden kann. Dafiir wird untersucht, ob sich die einzelnen Mikroreaktionsraume fluores-

zenzmikroskopisch in einer fiir die LAMP angepassten Emulsion analysieren lassen. Im

19



Zielstellung

Vordergrund steht die Entwicklung einer stabilen und homogenen Emulsion, mit der eine
Pyrophosphat-abhéngige Klassifizierung positiver und negativer Reaktionen moglich ist.
Damit soll eine Grundlage fiir die absolute Quantifizierung mithilfe digitaler LAMP gebil-
det werden.

Im letzten Teil der Arbeit soll eine neue isothermale Amplifikation durch die Verwendung
der Bst DNA-Polymerase mithilfe einer spezifischen Modifikation der Primer entwickelt
werden. Es wird untersucht, ob der Reaktionsmechanismus als Alternative zur Primer-
lastigen LAMP eingesetzt werden kann. Ziel ist es hier, die Komplexitit der Primer-
abhéngigen Amplifikation durch funktionelle Primer zu verringern. Durch die Optimierung
der Effizienz soll die Reaktion abschliefend fiir den Nachweis von Pathogenen verwendet

werden konnen.

Isothermale Amplifikation
* als Pathogennachweis

!

!

Etablierung Identifikation von Entwicklung einer Entwicklung eines
fur qualitative und  __, neuen Farbstoffen fir ... » Methode fiir die neuen Reagktions—
quantitative den Pyrophosphat- digitale isothermale mechanismus
Applikationen nachweis Amplifikation
Analyse der i _Methng Generierung einer Verringerung
Amplifikation Z.Jr dlse_ Optllrgerung Vgasel'.gr-m;?l e BT E e )
. es Signal-Rausc mulsion fir exponentielle
— Echtzeit iy .
Verhaltnis die LAMP Ampllﬁkatlon
— Endpunkt
— Simulation . o
Reaktions- Spezifische Modifikation
is mi Optimierun der Primer
TaCh\:,elgl,m: Visualisierung P 9
unterschiedlichen | Homogenitat
Farbstoffen .
Enzymatische i o
™~ Reaktion |  Direkte und indirekte
- Di Detekti
Direkt etextion Optimierung
— Indirekte- Mikroskopische L Primer
Analyse Design
Farbstoffe fur — Effizienz
B :g{gft:‘g:phat' | Sensitivitat
Y Y \J \/
Endpunkt- und Pyrophosphat- . Neue Methode fiir
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fiir geschlossene mit neuen - . A:: "I, fi;ﬁlgl e mit geringer
Reaktionen Farbstoffen pitfikation Komplexitét

Abbildung 7: Das FlieBschema beschreibt die vier Schwerpunkte der Dissertation mit der Vorgehens-
weise. Die Zielstellung ist die Erweiterung und Etablierung neuer Methoden fiir den Pathogennachweis
mittels isothermale Amplifikation auf Basis der Bst DNA-Polymerase .
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7 Material und Methoden

7.1 Materialien

7.1.1 Pathogene

Fir die Etablierung der Methoden werden vier unterschiedliche Schadorganismen als
Modellsysteme verwendet. Um die in der EPPO gelisteten Phytopathogene (Clavibac-
ter michiganensis subsp. sepedonicus und Potato Spindle Tuber Viroid) fir die Arbeit
im Labor beziehen zu kénnen, musste zuvor ein , Antrag auf Erméchtigung zur Einfuhr
und/oder zum Verbringen von Schadorganismen, Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen und an-
deren Gegensténden zu Versuchs-, Forschungs- und Ziichtungszwecken® (geméaf der Richt-
linie 2008/61/EG) bei der zustédndigen Pflanzenschutzbehorde eingereicht werden.

Verwendet wurde das Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) als gefriergetrocknetes Po-
sitivmaterial (PV0064) von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen (DSMZ) aus Braunschweig (Deutschland), der Erreger Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Cms, NCPPB Nr. 2137 T) vom Julius Kiithn-Institut in Kleinmach-
now (Deutschland), der Erreger Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Xhp, NCPPB Nr.
4032) vom DSMZ sowie Escherichia coli (E. coli, K12 Subtyp DH10B (+®80AlacZM15,
Katalog Nr.: C3020K) von New England Biolabs, Frankfurt am Main (Deutschland).

7.1.2 Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, hatten alle eingesetzten Standardchemikalien den Rein-
heitsgrad ,,zur Analyse“ (p.A.) und werden hier nicht aufgelistet. Die Chemikalien wurden
von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) und
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bezogen.

Medien

Die Medien fiir die Bakterienkultivierung wurden geméf der Angaben vom DSMZ ange-
setzt und bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert. Das Fliissigmedium fiir Cms bestand
aus 10 g/1 Trypton-Pepton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 g/l Glukose +D und 5 g/1 Kaliumchlorid
(pH 7,2). Das Medium fiir Xhp wurde mit 5 g/1 Pepton und 3 g/1 Fleischextrakt (pH 7,0)
angesetzt, fir E. coli wurden 10 g/l Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt und 10 g/1 Natriumchlorid
(pH 7,5) verwendet. Fiir die Ausplattierung bzw. Vereinzelung auf Festmedien wurden

zusétzlich 15 g/l Agar zugegeben.
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Enzyme

Fiir die PCR wurde die DreamTaq DNA-Polymerase von Thermo Fisher Scientific (Ka-
talog Nr. EP0701) verwendet. Fiir die Reverse Transkription der PSTVd-RNA wurde die
Maxima Reverse Transkriptase (M-MuLV RT) von Thermo Fisher Scientific (Katalog Nr.
EP0742) genutzt. Die isothermale Amplifikation wurde mit der Bst DNA-Polymerase von
New England Biolabs (Katalog Nr. M0538L) durchgefiihrt. Der fiir die Reverse Transkrip-
tion erforderliche Ribonuklease-Inhibitor wurde von New England Biolabs (Katalog Nr.
MO0307S) bezogen.

Farbstoffe

In der Arbeit wurden die DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green (Ther-
mo Fisher Scientific, Katalog Nr. S7563), EvaGreen (Biotium, Fremont, USA, Katalog Nr.
31000) und Berberinchlorid (Sigma-Aldrich, CAS Nr.: 633-65-8) sowie die Pyrophosphat-
basierten Farbstoffe Hydroxynaphtholblau (Sigma Aldrich, CAS Nr.: 165660-27-5), Calcein
(Sigma Aldrich, CAS Nr.: 154071-48-4), Calceinblau (Sigma Aldrich, CAS Nr.: 54375-47-
2), Alizarinrot S (Sigma Aldrich, CAS Nr.: 130-22-3), Tetrazyklin (Sigma Aldrich, CAS
Nr.: 60-54-8), Doxyzyklin (Sigma Aldrich, CAS Nr.: 10592-13-9) und Folsiure (Sigma
Aldrich, CAS Nr.: 59-30-3) verwendet.

7.1.3 Primer

Alle in der Arbeit verwendeten PCR- und LAMP-Primer wurden in aufgereinigter Form
(High Purity Salt Free, HPSF oder High Pressure Liquid Chromatography, HPLC) von
Eurofins Genomics in Ebersberg (Deutschland) bezogen. Sie wurden als 100 yM Stamm-
l16sung in TE-Puffer (1 mM TRIS und 0,1 mM EDTA, pH 8 bei 25 °C) gelost. Um Kon-
taminationen zu vermeiden wurden 10 M Aliquots der Stammlésungen angefertigt und
bei -20 °C gelagert.

PCR-Primer

Fiir den PCR-Nachweis wurden pathogenspezifische Primer genutzt (Tabelle .

Tabelle 2: Spezifische PCR Primer fir PSTVd, Cms, Xhp und E. coli

Pathogen Bezeichnung Sequenz 5’-3’ Literatur
PSTVd  WeiBuch-F CCC TGA AGC GCT CCT CCG AG (Weidemann und Buchta,
1998))

WeiBuch-R ATC CCC GGG GAA ACC TGG AGC GAAC

Cms Cmsb0-F GAG CGC GAT AGA AGA GGA ACT C (Mills et al., [1997])
Cms50-R CCT GAG CAA CGA CAA GAA AAA TAT G

Xhp Xcpl-F ACG CGC TACC AAA AGG CAA AGA G (Sulzinski et al .} [1996)
Xcpl-R GAT CTGCGG TTG TCC TGA AGATTG G

E. coli LZL-389 ATG AAA GCT GGC TAC AGG AAG GCC (Bej et al.} [1991)
LZR-653 GGT TTA TGC AGC AAC GAG ACG TCA
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LAMP-Primer

Die LAMP-Primer fiir den Nachweis von PSTVd sind publiziert (Lenarci¢ et al., |2013)
und in Tabelle [3] gelistet. Die LAMP-Primer fiir den Nachweis von Cms und Xhp wurden
mit Hilfe der Software Primer Explorer V4.0 erstellt. Der FIP-Primer besteht aus dem
Flc- und F2 Teil sowie der BIP-Primer aus dem Blc- und B2 Teil.

Tabelle 3: LAMP-Primer fiir den Nachweis von PSTVd, Cms und Xhp

Pathogen Bezeichnung Sequenz 5’-3’

PSTVd Nib-F3 AAA AAG GAC GGT GGG GAG
Nib-B3 CCC CGA AGC AAG TAA GAT AG
Nib-FIP GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG - GCC GAC AGG AGT AAT TCC
Nib-BIP GCT GTC GCT TCG GCT ACT AC - AGA AAA AGC GGT TCT CGG
Nib-LF GGT GAA AAC CCT GTT TCG G
Nib-LR CGG TGG AAA CAA CTG AAG C

Cms Cms-JF-F3 CGT CCCTTG AGT GGATGG T

Cms-JF-B3 TTC GGC TCC AGA TGC CAA
Cms-JF-FIP TTG TGA TCC ACC GGG TAA ACC G - ACC GCC CGT ATATTG

AGA AC

Cms-JF-BIP TTC TGT CTC CTC TAG GGG AGG C- CAT CCACCGTTT GCT
CTT

Cms-JF-LF AAG ATG CTC GCG TCC AC

Cms-JF-LR ACG ATT CAA TCT CAT GTG ATT TCA A

Xhp Xhp-JF-F3 TCT GGT GCG CGA AGG C
Xhp-JF-B3 AGC GAC GCG TAT CCG G
Xhp-JF-FIP TTC CAG CAA CCA GGC GTG CG - AGA TCG TGC GTG GCA ACA A
Xhp-JF-BIP GAG GCC AAG AAG GGT CGC CA - ACC GTG GTT TCC CAC AGC
Xhp-JF-LF ATC CGATCACCAGCT TTGC
Xhp-JF-LR CTG GGC GAA ATG AAC GCC GAG

Fiir Cms wurde als Zielsequenz die 16S-23S Intergenic Spacer Region (IGS) auf der chro-
mosomalen DNA (NCBI Genbank Nr.: AM849034.1) fiir den spezifischen Nachweis aus-
gewahlt, fiir Xhp wurde die Gyrase-Untereinheit B (NCBI Genbank Nr. EU498995.1) ver-
wendet. Die von der Software generierten Primersequenzen wurden anschlieffend mit dem
OligoAnalyzer 3.1 auf Hairpin- und Dimerbildung (Hetero- und Homodimer) untersucht.
Die Sperzifitdt wurde in der Arbeit mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,
National Center for Biotechnology Information) gegen die ,,Nucleotide collection (nr/nt)*
Datenbank getestet (Tab.[12] und [13]im Anhang).
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Hinge-Primer

Die neue isothermale Amplifikationsmethode (Hinge Initiated Primer Dependent Amplifi-
cation, HIP) wurde zundchst mit PSTVd getestet und spéter mit E. coli (5-Galactosidase,
lacZ Gen) als Templat optimiert. Die Hinge-Primer wurden in aufgereinigter Form (HPSF
oder HPLC) von Purimex in Grebenstein (Deutschland) bezogen. Fiir die Hinge-Primer
wurden verschiedene Modifikationen (linker) innerhalb der Sequenz integriert und deren
Amplifikationseffizienz bestimmt (Tab. [4). Als Modifikation wurden entweder eine ,abasi-
sche Stelle“ (AP, abasic site) oder ,Hexaethylenglykol“ (HEG) verwendet und mit unmo-
difizierten Primern (um) verglichen. Fiir E. coli wurden zudem unterschiedliche Kombi-

nationen mit Standard-Primern untersucht.

Tabelle 4: Hinge Primer fiir den Nachweis von PSTVd und E. coli mittels HIP. Die entsprechende
Modifikation ist entweder eine abasic-Site (AP) als abasisches Furan bzw. dSpacer oder ein
Hexaethylenglykol (HEG) als Spacer C12. Als Kontrolle wurden Primer ohne Modifikation (um)
benutzt. HF bezeichnet den Hinge-Primer fiir die Vorwarts- und HR den Hinge-Primer fir die
Riickwarts-Orientierung in der Amplifikation.

Locus Bezeichnung Sequenz 5’-3’

PSTVd PSTVd-AP-HF GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG [dSpacer] CCG AAA CAG GGT
TTT CACC
PSTVd-AP-HR GCT GTC GCT TCG GCT AC [dSpacer] TTC AGT TGT TTC CAC CG

PSTVd-HEG-HF GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG [Spacer C12] CCG AAA CAG GGT
TTT CACC

PSTVd-HEG-HR GCT GTC GCT TCG GCT AC [Spacer C12] TTC AGT TGT TTC CAC
CG

PSTVd-um-HF GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG CCG AAA CAGGGT TTT CACC

PSTVd-um-HR GCT GTC GCT TCG GCT ACTTC AGT TGT TTC CAC CG
E. coli LZ-HF CCA GCG CCC GTT G [dSpacer] CTC GGC GTT TCA TCT GTG
LZ-HR CGG TGA TGG TGC TGC [dSpacer] AGA TAA CTG CCG TCA CTC C
LZL-389 ATG AAA GCT GGC TAC AGG AAG GCC
LZR-653 GGT TTA TGC AGC AAC GAG ACG TCA
LZF-2 CTC GGC GTT TCA TCT GTG
LZR-2 AGA TAA CTG CCG TCACTCC
LZF-0 TCG GTT ACG GCC AGG C
LZR-0 AGG CGG TTT TCT CCG G

Die generierten Primersequenzen wurden anschlieBend mit dem OligoAnalyzer 3.1 auf
Hairpin- und Dimerbildung (Hetero- und Homodimer) untersucht. Die Spezifitdt wurde
in der Arbeit mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, National Center for

Biotechnology Information) gegen die ,,Nucleotide collection (nr/nt)“ Datenbank getestet.
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7.1.4 Gerate

Alle in der Arbeit verwendeten Geréate, die nicht der Standardlaborausstattung entspre-
chen, sind in Tabelle [5| aufgelistet.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Gerate mit Herstellerangabe

Applikation

Hersteller

Exakte Bezeichnung

Analyse der
Gelelektrophorese

Fluorimeter

Fluorimeter
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenz-
Spektrophotometer

Kapillarelektrophorese

Mikrotiterplattenreader
Real-time PCR
Spektrophotometer

Thermocycler

Fusion-FX7 Spectra Imager
ESEQuant Tube Scanner
(FAM/ROX)

Qubit 2.0

Keyence BZ9000 (GFP, DAPI
und TEXAS Red Filter)

Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer

FragmentAnalyzer TM

iControl Infinite 200Pro
LighCycler® 480 Instrument Il
Nanodrop ND1000

PCR Thermocycler Mastercycler
Personal

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Keyence, Osaka, Japan

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Advanced Analytical, Heidelberg,
Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Roche, Penzberg, Deutschland

Nanodrop, Wilmington, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

7.1.5 Software

Fiir die Generierung und Analyse der Primer-Sequenzen, der Strukturvorhersage sowie der

grafischen Ausgabe der Messergebnisse wurden nachfolgen Programme verwendet:

e PerlPrimer: PCR-Primerdesign (http://perlprimer.sourceforge.net)

e OligoAnalyzer 3.1: Primeranalyse (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)

o PrimerExplorer V4.0: LAMP-Primerdesign (http://primerezplorer.jp/e)

e mFOLD: Strukturvorhersage von Nukleinsduren
(hitp://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold)

e« R Project: Statistik und Erstellung von Abbildungen (https://www.r-project.org/)

e BLAST: Sequenzanalyse (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

e ImagelJ: Bildverarbeitung (https://imagej.nih.gov/ij/
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7.2 Methoden

7.2.1 Nukleinsaureextraktion und Quantifizierung
Kultivierung

Die Bakterien wurden in den entsprechenden Fliissigmedien (s. Abschnitt in einem
Inkubator bei 24 °C fiir Cms, 26 °C fiir Xhp und 37 °C fiir F. coli in einem Erlenmeyer-
kolben bis zu einer optischen Dichte (OD750 nim) von 0,2 kultiviert. Die Bakterienkultur
wurde anschlieBend bis zu einer Stufe von 1079 seriell verdiinnt und auf dem entsprechen-
den Festmedium ausplattiert. Nach ein bis fiinf Tagen wurden die Kulturen gezéhlt und
auf Kontamination iiberpriift. Von jeweils einer Kolonie wurde anschliefend erneut eine

Flissigkultur angesetzt, die dann fur die DNA-Extraktion genutzt wurde.

RNA-Extraktion

Das PSTVd wurde als gefriergetrocknetes Blattmaterial geliefert und direkt fiir die RNA-
Extraktion verwendet. Die Extraktion und Aufreinigung der PSTVd-RNA wurde ent-
sprechend der Anleitung des Fertigsystems ,RNeasy Plant Mini Kit ¢ (Qiagen, Hilden,
Deutschland) durchgefiihrt. Die isolierte RNA wurde qualitativ durch Absorptionsmessun-
gen und durch die Kapillarelektrophorese iiberpriift. Anschlieffend erfolgte eine spektro-
photometrische Quantifizierung mit dem Nanodrop ND1000. Die RNA wurde umgehend

weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert.

DNA-Extraktion und Aufreinigung

Die Extraktion und Aufreinigung der genomischen DNA aus einer Bakteriensuspension
wurde entsprechend der Anleitung des Fertigsystems ,High Pure PCR Template Prepa-
ration Kit* (Roche Diagnostics, Penzberg, Deutschland) durchgefithrt. Die Qualitdt der
isolierten DNA wurde spektrophotometrisch mit dem Nanodrop ND1000 bestimmt. Die

Quantifizierung erfolgte fluorometrisch mit dem Qubit® 2.0 Fluorometer.

Qualitative und Quantitative Analyse

Die Uberpriifung der RNA-Integritit wurde kapillarelektrophoretisch mit dem Fragment-
Analyzer TM und dem Fertigsystem ,,High Sensitivity RNA Analysis Kit“ nach Herstel-
lerangaben durchgefiihrt. Nach der Auftrennung der isolierten RNA wird der RNA Quality
Number-Wert (RQN) als Ma$ fiir die RNA-Qualitdt bestimmt. Dieser liegt zwischen eins
und zehn, wobei fiir vollstdndig degradierte und zehn fiir komplett intakte RNA steht. Die
qualitative Analyse der RNA und DNA erfolgte spektrophotometrisch mit dem Nanodrop
durch Messung der Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm.

Die Quantifizierung der RNA und DNA wurde mit den Fertigsystemen ,,Qubit® dsDNA
HS Assay“ und ,,Qubit® RNA BR Assay Kit“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
nach Anleitung durchgefiihrt. Die Kopienzahl (Genom-Aquivalente) wurde anhand der
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bekannten Genomgréflen und der Gleichung berechnet. Die dafiir benutzten Genom-
groBen wurden aus der NCBI ,,Nucleotide Database® entnommen. Fiir Cms (AM849034.1)
wurden daher 3,26 Mbp, fiir Xhp (geschitzt von ATCC 33913 NC__003902) 5,08 Mbp, fiir
E. coli (CP000948.1) 4,67 Mbp und fiir PSTVd (AY937179.1) 361 bp verwendet.

DNA Menge [g] - 6,022 - 10%* [mol ]

Anzahl der Kopien = — —
Genomgrofe [bp] - 650 [g- mol™" - bp~1]

(7.1)

Demnach entsprechen 1 ng genomische DNA etwa 2,8-10% Genom-Aquivalenten bei Cms,
1,8-10° bei Xhp, 2-10° bei E. coli und 2,6 - 10° bei PSTVd.

7.2.2 Reverse Transkription der PSTVd-RNA
Reverse Transkription

Die PSTVd-RNA musste fiir die nachfolgenden Untersuchungen in cDNA umgeschrieben
werden. Hierfiir wurde die MMuLV Reverse Transkriptase und ein PSTVd-spezifischer
Primer verwendet. Die reverse Transkription (RT) wurde in einem Volumen von 20 ul
mit 0,5 ug PSTVA-RNA in einfachen RT-Puffer mit 5 U Reverser Transkriptase, 0,5 mM
dNTP, 8 U RNase Inhibitor und 5 pM des WeiBuch-R Primers (s. Tab. angesetzt.
Da die PSTVd-RNA eine sehr stabile Sekundéarstruktur aufweist, wurde die RNA zuvor
bei 70 °C fiir 5 Minuten denaturiert und anschlieend umgehend bei 4 °C gelagert. Der
gesamte RT-Ansatz wurde dann bei 50 °C fiir eine Stunde inkubiert. Die Inaktivierung
des Enzyms wurde bei 80 °C fiir 5 Minuten durchgefithrt. Die cDNA wurde anschliefflend
aufgereinigt oder direkt in der PCR oder LAMP verwendet.

7.2.3 PCR- und LAMP-Reaktion
Aufreinigung von cDNA- und PCR-Produkten

Fiir einige Versuche wurde die cDNA des PSTVD als Templat fiir die nachfolgenden Re-
aktionen genutzt. Dazu wurde die cDNA zunéchst aufgereinigt, indem die Primer, dNTP,
Enzyme und Puffer iiber ein Sdulen-basiertes Fertigsystem entfernt wurden. Verwendet
wurde hierfir das ,MSB® Spin PCRapace Clean Up Kit* (Stratec, Birkenfeld, Deutsch-
land).

Durchfiihrung einer PCR-Reaktion

Fiir die standardisierte Durchfiihrung einer PCR-Reaktion (25 pl) mit einem bestimmten
Templat (PSTVd, Cms, Xhp oder E. coli) und den entsprechenden Primern aus Tabelle
setzte sich der Mastermix wie folgt zusammen: 0,5 mM der beiden PCR-Primer, 0,5 mM
dNTP, 0,5 U Tag DNA-Polymerase und einfachen Tag-Puffer mit Wasser gemischt. Die
Positivreaktion wurde mit 2 pl Templat-DNA und die Negativreaktion mit 2 ul Wasser

angesetzt.
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Das Programm fiir die PCR wurde an die optimalen Annealingtemperaturen der jeweiligen
Primer angepasst. Die PCR wurde mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C gestartet,
gefolgt von 25-32 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 1 Minute, Primer-
Annealing bei der entsprechenden Temperatur (PSTVd: 62 °C, Cms: 61 °C, Xhp: 72 °C
und E. coli: 60 °C) und Verldngerung bei 72 °C. Abschlieend wurde die PCR bei 72 °C
fiir 5 Minuten beendet. Die PCR wurde in 0,2 ml Reaktionsgeféfien im Thermocycler
durchgefithrt. Die PCR-Produkte wurden anschliefend mittels Gelektrophorese oder der

Kapillarelektrophorese aufgetrennt und analysiert.

Durchfiihrung einer LAMP

Die LAMP-Reaktion kann in Volumina zwischen 10 und 25 ul durchgefithrt werden. Die
Reaktion wurde in einfachen ThermoPol Puffer (New England Biolabs) mit 1,4 mM dNTP,
0,8 M Betain, 8 U Bst DNA-Polymerase, 1,6 uM FIP- und BIP-Primer, 0,8 M LF- und
LR-Primer, 0,1 uM F3- und B3-Primer (Tab. , 6 mM Magnesiumchlorid und Templat-
DNA fiir die Positivreaktion oder Wasser fiir die Negativreaktion angesetzt. In Abhéngig-
keit der gewédhlten Detektion wurden 0,5 mM Manganchlorid mit 25 M Calcein, 120 pM
Hydroxynaphtholblau, 180 uM Berberin, 0,5-fach SYBR Green oder 0,5-fach EvaGreen
dazugegeben. Die LAMP-Reaktionen wurden in einem 0,2 ml PCR-Streifen mit acht Re-
aktionsgefdfien angesetzt und zusétzlich mit 15 pl Mineraldl abgedeckt, um die Evapora-
tion wahrend der Reaktion im ESEQuant Tube Scanner zu verhindern. Alle Reaktionen
wurden bei 60-67 °C inkubiert. Die Detektion der Reaktion erfolgte durch die visuelle
Analyse im Tages- oder UV-Licht als Endpunktmessung oder in Echtzeit durch die kon-
tinuierliche Messung der Fluoreszenz von Calcein, SYBR Green, EvaGreen oder Berberin
im FAM-Kanal (Anr.: 470 / Em: 520 nm). Hydroxynaphtholblau wurde im ROX-Kanal
(Anr.: 565 / Em: 625 nm) detektiert.

7.2.4 Nachweis der PCR-~ und LAMP-Reaktion
Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der DNA nach der PCR oder der LAMP erfolgte in
einem 2,5% Agarosegel bei 70-85 mV fiir 35-50 Minuten. Fiir die Detektion der DNA
in einem 25 ml Gel wurden 0,5 ul DNA Stain Clear G (Serva Electrophoresis, Heidel-
berg, Deutschland) nach dem Aufkochen der Agarose in einfachem TAE-Puffer (40 mM
Tris-Acetat, 1 mM EDTA) zugegeben. Der eingesetzte Grofienstandard ist der pUC19
DNA /Mspl (Hpall) Marker (Thermo Fisher Scientific). Der Nachweis der Banden erfolgte
unter UV-Licht im Fusion-FX7 Spectra Imager.

Qualitative Analyse der LAMP

Die Endpunktdetektion wurde mit Hilfe von Fotoaufnahmen der Reaktionsgefédfie nach
der Reaktion durchgefithrt. In Abhédngigkeit des Farbstoffs wurden die Reaktionsgeféfie

auf einem UV-Tisch platziert und ein Foto gemacht.
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Quantitative Analyse der LAMP

Die Echtzeitdetektion mit den entsprechenden Farbstoffen wurde mit zwei unterschied-
lichen Methoden analysiert und fiir die Quantifizierung herangezogen (Abb. . Die
einfachste Methode ist die Festlegung eines Schwellenwertes (threshold time, Tt) der
gemessenen Fluoreszenzintensitit. Die Zeit bei Erreichen dieses Schwellenwertes wird
dann fiir den Vergleich mit anderen Proben genutzt oder kann zur Darstellung der
Korrelation zur eingesetzten Templatmenge eingesetzt werden.

Ein weiterer Ansatz stellt die mathematische Methode dar, bei der der Schwellenwert
(,Time-to-Positivity*, Tp) anhand des Grundsignals und des Signalanstiegs berechnet
wird (Subramanian und Gomez, 2014). Die Analyse der erhaltenen Daten konnte mithilfe
eines R-Skriptes fiir die automatisierte Analyse und grafische Ausgabe umgesetzt werden.
Fir die Bestimmung des Detektionsbereichs wurden die Tt- bzw. Tp-Werte gegen die
Templat-Menge aufgetragen.
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Abbildung 8: Die Auswertung der Echtzeit-LAMP kann iiber die Festlegung eines konstanten Wertes
fur das Erreichen einer Fluoreszenz fiir alle Messungen erfolgen (griine Pfeile). Hierbei wird die Schwel-
lenwertzeit (Tt) bestimmt. Alternativ kann mit Hilfe einer mathematische Modellierung der Tp-Wert
ermittelt werden. Dafiir wird der Schnittpunkt der Geraden im maximale Anstieg b (AFU/At) mit der
Basislinie (rot) zum Zeitpunkt m (blau) bestimmt.

7.2.5 Weiterentwicklung der quantitativen und qualitativen
LAMP-Detektion

Einfluss von Berberin auf die Bst DNA-Polymerase-Aktivitat

Da bei der Etablierung von Endpunkt- und Echtzeitnachweisen fiir die Pathogene Berberin
als DNA-interkalierender Farbstoff etabliert werden sollte, musste vorab gepriift werden,
ob der Farbstoff die Aktivitdt der Bst DNA-Polymerase beeinflusst. Dafiir wurden meh-
rere LAMP-Reaktionen zum Nachweis von PSTVd mit 40 pM, 60 pM, 80 pM, 100 pM,
120 uM, 140 pM, 160 pM, 180 pM Berberin im ESEQuant Tube Scanner (FAM-Filter,
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Anr.: 470 nm / Em.: 520 nm) fiir 60 Minuten bei 65 °C durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte
durch die Bestimmung der Amplifikationsrate (Signalanstieg/Zeitintervall). Die Fotoauf-
nahmen der Reaktionsgefifie hielten die Fluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht (312 nm)

nach 60 min fest.

Etablierung der LAMP fiir Cms und Xhp

Da fiir den Nachweis der beiden Bakterien keine LAMP-Primer in der Literatur zu finden
waren, musste die LAMP Reaktion mit den selbst entworfenen Primen zunéchst optimiert
werden. Dafiir wurde eine typische LAMP-Reaktion mit SYBR Green zur Detektion an-
gesetzt und durch Anpassung der Temperatur oder der M g?T-konzentration das Auftre-
ten unspezifischer Amplifikation aufgrund von Primer-Artefakten minimiert. Anschliefend
wurden die Nachweise mit Berberin und HNB zur Bestimmung der Nachweisgrenzen in
der Echtzeit- und Endpunktdetektion durchgefiihrt.

Fluorimetrische Messungen mit Hydroxynaphtholblau (HNB)

Fir die Detektion der LAMP mittels HNB in Echtzeit wurden Absorptions- und Fluo-
reszenzmessungen durchgefithrt. Die Abhéngigkeit der Hydroxynaphtholblau-Fluoreszenz
von der Konzentration des M g*t sowie des Pyrophosphats wurde untersucht. Dazu wur-
den zunéchst Absorptionsspektren von 120 pM HNB mit 2 mM Magnesiumchlorid und
zusdtzlich mit 2 mM Natriumpyrophosphat bei pH 8,8 im Mikrotiterplattenreader zwi-
schen 400 und 700 nm aufgenommen. Mit den gleichen Proben wurde nach Anregung bei
560 nm die Fluoreszenzintensitit bei 625 nm gemessen. In anschlieBenden Experimenten
wurde durch die Variation von Mg?T (4-10 mM) die Fluoreszenz im ESEQuant Tube
Scanner (ROX Kanal, Anr.: 560 nm / Em.: 625 nm) detektiert.
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7.2.6 Identifizierung neuer Farbstoffe fiir die Pyrophosphatdetektion

Detektion von Pyrophosphat durch Metallionen-abhingige

Fluoreszenzfarbstoffe

Fir die Identifizierung neuer Fluoreszenzfarbstoffe zum Nachweis von Pyrophosphat
(PPi) wurde ein iteratives Screening-Verfahren entwickelt. Hierbei wurden zunéchst
Farbstoffe selektiert, die eine Affinitdt zu bivalenten Metallionen aufweisen und damit
auch eine Voraussetzung fiir die LAMP-Reaktion erfiillen. Anschlieend wurde der
Effekt von Mn?t und Mg** auf die Fluoreszenz der selektierten Farbstoffe untersucht.
Mégliche Kandidaten wurden in der LAMP und PCR auf eine inhibitorische Wirkung
gepriift. Farbstoffe, die ein Fluoreszenzquenching bei Mn?* zeigten und die Polyme-
rasen nicht hemmten, wurden anschlieBend in einem Mikrotiterplattenscreening mit
Simulation der Reaktionsbedingungen hinsichtlich des Signal-Rauschverhéltnis’ (SNR) in
Anwesenheit von PPi optimiert. Anschlieend erfolgte eine Uberpriifung der optimierten
Konzentrationen in der enzymatischen Reaktion. Schliefllich wurde der detektierbare

Konzentrationsbereich von PPi mit den selektierten Farbstoffen bestimmt.

1. Selektivitit von Mn?t gegeniiber anorganischem PPi und dNTP: Zur
Untersuchung der Selektivitidt wurden 25 uM Calcein und 0,5 mM Manganchlorid
bei ansteigender ANTP- und PPi-Konzentration (0, 0,6 und 1,0 mM) sowie der Kom-
bination aus beidem verwendet. Um den Einfluss von M ¢?* zu analysieren, wurden
die Fluoreszenzintensitdten aller Proben mit bzw. ohne 6 mM Magnesiumchlorid
gemessen. Die Fluoreszenz wurde nach einer Equilibrierungszeit von 20 Minuten
bei 25 °C im ESEQuant Tube Scanner (FAM Kanal: Anr.: 470 / Em.: 520 nm) in
einem 50 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,8) detektiert.

2. Metallionen-abhingige Fluoreszenz ausgewihlter Farbstoffe: Das Scree-
ningverfahren fiir Mn?t-abhéingige Fluoreszenzfarbstoffe zum Nachweis von PPi in
der Amplifikationsreaktion wurde vorab mit einer grofleren Auswahl an Farbstoffen
durchgefiihrt. Dafiir wurde der Effekt von Mg¢*t und Mn?* auf das Fluoreszenz-
verhalten untersucht.

Die Farbstoffe Calcein, Calceinblau und Folsdure wurden dafiir in 0,1 M Natronlauge
gelost und anschlieend eine Losung von 2 mM in Wasser auf den pH 8,8 eingestellt.
Die Farbstoffe Tetrazyklin, Doxyzyklin und Alizarinrot S wurden direkt in Wasser
gelost und auf den pH 8,8 eingestellt. Die Farbstoflosungen wurden bei 4 °C im
Dunkeln gelagert. Manganchlorid, Magnesiumchlorid und Natriumpyrophosphat
wurden in einer Konzentration von 10 mM in Wasser angesetzt.

Die Fluoreszenzintensitét aller Farbstoffe wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte
(Corning® 96 Well Platten, transparenter Boden, Sigma Aldrich) im Mikrotiterplat-
tenreader gemessen. Fiir die LAMP-Reaktionsbedingungen wurden 25 yM Farbstoff
ohne Metallionen in 100 pul einfachem Thermopol-Puffer als Referenzprobe genutzt.

Die zweite Probe enthielt neben dem Farbstoff zusétzlich 5 mM Magnesiumchlorid,
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die dritte Probe 0,5 mM Manganchlorid. Die vierte Probe wurde mit einer Mischung
beider Metallionen angesetzt. Fiir die PCR-Reaktionsbedingungen wurden 2 mM
Magnesiumchlorid und 0,1 mM Manganchlorid verwendet.

Um das Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR) zu bestimmen wurde eine fiinfte Probe
mit zusdtzlich 1,4 mM Natriumpyrophosphat bei der LAMP bzw. 0,5 mM bei
der PCR angesetzt. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz gemessen. Die Messun-
gen fiir Tetrazyklin, Doxyzyklin (Anr.: 370 nm / Em.: 520 nm ), Alizarinrot S
(Anr.: 535 nm / Em.: 645 nm), Calcein (Anr.: 488 nm / Em.: 525 nm), Calceinblau
(Anr.: 322 nm / Em.: 435 nm) und Folsdure (Anr.: 365 nm / Em.: 450 nm)
wurden im Mikrotiterplattenreader durchgefiihrt. Das SNR wurde anschlieflend aus
den Fluoreszenzsignalen zwischen der Probe mit und ohne Natriumpyrophosphat

ermittelt.

. Untersuchung zur Inhibition der Taq und Bst DNA-Polymerase: Die
Farbstoffe mit dem héchsten SNR wurden ausgewédhlt und zusammen mit Mangan-
chlorid in der enzymatischen Reaktion auf Inhibition untersucht. Hierbei wurden
unterschiedliche Konzentrationen von Alizarinrot S und Tetrazyklin (0 / 0,05 / 0,1
/ 0,2 /0,25 und 0,5 mM) sowie Manganchlorid (0 / 0,1/ 0,2 / 0,5 / 0,75 und 1 mM)
in LAMP- und PCR-Reaktionen zum Nachweis von 0,1 ng PSTVd-cDNA eingesetzt.

Die amplifizierte DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

. Screening zur Optimierung des Signal-Rausch-Verhiltnis’: Die Absorptions-
und Fluoreszenzspektren von Calcein (Referenzfarbstoff), Tetrazyklin und Alizarin-
rot S wurden bei pH 8,8 in einem Bereich von 300 bis 850 nm im Mikrotiterplatten-
reader aufgenommen. Fiir die Fluoreszenzspektren wurden die Absorptionsmaxima
des jeweiligen Farbstoffs fiir die Anregung verwendet. Das kombinatorische Screening
fiir die Bestimmung der optimalen Konzentrationen von M g2, Mn?t und Farbstoff
in den simulierten LAMP- und PCR-Reaktionen wurde in jeweils einer 96-Well Mi-
krotiterplatte und dem Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer durchgefiihrt.
Jede Kavitat der Mikrotiterplatte enthielt eine bestimmte Kombination der Kompo-

nenten. Die untersuchten Konzentrationsbereiche sind in Tabelle [6] aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Ubersicht der im Screening untersuchten Farbstoffkonzentrationen und Wel-
lenlangen sowie der eingesetzten Konzentrationen von Manganchlorid und Magnesium-
chlorid fir die LAMP und die PCR

Komponente Konzentrationen [uM] Anregung [nm] Emission [nm]
Calcein 10, 25 und 50 495 525
Tetrazyklin 100, 250 und 500 370 520
Folsaure 25, 50 und 75 365 450
Calceinblau 10, 25 und 50 322 435
Doxyzyklin 100, 250 und 500 370 520
Alizarinrot S 50, 100 und 250 535 645
MnCl; (LAMP) 0, 250, 500, 750 und 1000

MnCl: (PCR) 0, 100, 150, 200 und 250

MgCl; (LAMP) 4000, 6000, 8000

MgCl, (PCR) 0, 1000, 2000

Gemessen wurde die Fluoreszenzintensitit der Proben mit und ohne Natriumpyro-
phosphat (LAMP: 1,0 mM / PCR: 0,5 mM). Das SNR wurde anschliefend durch
Intensitétsplots (Heatmaps) visualisiert, wobei die Farbkodierung von weifl (niedri-
ger Wert) bis schwarz (hochster Wert) reicht (Abb. [9). Die grafische Auswertung

wurde mit Hilfe des Softwarepakets R umgesetzt.

A (DNA):+dNTPs —> (DNA),,; + P,0% B calceinblau 3227435 nm

Folsdure 365 / 450 nm

FS Tetrazyklin 370 /530 nm
— Doxyzyklin 370/ 530 nm
. 8 Calcein 495 { 520 nm
e
\F'Pi

Alizarinrot S 535/ 645 nm

Quencher lon
C D E (mit PPi)

F3S1 FS2 FS3 Fs1 FS2 FS3

SNR=

F (ohne PPi)

MnClp

MgClz

——ohne PPi— —— mit PPi——

Mn2+

Abbildung 9: (A) Prinzip der Verdrangungsreaktion zwischen dem Pyrophosphat
(PPi) und dem Quencherion mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FS). (B) Selektierte
Farbstoffe mit Anregungs- und Emissionsmaxima. (C) Probenverteilung in der Mi-
krotiterplatte fiir das Screening mit drei Farbstoffkonzentrationen (FS), drei Mg?™-
und fiinf Mn2t-Konzentrationen. Jede Kavitit reprisentiert eine Kombination aus
allen Komponenten mit und ohne PPi fiir die Simulation der Endpunktsituation
der LAMP und PCR. (D) Das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitit aus positiver
(mit PPi) und negativer (kein PPi) Reaktion wird als SNR durch eine Heatmap
visualisiert.
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Nach dem Screening wurden die Kombinationen mit den hoéchsten SNR unter
enzymatischen Bedingungen tiberpriift. Dafiir wurden fiir jede Kombination jeweils
eine LAMP- bzw. PCR-Reaktion mit und ohne Templat-DNA (PSTVd-cDNA)
durchgefiihrt und die Fluoreszenz des entsprechenden Farbstoffs im Endpunkt
gemessen. Das resultierende SNR wurde anschlieend mit den Werten aus dem

Screening verglichen.

. Pyrophosphat-abhingige Detektion mit Tetrazyklin und Alizarinrot S:
Nachdem die optimale Konzentration der beteiligten Komponenten gefunden worden
war, konnten PPi-abhangige Fluoreszenzmessungen mit einem kompetitiven Farbtest
durchgefiihrt werden. Dafiir wurde die Fluoreszenzintensitdt in Abhéngigkeit des
Natriumpyrophosphats (0 bis 2 mM fir die LAMP, 0 bis 0,5 mM fiir die PCR) mit
Tetrazyklin (Anr.: 350 / Em.: 525 nm), Alizarinrot S (Anr.: 530 / Em.: 645 nm)
bzw. Calcein (Anr.: 490 / Em.: 525 nm) in einem Volumen von 50 pl/Kavitit in der

Mikrotiterplatte gemessen.

7.2.7 Detektion von Pyrophosphat in einer Emulsion

Generierung der Emulsion mit angepasster disperser Phase

Fiir den Nachweis von PPi in einer Wasser-Ol-Emulsion wurde zunichst die Stabilitit

und Homogenitdt der generierten Emulsion optimiert. Die Emulsion bestand aus einer

dispersen Phase mit allen Reaktionskomponenten fiir die LAMP sowie der kontinuierlichen
Phase mit dem kommerziell erhéltlichen Ol von Biorad (Abb. (10| A).

A

kontinuierliche Phase i L . o @

disperse Phase \

Poloxamer 188;
x = 75-85, y = 25-40

Polyoxyethylen Polyoxypropylen Polyoxyethylen
hydrophil hydrophob hydrophil

Abbildung 10: (A) Generierung einer Emulsion durch Vermischen der dispersen und
kontinuierlichen Phase in einem Chip (Quelle: DG8™ Cartridge, www.Biorad.com) mit-
hilfe eines Emulgators zur Stabilisierung der Grenzflache. (B) Struktur des Emulgators
Poloxamer 188 (Triblockcopolymer) und (C) Reaktionsraum mit schematischer Darstel-
lung der Grenzflache und dem integrierten Triblockcopolymer.
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Als kontinuierliche Phase wurde das ,,QX200™ Droplet Generation Oil for EvaGreen*
(HFE-7500) genutzt. Die Generierung der Emulsion erfolgte in einer Kartusche (DG8™
Cartridges for QX200™/QX100™ Droplet Generator) im QX200™ Droplet Generator
(Biorad). Anschlieflend wurde die generierte Emulsion mikroskopisch analysiert. Dafiir
wurden 4 pl der Emulsion auf einen Glasobjekttrager mit Vertiefung iiberfithrt und mit
einem Deckglas abgedeckt. Fiir die Bestimmung der Homogenitit wurden die Tropfchen-
durchmesser mit Hilfe der Software ,ImageJ* {iber die Bestimmung der Fléche kalkuliert.
Die Tropfchen am Rand der Aufnahmen wurden dabei nicht beriicksichtigt. Mit den Tropf-

chendurchmessern wurde anschlielend eine Haufigkeitsverteilung erstellt.

1. Vergleich der LAMP-Emulsion und ddPCR-Emulsion: Die Homogenitét
der fiir die LAMP angepassten Emulsion wurde mit der originalen Emulsion von
BioRad verglichen. Fiir die fluorimetrische Untersuchung der LAMP-Emulsion
wurde der dispersen Phase 100 ng dsDNA (E. coli) und SYBR Green zugefiigt.
Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen erfolgten mit dem Keyence BZ 9100
Fluoreszenzmikroskop (GFP-Filter).

2. Optimierung der Emulsion fiir die LAMP: Die Optimierung der dispersen
Phase zur Stabilisierung der Emulsion wurde mit dem Poloxamer 188 (Pluronic
F 68) durchgefithrt (Abb. (10| B). Hierbei wurde der Anteil des Poloxamers von 0 bis
2% (v/v) variiert und die Homogenitdt der Emulsion tber die Hellfeldaufnahmen

mikroskopisch analysiert.

3. Nachweis von Pyrophosphat in der Emulsion: Nach der Optimierung wur-
den die Farbstoffe fiir den Nachweis von Pyrophosphat unter LAMP-Bedingungen
(einfachem Thermopolpuffer, 1,5% Poloxamer 188 und 0,8 M Betain) in der Emul-
sion eingesetzt. Verwendet wurden 0,05 mM Calcein mit 0,5 mM Mn?*, 0,1 mM
Tetrazyklin und 0,75 mM Mn?*, 0,05 mM Alizarinrot S und 0,75 mM Mn?* sowie
0,12 mM HNB. Fiir die Simulation der LAMP-Reaktion wurden zu allen Reaktionen
6 mM Magnesiumchlorid und 2 mM Natriumpyrophosphat zugefiigt. Die Kontrolle
erfolgte ohne Pyrophosphat. Die Emulsionen fiir die positive und negative Reakti-
on wurden getrennt generiert und im Anschluss fiir die fluoreszenzmikroskopische
Analyse auf den Glasobjekttrager gemischt. Fiir die Charakterisierung der gene-
rierten Emulsion wurde die Homogenitdt und Morphologie der Tropfchen zunéchst
anhand von Hellfeldaufnahmen mit dem Mikroskop (BZ-9000, Keyence) ausgewertet.
Die Fluoreszenzaufnahmen wurden fiir Calcein mit dem GFP-Filter (Anr.: 472 nm
und Em.: 520 nm), fiir Alizarinrot S und Hydroxynaphtholblau mit dem Texas Red-
Filter (Anr.: 562 nm und Em: 624 nm) sowie fiir Tetrazyklin mit dem DAPI-Filter
(Anr.: 377 nm und Em.: 447 nm) angefertigt.
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7.2.8 Etablierung der Hinge-Initiated Primer Based Amplification

Zunéchst wurden Primer fiir den Nachweis von PSTVd und E. coli generiert (Tab. [4). Die
Hinge-Primer PSTVd-HF und -HR wurden anhand der Sequenz (Genbank: AY937179.1)
ausgewdhlt. Bei diesen Hinge-Primern wurde sowohl die abasische Stelle (AP, dSpacer)
als auch die Hexaethylenglykol-Struktur (HEG, SpacerC12) als Linker integriert. Als
Kontrolle wurden die Hinge-Primer ohne Linker (um) synthetisiert.

Die Hinge-Primer fiir den Nachweis von FE. coli wurden anhand der DNA-Sequenz
(Genbank: CP000948.1) nur mit der abasische Stelle als Linker synthetisiert. Der vordere
Sequenzabschnitt des Hinge-Primers muss dabei revers komplementér zur Hybridi-
sierungsregion auf der Zielsequenz sein. Der Sequenzabschnitt nach dem Linker ist
komplementér zur Zielsequenz. Die einzelnen Primer-Abschnitte wurden analog zur PCR
mit Hilfe der Software ,,Perl Primer* und ,OligoAnalyzer3.1“ fiir einen Temperaturbe-
reich zwischen 60 und 65 °C generiert. Anschliefend wurden die Primer auf Homo- und
Heterodimerbildung gepriift.

Jede Reaktion wurde in einem Volumen von 12,5 pl angesetzt und enthielt einfachen
Thermopol Puffer, 6 mM Magnesiumchlorid, 0,8 M Betain, 1 mM dNTP, 8 U Bst 2.0
WarmStart DNA-Polymerase, 0,8-fach SYBR Green sowie die entsprechenden Hinge-
Primer. Die Reaktion wurde in Abhéngigkeit des jeweiligen Experiments fiir 60 bis 120
Minuten im LightCycler 480 oder dem ESEQuant Tube Scanner bei 65 °C inkubiert
und die Fluoreszenz im FAM-Kanal kontinuierlich detektiert. Fiir die unterschiedlichen

Versuchsteile wurden folgende Primerkonzentrationen eingesetzt:

1. Vergleich PSTVd-HIP und -LAMP: HIP: 1,0 uM PSTVd-AP-HF und
PSTVd-AP-HR (Tab. [4). LAMP: 0,1 xM Nib-F3/B3, 0,8 M Nib-Lf/Lr sowie 1,6
pM Nib-FIP/BIP (Tab. [3)). Der Versuch wurde mit 5 ng PSTVd-cDNA fiir die Posi-
tivkontrolle oder Wasser fiir die Negativkontrolle angesetzt. Die amplifizierte DNA
wurde durch die kapillarelektrophoretische Auftrennung im Fragment Analyzer
mithilfe des ,DNF-915 dsDNA 915 Reagent Kits* (Advanced Analytical) analysiert.

2. Vergleich der Linker-Modifikationen: Untersucht wurden jeweils 1,0 uM
der Hinge-Primer mit dSpacer (PSTVd-AP-HF/HR), HEG-Linker (PSTVd-HEG-
HF/HR) und ohne Modifikation (PSTVd-um-HF /HR) in Kombination mit 1,0 uM
der korrespondierenden Vorwérts- oder Riickwértsprimer der gleichen Modifikation,
der Nib-FIP und Nib-BIP LAMP-Primer sowie 0,2 uM der dufleren LAMP-Primer
(Nib-F3 and Nib-B3). Der Versuch wurde mit 5 ng PSTVd-cDNA fiir die Positiv-
kontrolle oder Wasser fiir die Negativkontrolle angesetzt. Die Analyse erfolgte durch

die Bestimmung des Tp-Werts und dessen grafische Darstellung als Heatmap.
3. Analyse der Reaktionskinetik in unterschiedlichen Kombinationen: Das

Experiment wurde mit sechs positiven (5 ng E. coli-DNA) und negativen (ohne Tem-
plat) Proben durchgefiihrt. Eingesetzt wurden 1,0 uM LZ-HF und -HR sowie 0,2 uM
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LZL-389 und LZR-653 Primer in unterschiedlichen Kombinationen (Tab.[7). Die Re-
aktion wurde im LightCycler 480 im FAM-Kanal detektiert. Die HIP-Reaktionen
wurden hinsichtlich der Echtzeitdaten und den resultierenden Schmelzkurven aus-
gewertet. Dafiir wurden die Proben zunéchst bei 97 °C fiir eine Minute inkubiert.
Anschlielend wurden die Proben fiir zwei Minuten bei 4,8 °C je Sekunde auf 55 °C
heruntergekiihlt, um sie dann mit 0,05° C je Sekunde auf 97 °C zu erhitzen. Das

detektierte Fluoreszenzsignal wurde als Schmelzkurve dargestellt.

Tabelle 7: Verwendete Kombinationen fiir die Variation der Hinge-Primer fiir die
Analyse der Kinetik.

Kombination verwendete Primer

Symmetrische HIP
1 LZ-HF 4 LZ-HR + LZL-389 + LZR-653
LZ-HF 4+ LZ-HR
Asymmetrische HIP
LZ-HF + LZL-389 + LZR-653
LZ-HR + LZL-389 + LZR-653
LZ-HF + LZR-653
LZ-HR+ LZR-389
LZL-389 4 LZR-653

N

~NoOohs,W

. Variation von Magnesium: Magnesiumchlorid wurde zwischen 4 und 10 mM
eingesetzt. Die getesteten Primerkombinationen bestanden aus 1 M LZ-HF und -
HR, 1 uM LZ-HF mit 0,2 uM LZL-389 und LZR-653 sowie 1 uM LZ-HR mit 0,2 uM
LZ1-389 und LZR-653. Die Auswertung erfolgte durch die Bestimmung des Tp-
Werts.

. Variation der Primerkonzentration: Die Konzentration der LZ-HF und -R Pri-
mer wurde zwischen 0,8 und 1,4 uM variiert. Das Experiment wurde mit denselben
Primerkombinationen wie zuvor durchgefiihrt (Punkt: [4). Die Auswertung erfolgte

durch die Bestimmung des Tp-Werts.

. Einfluss der Amplifikationsliange: Der Versuch wurde mit vier Kombinationen,
bestehend aus 1,2 uM der zwei LZ-HF und -HR Primer mit 0,2 uM der Primer
LZ1L-389 und LZR-653, LZF-2 und LZR-2 sowie LZF-0 und LZR-~0 durchgefiihrt.
Die Auswertung erfolgte durch die Bestimmung des Tp-Werts.

. DN A-abhingige Reaktion: Die Menge von E.coli dsDNA wurde seriell von 10'°
auf 10* Genoméiquivalente/ul verdiinnt und eine HIP-Reaktion fiir jede Verdiin-
nung angesetzt. Die Primerkonzentrationen waren 1,0 uM des LZ-HR, 0,2 pM des
LZF-0 Primers und 0,2 uM des LZR-653 Primers. Die M g?>*-Konzentration betrug
insgesamt 4 mM. Die Ansétze wurden fiir 65 °C im LightCycler 480 fiir 60 Minu-
ten inkubiert. Die Bestimmung der Sensitivitéit erfolgte durch die Bestimmung des

Tp-Werts, welcher gegen die eingesetzte Templatmenge aufgetragen wurde.
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8 Ergebnisse

8.1 Weiterentwicklung der quantitativen und qualitativen
LAMP-Detektion

Um die Anwendbarkeit verschiedener Methoden fiir die quantitative und qualitative
Analyse als Feldtest etablieren und vergleichen zu kénnen, wurden verschiedene Echtzeit-
und Endpunktverfahren fiir die Detektion von PSTVd, Cms und Xhp in einer geschlosse-
nen Reaktion etabliert. Fiir die Untersuchungen wurde zunéchst der PSTVd-LAMP Assay

als Grundlage verwendet.

8.1.1 Echtzeit- und Endpunktnachweis des PSTVd
DNA-abhiéngige Echtzeitdetektion

Neben den bekannten interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen SYBR Green und EvaGreen
wurde auch Berberin als neuer interkalierender Farbstoff fiir den direkten Nachweis der
amplifizierten DNA getestet. Da der Farbstoff die enzymatische Reaktion nicht inhibieren
soll, wurde zunéchst der Effekt einer ansteigenden Berberinkonzentration (40-180 M) auf
die Aktivitit der Bst DNA-Polymerase in der LAMP untersucht (Abb. . Alle Ampli-
fikationskurven fiihrten zu einer exponentiellen Zunahme des Fluoreszenzsignals nach 10
Minuten. Hierbei korrelierte die Fluoreszenzintensitét im Endpunkt (60 Minuten) mit der

eingesetzten Farbstoffkonzentration (Abb. [11] A).
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Abbildung 11: (A) Amplifikationskurven des PSTVd-Assays mit (1) 40 uM, (2) 60 pM, (3) 80 pM, (4)
100 pM, (5) 120 pM, (6) 140 pM, (7) 160 pM und (8) 180 uM Berberin. Die Fotos der ReaktionsgefaBe
zeigen die Fluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht (312 nm). (B) Mittelwerte der Amplifikationsrate als
Signalanderung lber die Zeit in Abhangigkeit der eingesetzten Berberinkonzentration. Die Messungen
erfolgten in Triplikaten. Verandert aus: |[Fischbach et al.| (2015]).
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Die Fotoaufnahmen der Reaktionsgeféfie nach 60 Minuten wiesen eine Abnahme der Inten-
sitdt bei geringer Berberinkonzentration nach Anregung bei 312 nm auf. Die Effektivitat
der Reaktion wurde durch den maximalen Signalanstieg (Amplifikationsrate) in der ex-
ponentiellen Phase der Reaktion analysiert. Hierbei nahm die Rate in Abhéngigkeit zur
steigenden Farbstoffkonzentration von 0,09 bis 0,16 mV /s leicht zu (Abb. |11 B).
Nachdem mit allen Konzentrationen eine Echtzeitdetektion der PSTVd-LAMP-Reaktion
moglich war, wurden fiir die quantitative Analyse des PSTVd neben Berberin auch SYBR
Green und EvaGreen eingesetzt. Dafiir wurde die PSTVd-cDNA seriell verdiinnt (1,5 x 1019
bis 1,5 Kopien) und mit den drei Farbstoffen in Echtzeit detektiert. Die Abbildung
zeigt die Amplifikationskurven (links) und die Sensitivitit in Abhéngigkeit der eingesetz-
ten Templat-Menge als Tt-Wert bei einem Schwellenwert von 0,2 RFU (rechts).

Bei allen Farbstoffen konnten der typische exponentielle Signalverlauf der LAMP bis
1,5 x 10* Kopien des PSTVd-Templats beobachtet werden. Geringere PSTVd-Mengen so-
wie die Negativkontrollen fiithrten zu keinem Signalanstieg im untersuchten Zeitraum. Die
Zeit beim Uberschreiten des gesetzten Schwellenwerts (0,2 FU) lag bei den ersten vier Ver-
diinnungsstufen fiir alle Farbstoffe zwischen 10 und 30 Minuten. Im Gegensatz zu SYBR
Green (Abb.|12] A) und EvaGreen (Abb. (12 B) fielen die Abstédnde zwischen den einzelnen
Amplifikationskurven der Verdiinnungsstufen bei Berberin gleichméfiger aus (Abb.[12 C).
Zudem blieb das Fluoreszenzsignal bei Berberin iiber den gesamten Inkubationszeitraum
auf gleicher Hohe, wobei das Signal bei SYBR Green am stédrksten abfiel.

DNA- und Pyrophosphat-abhingige Endpunktdetektion

Fir die schnelle und qualitative Analyse der LAMP-Reaktion soll die Endpunktdetektion
im Tageslicht und/oder UV-Licht verwendet werden. Zu diesem Zweck wurden verschie-
dene LAMP-Reaktionen zum Nachweis von PSTVd als Tribung bzw. mit den Farbstof-
fen Calcein, Hydroxynaphtholblau (HNB) und Berberin in Abhéngigkeit der eingesetzten
Templatmenge (1,5 bis 1,5 x 10'° Kopien) durchgefiihrt und nach 60 Minuten Inkubation
bei 65 °C analysiert. Als Vergleich zur LAMP-Reaktion wurde eine klassische PCR mit
PSTVd-spezifischen Primern durchgefiihrt. Die Abbildung [13] A zeigt die Fotoaufnahmen
der Reaktionsgefifle. Die Sichtbarkeit der Triibung in Form eines Pellets wurde durch Zen-
trifugation vereinfacht. Das weifle Pellet war bei den Reaktionen mit 1,5 x 1019 bis 1,5 x 104
gut sichtbar. Die Proben mit 1,5 x 10% bis 1,5 x 10?> Kopien zeigten hingegen kein Pellet.
Die Verwendung von HNB in den Proben mit 1,5 x 10'° bis 1,5 x 10* Kopien resultierte
in eine deutlich sichtbare hellblaue Farbung gegeniiber den anderen Proben, welche eine
violette Farbung aufwiesen. Das Calcein zeigte bei Tageslicht fiir die ersten vier Proben
eine klare griine Farbe und eine orange Farbung fiir die niedrigen Verdiinnungsstufen bzw.

die Negativkontrollen.
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Abbildung 12: Amplifikationskurven der Echtzeit-Detektion der LAMP zum Nachweis von PSTVd.
(A) SYBR Green, (B) EvaGreen und (C) Berberin (n=3). Alle Reaktionen wurden im ESEQuant Tube
Scanner mit dem FAM-Filter (Anr.: 470 nm / Em.: 520 nm) detektiert (links). Die eingesetzte PSTVd-
Kopienzahl betragt 1,5 x 10'° (schwarz), 1,5 x 108 (blau), 1,5 x 10° (rot), 1,5 x 10* (griin), 1,5 x 102
(orange), 1,5 x 10° (magenta). Die Negativkontrollen (grau) zeigen keinen Fluoreszenzanstieg iiber die
Zeit. Die Sensitivitat wurde fiir jeden Farbstoff mithilfe der Schwellenwertzeiten jeder Verdiinnungsstu-
fe, die durch das Uberschreiten des Fluoreszenzwertes von 0,2 RFU festgelegt wurde, bestimmt und
gegeniiber der Log-Kopienzah! aufgetragen (rechts). Verandert aus: [Fischbach et al.| (2015)).

Nach Anregung im UV-Licht war eine intensives griines Licht von Calcein zu erkennen,
die anderen Proben blieben dunkel. Bei Berberin sind im Tageslicht bei keiner Probe si-
gnifikante Farbunterschiede im Vergleich zur Kontrolle zu sehen. Nach der Anregung des
Berberins mit UV-Licht, wiesen die ersten vier Proben mit 1,5 x 10'° bis 1,5 x 10* Kopien
eine griin-gelbe Farbe auf, wobei die niedrigen DNA-Verdiinnungen eine deutlich schwé-
chere Intensitdat hatten. Der Nachweis mit der PCR zeigt die spezifische Produktbande bei
200 bp im Agarosegel mit abnehmender Intensitit bis zu einer Anzahl von einer Kopie,

wobei diese Bande sehr schwach ausfiel.
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Abbildung 13: (A) Fotos der PSTVd-LAMP-Reaktionen nach der Inkubation bei 65 °C fiir 60 Minuten
mit unterschiedlichen Endpunktnachweisen. Triibung (1) and HNB bei Tageslicht (2), Calcein/Mangan
bei Tageslicht (3) und UV-Licht bei 312 nm (4), Berberin bei Tageslicht (5) und UV-Licht bei 312 nm
(6). Die initiale PSTVd-Kopienzahl pro Reaktion betrug 1,5 x 10'° und wurde seriell bis 1,5 x10°
verdiinnt. Die Verdiinnungsstufen sind oberhalb der Abbildung aufgefiihrt. Die Negativkontrollen (NEG)
wurden mit Wasser statt cDNA angesetzt. Alle Reaktionen wurden mit 10 ul Mineraldl Gberzogen. (B)
Dieselben Proben wurden mittels PCR als Referenz gelelektrophoretisch analysiert. Der eingesetzte
GroBenstandard war der pUC19-Marker. Verandert aus: [Fischbach et al .| (2015)).

8.1.2 Echtzeit- und Endpunktnachweis bakterieller Pathogene

Die Entwicklung der LAMP-Reaktion fiir das Gram-positive Bakterium Clavibacter mi-
chiganensis subsp. sepedonicus und das Gram-negative Xanthomonas hortorum pv. pelar-
gonii erfolgte nach der Optimierung durch die Anpassung der Temperatur oder M g?*-
Konzentration (Daten nicht gezeigt) mit Berberin fir die direkte und mit HNB fiir die
indirekte Detektion. Beide Farbnachweise wurden fiir die Nutzung als Echtzeit- und End-

punktnachweis etabliert.

Fluorimetrische Echtzeitdetektion mit Hydroxynaphtholblau

Die Nutzung von HNB zur Detektion in der LAMP-Reaktion basiert auf dem Farbwechsel
von violett zu blau sofern eine Amplifikation erfolgt ist. Das konnte zuvor beim Nachweis
von PSTVd gezeigt werden. Durch die Detektion der PSTVd-LAMP mit HNB im
ESEQuant Tube Scanner (ROX-Kanal) konnte festgestellt werden, dass das HNB ein

Fluoreszenzsignal zeigt. Daher wurden mit HNB zusétzliche Versuche zur Charakteri-
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sierung des Farbstoffs fiir die Etablierung des Echtzeit-LAMP-Nachweis’ zunédchst mit
variierender M g?>*-Konzentration ohne Amplifikation durchgefithrt (Abb. . Bei 2 mM
Mg** lag das Absorptionsmaximum bei 560 nm und 650 nm (Abb. A). Durch die
Zugabe von 2 mM Natriumpyrophosphat verschob sich das Maximum von 560 zu 600
bis 650 nm. Die Absorption bei 650 nm stieg stark an, wobei die Absorption bei 560
nm leicht abnahm. Die entsprechende Fluoreszenzintensitdt bei 625 nm fiel nach An-
regung bei 560 nm bei der Probe ohne Pyrophosphat (PPi) zehnmal hoher aus (Abb.[14{B).
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Abbildung 14: Charakterisierung von HNB fiir die Verwendung zur Echtzeitdetektion in der LAMP.
(A) Absorptionspektrum von HNB mit 2 mM Mg>* (durchgezogene Linie) and HNB mit 2 mM M g*+
und 2 mM Natriumpyrophosphat (gestrichelte Linie). (B) Fluoreszenzintensitit von HNB mit 2 mM
Mg**t (schwarz) und HNB mit 2 mM Mg?* und 2 mM Natriumpyrophosphat (weiB) bei 625 nm nach
Anregung bei 565 nm.

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Fluoreszenz bei 625 nm mit steigender
M g**-Konzentration (2 bis 10 mM) veréindert (Abb. A).
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Abbildung 15: (A) Korrelation zwischen der Fluoreszenz von HNB und der ansteigenden M g?*-
Konzentration bei 625 nm (Anr.: 560 nm). (B) Echtzeit-LAMP-Reaktion mit 140 yM HNB, 8 mM
Mg** und 10 ng genomischer Cms-DNA bei 65 °C fiir 60 Minuten (durchgezogene Linie) und Nega-
tivreaktion (gestrichelte Linie). Die Fotos zeigen den Endpunkt der LAMP mit der Positivkontrolle (1)
und Negativkontrolle (2).
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Bei einer M ¢*t-Konzentration unter 4 mM war die Fluoreszenzintensitit sehr gering und
stieg in einem Bereich zwischen 4 und 10 mM stark an. Anschlieend wurde die Echtzeit-
HNB-LAMP mit Cms als Templat fiir die Positivkontrolle und ohne fiir die Negativkon-
trolle getestet. Hierbei wurde die Fluoreszenzintensitit bei 625 nm nach Anregung bei
560 nm mit 140 M HNB kontinuierlich im ROX-Kanal des ESEQuant Tube Scanners
detektiert (Abb. B). Das Fluoreszenzsignal der Negativkontrolle (schwarz) stieg wih-
rend der Amplifikation leicht an (Abb. 15| B). Die Intensitét der Positivkontrolle nahm
hingegen nach 20 Minuten stark ab. Die Reaktionslosung zeigte hier auch die typische
Farbanderung von violett zu blau (Abb. 15| B, Bild 1 und 2).

Echtzeitnachweis mikrobieller, genomischer DNA

Mit den vorherigen Versuchen wurde gezeigt, dass neben Berberin auch HNB fiir die Echt-
zeitdetektion in der LAMP genutzt werden kann. Daher wurden beide Farbstoffe genutzt,
um die Nachweisgrenzen fiir beide bakteriellen Pathogene mit dem tragbaren Fluorometer
ESEQuant Tube Scanner zu bestimmen. Dabei wurde die Fluoreszenz von Berberin
im FAM-Kanal und die Fluoreszenz von HNB im ROX-Kanal detektiert. Als Templat
wurde seriell verdiinnte genomische DNA von Cms (1,1 ng bis 11 fg) und Xhp (29 ng bis
290 fg) genutzt. Die Abbildung [16| zeigt die Amplifikationskurven des LAMP-Assays mit
Berberin (A) und HNB (B) von Cms nach 60 Minuten Inkubationszeit. Nach 15 Minuten
steigt das Fluoreszenzsignal von Berberin an, bei Verwendung von HNB ist erst nach
20 Minuten eine Abnahme festzustellen. Die Korrelation zwischen der Schwellenwertzeit
(Tt) und der eingesetzten Templatmenge hat von 6,26 x 102 bis 6,26 x 105 Kopien eine
gute Linearitédt fiir beide Farbstoffe (Abb. unten). Das Detektionslimit lag demnach
bei 6,26 x 10? Kopien, was 1,1 pg genomischer DNA entspricht.

Bei der Echtzeitdetektion von Xhp mit Berberin steigt das Fluoreszenzsignal der Pro-
ben in einem Bereich von 10 bis 20 Minuten exponentiell an (Abb. [17] A). Bei HNB ist
der charakteristische Abfall der Fluoreszenz erst nach etwa 18 bis 35 Minuten fiir die
meisten Proben sichtbar (Abb. B). Fiir beide Farbstoffe lag die Nachweisgrenze bei
5,29 x 10?2 Kopien (2,9 pg genomische DNA). Die Korrelation zwischen den berechneten
Kopien und der Schwellenwertzeit (Tt) wies eine gute Linearitdt im detektierten Bereich
auf (Abb. |17 unten). In den Kontrollreaktionen ohne DNA in der LAMP wurde fir beide

Pathogene und Farbstoffe keine Signalverdnderung detektiert.
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Abbildung 16: LAMP-Reaktion mit Echtzeit-Detektion fiir Cms mit Berberin (A) und HNB (B).
Normalisierte Amplifikationskurven fiir Cms mit 6,26 x 10° (schwarz), 6,26 x 104 (blau), 6,26 x 103
(rot), 6,26 x 10? (orange), 6,26 x 10* (rosa) und 6,26 x 10° Kopien (griin) sowie die Negativkontrolle
ohne Templat (gestrichelte Linie) in Echtzeit (oben). Korrelation der Schwellenwertzeit Tt gegen die
Kopienzahl (unten). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung bei n = 3.
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Abbildung 17: LAMP-Reaktion mit Echtzeit-Detektion fiir Xhp mit Berberin (A) und HNB (B).
Normalisierte Amplifikationskurven fiir Xhp mit 5,29 x 10° (schwarz), 5,29 x 10° (blau), 5,29 x 10*
(rot), 5,29 x 103 (orange), 5,29x10? (pink) und 5,29 x 10! Kopien (griin) der genomischen DNA sowie die
Negativkontrolle ohne Templat (gestrichelte Linie) in Echtzeit (oben). Korrelation der Schwellenwertzeit
Tt gegen die Kopienzahl (unten). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung bei n = 3.
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Endpunktnachweis mikrobieller, genomischer DNA

Nachdem die Echtzeit-Detektion mit Berberin und HNB fiir beide Pathogene etabliert
wurde, sollte auch der visuelle Nachweis im Endpunkt untersucht werden. Hierfiir wur-
den die gleichen Verdinnungen der bakteriellen DNA in einer neuen Reaktion verwendet.
Die Inkubation der Reaktionen erfolgte in einem Wasserbad bei 65 °C fiir 60 Minuten.
Anschlielend wurden die Reaktionsgeféfie im Tageslicht bei Verwendung von HNB sowie
unter UV-Licht bei Verwendung von Berberin fotografiert (Abb. [18).
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Abbildung 18: Endpunkt-LAMP-Nachweis von Cms (A) und Xhp (B) mit 180 pM Berberin im
UV-Licht (oben) und 140 pM HNB im Tageslicht (unten). Die Proben enthielten (A) 6,26 x 105 (1),
6,26 x 10* (2), 6,26 x 10 (3), 6,26 x 10% (4), 6,26 x 10! (5) und 6,26 x 10° Kopien (6) von Cms
sowie (B) 5,29 x 10° (1), 5,29 x 10° (2), 5,29 x 10* (3), 5,29 x 10® (4), 5,29 x 10? (5) und 5,29 x 10}
Kopien (6) von Xhp. Proben 7 und 8 sind Negativkontrollen ohne Templat.

Beim Nachweis von Cms mit Berberin war nach Anregung im UV-Licht im Vergleich zu
den restlichen Proben in den ersten drei Proben eine intensive gelbe Farbe erkennbar. Der
Nachweis mit HNB ergab ein vergleichbares Resultat. Die Nachweisgrenze liegt demnach
bei 6,26 x 103 Kopien, was 11 pg genomischer DNA entspricht. Durch den Nachweis von
Xhp mit Berberin und HNB konnten bei den ersten fiinf Proben die blaue Farbe beobachtet
werden B). Die Nachweisgrenze liegt fiir Xhp bei 5,29 x 10> Kopien, was umgerechnet
2,9 pg genomischer DNA entspricht. Als Vergleich wurde eine spezifische PCR durchge-
fithrt. Hier liegt die Nachweisgrenze bei 6,26 x 10?> Kopien (1,1 pg DNA) fiir Cms und
5,29 x 10 Kopien (2,9 pg DNA) fiir Xhp (Abb. 41/im Anhang).

8.1.3 Vergleich indirekter und direkter Detektionsmethoden

Um die LAMP-Methoden fiir den Pathogennachweis in geschlossenen Reaktionen zu ver-
gleichen, wurden die Eigenschaften und Anwendungen der verschiedenen Detektionsver-
fahren analysiert und gegentibergestellt (Tab. . Fiir die Echtzeitdetektion sind alle Me-
thoden geeignet, sofern der apparative Aufwand nicht zwingend berticksichtigt werden
muss. Die bessere Sensitivitdt bei der Detektion haben allerdings die Methoden mit Fluo-
reszenzdetektion von SYBR Green, EvaGreen und Berberin. Im Gegensatz zu den ersten
beiden Farbstoffen ist Berberin allerdings auch feldtauglich und in der geschlossenen Re-

aktion fiir die Endpunktdetektion einsetzbar. Fiir die kostengiinstige Vor-Ort-Analytik
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sind besonders Calcein und HNB hervorzuheben, da hier keine zusétzlichen Geréte fiir die
Detektion benotigt werden. Von den untersuchten Methoden kénnen vor allem HNB und

Berberin sowohl fiir die qualitative als auch quantitative Bestimmung eingesetzt werden.

Tabelle 8: Vergleich aller indirekten und direkten Detektionsmethoden fir die LAMP hinsichtlich
ihrer Eignung als Endpunkt- oder Echtzeit-Nachweis in geschlossenen Reaktionen. Die Anzahl der “+
beschreibt, wie gut die Anforderung erfiillt werden kann. Verandert aus: |[Fischbach et al.| (2015]).

“

Eigenschaft Triibung Calcein SYBR Green EvaGreen® Berberin
(klassisch)
Substanz Magnesium- Hydroxy- Calcein SYBR Green EvaGreen Berberin
pyrophosphat  naphtholblau
(Mg-PPi)
Herkunft Nebenprodukt  synthetisch synthetisch synthetisch synthetisch natiirlich
Toxizitat keine kann kann fir die kann nicht keine
Augenreizung  Augen und Mutationen karzinogen
auslésen Haut induzieren

schadlich sein

Detektions- unléslicher Abnahme Abnahme dsDNA dsDNA dsDNA
mechanismus Komplex, Mg?+ Mn2t Interkalator Interkalator Interkalator
Prazipitation

Wellenldnge Triibung Absorption Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz
Abs.: 400 nm Abs.: 650 nm Anr.: 495 nm Anr.: 495 nm Anr.: 500 nm Anr.: 450 nm
Fluoreszenz Em.: 515nm Em.: 521 nm Em.: 530 nm Em.: 530 nm

Anr.: 560 nm
Em.: 650 nm
Effekt auf nein nein kein Effekt nicht nicht bis 180 uM
Amplifikation bei < 0,5 inhibierend inhibierend nicht
mM Mn2+ wenn <1x wenn <1x inhibierend
konzentriert konzentriert
Echtzeit moglich + + + + + + + +++ + + + + + ++ + +
Gerate fiir Turbidimeter Fluorimeter Fluorimeter Fluorimeter Fluorimeter Fluorimeter
Echtzeit mit mit mit mit mit
ROX-Filter FAM-Filter FAM-Filter FAM-Filter FAM-Filter
Endpunkt moglich  + + + + + + + + + + + - - + + +
(mit
UV-Lampe
bei 312nm)
Gerate fiir keine keine UV-Lampe nicht nicht UV-Lampe
Endpunkt (kabellose (optional) anwendbar anwendbar
Zentrifuge)
Bewertung + triib + hellblau + griin + Signal + Signal + Signal
- klar - violett - orange - kein Signal - kein Signal - kein Signal
Relative + + + + + + ++++ +++ + ++++
Sensitivitat*
Feld- + + ++ + + ++ + + - - + + +

Tauglichkeit**

* Die analytische Sensitivitdt hangt von der Optimierung der LAMP-Reaktion ab.
** Die Feldtauglichkeit ist abhangig von der Visualisierung mit oder ohne Hilfsmittel.
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8.2 Identifizierung neuer Farbstoffe fiir die

Pyrophosphatdetektion

Neben den Farbstoffen Calcein und Hydroxynaphtholblau (HNB) kénnen weitere Farb-
stoffe mit einer Affinitdt zu mehrwertigen Metallionen fiir den indirekten Nachweis des in
der Amplifikationsreaktion freigesetzten Pyrophosphats (PPi) genutzt werden. Es gibt eine
Vielzahl von synthetisierten oder natiirlichen Farbstoffen, die in der Komplexometrie oder
Histologie eingesetzt werden. Bisher wurden sie nicht fiir den Pyrophosphatnachweis in
enzymatischen Reaktionen verwendet. In diesem Teil der Arbeit sollten daher herkdmmli-
che und leicht zugingliche Farbstoffe als Alternative zu Calcein oder HNB fiir die selektive

Pyrophosphatdetektion in enzymatischen Reaktionen identifiziert werden.

8.2.1 Einfluss von Magnesium und Mangan auf die Fluoreszenzfarbstoffe

Das Prinzip des hier untersuchten Pyrophosphatnachweis’ basiert auf der selektiven Ver-
dringung eines Metallions vom Farbstoff durch Komplexierung mit dem in der Reaktion
akkumulierenden PPi. Damit ein Nachweis erfolgen kann, muss die An- und Abwesenheit
der Metallionen die spektrophotometrischen Eigenschaften des Farbstoffs beeinflussen. Fiir
eine selektive und sensitive Detektion muss die zugrunde liegende Abhéngigkeit zwischen
dem PPi, Metallion und dem Farbstoff zunéchst analysiert und deren optimale Konzen-
tration bestimmt werden (Abb. [19).

Anorganisches Bivalentes : Metallionen-
Pyrophosphat Metallion abhéangiger
Mg?", Mn?, Zn?", Ca?", Fluoreszenzfarbstoff

Cu®, Ni**, Fe®*, Co?*

Abbildung 19: Zusammenhang zwischen Metallionen, Fluoreszenzfarbstoff und PPi. Fir den Ver-
drangungsassay muss die Affinitdt des Metallions zum Pyrophosphat héher als zum Farbstoff sein.
Gleichzeitig beeinflusst das Metallion die Fluoreszenz des Farbstoffs durch Unterdriickung (Quenching)
oder Verstarkung der Emission.

Fiir die Untersuchungen wurden Calcein, Calceinblau, Tetrazyklin, Doxyzyklin, Alizarin-
rot S und Folsdure ausgewahlt. Von den Metallionen, die sich auf diese Fluoreszenzfarbstof-
fe auswirken, hat Mn?T die hochste Affinitéit zum PPi und kann die Fluoreszenz verstirken
oder unterdriicken. Andere bivalente Ionen wie Ca®>*oder Zn?t haben eine geringere Affi-
nitdt zu PPi oder den Farbstoffen und konnen fiir eine spezifische Pyrophosphatdetektion

nicht eingesetzt werden.
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8.2.2 Selektive Detektion von Pyrophosphat

Zuerst musste die Selektivitit von Mn?t gegeniiber dem PPi mit anderen konkurrierenden
Komponenten in der LAMP-Reaktion wie den dNTP und Mg?* sichergestellt sein. Zur
Untersuchung der Selektivitdt wurde Calcein, dessen Fluoreszenzemission effektiv durch
Mn?T unterdriickt wird, als Referenzsystem ausgewihlt. Gemessen wurde die resultieren-
de Fluoreszenz von Calcein bei ansteigender Konzentration von PPi; ANTP und deren
Mischung (Abb. . Die Fluoreszenzmessungen ergaben in Abwesenheit von M g*t keine

signifikanten Signalunterschiede bei allen untersuchten dNTP- und PPi-Konzentrationen.
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Abbildung 20: Selektivitat der Komplexbildung von Mn2* mit unterschiedlichen Konzentrationen
von PPi und dNTP in Anwesenheit des Referenzfarbstoffs Calcein. Fluoreszenzmessungen wurden mit
25 uM Calcein und 0,5 mM Mn?* in Anwesenheit (durchgezogene Linien) und Abwesenheit (ge-
strichelte Linien) von 6 mM Mg** in 50 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,8) durchgefiihrt (n=3). Das

Fluoreszenzsignal ist gegeniiber der steigenden Konzentrationen von PPi (rot), dNTP (schwarz) und
einer Kombination aus beiden (blau) aufgetragen. Verandert aus: |[Fischbach et al.| (2017)

In Anwesenheit von M g%t war das Fluoreszenzsignal bei der hochsten PPi-Konzentration
(1 mM) gegeniiber derselben Probe ohne Mg?T um das Zehnfache erhéht. Bei der kor-
respondierenden dNTP-Konzentration wurde das Signal nur um das Dreifache gesteigert.
Bei der Mischung aus PPiund dANTP wurde ein mittlerer finffacher Signalanstieg beobach-
tet. Die Fluoreszenzsignale fielen im Vergleich zu dNTP bei PPi hoher aus. In Anwesenheit
von Mg*t war die Selektivitit von Mn2* gegeniiber dem PPi hoher, so dass nur mit PPi
eine deutliche Fluoreszenzsteigerung gegeniiber der Negativkontrolle beobachtet werden

konnte.
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8.2.3 Einfluss von Magnesium und Mangan auf die Fluoreszenz
ausgewiahlter Farbstoffe

Der Einfluss der beiden bivalenten Metallionen (Mg?* und Mn?") auf die Fluoreszenz
der sechs zuvor selektierten Farbstoffe wurde nachfolgend untersucht. Die Resultate fiir
die LAMP- und PCR-Reaktionsbedingungen sind als normierte Fluoreszenzintensitaten
in den Abbildungen 21| und [22] zusammengefasst. Die Normierung erfolgte hierbei auf die
Fluoreszenzintensitit des Farbstoffs ohne Mg¢?T und Mn2*.
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Abbildung 21: Effekt von Mg?T und Mn?t auf die Farbstoffe unter LAMP-Bedingungen. Darge-
stellt ist die relative Fluoreszenzintensitat von (A) 25 uM Calcein (CAL), (B) Calceinblau (CAB), (C)
Tetrazyklin (TET), (D) Doxyzyklin (DOX), (E) Alizarinrot S (ARS) und (F) Folsaure (FOL) in Abhan-
gigkeit der M g?- (7TmM) und Mn2T-Konzentration (0,5 mM) sowie die Referenzprobe (REF) nur mit
dem jeweiligen Farbstoff in Tris/HCI-Puffer (pH 8,8). Die Fluoreszenzwerte sind auf die Referenzprobe
normiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung bei n = 3. Verdndert aus: |[Fischbach et al.
(2017)

Unter LAMP-Reaktionsbedingungen (7 mM M g?*) zeigte das Calcein den zuvor beschrie-
benen Effekt (Abb. A). Mg*" beeinflusste die Fluoreszenz nicht, dafiir war bei der
Anwesenheit von Mn?* eine deutliche Fluoreszenzabnahme messbar. Wenn beide Ionen
als Mischung in der Probe vorhanden waren, war die resultierende Fluoreszenzintensitét
ebenfalls deutlich reduziert. Bei Calceinbau war dieser Effekt dhnlich, aber nicht so stark
ausgepragt (Abb. B). Der Effekt wurde durch die Mischung beider Ionen verstérkt.
M g?t und Mn?T hatten einzeln nur einen geringen Effekt auf die Fluoreszenz von Tetra-
zyklin. Als Mischung resultierten sie in einer deutlich verringerten Fluoreszenzintensitat
(Abb. 21| C). Bei Doxyzyklin reduzierten sowohl Mgt als auch Mn?* die Fluoreszenz.
Der Effekt mit beiden Ionen zusammen war schwéicher (Abb. 21| D). Die Fluoreszenzin-
tensitédt von Alizarinrot S wurde durch M g?* verstiarkt und durch Mn?* verringert. Der
Effekt bei Anwesenheit beider Ionen war nicht so stark ausgepréigt (Abb. [21] E). Folsdure
wurde durch beide Ionen kaum beeinflusst (Abb. 21| F).
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Die gleichen Untersuchungen wurden auch unter PCR-Reaktionsbedingungen
(2 mM Mg*") mit allen Farbstoffen durchgefiihrt. Es konnten #hnlich Effekte bei
Calcein, Calceinbau und Alizarinrot S beobachtet werden (Abb. A, B und E). Bei
Tetrazyklin hatten Mg?* und Mn?T einen stirkeren Einfluss unter diesen Bedingungen.
Mg?* verstirkte und Mn?* verringerte die Fluoreszenzintensitit (Abb. C). Ein
vergleichbarer, aber schwicherer Effekt war auch bei Doxyzyklin messbar (Abb. D).
Zwei wesentliche Effekte auf die Fluoreszenz der verschiedenen Farbstoffe wurden durch
die Metallionen induziert. Mg?* konnte die Fluoreszenzintensitit teilweise erhdhen,
wohingegen Mn?* eine Reduzierung induzierte. Fiir eine signifikante Signalinderung
zwischen einer Probe mit und ohne PPi miissen die optimalen Konzentrationen der

Metallionen und des Farbstoffs gefunden werden.
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Abbildung 22: Effekt von M¢?T und Mn?T auf die Farbstoffe unter PCR-Bedingungen. Dargestellt
ist die relative Fluoreszenzintensitat (RFU) von (A) 25 uM Calcein (CAL), (B) Calceinblau (CAB), (C)
Tetrazyklin (TET), (D) Doxyzyklin (DOX), (E) Alizarinrot S (ARS) und (F) Folsaure (FOL) in Abhan-
gigkeit der M g*T- (2mM) und Mn?*-Konzentration (0,5 mM) sowie die Referenzprobe (REF) nur mit
dem jeweiligen Farbstoff in Tris/HCI-Puffer (pH 8,8). Die Fluoreszenzwerte sind auf die Referenzprobe
normiert. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung bei n = 3. Verdndert aus: |[Fischbach et al.
(2017)

Um die Untersuchung evaluieren zu kénnen, wurde das Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR)
als Kriterium genutzt. Dieses Verhéltnis beschreibt den Quotienten aus der Fluoreszenzin-
tensitit des jeweiligen Farbstoffs mit zugesetztem PPi und dem Wert ohne Zugabe von
PPi. Fir die zuvor untersuchten Farbstoffe wurde das SNR unter LAMP- und PCR-
Bedingungen bestimmt. Da in den beiden Beispielreaktionen unterschiedliche Mengen an-
organisches PPi freigesetzt werden, musste dies bei der Eingrenzung der Konzentrationsbe-
reiche beriicksichtigt werden. Fiir die Messungen unter LAMP-Bedingungen wurden daher
7 mM Mg?*t, 0,5 mM Mn?t und 1,4 mM PPi sowie 2 mM Mg*t, 0,5 mM Mn?* und
0,5 mM PPi bei der PCR benutzt (Abb. 23).
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Die Messungen unter LAMP-Bedingungen zeichneten sich durch héhere SNR-Werte aus,
wobei die von Calcein (SNR = 8), Tetrazyklin (SNR = 5) und Alizarinrot S (SNR =
4) am hochsten ausfielen. Unter PCR-Bedingungen zeigten nur Calcein (SNR = 6) und
Alizarinrot S (SNR = 1,5) eine Verdnderung. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden
weiterfithrend Tetrazyklin und Alizarinrot S als neue Farbstoffe sowie Calcein als Referenz

untersucht.
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Abbildung 23: SNR der Farbstoffe Calcein (CAL), Calceinblau (CAB), Tetrazyklin (TET), Doxyzyklin
(DOX), Alizarnrot S (ARS) und Folsaure (FOL) unter (A) LAMP- und (B) PCR-Bedingungen (jeweils
25 uM) zwischen einer Probe mit 1,4 mM Natriumpyrophosphat und der Negativkontrolle. Alle LAMP-
Proben enthalten 7 mM MgCls und 0,5 mM MnCl,. Die Proben fir die PCR enthalten 2 mM
MgCls und 0,5 mM MnCl,. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung bei n = 3. Verandert
aus: [Fischbach et al | (2017)

8.2.4 Einfluss der Metallionen und Farbstoffe auf die DN A-Polymerase

Keine der Reaktionskomponenten, welche die Signalgebung beeinflussen, diirfen die enzy-
matische Reaktion (LAMP und PCR) selbst inhibieren. Um einen mdéglichen konzentra-
tionsabhingigen Effekt zu priifen, wurden unterschiedliche Konzentrationen von Mn?*,
Tetrazyklin und Alizarinrot S in einer PCR-~Reaktion mit der Tag DNA-Polymerase und
in einer LAMP-Reaktion mit der Bst DNA-Polymerase getestet. Die Analyse beider Re-
aktionen erfolgte anschlieBend durch die Agarose-Gelelektrophorese (Abb. [24)).

Bei Mn?*-Konzentrationen iiber 0,75 mM war kein PCR-Produkt vorhanden. Bei Tetrazy-
klin waren im untersuchten Bereich bis 0,5 mM Produktbanden mit abfallender Intensitat
nachweisbar (Abb. A). Ab einer Konzentration von tuber 0,1 mM Alizarinrot S wa-
ren keine PCR-Produkte im Gel erkennbar. Im Gegensatz zur Taq DNA-Polymerase, war
bei der Verwendung der Bst DNA-Polymerase mit allen untersuchten Komponenten das
typische LAMP-Produkt im Gel sichtbar (Abb. 24| B). Nur bei Verwendung von Alizarin-
rot S konnte eine leichte Abnahme der Intensitdt beobachtet werden. Unter den gewéhlten
Bedingungen wird die Taqg DNA-Polymerase daher stéirker als die Bst DNA-Polymerase
inhibiert.
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Abbildung 24: Einfluss von Mn2*, Tetrazyklin und Alizarinrot S in ansteigenden Konzentrationen

(mM) auf die (A) Tag DNA-Polymerase und (B) die Bst DNA-Polymerase unter enzymatischen Reak-
tionsbedingungen. Verandert aus: [Fischbach et al.| (2017)

8.2.5 Screening-Methode fiir die Optimierung des Signal-Rausch
Verhailtnis’

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen sollte fiir die ausgewéhlten Farbstoffe zunédchst die
optimale Emissionswellenldnge gefunden werden. Daher wurden fiir Calcein, Tetrazyklin
und Alizarinrot S zwischen 350 und 800 nm Absorptionsspektren aufgenommen. Anhand

der Absorptionsmaxima wurden dann die korrespondierenden Fluoreszenzspektren gemes-

sen (Abb. [25)).
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Abbildung 25: Anregungsspektrum (durchgezogene Linie) und Emissionsspektrum (gestrichelte Li-
nie) von 0,1 mM (A) Calcein, (B) Tetrazyklin und (C) Alizarinrot S in Tris/HCI-Puffer (pH 8,8).
Die Emissionsspektren wurden fir jeden Farbstoff nach Anregung im Absorptionsmaximum gemessen.
Verandert aus: [Fischbach et al.| (2017)
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Calcein wies scharf definierte Absorptions- und Emissionsspektren auf, die ihre Maxima
bei 495 nm bzw. 525 nm haben (Abb. [25| A). Tetrazyklin hatte ein Absorptionsmaximum
bei 370 nm und Emissionsmaximum bei 530 nm. Das Emissionsspektrum umfasste mit
300 nm einen deutlich breiteren Wellenldngenbereich als das Absorptionsspektrum mit
100 nm (Abb. 25| B). Das Absorptionsmaximum von Alizarinrot S war bei 535 nm, die
Emission war bei 645 nm am hochsten. Im Vergleich zu Calcein waren beide Spektren
von Alizarinrot S sehr breit (200 nm) (Abb. |25/ C). Allerdings zeigte sich im Vergleich zu
Calcein mit 30 nm bei Alizarinrot S mit 110 nm der gréfite Abstand zwischen Absorptions-
und Emissionsmaximum. Fiir die nachfolgende SNR-Optimierung von Calcein, Tetrazy-
klin und Alizarinrot S mit Mn?*t als Fluoreszenzquencher wurden Fluoreszenzmessungen
mit unterschiedlichen Farbstoff-, Mn?*- und M ¢?>T-Konzentrationen in Anwesenheit und
Abwesenheit von PPi durchgefithrt. Um die hohe Anzahl an Kombinationen (n=90) mit
kleinstmoglichen Arbeitsaufwand und in kurzer Zeit untersuchen zu kénnen, wurden eine
96-Well Mikrotiterplatte und ein Mikrotiterplattenreader fiir die hohe Anzahl der Fluo-
reszenzmessungen genutzt.

Um die unterschiedlichen Konzentrationen aller Komponenten festlegen zu kénnen, wur-
den typische Konzentrationen aus LAMP- und PCR-Reaktionen simuliert. Fiir die LAMP
wurde daher eine M ¢?>T-Konzentration von 4, 6 und 8 mM und eine PPi-Konzentration
von 1,4 mM untersucht. Bei der PCR-Reaktion waren die Konzentrationen von 0, 1 und
2 mM fiir Mg?>*t und 0,5 mM fiir PPi wesentlich geringer. Fiir alle Farbstoffe wurde eine
Mn?*-Konzentration zwischen 0 und 1 mM bei der LAMP und 0 bis 0,25 mM bei der
PCR untersucht. Neben den Metallionen wurden auch unterschiedliche Farbstoffkonzen-
trationen genutzt (Tab. [9).

Tabelle 9: Konzentrationsbereiche aller relevanten Komponenten fiir das kombinatorische Screening
der drei Farbstoffe Calcein, Tetrazyklin und Alizarinrot S in der Mikrotiterplatte.

Farbstoff Konzentration  Anregung Emission Mn*" (als MnCl2) Mgt (als MgCl,)

[uM] [m]  [m]  [mM] [mM]

Calcein 10, 25 und 50 495 525 0; 0,25; 0,5; 0,75 und

Tetrazyklin 100, 250 und 370 520 1,0 (LAMP) / 0; 0,1; g,lﬁair:jd28(53LcAli\;lP) /
500 0,15; 0,2 und 0,25 '

Alizarinrot S 50, 100 und 250 535 645 (PCR)

Fiir die Simulation einer positiven Amplifikationsreaktion wurden allen Proben die ent-
sprechende Konzentration von PPi zugesetzt. Den Negativkontrollen wurde stattdessen
das dquivalente Volumen an Wasser zugegeben. Nach einer Equilibrierungszeit von etwa
20 Minuten wurde die Fluoreszenz mit den spezifischen Anregungs- und Emissionswellen-
langen im Plattenreader gemessen. Die Analyse der Daten erfolgte durch Visualisierung

des SNR in Form von Heatmaps.
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Kombinatorisches Screening unter LAMP und PCR-Bedingungen

Die Resultate des kombinatorischen Screenings sind in den Abbildungen [26{ (LAMP) und
(PCR) fiir Calcein, Tetrazyklin und Alizarinrot S als Heatmap zusammengefasst. Je
hoher das SNR, der jeweiligen Kombination ist, desto dunkler ist die Farbung in der Heat-
map. Da es sich hierbei um simulierte Reaktionen handelt, wurden die Kombinationen mit
den besten SNR-Werten fiir jeden Farbstoff in einer enzymatischen Reaktion unter realen
Bedingungen anschlieflend erneut durchgefiihrt. Der Vergleich der simulierten und realen
Daten ist jeweils unterhalb der entsprechenden Heatmap zu finden (Abb. 26| unten).
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Abbildung 26: Oben: Kombinatorisches Mikrotiterplatten-Screening unter simulierten LAMP-
Bedingungen mit Heatmap Analyse des SNR mit (A) Calcein, (B) Tetrazyklin und (C) Alizarinrot S. Die
Konzentrationen von Mn?* (0; 0,25; 0,5; 0,75 und 1,0 mM), Mg?* (4; 6; und 8 mM) und der Farbstoffe
(FS) (rechte Achse) sind an eine typische LAMP-Reaktion angepasst. Die SNR-Farbskalierung reicht
von wei Gber blau zu schwarz fiir jede Kombination. Unten: Der Vergleich zwischen ausgewahlten
Kombinationen (offene Kreise) und den entsprechenden SNR-Werten aus der enzymatischen Reaktion
(gefiillte Kreise) ist fiir jeden Farbstoff dargestellt. Die schwarze Linie im Diagramm kennzeichnet ein
SNR von 1,0 (keine Veranderung). Verandert aus: |Fischbach et al.| (2017

Bei Calcein wurde unter LAMP-Bedingungen das hochste SNR bei 25 M und 50 uM
Farbstoff mit 4 bis 6 mM Mg?** und 0,5 und 0,75 mM Mn?* gemessen (Abb. |26/ A). Die
SNR-Werte lagen zwischen 8 und 12. Die korrespondierenden SNR-Werte aus der enzy-
matischen Reaktion waren niedriger und befanden sich zwischen 2 und 5. Bei Tetrazyklin

nahm das SNR zunichst unabhingig von der Farbstoff- und M ¢g?*-Konzentration, aber
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mit steigender Mn?*-Konzentration zu (Abb. B). Die hochsten SNR-Werte wurden mit
einer Kombination aus 100 bis 250 uM Farbstoff, 4 bis 6 mM Mg¢?** und 0,75 bis 1 mM
Mn?* erreicht. Insgesamt waren die SNR-Werte (zwischen 1,5 und 1,6) deutlich niedriger
als bei Calcein. Der Vergleich mit den realen Daten zeigte fiir drei der vier Kombinationen
hohere Werte zugunsten der nicht-simulierten Reaktion. Wie zuvor bei Tetrazyklin nahm
auch bei Alizarinrot S das SNR mit steigender Mn?T-Konzentration zu (Abb. [26(C). Un-
abhingig von der Farbstoffkonzentration wurden bei Mn?*-Konzentrationen zwischen 0,5
und 1 mM Werte zwischen 3 und 7 erreicht. In den enzymatischen LAMP-Reaktionen la-
gen die SNR-Werte bei 2 und 3. Das Screening mit den drei Farbstoffen wurde auch unter
simulierten PCR-Bedingungen durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung von Calcein konnte
der hochste Wert mit 20 M Farbstoffkonzentration, 2 mM Mg?t und 0,25 mM Mn?+
erreicht werden (Abb. 27 A).
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Abbildung 27: Oben: Kombinatorisches Mikrotiterplatten-Screening unter simulierten PCR-
Bedingungen mit (A) Calcein, (B) Tetrazyklin und (C) Alizarinrot S. Die Konzentrationen von Mn?*
(0; 0,1; 0,15; 0,2 and 0,25 mM), Mg?* (0; 1; 2 mM) und der Farbstoffe (FS) (rechte Achse) sind an
eine typische PCR-Reaktion angepasst. Die SNR-Farbskalierung reicht von weil iiber blau zu schwarz
fur jede Kombination. Unten: Der Vergleich zwischen ausgewéhlten Kombinationen (offene Kreise) und
den entsprechenden SNR-Werten aus der enzymatischen Reaktion (gefiillte Kreise) ist fiir jeden Farb-
stoff dargestellt. Die schwarze Linie im Diagramm kennzeichnet ein SNR von 1,0 (keine Veranderung).
Verindert aus: [Fischbach et al| (2017)
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Die SNR-Werte lagen hier zwischen 1,1 und 1,3. Die Werte der enzymatischen Reaktion
waren mit 1,1 bis 1,8 teilweise hoher als die der Simulation (Abb.[27| A). Tetrazyklin hatte
in der hochsten Konzentration (250 M) mit 1 mM M g?* und 0,25 mM Mn?* den besten
SNR-Wert (Abb. 27| B). Der Vergleich mit den Realdaten ergab nur fiir 2 mM Mg**,
0,25 mM Mn2* und 100 pM Farbstoff einen héheren SNR-Wert als bei der Simulation.
Alizarinrot S erreichte mit einer Konzentration von 250 M die hdchsten Werte bei 0,1 mM
Mn?* und ohne Mg?*t (Abb. C). Bei der enzymatischen Reaktion konnte nur bei
50 uM Alizarinrot S, 1 mM Mn?* und 1 mM Mg?>t ein Unterschied zwischen positiver
und negativer Reaktion (SNR=1,8) ermittelt werden.

Im Vergleich zum Screening unter LAMP-Bedingungen konnten bei der Optimierung der
PCR-Bedingungen fiir alle getesteten Farbstoffe nur kleine Bereiche fiir ein optimales SNR
ermittelt werden. Die optimalen Kombinationen fiir alle Farbstoffe bei der LAMP und PCR
sind in Tabelle [10] zusammengefasst.

Tabelle 10: Optimierte Farbstoff-, Mn?*- und M g?>*-Konzentrationen fiir die PPi-abhangige
Fluoreszenzdetektion nach Auswertung des Mikrotiterplattenscreenings.

Calcein Tetrazyklin Alizarinrot S
Reaktion LAMP PCR LAMP PCR LAMP PCR
Farbstoffkonz. [mM] 0,05 0,02 0,1 0,25 0,05 0,05
Mn?T-Konz. [mM] 0,5 0,2 0,75 0,2 0,75 0,1
Mg**-Konz. [mM] 8 1 4 1 4 1

Nachweis von Pyrophosphat mit Calcein, Tetrazyklin und Alizarinrot S

In den vorherigen Versuchen konnten die anfianglich gewéhlten Konzentrationen durch
das Screening eingegrenzt und damit die Fluoreszenzdetektion der unterschiedlichen Farb-
stoffe fiir die LAMP- und PCR-Reaktion optimiert werden. Um die Sensitivitat der identi-
fizierten Farbstoffe zu untersuchen, wurden anschlieend Fluoreszenzmessungen unter den
optimierten und simulierten Bedingungen fiir jeden Farbstoff in Abhdngigkeit der Pyro-
phosphatkonzentration durchgefiihrt (Abb. . Fiir alle drei Farbstoffe konnte im unter-
suchten Konzentrationsbereich ein Anstieg der Fluoreszenzintensitit beobachtet werden.
Bei der LAMP war bei 1,4 mM PPi der maximale Wert erreicht, danach fiel das Signal fiir
Alizarinrot S und Tetrazyklin ab (Abb. |28 A). Bei der PCR-Reaktion wurde ein kleinerer
Konzentrationsbereich des PPi untersucht. Fiir alle Farbstoffe konnte ein Signalanstieg bis
etwa 0,2 mM beobachtet werden (Abb. [28) B). Bei beiden Reaktionen war die Fluores-
zenzintensitit bis zum Erreichen des Maximalwertes bei Tetrazyklin und bei Alizarinrot S

hoher als bei Calcein.
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Abbildung 28: Relative Fluoreszenzintensitit von Calcein (grin) Tetrazyklin (gelb) und Alizarinrot S
(rot) in Abhangigkeit der zunehmenden Pyrophosphatkonzentration (PPi) unter optimierten Bedingun-
gen fir (A) die LAMP und (B) die PCR. Verandert aus: [Fischbach et al. (2017)

8.3 Detektion von Pyrophosphat in einer Emulsion

Die Durchfiihrung einer digitalen Amplifikation erméglicht eine prizise und absolute
Quantifizierung der Templat-DNA in einer Probe. Da die positiven und negativen Re-
aktionen im Endpunkt unterschieden werden kénnen, kann eine direkte Auszdhlung von
amplifizierten Templaten durchgefiihrt werden. Bisher basiert die digitale Amplifikation
auf der direkten DNA-Detektion. In diesem Teil der Arbeit sollten die Detektionsmoglich-
keiten auf Pyrophosphat-abhingige Farbstoffe fiir die isothermale Amplifikation ausgewei-
tet werden.

Zunichst sollte die disperse Phase mit den Reaktionskomponenten und Farbstoffen fiir die
LAMP-Detektion angepasst werden. Die Generierung der Emulsion wurde hierbei Chip-
basiert durchgefiihrt. Die kontinuierliche Phase (HFE-7500 Ol) wurde in diesen Versuchen
nicht verdndert. Zur Anpassung der dispersen Phase sollten neben der Stabilitdt und Ho-
mogenitit der Tropfchen verschiedene Farbstoffe fiir die Detektion untersucht werden.
Als Alternative zu den in der digitalen PCR eingesetzten interkalierenden Farbstoffen
EvaGreen und SYBR Green wurden die zuvor etablierten Farbstoffe (HNB, Calcein, Ali-
zarinrot S und Tetrazyklin) fir die indirekte LAMP-Detektion in der Emulsion getestet.

8.3.1 Optimierung der Phasenzusammensetzung fiir Emulsion

Um den Einfluss der Phasenzusammensetzung auf die Stabilitdt der Emulsion untersuchen
zu kénnen, wurde fiir die disperse Phase eine LAMP-basierte Zusammensetzung der Re-
aktion ohne Farbstoff getestet. Zum Vergleich wurde eine vollstdndig kommerzielle Emul-
sion fiir die digitale droplet PCR (ddPCR) nach Herstellerangaben im Droplet-Generator
erzeugt. Die generierten Tropfchen wurden im Anschluss auf einen Glasobjekttrager iiber-

fiihrt und durch Mikroskopie charakterisiert.
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Um die Homogenitdt der Emulsion zu beurteilen, wurde in der Analyse die Haufigkeits-
verteilung der Tropfchendurchmesser genutzt (Abb. [29] ).

Es zeigten sich wesentliche Unterschiede zwischen der kommerziell erhéltlichen und der an-
gepassten, aber nicht optimierten Emulsion. In der etablierten Emulsion waren alle Tropf-
chen gleich groB (Abb. 29 A oben). Die Haufigkeitsverteilung (Abb. [29] B) verdeutlicht
diese Beobachtung. Uber 80% der 86 ausgewerteten Tropfchen hatten einen Durchmesser
von 110 pm. Die Emulsion mit dem LAMP-Reaktionsansatz (Abb. A unten) zeigte
im Gegensatz zur Originalemulsion eine hohere Heterogenitit mit unterschiedlich grofien
Tropfchen, die Durchmesser zwischen 110 und 200 pm aufwiesen. Bei der entsprechenden
Héufigkeitsverteilung (Abb. 29| C) war eine breitere Verteilung der Trépfchendurchmesser
zwischen 110 und 200 pm sichtbar. Von den ausgezdhlten 83 Tropfchen hatten nur 55%

den korrekten Durchmesser von 110 pm.
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Abbildung 29: (A) Hellfeldaufnahmen (10x) einer Emulsion mit dem ,,ddPCR Supermix" (oben) und
dem LAMP-Puffer (unten). Der MaBstabsbalken (gelb) entspricht einer Lange von 100 um. (B) Die
entsprechenden Haufigkeitsverteilungen der Tropfchendurchmesser zeigen fiir die ddPCR-Emulsion eine
deutlich héhere Homogenitat im Vergleich zum LAMP-Reaktionsansatz (C).

Die Homogenitit und Stabilitdt einer Emulsion kann durch den Einsatz Grenzflachen-
aktiver Substanzen (Emulgatoren, surfactants) selektiv gesteuert werden. Fiir die Sta-
bilisierung der LAMP-Emulsion wurde in der Arbeit das Triblockcopolymer Poloxamer
188 der dispersen Phase mit unterschiedlichen Konzentrationen (0; 1; 1,5 und 2% v/v)
zugesetzt (Abb. . Die mikroskopische Auswertung zeigte eine Zunahme der Homogeni-
tat bis zu einem Poloxamer 188-Anteil von 1,5% (Abb. [30| A). Es war eine gleichméBige
Verteilung gleichgrofler Tropfchen erkennbar. Bei geringerer oder héherer Emulgatorkon-
zentration waren groflere und kleinere Tropfchen sichtbar, wobei die Homogenitét ohne
Emulgator am geringsten war. Dies konnte auch in der Haufigkeitsverteilung im Bereich
von 50 bis 200 um beobachtet werden (Abb. |30/ B). Der Anteil der Tropfchen mit einem
Durchmesser von 110 ym war mit 55% gering und entsprach dem Wert aus dem vorherigen

Versuch.
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Bei einem Volumen-Anteil von 1% sind mit 90% aller gezidhlten Tropfchen zu hohe Durch-

messer bestimmt worden (Abb. C). Ein Anteil von 1,5% fiihrte zu einer homogenen Emul-
sion, wobei iiber 90% der Tropfchen einen Durchmesser von 110 pm haben (Abb. 30| D).
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Abbildung 30: (A) Hellfeldaufnahmen (10x) der Emulsion mit dem LAMP-Reaktionsansatz und un-
terschiedlichen Konzentrationen von Poloxamer 188 als Stabilisator (von links nach rechts: 0%, 1%,
1,5% und 2%). Der MaBstabsbalken (gelb) entspricht 100 um. Die entsprechenden Haufigkeitsvertei-
lungen ergaben folgende mittlere Trépfchendurchmesser: (B) 0%: 109 um, (C) 1%: 130 um (D) 1,5%:

103 pm und (E) 2%: 106 pm.

Eine weitere Erhchung des Anteils resultierte in einer Zunahme der Heterogenitdt. Der An-

teil der Tropfchen mit 110 pm ist mit 70% weiterhin hoch, aber es konnten auch Tropfchen

mit kleineren und gréfleren Durchmessern beobachtet werden. Die mittleren Durchmesser

aller untersuchten Tropfchen lagen mit 0% Poloxamer 188 bei 109 um (£23 pm), mit 1%
bei 130 pm (£24 pm), mit 1,5% bei 103 pym (£5 pm) und mit 2% bei 106 pm (£15 pm).
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8.3.2 DNA-basierte Detektion in Emulsion

Nachdem die Homogenitét der Emulsion durch die Verwendung des Poloxamers 188 ver-
bessert werden konnte, sollte die Detektion von DNA ohne Amplifikation in der Emulsion
untersucht werden. Neben dem im Biorad-System genutzten Farbstoff EvaGreen kann auch
SYBR Green fiir die Detektion von dsDNA verwendet werden. Beide Fluoreszenzfarbstoffe
sollten daher in der optimierten LAMP-Emulsion untersucht werden. Die Positivkontrolle
wurde durch den Zusatz von genomischer DNA (Escherichia coli) simuliert. Die Aus-
wertung der generierten Emulsion erfolgte iiber Fluoreszenzmikroskopie (Abb. . Die
Emulsion mit EvaGreen (Abb.|31] A) wies eine intensive griine Farbe innerhalb der Tropf-
chen auf, wohingegen die Emulsion mit SYBR Green (Abb. 31| B) eine gleichméBige leichte
griine Farbung innerhalb und auflerhalb der Trépfchen zeigte. Dieses hohe Hintergrundsi-
gnal verhinderte die Unterscheidung von positiven und negativen Tropfchen im Gegensatz

zu EvaGreen.

A

Abbildung 31: Vergleich einer optimierten LAMP-Emulsion mit 1,5% Poloxamer 188 sowie (A)
EvaGreen und (B) SYBR Green fiir den Nachweis der genomischen E. coli-DNA. Der MaBstabsbalken
(gelb) entspricht 100 pm.

8.3.3 Pyrophosphat-abhingige Detektion in Emulsion

Anschliefend wurde untersucht, ob auch die indirekte Detektion iiber das akkumulieren-
de PP1i in der Emulsion genutzt werden kann. Dafiir wurden dem LAMP-Reaktionsansatz
verschiedene Farbstoffe mit Mn2T als Quencher zugesetzt. Die optimalen Konzentrationen
im LAMP-Ansatz basierten auf den Ergebnissen aus dem Abschnitt 8.2] Getestet wurden
Calcein, Tetrazyklin, Alizarinrot S (Mn?*-abhingig) und HNB (M g?>*-abhingig). Fiir
eine positive Probe wurde Natriumpyrophosphat zugesetzt. Die Emulsion wurde anschlie-
Bend im Droplet-Generator erzeugt und nach Mischung mit den negativen Tropfchen fiir
die mikroskopische Analyse auf einen Glastrdger iiberfiihrt. Die Abbildung [32] zeigt die
Hellfeldaufnahmen der Emulsion und die Fluoreszenzaufnahmen der positiven Tropfchen
sowie einer Mischung aus positiven und negativen Trépfchen.

Die Tropfchen hatten unabhéngig vom untersuchten Farbstoff einen Durchmesser von
110 pm. Die Fluoreszenzaufnahmen der positiven Tropfchen lieferte fiir alle Farbstoffe
ein spezifisches Fluoreszenzsignal im entsprechenden Filter. Die Mischung der positiven
und negativen Trépfchen wies bei allen Farbstoffen einen sichtbaren Signalunterschied
auf. Bei Calcein (Abb. 32| A), HNB (Abb. |32 C) und Alizarinrot S (Abb. [32/ D) waren die
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Unterschiede zwischen positiven und negativen Tropfchen am deutlichsten sichtbar. Die
positiven LAMP-Reaktionsansétze mit Tetrazyklin (Abb. [32| B) unterschieden sich kaum
von den negativen Tropfchen. Bei HNB (Abb. 32| C) war ein umgekehrter Effekt zwischen
hoher und niedriger Fluoreszenz zu sehen. Hier hatten die negativen Trépfchen ein ho-
hes und die positiven Tropfchen ein niedriges Fluoreszenzsignal. Demnach konnten sowohl
Calcein, HNB als auch das zuvor etablierte Alizarinrot S fiir die Pyrophosphatdetektion

in einer Emulsion genutzt werden.

A

Abbildung 32: Detektion von Pyrophosphat in der optimierten Emulsion mit 1,5% Poloxamer 188 und
LAMP-Reaktionsansatz. (A) Calcein, (B) Tetrazyklin, (C) HNB und (D) Alizarinrot S als 10x Hellfeld-
aufnahme (1), 20x Fluoreszenzaufnahme (2) der positiven Tropfchen sowie als 4x Fluoreszenzaufnahme
der Mischung aus positiven und negativen Tropfchen (3). Die Farbdarstellung der Fluoreszenzaufnah-
men basiert auf Falschfarben der Filter GFP (griin) fir Calcein, DAPI (blau) fir Tetrazyklin und Texas
Red (rot) fur Alizarinrot S und HNB. Der MaBstabsbalken (gelb) entspricht einer Lange von 100 um.
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8.4 Etablierung der Hinge-initiated Primer Based
Amplification (HIP)

Die bisher verwendete LAMP ist eine effiziente und sensitive isothermale Reaktion, die
hochmolekulare DNA generiert. Die Sensitivitdt macht die LAMP jedoch anféllig fiir un-
spezifische Amplifikationen (Kreuzkontaminationen oder Primerartefakte). Zudem ist das
Primerdesign kompliziert und muss Software-unterstiitzt erfolgen, um die Effizienz der Re-
aktion zu gewahrleisten. Die Reduzierung der Komplexitit von isothermalen Reaktionen
kann durch eine gezielte Modifizierung der fiir die Reaktion notwendigen Primer erreicht
werden. Um die Anzahl der benétigten Primer zu reduzieren und trotzdem eine effiziente
Regeneration der Primerbindungsstelle zu gewéhrleisten, sollte als Grundlage ein bifunk-
tionelles Verbindungselement (linker) zwischen zwei Primerregionen (sequenzspezifische
Bindungsstelle und Riickfaltsequenz) integriert werden und einen so genannten Hinge-
Primer bilden (Abb. . Der neue Hinge-Primer sollte die kontinuierliche Regenerierung
der initialen Primer-Bindungsstelle und damit die Strangverdringung im Amplifikations-

prozess unter isothermalen Reaktionsbedingungen verbessern.
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Abbildung 33: (A) Die Struktur des bifunktionellen Hinge-Primers, der aus einem Primer A’ und
B besteht. Beide werden durch einen Linker (schwarze Linie) miteinander verbunden. (B) Der Primer
A’ bindet spezifisch an die Bindungssequenz A der Zielsequenz. (C) Die DNA-Polymerase verlangert
den Primer und bildet dadurch die Primerbindugsstelle B'. Der Linker verhindert die Polymeraseakti-
vitat (Kreuz) in die Gegenrichtung, wodurch der Primer B immer einzelstrangig bleibt. (D) Nach der
thermodynamisch bedingten Rickfaltung zu der stabileren Haarnadelstruktur durch die Bindung des
Primers B und die Region B’ wird die urspriingliche Primerbindungsstelle A wieder freigesetzt bzw. liegt
einzelstrangig vor.
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8.4.1 Charakterisierung des Reaktionsmechanismus

Die symmetrische HIP-Reaktion basiert analog zur LAMP auf zwei langen Primern
(Vorwérts-Hinge und Riickwérts-Hinge) mit entgegengesetzter Orientierung. Im Unter-
schied zur LAMP ist ein bifunktioneller Linker integriert. Der erwartete Mechanismus
setzt sich aus wiederholenden Schritten mit Primerhybridisierung, Verlangerung, Riickfal-
tung und Regenerierung der Bindungsstelle zusammen (Abb. . Die Reaktion beginnt
mit der Hybridisierung des sequenzspezifischen Primers (Vorwérts-Hinge, BA’), welcher
sich aus der primédren Bindungssequenz (A’) und einer sekundédren Umklappsequenz (B)
zusammensetzt (Abb. 1). Die nachfolgende Verlingerung des DNA-Strangs durch die
DNA-Polymerase (5’ zu 3’) fithrt zur Bildung des komplementéren DNA-Strangs. Die se-
kundéare Bindungsstelle B kann durch Umklappen an die zuvor synthetisierte komplemen-
tare Bindungssequenz B’ hybridisieren und eine stabile Haarnadelstruktur ausbilden. Diese
Struktur hat eine hohere Schmelztemperatur als das Doppelstrangende allein (Abb. 2).
Durch den fiir die DNA-Polymerase nicht lesbaren Linker in der Haarnadelstruktur wird
sichergestellt, dass die urspriingliche primére Bindungssequenz (A’) frei bleibt und fiir
die erneute Hybridisierung eines neuen Hinge-Primers genutzt werden kann (Abb. , 3).
Bei der erneuten Strangverlingerung wird der vorher synthetisierte Strang durch die
Polymerase verdrangt (Abb. 4).

Der freigesetzte DNA-Strang steht jetzt fiir die Bindung des zweiten Hinge-Primers
(Riickwéarts-Hinge) mit gleicher Funktionalitdt in entgegengesetzter Orientierung zur
Verfiigung (Abb. 5). Durch die Verldngerung mit der DNA-Polymerase koénnen
nachfolgend an beiden Enden des jeweilig amplifizierten Doppelstranges die Haarnadel-
strukturen ausgebildet werden (Abb.[34] 6). Somit sind die Enden fiir beide Hinge-Primer
erneut zuganglich (Abb. 7). Die einzelnen Reaktionsschritte wiederholen sich bis die
Primer und Nukleotide verbraucht sind oder die Reaktion durch die Produktakkumulation

intrinsisch gehemmt wird.
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Abbildung 34: Mechanismus der symmetrischen Hinge-initiated Primer Based Amplification (HIP)
mit zwei Hinge-Primern. (1) Hybridisierung des Vorwértsprimers (BA'), gefolgt von der Verlangerung
des Primers durch die Bst DNA-Polymerase. (2) Faltung des DNA-Strangs zu der thermodynamisch
stabileren Haarnadelstruktur, wodurch die urspriingliche Primer-Bindungsstelle wieder frei ist. (3 und
4) Durch die erneute Hybridisierung des Vorwartsprimers wird der vorher gebildete Doppelstrang aufge-
trennt. (5 und 6) An dem abgelésten DNA-Strang kann durch die Hybridisierung des Riickwartsprimers
(DC') der Gegenstrang durch die Polymerase vervollstandigt werden. (7) Durch die Riickfaltung der
Enden zu den Haarnadelstrukturen werden beide Primer-Bindungsstellen freigesetzt. Die Wiederver-
wertung der Bindungsstellen fir die Hinge-Primer fiihrt zur kontinuierlichen Verlangerung der DNA.
Das X in den beiden Hinge-Primern reprasentiert die Modifikation, welche die Aktivitat der Bst DNA-
Polymerase an dieser Stelle blockieren soll. Beispiele sind die abasische Stelle (abasisches Furan) und
der C12-Spacer (Hexaethylenglykol). Zur Beschleunigung der Reaktion kann zusatzlich ein duBerer Pri-
mer eingesetzt werden. Dieser unterstitzt die initiale Generierung des Templats durch eine zusatzliche
Strangverdrangung.
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Die Effizienz der HIP-Amplifikation hiangt von der Modifikation der Primer ab. Die inte-
grierte Struktur muss die Verldngerung des DNA-Strangs in 5’-3’-Richtung iiber die se-
kundére Bindungsstelle hinaus verhindern. Eine Hexaethylenglykol-Modifikation (HEG)
kann die Polymerase in effizient blockieren. Modifikationen ohne Purine oder Pyrimidi-
ne (abasic site) in der DNA verhindern ebenfalls die weitere Amplifikation durch ver-
schiedene Polymerasen. Um die Effizienz der Amplifikation ohne Optimierung mit zwei
Hinge-Primern unter isothermalen Reaktionsbedingungen zu bestimmen, wurde zunéchst
eine abasische Stelle als Modifikation genutzt. Zuvor publizierte LAMP-Primer fiir den
Nachweis von PSTVd wurden zum Vergleich der Reaktionseffizienz herangezogen. Beide
Reaktionen (LAMP und HIP) wurden bei gleichen Bedingungen mit 0,2 ng cDNA des
PSTVd bei 65 °C durchgefithrt (Abb. [35{ A). Eine kapillarelektrophoretische Auftrennung
der amplifizierten DNA wurde zum Vergleich der Groflenverteilung der generierten Pro-
dukte herangezogen (Abb. 35| B).
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Abbildung 35: Vergleich der LAMP- und HIP-Reaktion fir den Nachweis von PSTVd. (A) Die
Echtzeit-Amplifikationskurven fiir die LAMP (schwarz) und HIP (rot) wurden bei 65 °C aufgenommen.
(B) Elektropherogramm der Kapillarelektrophorese der LAMP- (schwarz) und HIP-Probe (rot), wobei
die Fluoreszenzintensitat gegen die Laufzeit aufgetragen ist. Peak 1 und 2 sind die internen GroBen-
standards (35 und 5000 bp). Das virtuelle Gelbild zeigt die GréBenverteilung und die Produktmengen
(rot: hoch, griin: gering) der DNA aus beiden Reaktionen. Als Templat fiir die LAMP und HIP wurden
0,2 ng der PSTVd-cDNA genutzt.

Im Vergleich zur LAMP war bei der HIP zunéchst eine lingere Phase mit linearem Signal-
anstieg in der Amplifikationskurve sichtbar (0 bis 40 Minuten). Die Amplifikation mit
exponentiellem Signalanstieg begann spéter als in der LAMP. Hier war nach etwa 12 Mi-
nuten ein exponentieller Fluoreszenzanstieg detektierbar. Die HIP hingegen zeigte erst
nach 40 Minuten einen exponentiellen Signalanstieg (Abb. [35( A). Die amplifizierte DNA
wurde anschliefend in der Kapillarelektrophorese aufgetrennt, wobei fir beide Reaktio-
nen eine Leiter-dhnliche Bandenstruktur beobachtet wurde (Abb. B). Im Vergleich
zur LAMP waren die Peaks im Elektropherogramm der HIP iiber die gesamte Laufzeit
schirfer. Die beiden Methoden unterschieden sich auch in den Bandenintensititen, die
bei der HIP deutlich geringer waren. Die Produktgrofien befanden sich bei beiden Metho-
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den zwischen 100 und 1.000 bp. In der Agarose-Gelelektrophorese konnte die generierte
DNA in Form von diffusen Fragmenten (Schmier) auch mit gréferem Molekulargewicht
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Sowohl die LAMP als auch die neue HIP ge-
nerierten demnach hochmolekulare DNA. Die ersten Ergebnisse der HIP-Reaktion zeigten
eine Amplifikation mit geringerer Effizienz als die LAMP. Daher sollte nachfolgend die Re-
aktionskinetik der HIP optimiert werden. Dafiir wurden unterschiedliche Modifikationen

(abasische Stelle und C12-Spacer) als Linkerstruktur in den Hinge-Primern untersucht.

8.4.2 Einfluss der Linker-Struktur auf die Kinetik

Fiir eine hohere Flexibilitat des Hinge-Primers wurde neben der zuvor eingesetzten aba-
sischen Stelle als Modifikation auch eine ldngere Linkerstruktur mit Hexaethylenglykol
(C12-Spacer) in der HIP-Reaktion untersucht. Als Kontrolle wurden unmodifizierte Hinge-
Primer (ohne Linker) genutzt. Zusétzlich wurde die Effizienz der Hinge-Primer in Kom-
bination mit den in der LAMP eingesetzten Schleifen-bildenden Primern (FIP, BIP) ver-
glichen, da die hierbei gebildeten einzelstrangigen Bereiche mit 40 Basenpaaren sehr lang
sind und die Reaktion zusétzlich beeinflussen kénnen. Auflerdem wurde getestet, ob als
korrespondierender Primer auch ein kurzer PCR-&hnlicher Primer (hier der F3- bzw. B3-
Primer der LAMP) verwendet werden kann. Fiir jede der Hinge-Modifikationen wurden
alle moglichen Kombinationen, bestehend aus dem jeweiligen Vorwérts- und Riickwéartspri-
mer in einer einzelnen Reaktion mit dem PSTVd als Templat getestet. Die Effizienz wurde
tiber die Zeit bis zum exponentiellen Signalanstieg als Time-to-Positivity (Tp) analysiert
und die Ergebnisse als Heatmap dargestellt (Abb. .
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Abbildung 36: Variation der Hinge-Primer mit unterschiedlichen Modifikationen in der Amplifikation
von PSTVd mit Analyse der Reaktionskinetik. Die Farbskalierung reprasentiert die kalkulierten Tp-Werte
jeder Reaktion. In den Heatmaps sind die Hinge-Primer-Reaktionen mit der dSpacer-Modifikation (A),
mit der C12-Spacer-Modifikation (B) und ohne Modifikation (C) dargestellt. Die Primer AP-HR/HF
sind die Hinge-Primer mit dSpacer, HEG-HR/HF die Hinge-Primer mit C12-Spacer und um-HR/HF
die Hinge-Primer ohne Modifikation. Die Primer FIP, BIP, F3 und B3 sind die Primer aus der LAMP-
Reaktion. Die Y-Achse der Heatmap zeigt die Riickwartsprimer und die X-Achse die Vorwartsprimer. Der
Stern (*) reprasentiert die Kontrollreaktionen ohne Templat-DNA, die nach 45 Minuten Inkubationszeit
ein positives Signal zeigten. Graue Felder sind Reaktionen, bei denen kein Tp-Wert ermittelt werden
konnte.
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Die erste Gruppe (Abb. A) bestand aus den Hinge-Primern mit abasischer Stelle
in Kombination mit den LAMP-Primern (Nib-FIP und Nib-BIP) sowie den linearen
Primern (Nib-F3 und Nib-B3). Der kleinste Tp-Wert (15-20 Minuten) wurde mit der
Kombi-nation aus dem Hinge-Primer (PSTVd-AP-HF) und dem LAMP-Primer (BIP)
erreicht. Die Kombinationen bestehend aus PSTVd-AP-HF und PSTVd-AP-HR sowie
PSTVd-AP-HF und Nib-B3 ergaben leicht hohere Tp-Werte (25-30 Minuten). Alle
anderen Kombinationen resultierten in Tp-Werte zwischen 40 und 45 Minuten. Die beste
Kombination (PSTVd-AP-HF / Nib-BIP) erzeugte in der Negativkontrolle allerdings ein
falsch-positives Ergebnis.

Die zweite Gruppe umfasste die Versuche mit Hexaethylenglykol als Modifikation in den
Hinge-Primern (Abb. B). Hier wurde der niedrigste Tp-Wert mit der Kombination
HEG-HF und Nib-B3 mit 25 Minuten erreicht. Andere Kombinationen ergaben Tp-Werte
zwischen 35 bis 55 Minuten. Alle Kombination mit dem PSTVd-HEG-HR resultierten in
falsch-positive Reaktionen in den Kontrollreaktionen.

Die Kontrollgruppe ohne Modifikation ergab fiir alle Kombinationen Tp-Werte zwischen
40 und 55 Minuten (Abb. C). Bei drei der getesteten Kombinationen konnte keine
Amplifikation beobachtet werden. Demnach hatte die Modifikation mit der abasischen
Stelle im Vorwiarts-Hinge-Primer (PSTVd-AP-HF) als Kombination mit dem Schleifen-
bildenden Primer Nib-BIP der LAMP die besten Resultate erzielt. Auch die Kombination

mit einem linearen Primer (Nib-B3) fur die entgegengesetzte Richtung ist moglich.

Aufgrund der aufgetretenen falsch-positiven Ergebnisse in den Kontrollreaktionen wurde
fiir alle nachfolgenden Untersuchungen die weitere Optimierung der HIP-Effizienz mit neu-
en Primern fiir den Nachweis von FE. coli als Templat mit der abasischen Stelle als Modifi-
kation auch in Kombination mit linearen Primern durchgefiihrt (Abb.[37]A). Getestet wur-
den unterschiedliche Kombinationen der Vorwérts- und Riickwérts-Hinge-Primer (LZ-HF
und -HR) mit den linearen Primern (LZL-389 und LZR-653) (s. Tab. [4). Die untersuchten
Kombinationen sind in Abbildung [37] A aufgefiihrt. Die Analyse erfolgte durch den Ver-
gleich der Amplifikationskurven (Abb. 37 C) und der Schmelzkurvenanalyse (Abb. 37| C).
Die Amplifikationskurven unterschieden sich bei allen Kombinationen hinsichtlich der Si-
gnalintensitdt im Endpunkt und der Reaktionskinetik, welche nachfolgend auch iiber die
Tp-Werte analysiert wurde. Die schnellste Reaktion (kleinster Tp-Wert mit 22 Minuten)
wurde mit den beiden Hinge-Primern (LZ-HF/R) als symmetrische Reaktion erzielt. Nur
wenige Minuten spéter wurde die Probe mit der vorherigen Kombination und mit den
zusédtzlichen Primern LZL-389 und LZR-653 positiv. Die erste Kombination wies aber eine
steilere Signalzunahme auf. Bei der Untersuchung mit nur jeweils einem der beiden Hinge-
Primer als asymmetrische Reaktion in Kombination mit dem gegenléufigen linearen Primer
(LZL-389 oder LZR-653 ) hat die Reaktion mit dem Riickwérts-Hinge-Primer (LZ-HR)
mit 39 Minuten einen kleineren Tp-Wert als die Reaktion mit dem Vorwérts-Hinge-Primer
(LZ-HR) mit 47 Minuten. Die Verwendung der einzelnen Hinge-Primer hatte mit 50 bis
60 Minuten die grofiten Tp-Werte. Alle Kontrollreaktionen (ohne Templat) zeigten keinen
Signalanstieg in der Amplifikationszeit. Die Schmelzkurvenanalyse (Abb. |37 B) ergab nur
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geringe Temperaturunterschiede zwischen den jeweiligen Kombinationen. Bis auf die Pro-
be mit dem Vorwérts-Hinge-Primer als Kombination mit dem linearen und einem dufleren
Primer lagen die Werte zwischen 94 °C und 95 °C.
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Abbildung 37: Reaktionskinetik unterschiedlicher Kombinationen aus den Hinge-Primern mit abasi-
scher Stelle als Modifikation und korrespondierenden linearen Primern. (A) Ubersicht der verwendeten
Primer. (B) Schematische Darstellung der getesteten Primer-Kombinationen (1-7). Kombination 1 und
2 beschreiben die symmetrische HIP. Die Kombinationen 3-6 die asymmetrische HIP. Kombination 7
ist eine Kontrolle ohne Hinge-Primer. (C) Amplifikationskurven fiir jede Kombination (1-7) mit dem
entsprechenden Schmelzkurvenanalyse (B). Die Positivreaktionen wurden mit 5 ng E. coli-DNA (durch-
gezogene Linie) und die Negativkontrollen ohne Templat (gestrichelte Linie) durchgefiihrt.

8.4.3 Einfluss der Magnesium- und Primerkonzentration auf die Kinetik

Die Reaktionskinetik wird durch die Primer-Modifikation, aber auch durch die Primer-
und Salzkonzentration in der Reaktion bestimmt. Dariiber hinaus kann M ¢?* als Kofak-
tor der Bst DNA-Polymerase die Enzymaktivitdt beeinflussen. Um diesen Effekt in der
HIP zu untersuchen, wurden unterschiedliche M g?*-Konzentrationen (4-10 mM) in der
symmetrischen und asymmetrischen HIP getestet und die Tp-Werte verglichen (Tab. .
Fiir die symmetrische Reaktion (beide Hinge-Primer) konnten Tp-Werte zwischen 17 und
30 Minuten bestimmt werden, wobei der niedrigste Wert mit 6 mM M g?* erreicht wurde.
Wurde nur ein Hinge-Primer verwendet (asymmetrische HIP), ergaben sich Werte zwischen
30 und 56 Minuten. Bei beiden Formen der asymmetrischen HIP wurden die niedrigsten
Tp-Werte wie zuvor bei der symmetrischen HIP bei einer M ¢g?*-Konzentration von 6 mM
erreicht. Im Gegensatz zur asymmetrischen HIP resultierte die symmetrische Reaktion bei

allen M g*>*-Konzentrationen in falsch-positiven Ergebnissen.
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Tabelle 11: Variation der M g?*-Konzentration zwischen 4 und 10 mM in der symmetrischen und
asymmetrischen HIP. Aufgelistet sind die Tp-Werte in Minuten mit Standardabweichung (n=3). NA
bedeutet keine Amplifikation.

Primerkombination Templat Magnesiumkonzentration [mM]

LZ-HF und LZ-HR + 30+1 17+ 2 25+£1 29+1
- NA 46+1 58 +1 46+ 1

LZ-HF und LZR-653 + 56 £ 2 34+1 38+1 45+ 2
- NA NA NA NA

LZL-389 und LZ-HR + 51£1 39+2 46+ 1 46+ 1
- NA NA NA NA

Verschiedene Primer-Konzentrationen (0,8 bis 1,4 mM) konnten bei keiner der untersuch-
ten Kombinationen eine signifikante Verdnderung der Tp-Werte zeigen (s. Tab. im
Anhang).

8.4.4 Einfluss der Amplifikationsregion auf die Kinetik

Eine weitere Moglichkeit, die Effizienz ohne Beeinflussung der Spezifitdt zu verbessern,
besteht in der Verkiirzung der zu amplifizierenden Region auf der Templat-DNA. Um den
Effekt zu untersuchen, wurden verschiedene Distanzen zwischen der Primerbindungstel-
le A des Hinge-Primers und dem korrespondierenden linearen Primer fiir die Gegenrich-
tung untersucht. Getestet wurden drei verschiedene Distanzen zwischen 80 und 190 bp
und die entsprechenden Tp-Werte flir den Vorwérts- und Riickwérts-Hinge-Primer dar-
gestellt (Abb. A). Die Tp-Werte lagen zwischen 20 und 45 Minuten, wobei fiir beide
Hinge-Primer eine Verringerung der Zeit mit kiirzerer Amplifikationsregion erreicht wer-
den konnte (Abb. (3§ B).
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Abbildung 38: Analyse der Reaktionskinetik der asymmetrischen HIP in Abhéngigkeit der Produkt-
lange mit kleiner werdender Distanz zwischen dem Hinge- und dem 3uBeren linearen Primer. (A) Dar-
stellung der Bindungsstellen auf der DNA. (B) Tp-Werte in Abhéngigkeit zur Primer-Distanz (Lange
des amplifizierten Produkts). Beide Richtungen des Vorwarts-Hinge- (weiBe Balken) und Riickwarts-
Hinge-Primers (schwarze Balken) sind getestet worden (n=3).
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8.4.5 Bestimmung der Sensitivitit

Aus den vorherigen Versuchen ergab sich eine fiir die asymmetrische Reaktion optimierte
Kombination bestehend aus dem LZ-HR-Primer mit abasischer Stelle als Modifikation,
LZF-0 als gegenlaufiger Primer und dem LZR-653-Primer fir die unterstiitzende Strang-
verdrangung. Die Sensitivitdt der Reaktion wurde abschliefend mit seriell verdiinnter
genomischer DNA von E. coli bestimmt. In Abbildung[39]ist die Korrelation der Tp-Werte
in Abhéngigkeit der eingesetzten DNA-Menge dargestellt.

A B

E 1,0 4

& 0,8

ﬁ =

8 0,6 1 1

304 -

e -
.g 032-

I

& O- T 1 1 T 1 ! Ll T T T T I L] ] L] L] T LJ

0 10 20 30 40 50 60 01 234 56 7 8 910
Amplifikationszeit [Min.] Kopienzahl (Log1g)

Abbildung 39: Sensitivitat der Hinge-Amplifikation mit dem LZ-HR-Primer, und korrespondierenden
LZF-0-Primer und LZR-653-Primer fiir den Nachweis von genomischer E. coli-DNA bei 65 °C fiir
60 Minuten. (A) Amplifikationskurven mit 10'° (schwarz), 10° (braun), 108 (blau), 107 (violett), 10°
(grau), 10* (orange) und 103 (griin) Genomkopien sowie die Negativkontrolle (rot) ohne Templat.
(B) Korrelation der Tp-Werte mit der eingesetzten Menge Genomkopien. Der Korrelationskoeffizient
zwischen den Proben 10° und 109 betragt 0,98 (n=3). Die Proben 10 und 10° wurden aufgrund des
hohen Fehlers in der linearen Regression ausgeschlossen.

Der beobachtete Signalverlauf entsprach dem typischen Verlauf der exponentiellen Am-
plifikation, wobei mit der Abnahme der eingesetzten DNA-Menge die Zeitpunkte bis zum
Erreichen der exponentiellen Phase verlangert wurden (Abb. |39 A). In einem Bereich von
108 bis 10'° Kopien konnte ein linearer Zusammenhang zwischen der Kopienzahl und Tp-
Wert festgestellt werden (Abb. B). Geringere Verdiinnungsstufen ergaben eine hohe
Standardabweichung, so dass sie aus der Korrelation ausgeschlossen wurden. Die Nach-
weisgrenze der HIP fiir genomische DNA von E. coli konnte demnach bei 10° Kopien

festgelegt werden.
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9 Diskussion

9.1 Echtzeit- und Endpunktdetektion in einer geschlossenen

Reaktion fiir den Pathogennachweis

Der LAMP-Nachweis als geschlossene Reaktion kann sowohl direkt iiber die Akkumulation
der DNA als auch indirekt {iber das in der Amplifikation gebildete Pyrophosphat (PPi)
erfolgen. Beide Verfahren kdnnen fiir eine qualitative und quantitative Analyse eingesetzt
werden. Die Anwendbarkeit als Schnelltest, Feldtest, POCT oder Screening-Applikation
wird allerdings durch unterschiedliche Stiarken und Schwéchen beeinflusst.

Die Endpunktdetektion gibt eine qualitative Auskunft tiber die An- oder Abwesenheit des
Pathogens in der zu untersuchenden Probe und sollte daher als Schnelltest ohne kosten-
intensive Laborausstattung , vor-Ort*“ angewendet werden kénnen. Die Echtzeitdetektion
durch eine kontinuierliche Messung des Fluoreszenzsignals mithilfe von tragbaren Fluo-
rimetern ermoglicht zusétzlich eine quantitative Bestimmung des Pathogens in der Pro-
be. Fiir beide Verfahren wurden verschiedene Beispiele fiir den Phytopathogennachweis

(PSTVd, Cms und Xhp) in einer geschlossenen Reaktion untersucht.

Kreuzkontamination als Ursache falsch-positiver Ergebnisse

Die Vereinfachung des Nachweis’ durch die Kombination von Amplifikation und Detektion
in einem geschlossenen Reaktionsraum sollte die Handhabung verbessern sowie das Auftre-
ten unspezifischer Amplifikation aufgrund von Kreuzkontaminationen reduzieren. In der
LAMP wird im Vergleich zur PCR bis zu 100-mal mehr DNA amplifiziert (Mori et al.
2001). Durch das Offnen der ReaktionsgefiBe nach der LAMP-Reaktion ist das Risiko
der Kreuzkontamination neuer Reaktionen sehr hoch. Eine Kontamination in der LAMP
fiihrt aufgrund der hohen Prozessivitit der Bst DN A-Polymerase schnell zu unspezifischer
Amplifikation und ist damit die Hauptursache falsch-positiver Ergebnisse (Senarath et al.,
2014). Um dies zu vermeiden, konnen geschlossenen Reaktionen eine effektive Alterna-
tive darstellen (Parida et al., 2008; Njiru, 2012)). Beispielsweise kann ein inhibierender
Farbstoff wahrend der Reaktion in eine Agarose-Kapsel im Reaktionsgefafl eingeschlossen
werden. Die Kapsel wird am Ende der Amplifikation durch die Erhéhung der Tempe-
ratur aufgeschmolzen und der Farbstoff freigegeben (Karthik et al., 2014]). Eine andere
Moglichkeit Kreuzkontamination zu vermeiden, besteht in der Verwendung von Uracil-
nukleotiden als Ersatz fiir die Thyminnukleotide in der Amplifikation. Die eingebauten
Uracil-Basen werden vor einer nachfolgenden Reaktion durch die Uracil-DNA-Glycosylase
(UDG) bei Raumtemperatur oder 37 °C enzymatisch abgebaut (Hsieh et al., 2014)). Das
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zuvor amplifizierte Produkt kann dadurch in einer neuen Reaktion keine Kontamination
mehr darstellen, da es als Templat fiir die Primer nicht verfiighar ist. Die UDG wird in
der anschliefenden Reaktion inaktiviert.

Beide Methoden kénnen das Problem mit der Kreuzkontamination effektiv l6sen, sind in
der Form aber nicht fiir die einfache Anwendung geeignet, da zusétzliche Schritte, Enzy-
me oder unterschiedliche Temperaturen erforderlich sind. Daher wurde in der Arbeit ein

anderer Ansatz verfolgt.

Farbstoffe fiir die direkte LAMP-Detektion

Die interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe SYBR Green (Ponchel et al., [2003) und Eva-
Green (Mao et al., |2007) sind in den PCR-basierten Reaktionen (z.B. gPCR und ddPCR)
sowie den isothermalen Amplifikationsreaktionen (z.B. LAMP) fiir die quantitative
Analyse etabliert und werden hauptséchlich fir die Echtzeitdetektion verwendet. Die
kationischen Farbstoffe binden in der DNA-Helix meist durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen, wobei sich SYBR Green (Monomer) und EvaGreen (Dimer) in der Struktur
unterscheiden. Beide Farbstoffe kénnen in hohen Konzentrationen DNA-Polymerasen
inhibieren (Gudnason et all 2007; Mao et al., 2007} Eischeid, [2011)).

In der LAMP sind beide Farbstoffe in geringer Konzentration fiir die Echtzeitdetektion
der amplifizierten DNA geeignet (Eischeid}, 2011)). Fiir die Endpunktdetektion bei Tages-
oder UV-Licht sind in Abhéngigkeit des verwendeten Farbstoffes allerdings hohere
Konzentrationen erforderlich und er sollte daher erst am Ende der Reaktion zugegeben
werden (Ahmed et al., [2015).

Alternative Farbstoffe, die in einem grofleren Konzentrationsbereich sowohl fir die
Echtzeit- als auch fiir die Endpunktdetektion ohne Inhibierung der Bst DNA-Polymerase
in geschlossenen Reaktionen geeignet sind, kdnnen eine einfache und kontaminationsfreie
Analyse ermoglichen. Als Alternative zur SYBR Green und EvaGreen wurde Berberin in
der Arbeit untersucht, da es direkt mit Nukleinsduren interagiert.

Berberin ist ein Isochinolinalkaloid aus der Berberize (Berberis vulgaris), der Kanadi-
schen Orangenwurzel (Hydrastis canadensis) oder dem Chinesischer Goldfaden (Coptis
chinensis und wird im klinischen Anwendungsbereich auch aufgrund des antimikrobiellen
Effekts verwendet (Tillhon et al., 2012). Als DNA-Farbstoff-Komplex emittiert Berberin
nach Anregung im UV-Licht (355 nm) oder bei 450 nm Licht mit einer Wellenldnge von
500 bzw. 600 nm (Yamagishi, [1962; Kumar et al., 1993; |Gong et al., 1999 |Li et al., [2012).
Fir die Detektion in der LAMP konnte damit analog zu SYBR Green und EvaGreen
das tragbare Fluorimeter ,ESEQuant Tube Scanner” mit dem FAM-Filter (470/525 nm)
genutzt werden.

Zunéchst wurde der Effekt von unterschiedlichen Berberinkonzentrationen auf die Bst
DNA-Polymerase-Aktivitdt untersucht. In allen Proben konnte unabhingig von der Kon-
zentration ein Signalanstieg mit vergleichbarer Amplifikationsrate detektiert werden. Die
eingesetzte Berberinkonzentration korrelierte mit der gemessenen Fluoreszenzintensitéit
im Endpunkt (s. Abb. . Bei der hochsten Berberinkonzentration wurde keine Séttigung
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bei gleichbleibender DNA-Menge erreicht, was bedeutet, dass eine weitere Erhéhung der
Berberinkonzentration moglich ist. Berberin induzierte im untersuchten Bereich keine
Inhibierung der DNA-Polymerase und beeinflusst die Reaktionskinetik somit nicht. Die
Korrelation zwischen Signalanstieg und DNA-Menge kann daher analog zu SYBR Green
und EvaGreen fiir die quantitative Analyse der LAMP-Reaktion in Echtzeit mit gleicher
Sensitivitét und ohne Inhibition genutzt werden (s. Abb. [12).

Vergleich der DN A-interkalierenden Farbstoffe

SYBR Green und EvaGreen haben gleiche Anregungs- und Emissionseigenschaften (Anr.:
495 nm / Em.: 520 nm), allerdings weist EvaGreen eine geringere Affinitat zu einzelstran-
giger DNA als SYBR Green auf (Mao et all, [2007). Im Gegensatz zu SYBR Green und
EvaGreen konnte bei Berberin kein Signalabfall nach Erreichen des Fluoreszenzmaximums
beobachtet werden (s. Abb. [12). Die Phase ohne Amplifikation wird durch eine niedrige
Amplifikationsrate charakterisiert. In dieser Phase minimieren die Produktakkumulation
(DNA, PPi) sowie der Verbrauch der Primer und dNTP die Effizienz der Reaktion. Das
Fluoreszenzsignal steigt demnach nicht mehr weiter an.

Die Ursache fiir den beobachteten Signalverlust bei SYBR Green und EvaGreen kann eine
Folge der geringen Photostabilitit sein. Ein kontinuierliche Abfall der Fluoreszenz wird bei
Fluoreszenzfarbstoffen als Fotobleichung (photobleaching) bezeichnet. Er tritt bei SYBR
Green stérker auf als bei EvaGreen (Mao et al., 2007).Bei den Messungen im ESEQuant
Tube Scanner betrug das Zeitintervall fiir die Messung der Fluoreszenz 20 Sekunden. Bei
einer Inkubationsdauer von 60 Minuten wurde jeder Farbstoff insgesamt drei Minuten
bei 470 nm angeregt. Die lange Belichtung kann folglich den Effekt der Fotobleichung
bei SYBR Green und EvaGreen ausgelost haben. Im Gegensatz dazu wurde dieser Effekt
bei Berberin nicht beobachtet, sodass von einer héheren Fotostabilitit ausgegangen wer-
den kann. Eine Signalabnahme aufgrund einer Temperatur-abhéngigen Dissoziation des
Farbstoff-DNA-Komplex’, die in der Schmelzkurvenanalyse bei der qPCR genutzt wird,
kann bei der LAMP ausgeschlossen werden. Die Schmelztemperatur der LAMP-Produkte
liegt aufgrund der hochmolekularen DNA bei iiber 90 °C. Diese Temperatur wird bei der
LAMP nicht erreicht.

In der LAMP wurden bereits andere DNA-interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe mit bes-
seren Eigenschaften als SYBR Green und EvaGreen verwendet. Dabei zeigte vor allem
der Fluoreszenzfarbstoff SYTO-82 in der Echtzeitdetektion der LAMP eine gute Sensitivi-
tat und ein hohes Signal-Rausch-Verhéltnis (SNR) (Watts et al., 2014; [Seyrig et al., 2015;
Oscorbin et al., [2016). Allerdings wurden in diesen Untersuchungen nur Konzentrationsbe-
reiche zwischen 0,25 bis 8 uM untersucht. Bei Verwendung des SYTO-82 Farbstoffs in der
Endpunktdetektion wurde eine héhere Konzentration (15 uM) eingesetzt, wobei allerdings
eine leichte Inhibierung der DNA-Polymerase beobachtet wurde(Watts et al., [2014)).
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Vergleich von Berberin mit bekannten Methoden in der
Endpunkt-Detektion

Zuvor wurde festgestellt, dass Berberin auch in héheren Konzentrationen (180 ;M) die Bst
DNA-Polymerase nicht inhibiert. Daher wurde es fiir die Detektion der LAMP zusétzlich
im Endpunkt nach Anregung mit UV-Licht (350 nm) untersucht. Zum Vergleich wurden
auch die etablierten Verfahren, wie die Triibung und die Farbstoffe Hydroxynaphtholblau
(HNB) und Calcein, fiir den Nachweis von PSTVd getestet.

Mit allen Detektionsmethoden wurde eine Nachweisgrenze von 10* PSTVd-Kopien be-
stimmt. Die Triibung der Reaktionslosung erfolgt durch die Prézipitation des in der Reak-
tion gebildeten Magnesiumpyrophosphat-Komplex’. Die Analyse des weiflen Niederschlags
ist allerdings nicht immer eindeutig, da der Kontrast zwischen dem ausgefallenen Magne-
siumpyrophosphat und dem Hintergrund niedrig ist und eine Optimierung der Visualisie-
rung erforderlich ist. Die Beurteilung der Triibung in der LAMP ist daher auch von der
Erfahrung des Anwenders abhéngig. Die Pelletierung des Niederschlags durch eine Zen-
trifuge kann die Beurteilung zwischen einer positiven und negativen Reaktion verbessern,
erfordert in einem Feldtest aber eine kabellose Zentrifuge. Die Analyse der Triibung kann
auch mit einem Turbidimeter erfolgen (Mori et al.l 2001), was allerdings den apparativen
Aufwand erhoht.

Der kolorimetrische Nachweis mit HNB verbessert hingegen die Unterscheidung zwischen
positiver und negativer Probe mafigeblich. Das HNB ist ein synthetischer, aber giinstiger
Farbstoff, der bei niedrigen Konzentrationen (120 - 140 M) eine visuelle Beurteilung der
LAMP-Reaktion im Endpunkt erméglicht. Durch die Akkumulation des Magnesiumpyro-
phosphats in der Amplifikation verringert sich die Menge der freien Mg¢** in der Reaktion
und es kommt zu einer Anderung des Absorptionsspektrums. Positive Proben sind im
Endpunkt der Reaktion blau oder hellblau und negative violett gefarbt (s. Abb. . Die
Quantifizierung der Reaktion kann iiber Absorptionsmessungen bei 650 nm erfolgen (Goto
et al., [2009). Der Nachteil der Methode ist der Einfluss anderer Reaktionskomponenten,
die die Sensitivitit des HNB gegeniiber den Mgt reduzieren konnen. Die Konzentrati-
on des freien M¢?T im Reaktionsansatz wird durch die dNTP, der Primer- und DNA-
Konzentration bestimmt, da sie als Anionen die positiv-geladenen M g?>t binden. Dadurch
kann der Farbunterschied vom Ausgangs- zum Endzustand verringert werden und die
Beurteilung erschwert werden. Daher ist es bei HNB zwingend erforderlich, dessen Kon-
zentration individuell fiir jeden LAMP-Test zu optimieren.

Calcein ist ein synthetisches Fluorescein-Derivat, das bei 495 nm angeregt wird und
Licht bei 520 nm emittiert. Calcein wird vorrangig fiir die Bestimmung der Calcium-
konzentration in der Komplexometrie genutzt (Kepner und Hercules, [1963), kann aber
in Kombination mit Mn?* fiir den indirekten Nachweis in der LAMP-Reaktion verwen-
det werden (Tomita et al., 2008). Die Fluoreszenz des Calcein wird durch Mn?* stark
unterdriickt (gequencht). Das bei der Amplifikation entstehende Pyrophosphat kann auf-
grund der hohen Affinitit das Mn?* binden. Das freie Calcein emittiert im Gegensatz
zum Calcein-Mn?T-Komplex griines Licht nach Anregung im UV-Licht (320 bis 360 nm)
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oder im sichtbaren Bereich (470 bis 500 nm). Negative LAMP-Proben bleiben hingegen
orange bzw. emittieren kein Licht nach UV-Anregung.

Im Gegensatz zu den anderen Farbstoffen konnten mit Berberin die postiven und negati-
ven Proben im Tageslicht nicht unterschieden werden. Das Tageslicht (Sonnenspektrum)
deckt einen Wellenldngenbereich von 400 bis 750 nm ab. Da der Berberin-DNA-Komplex
ein Absorptionsmaximum bei 355 nm sowie ein geringes Optimum bei 450 nm aufweist, ist
fiir das Auge keine Emission wahrnehmbar (Li et al.,[2012). Allerdings wurde bei Anregung
im UV-Licht eine gelb-griine Farbe in den positiven Proben beobachtet. Die gelbe Féar-
bung der Negativproben ist auf die Hintergrundfluoreszenz des Berberins zuriickzufiihren.
Die Ursache hierfiir ist die Affinitét des Berberins zu einzelstréangiger DNA (bspw. Primer)
(Gong et al.,|1999)). Der Hintergrund konnte in den Experimenten nicht verringert werden.
Fiir ein hoheres SNR kann kann die Farbstoffkonzentration optimiert werden. Allerdings

sollte dann die Aktivitdt der Bst DNA-Polymerase erneut iiberpriift werden.

Sensitivitat der Echtzeit- und Endpunktdetektion fiir den Nachweis von
PSTVd

Die PCR als molekularbiologische Kontrollreaktion ergab mit 10 Kopien im Vergleich zur
LAMP mit 10.000 Kopien eine 1000-fach geringere Nachweisgrenze. Andere Nachweisreak-
tionen fiir das PSTVd, darunter die RT-PCR und die RT-LAMP erreichten 1.000-10.000
Kopien, mit der RT-qLAMP 100-1.000 Kopien und mit der RT-qPCR 1-10 Kopien (Len-
arcic et al., 2013).

Die schlechtere Sensitivitdt kann auf die Art der Detektion zuriickgefihrt werden. Bei
den indirekten Detektionsverfahren (z.B. HNB, Calcein und Tritbung) muss eine aus-
reichende Menge an Pyrophosphat freigesetzt werden, damit der Farbumschlag oder die
Pré-zipitation fiir das Auge wahrzunehmen ist. Die in der gleichen Zeit amplifizierte DNA
kann durch die interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe unmittelbar durch einen sensitiver-
en Detektor nachgewiesen werden. Da die fluorimetrische Echtzeitamplifikation mit Ber-
berin, SYBR Green und EvaGreen die gleiche Sensitivitit ergab (10.000 Kopien), kann
nicht ausgeschlossen werden, dass intrinsische Faktoren die LAMP-Reaktion bei geringer
Kopienzahl beeinflusst haben. Hierbei ist vor allem die Effizienz der Reaktion ein entschei-
dender Faktor, da Primer, Reaktionsbedingungen und die Sekundéarstruktur des PSTVd
aufgrund der isothermalen Bedingungen einen stéarkeren Effekt auf die Kinetik ausiiben
und somit die Sensitivitdt reduzieren kénnen. Bei der PCR ist die Effizienz und die Sen-
sitivitdt aufgrund der thermischen Synchronisation in Zyklen und der hohen Temperatur
zur Denaturierung der dsDNA fiir den Nachweis des PSTVd héher.

Fluorimetrischer Echtzeitnachweis mit HNB und Berberin

Das HNB, welches in der LAMP bisher nur fiir die Endpunktdetektion benutzt wurde,
sollte auch fiir die indirekte, fluorimetrische Echtzeitdetektion etabliert werden. Im Ver-
gleich mit Berberin als direkter Nachweis sollte anschliefflend eine LAMP-Reaktion fiir die
bakteriellen Phytopathogene etabliert werden, wobei beide Farbstoffe in der Echtzeit- und
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Endpunktdetektion getestet wurden. Die beiden Phytopathogene Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus (Cms) und das Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Xhp) sind auf-
grund der Infektion von Nutz- bzw. Zierpflanzen 6konomisch relevante Schadorganismen
und unterliegen strikten Kontrollen (s.[5.1.1)). Fiir diese Phytopathogene besteht daher ein
grofles Interesse an einem schnellen und einfachen Nachweis in infizierten Pflanzen oder

zur Detektion latenter Infektionen.

Fluorimetrische Detektion des HNB

Das HNB kann fiir den visuellen Endpunktnachweis der LAMP-Reaktion benutzt werden,
da die Verringerung des freien Mg¢?" in der Losung zu einem sichtbaren Farbumschlag
von violett zu blau fiihrt. Hierbei kommt es in Abhéngigkeit der M g>t-Konzentration zu
einer Anderung des Absorptionsspektrums bei 560 und 650 nm.

Fiir die Etablierung der fluorimetrischen Messung wurden daher zundchst Emissionss-
pektren nach Anregung bei den beiden Absorptionsmaxima aufgenommen. Bei den
Messungen wurden Emissionsmaxima bei 625 nm nach Anregeung bei 565 nm und bei
700 nm nach Anregung bei 650 nm festgestellt. Da in der Arbeit hauptséichlich mit dem
Fluorimeter ESEQuant Tube Scanner gearbeitet wurde, konnte neben dem FAM- auch
der ROX-Kanal (Anr.: 565 nm /Em.: 625 nm) fiir die Detektion verwendet werden.
Weiterhin wurde festgestellt, dass die nach Anregung bei 565 nm detektierte Fluoreszenz
von der M g?*-Konzentration abhéingig war (s. Abb. . Die Verringerung der M g**-

Konzentration in der LAMP korrelierte dabei mit der Abnahme der Fluoreszenzintensitéat.

Zusammenhang zwischen Komplexbildung und Fluoreszenzemission des
HNB

HNB gehort zu den sulphonierten Azo-Farbstoffen und wird als metallochromer Indikator
hauptsichlich fiir Ca?T und Mg?*T verwendet (Itoh und Ueno, 1970). Eine Ursache fiir
die gemessene Fluoreszenz des HNB kann moéglicherweise auf die Struktur des Farbstoffs
und dessen Komplexierung von Magnesiumionen sein. Augrund der tautomeren bzw.
geometrischen Isomerie des Farbstoffs kann die beobachtete Anderung der Absorption
und Emission des freien HNB und des Magnesium-HNB-Komplex’ auf unterschiedliche
Strukturen zuriickgefithrt werden. Als Azo-Farbstoff kann das HNB im chemischen
Gleichgewicht die Azo- und Hydrazoform annehmen (Azo/Hydrazo-Tautomerie) (Waring
und Hallas, 2013). Die beiden Formen bestimmen zusammen mit den beiden am Naph-
thalin (bizyklischer aromatischer Kohlenwasserstoff) substituierten Hydroxylgruppen als
chromophore Gruppe die Lichtabsorption und dementsprechend die zu beobachtende
Farbe. Im Gegensatz zu komplexierten Azo-Verbindungen sind freie Azo-Farbstoffe nicht
fluoreszierend. Konjugierte Doppelbindungen in aromatischen Gruppen, wie sie in der
HNB-Struktur vorhanden sind, kénnen allerdings eine Fluoreszenzemission induzieren.

Neben den beiden tautomeren Formen kann der Azo-Farbstoff auch in zwei geometrischen

Isomeren auftreten. Die als Cis-Trans-Isomerie bekannte Strukturdnderung kann bei
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Azo-Farbstoffen durch die pH-Wert-Anderung (Dunn et al., [2009) oder photochemisch
durch Lichtanregung mit einer definierten Wellenldnge induziert werden (Merino und
Ribagordal |2012). Neben der Cis-Trans-Isomerie spielt hier auch die Planaritdt der
chromophoren Gruppen eine wichtige Rolle (Puchtler et al., [1967).

Wie aus den Versuchen in der LAMP hervorgegangen ist, hat das HNB zu Beginn der
LAMP eine violette Farbe (A;,42: 560-580 nm), welche im Laufe der DNA-Amplifikation
durch das ausfallende Magnesiumpyrophosphat zur blauen Farbe (cyan) umschliagt
(Apaz: 580-595 nm und 650 nm). Im Absorptionsspektrum verschiebt sich dabei das
Maximum in den roten Wellenldngenbereich zu 580-650 nm (Goto et all [2009)). Bei der
Komplexierung von Metallionen mit Dihydroxyazo-Verbindungen, wie das HNB, wird
das Cis-Isomer bevorzugt (Christie, 2014). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen
werden, dass die Cis-Form von HNB bei der Komplexierung mit M g?* vorliegt. Die Cis-
Form induziert die Koplanaritét bzw. die Elektronendichte in dem Molekiil und es stehen
mehr delokalisierte Elektronen fiir das Erreichen des angeregten Energiezustands und der
daraus folgenden Emission von Licht zur Verfiigung (s. Abb. 42| im Anhang). Demnach
wird in der LAMP-Reaktion das zunéchst mit HNB komplexierte Mg?>* zunehmend
durch das entstehende Pyrophosphat gebunden. Dadurch nimmt die Konzentration der
freien M ¢g?Twihrend der Amplifikation ab, so dass vermehrt die Trans-Form des HNB
vorliegt und die Fluoreszenzemission schwécher wird.

Ein Zusammenhang zwischen der Komplexierung von Metallionen mit einem Azofarb-
stoff und der Cis-Trans-Isomerisierung wurde erstmals 2010 beschrieben (You et al.,
2010). Demnach wurde nach der Komplexierung mit Ni?t- und Cu?* eine Konformati-

onsénderung zwischen der Azo- oder Hydrazo- sowie der Cis- oder Trans-Form festgestellt.

Fluorimetrischer Echtzeit- und Endpunktnachweis mit Berberin und
HNB

Mit Berberin und HNB konnten in der Echtzeitdetektion von Cms 6,26 x 10? Kopien
(1,1 pg genomische DNA) und in der Endpunktdetektion 6,26 x 10® Kopien (11 pg geno-
mische DNA) nachgewiesen werden (s. Abb. [L6| und [18). Bei Xhp war die Nachweisgrenze
bei beiden Farbstoffen und Detektionsmethoden mit 5,29 x 102 Kopien (2,9 pg genomi-
sche DNA) gleich. Die Kontrolle mit der PCR ergab fiir Cms eine Nachweisgrenze von
6,26 x 10?2 Kopien (1,1 pg genomische DNA) und fiir Xhp 5,29 x 10? Kopien (2,9 pg ge-
nomische DNA) (s. Abb. [I7 und [1§)). Die direkte Detektion durch das Berberin erfolgt im
Gegensatz zur PCR unmittelbar, da sie mit der Akkumulation der amplifizierten DNA
korreliert. Die Schwellenwertzeiten (Tt) waren sowohl beim Nachweis von Cms als auch
von Xhp bei der Verwendung von HNB grofer, d.h. der Zeitraum von Beginn der Reaktion
bis zur exponentiellen Signaldnderung fiel im Vergleich zu Berberin ldnger aus. Die Unter-
schiede in den ermittelten Schwellenwertzeiten in der Echtzeitdetektion zwischen Berberin

und HNB koénnen auf die Mechanismen der Detektion zuriickgefiihrt werden. Der indirek-
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te Nachweis durch HNB benétigt eine bestimmte Menge des freien Pyrophosphats, damit
eine detektierbare Fluoreszenzinderung induziert wird.

Fiir einen qualitativen Schnelltest steht die Unterscheidung zwischen einer Positiv- und
einer Negativprobe am Ende der Inkubationszeit im Vordergrund. Demnach sind sowohl
Berberin als auch HNB fiir den Cms- und Xhp-Nachweis geeignet. Beide Verfahren sind
giinstige und schnelle Alternativen zu den serologischen Methoden (IF und ELISA) sowie
der PCR und konnen fiir den qualitativen als auch quantitativen Nachweis eingesetzt wer-
den. Die Robustheit der LAMP mit Pflanzenproben wurde nicht ausreichend untersucht.
Daher sollte fiir die Validierung der Methode die Extraktion der DNA in der Feldanwen-
dung beriicksichtigt werden, da inhibitorische Substanzen, wie Pektin, Polyphenole und
Polysaccharide, die DNA-Polymerasen hemmen konnen (Schrader et al., 2012)). Die Spezi-
fitdt der verwendeten Primersequenzen wurde nur ¢n silico mittels BLAST untersucht und
muss zusatzlich mit unterschiedlichen Bakteriensubspezies sowohl fiir Clavibacter als auch
fiir Xanthomonas gezeigt werden. Die in silico-Analyse (s. Tabelle 40[im Anhang) konnte
die Sperzifitat fiir beide Pathogene nicht garantieren, da die Primer-Sequenzen eine Homo-
logie mit anderen Subspezies zeigten. Daher sind die hier benutzten Primersequenzen nur
fiir den Nachweis aller Bakterien der Spezies Clavibacter michiganensis bzw. Xanthomonas

hortorum geeignet.

Vergleich der Detektionsmethoden hinsichtlich der Verwendung als
Endpunkt- und Echtzeitnachweis in einer geschlossenen Reaktion

Neben den bekannten Farbstoffen (Calcein, HNB, SYBR Green und EvaGreen) kann
das DNA-interkalierende Berberin sowohl fiir die fluorimetrische Echtzeit- als auch die
Endpunktdetektion in der LAMP verwendet werden. Da die LAMP mit Berberin ohne
Inhibierung der Polymerase durchgefiihrt werden kann, sind LAMP-Reaktionen in einem
geschlossenen System moglich. Damit kann das Risiko der Kontamination und gleichzeitig
der Kosten- und Zeitaufwand reduziert werden. Die Sensitivitdt der LAMP-Reaktion mit
Berberin ist mit den bekannten Farbstoffen Calcein, HNB, SYBR Green und EvaGreen
vergleichbar. Es ist als natiirlicher Farbstoff nicht toxisch und kostengiinstig. Berberin
kann entweder im UV-Licht oder alternativ bei 450 nm in einem Fluorimeter bzw.
durch eine kompatible LED angeregt werden. Fiir die Echtzeitmessung kénnen géngige
Fluorimeter, darunter der tragbare ESEQuant Tube Scanner mit Berberin-kompatiblen
Filtern eingesetzt werden. Fiir die Endpunktdetektion ist im Gegensatz zu Calcein oder
HNB eine UV-Lampe oder LED notwendig. HNB kann zukiinftig auch fiir die fluorime-
trische Echtzeitdetektion verwendet werden, da es eine M g?T-abhinge Fluoreszenz in der
LAMP zeigt. Hierfiir kann ebenfalls der ESEQuant Tube Scanner mit dem ROX-Filter
genutzt werden. Die anderen etablierten Farbstoffe SYBR Green und EvaGreen kénnen
in geschlossenen LAMP-Reaktionen nur fiir die Echtzeitdetektion eingesetzt werden. In
Abhéngigkeit der geforderten Applikation kann ein passender Farbstoff aus der Tabelle
fir die Endpunkt- und Echtzeitdetektion in der LAMP ausgewéhlt werden.

Der grofite Nachteil aller Methoden ist die sequenzunspezifische Detektion der LAMP.
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Unspezifische Amplifikation durch Kontamination oder Primerartefakte kann in der
Echtzeit- und Endpunktdetektion mit den zuvor beschriebenen Methoden nicht differen-
ziert werden.

Ein weiteres Problem ist die Anzahl der notwendigen Primer, da viele Primer die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Hetero- oder Homodimerbildung erhéht. Daher muss bei der
Auswahl der Primer fiir die LAMP die Spezifitit gegeniiber anderen Organismen sowie
die Dimerbildung zwingend {iberpriift werden. Die Spezifitdt der LAMP kann nach der

Reaktion analog zur qPCR auch durch den Einsatz einer Sonde gezeigt werden.

Durch die Erweiterung der Detektionsmethoden bzw. Etablierung alternativer Farbstof-
fe kann aufgrund der einfachen qualitativen und quantitativen Analyse im Bereich der
molekularen Phytopathogendiagnostik mit der LAMP eine leistungsfihige Alternative zur
klassischen PCR etabliert werden (Abdullahi et al., 2015; Zhao et al., 2015). Durch die
Kombination von isothermaler Amplifikation und visueller Detektion sind in Zukunft leis-
tungsfiahige und kostengiinstige Applikationen auch mit einfacher Smartphone-Analyse
ohne Spezialgerite fiir den Vor-Ort-Einsatz moglich (Stedtfeld et al., 2012; Mauk et al.,
2015} [Damhorst et all 2015; Balsam et al.l 2015; Rodriguez-Manzano et al., 2016} [Liao
et al., 2016; McCracken und Yoonl 2016; [Priye et al., 2016)).

79



Diskussion

9.2 Pyrophosphat-abhangiger Nachweis der LAMP durch

neue Fluoreszenzfarbstoffe

Etablierte in vitro Nachweise von anorganischem Pyrophosphat in enzymatischen Reak-
tionen basieren auf dessen Akkumulation infolge der Hydrolyse von Adenosintriphosphat
(ATP) (Kamerlin und Warshel, [2009)), der Generierung des zyklischen Adenosinmonophos-
phats (cAMP)(Kamenetsky et al.,|2006), der Acetyl-Coenzym A katalysierten Aktivierung
von Fettsiauren (James et al., [2016), der RNA-Transkription sowie der Replikation der
DNA (Echols und Goodmanl, {1991} |Ronaghi et al., 1996, 1998)). Etablierte enzymatische
Nachweismethoden sind sehr sensitiv und werden in der klinischen Diagnostik oder For-
schung als Routineanwendung verwendet, obwohl sie eine lange Testdauer haben und hohe
Kosten verursachen (Upson et al., |1996)). Enzym-freie Anwendungen mit Chemosensoren,
die chemische in optische Signale umwandeln, sind aufgrund der hohen Selektivitit gegen-
iiber dem Pyrophosphat sehr sensitiv. Allerdings sind es zumeist komplexe synthetische
Strukturen, die fiir Routineanwendungen nicht zur Verfiigung stehen (Kim et al., [2008};
Datta et al., 2013 Xu et al., 2015} |Lee et al. |2015). Sowohl bei den enzymatischen als auch
den nicht-enzymatischen Verfahren erfolgt die Detektion iiber die Messung von UV /Vis-
Absorption, Fluoreszenz oder Lumineszenz (Jansson und Jansson, 2003]).

Als Alternative zu den herkdmmlichen Verfahren koénnen fiir den Nachweis von Pyro-
phosphat in der Komplexometrie verwendete Farbstoffe mit einer Affinitdt zu Metallio-
nen genutzt werden. Diese Farbstoffe sind leicht erhéltlich und teilweise kostengiinstiger.
Daher wurde in der Arbeit eine Methode entwickelt, die eine Selektion von Metallionen-
abhéngigen Fluoreszenzfarbstoffen mit SNR-Optimierung zum selektiven Nachweis von
Pyrophosphat als Hochdurchsatzscreening ermoglicht.

Die Voraussetzung fiir die Verwendung solcher Farbstoffe ist eine hohe Affinitdt des Py-
rophosphats zu bivalenten Kationen, wie Ca?t, Mg?T, Mn?*t, Cu?T, Co®*t oder Ni**.
Einige dieser Kationen komplexieren gleichzeitig auch mit Farbstoffen, wobei die Absorp-
tion bzw. Emission selektiv unterdriickt oder verstérkt werden kann (Tan et al., 2011)). Der
in der Arbeit untersuchte Mechanismus fiir die Detektion des Pyrophosphats in der Ampli-
fikationsreaktion beruht auf einer Verdringung des am Farbstoff gebundenen Metallions
durch das in der Amplifikationsreaktion akkumulierende Pyrophosphat. Die Verdringung
soll dabei eine Signaldnderung des Farbstoffs induzieren.

Die Detektion des gequenchten und nicht-gequenchten Fluoreszenzfarbstoffs ist sehr
effektiv, wenn der Signalunterschied zwischen beiden Zustdnden sehr hoch ist
(Demertzis, 1988). Die Signalénderung muss dabei mit der Pyrophosphatmenge korre-
lieren. Ein Beispiel fiir die Pyrophosphat-abhéngige Detektion in der LAMP wurde
bereits mit dem Calcein als Fluoreszenzfarbstoff und Mn?T als Quencherion gezeigt
(Tomita et al., 2008). Um die Anzahl der konventionellen und giinstigen Farbstoffe fiir
diese Art des Nachweis’ zu erhéhen, wurden Fluoreszenzfarbstoffe mit einer Affinitat zu
multivalenten Kationen selektiert. Alle paramagnetischen Metallionen, darunter Mn?*,
Fe?t, Cu?t, Ni?tT oder Co?*t, kénnen eine Fluoreszenzunterdriickung induzieren. Das

Mn?T als bekannter Fluoreszenzquencher hat von den zuvor genannten Ionen eine sehr
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hohe Bindungsaffinitit zu Pyrophosphat und ist damit als Quencherion in dem Verdrén-
gungsassay geeignet (Ryan und Weber, [1982; Rurack, [2001; You et al., 2010; |Tan et al.,
2011} Lou et al| 2012).

Selektive Detektion von Pyrophosphat

Fir eine spezifische Signaldnderung des gewdhlten Fluoreszenzfarbstoffs muss das
Quencher-Metallion durch das Pyrophosphat in der Amplifikationsreaktion selektiv ver-
driangt werden. Dieser Verdrangungseffekt sollte durch die anderen an der Reaktion be-
teiligten Komponenten, wie die dNTP oder des Farbstoffes selbst, nicht im gleichen Mafle
induziert werden. Zudem beeinflussen andere Ionen, darunter M g?*t, diesen Effekt zusitz-
lich.

In Abwesenheit von Mg?*t war das Fluoreszenzsignal in den Proben mit der identischen
Menge von dNTP und Pyrophosphat gleichermaflen niedrig (s. Abb. . Demnach ist
die Selektivitit der Mn?T fiir ANTP und Pyrophosphat unter diesen Bedingungen gleich.
Das bivalente Mn?* wird aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung von beiden Anionen
(PPi und dNTP) gleichermaflen gebunden, wobei das Calcein durch die noch vorhande-
nen Mn?* effektiv gequencht bleibt. In Anwesenheit von Mg?T im Uberschuss und der
gleichen Menge an Pyrophosphat und dNTP konnte bei PPi ein hoheres Fluoreszenzsi-
gnal detektiert werden. Folglich wird unter diesen Bedingungen das Mn?* aufgrund der
hohen Affinitit vom Pyrophosphat gebunden, wobei die hohe M g?>*-Konzentration die
Selektivitit zusitzlich unterstiitzt, da die dNTP vornehmlich die Mg?* in der Losung
binden. Die Selektivitit der Mn?*t fiir das Pyrophosphat ist dabei vom Farbstoff unab-
héngig, da er selbst anionisch ist und nicht mit Pyrophosphat oder den dNTP Komplexe
bilden kann. Andere multivalente Kationen sind unter den LAMP-Bedingungen nicht aus-
reichend selektiv gegeniiber Pyrophosphat und setzen andere Reaktionsbedingungen, wie
einen niedrigen pH-Wert, voraus. Allerdings sind diese Bedingungen fiir die hier verwen-
deten Polymerasen nicht kompatibel. Aufgrund der ausreichenden Selektivitit der Mn2*
gegeniiber dem Pyrophosphat konnte in den nachfolgenden Versuchen auf die dNTP in

den simulierten Reaktionen verzichtet werden.

Einfluss von Magnesium und Mangan auf ausgewahlte
Fluoreszenzfarbstoffe

Fir die Untersuchungen wurden das Calceinblau, die Folsdure, Tetrazyklin, Doxyzyklin,
Alizarinrot S und Calcein als potenzielle Farbstoffe ausgewéhlt. Calcein und Calceinblau
werden standardméBig fiir die Bestimmung der Zellviabilitdt (Bratosin et al., |2005; Mur-
ray und Ewen, 1992; [Mueller et al., 2004)), in der Histochemie (Goto et al., 2003) sowie
der fluorimetrischen Titration von Mg¢?T, Ca®* oder Fe3*t genutzt (Kepner und Hercules,
1963)). Folsdure, auch als Vitamin B9 bekannt, bildet Komplexe mit bivalenten Metal-
lionen, u.a. mit Mn?t und Zn?* (El-Wahed et al., 2008; Tyagi und Penzkofer, [2010).
Tetrazyklin ist ein natiirlicher Farbstoff, der von Bakterien der Gattung Streptomyces ge-
bildet wird (McCormick, 1965). Es wird wie das synthetische Derivat Doxyzyklin und das
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Alizarinrot S zur Anfarbung von Knochen verwendet (Pautke et al., 2010; |Sanchez et al.|
2004; Vilmann, 1969; [Yamakawa et al., 2003; Bensimon-Brito et al., 2016]).

Die selektierten Farbstoffe zeigten unter den anfinglich gewédhlten Reaktionsbedingun-
gen der LAMP und PCR eine Kationen-abhéngige Verstdarkung oder Verringerung der
Fluoreszenzintensitit. Waren an der Komplexbildung nur Mg¢?>t und der Farbstoff be-
teiligt, konnte eine Verringerung des Fluoreszenzsignals nur bei der Verwendung von
Doxyzyklin unter LAMP-Bedingungen beobachtet werden. Fiir Alizarinrot S konnte un-
ter LAMP-Bedingungen eine Fluoreszenzzunahme in Anwesenheit von M g2 detektiert
werden (s. Abb. . Die Komplexbildung aus Metallionen und dem Farbstoff ist ein rever-
sibles Gleichgewicht und hingt von den Reaktionsbedingungen wie der Temperatur und
dem pH-Wert ab. In Abhéngigkeit der Umgebungsbedingungen ist die Komplexstabilitit
zwischen dem Farbstoff und dem Metallion unterschiedlich (Walser}, [1960). Aufgrund der
in der LAMP bzw. PCR vorliegenden Reaktionsbedingungen war die Affinitiat von M g%+
zu Alizarinrot S sehr hoch. Bei den anderen getesteten Farbstoffen ist dementsprechend
entweder die Bindungsaffinitat zu Mg¢*T gering oder die Komplexbildung induziert kei-
ne Fluoreszenzéinderung. Bei Mn?t wurde im Gegensatz zu Mg*t eine Verringerung der
Fluoreszenzintensitit bei Calcein, Calceinblau, Doxyzyklin, Alizarinrot S und minimal bei
Tetrazyklin und Folsdure erreicht.

Das Mn?t kann als paramagnetisches Metallion die Lichtemission von Farbstoffen effizi-
ent unterdriicken. Dies wird auch als ,,Chelatierung-induziertes Fluoreszenz-Quenching*
(CHEQ) bezeichnet, wobei die ungepaarten d-Elektronen des Mangans die Emission der
Farbstoffe unterdriicken (Liang und Canary, [2010). Die Stérke dieses Effekts hiangt da-
bei von der Struktur des Farbstoffs sowie dessen Affinitdt zum Quencherion ab. Da die
in den untersuchten Reaktionen verwendeten DNA-Polymerasen (Bst und Tag DNA-
Polymerase) Mg** als Kofaktor bendtigen, wurde der additive Effekt von Mn2?T und
M ¢?*t auf die Farbstoffe ebenfalls untersucht. Es zeigte sich eine Aufhebung des zuvor
gemessenen Quenching-Effekts, vor allem bei Tetrazyklin, Doxyzyklin und Alizarinrot S
unter PCR-Bedingungen. Allein bei Calcein und Calceinblau wurde der Quenching-Effekt
nur leicht kompensiert. Die Kompensation des Effekts von Mn?* durch Mg¢?T war da-
bei konzentrationsabhéngig. Die beiden Kationen haben demnach eine unterschiedliche
Affinitét fiir den jeweiligen Farbstoff. Alizarinrot S und Tetrazyklin haben in Abhéngig-
keit der Konzentration eine hohe Selektivitit fiir Mgt und Mn?t, wohingegen Calcein
und Calceinblau eine hohere Selektivitit fiir Mn2t zeigen. Calcein, Tetrazyklin und Ali-
zarinrot S hatten die hochsten SNR-Werte unter LAMP-Bedingungen, sodass diese in
weiterfilhrenden Experimenten verwendet wurden (s. Abb. [23)). Durch die Anwesenheit
von Pyrophosphat konnte eine effiziente Verdringung des Mn?*t erreicht werden. Die un-
terschiedlichen Ergebnisse unter LAMP- und PCR-Bedingungen zeigen weiterhin, dass das
Fluoreszenzquenching in Abhéngigkeit der Reaktionsbedingungen durch die Kombination
aus Farbstoff, Mn?" und Mg¢?" optimiert werden muss. Durch die Anpassung der jeweili-
gen Konzentrationen kann das SNR und damit die Sensitivitdt des Pyrophosphatnachweis’

wesentlich verbessert werden.
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Einfluss der Metallionen und der Farbstoffe auf die Polymeraseaktivitit

Die beiden Kationen M ¢?>T und Mn2T beeinflussen nicht nur die spektralen Eigenschaf-
ten der Farbstoffe, sondern auch die Aktivitdt der DNA-Polymerasen und damit die Ef-
fizienz der Amplifikation (Vashishtha et al., 2016; Hillebrand und Beattie, [1984). DNA-
Polymerasen benotigen bivalente Metallionen wie Mg?*t oder Mn?t als Kofaktor fiir die
Stabilisierung des Enzyms und als aktives Zentrum fiir die katalytische Aktivitiat. Mg*+
ist sowohl im LAMP- als auch PCR-Puffer vorhanden und demnach fiir die Aktivitdt der
Bst und Tag DNA-Polymerase essentiell. Daher wurde der Einfluss von Mg?*t auf die
Aktivitdt der beiden Polymerasen nicht untersucht. Um die Polymeraseaktivitéit fiir den
Verdriangungsassay sicherzustellen, wurden Mangan, Tetrazyklin und Alizarinrot S getes-
tet.

Es stellte sich heraus, dass Tetrazyklin selbst in hohen Konzentrationen (>0,5 mM) in der
LAMP sowie der PCR kaum inhibitorisch wirkte (s. Abb.[24). Alizarinrot S hingegen fiihr-
te zur Inhibierung der Taq DNA-Polymerase bei Konzentrationen tiber 0,1 mM. Ursache
hierfiir ist die erhéhte Komplexierung von M ¢?T durch Alizarinrot S, sodass die Aktivitét
der Taq DNA-Polymerase in der PCR abnimmt und weniger Produkt gebildet wird. Die
Prozessivitidt der Bst DNA-Polymerase wird bei gleicher oder hoherer Konzentration von
Alizarinrot S nicht beeinfluss, da durch die héhere M g?*-Konzentration im LAMP-Puffer
die Komplexierung durch den Farbstoff kompensiert wird. Es bleibt weiterhin ausreichend
freies M g¢** in der Losung.

Eine Mn?T-Konzentration iiber 0,75 mM fiihrte bei der Taqg DNA-Polymerase zur voll-
stdndigen Inhibierung der Reaktion. Die Bst DNA-Polymerase zeigte im gesamten Kon-
zentrationsbereich keine Inhibierung. Neben der Effizienz (Prozessivitat) nimmt auch die
Genauigkeit (Préizision) der DNA-Polymerasen bei steigender Mn?t-Konzentration ab
bzw. die Fehlerrate beim Einbau der Nukleotide zu (El-Deiry et al., [1984; Tabor und
Richardson, (1989). Daher muss fiir jede enzymatische Anwendung der tolerierbare Kon-

zentrationsbereich genau untersucht werden.

Screening-Methode fiir die Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnis’

Die Absorptions- und Fluoreszenzmessungen der drei Farbstoffe Calcein, Tetrazyklin und
Alizarinrot S ergaben fiir Tetrazyklin und Alizarinrot S im Gegensatz zu Calcein breite
Fluoreszenzspektren. Der Abstand zwischen dem Anregungs- und Emissionsmaximum ist
bei Tetrazyklin und Alizarinrot S signifikant gréfler als bei Calcein. Bei Alizarinrot S liegen
die Anregungs- und Emissionswellenldngen wie bei Calcein im sichtbaren Lichtspektrum.
Breitere Emissionsspektren, wie sie bei Alizarinrot S und Tetrazyklin aufgenommen wor-
den sind, haben den Vorteil, dass in Abhéngigkeit der verfiigharen Filter die Fluoreszenz
bei unterschiedlichen Wellenldngen detektiert werden kann. Die Fluoreszenz von Calcein
ist nur in einem definierten Wellenldngenbereich messbar. Die breiten Spektren ermdogli-
chen vor allem fiir Alizarinrot S eine flexible Detektion bei unterschiedlichen Wellenldngen.
So kann das SNR auch iiber die Variation der Anregungs- und Emissionswellenlénge er-

hoht werden, in dem nicht zwingend in den beiden Maxima gemessen wird, sondern der
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Abstand variiert wird und Bereiche gewéhlt werden kénnen, in denen sich die beiden Spek-
tren nicht iberlagern.

Um die optimale Anregungs- und Emissionswellenlénge fiir jeden Farbstoff zu finden, kann
fiir eine festgelegte Anregungswellenldnge ein spezifisches Fluoreszenzspektrum aufgenom-
men werden (Emissionsscan bei fester Anregung). Dariiber hinaus kann bei Variation der
Anregungswellenlédnge die Fluoreszenzintensitét bei einer definierten Wellenlénge gemessen
werden (Anregungsscan bei fester Emission). Das resultierende Anregungsspektrum kann
genutzt werden, um die optimale Anregungswellenlénge fiir die hochste Fluoreszenzinten-
sitdt zu bestimmen. Daher kann bei einer von dem Absorptionsmaximum abweichenden
Wellenlénge fiir die Anregung eventuell ein besseres SNR erreicht werden. In der Arbeit
wurde allerdings nur im Anregungs- und Emissionsmaximum des jeweiligen Farbstoffs
gemessen. Durch die Anpassung der Fluoreszenzdetektion kann das SNR und damit die
Sensitivitdt der Messung zusétzlich erhoht werden.

Die SNR-Optimierung fiir die Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte durch ein kombinatorisches
Screening in einer Mikrotiterplatte als Hochdurchsatzapplikation. Um die Anpassung der
Konzentrationen von Mn?*, M ¢?* und Farbstoff zu vereinfachen, wurde ein Screening mit
simulierter Reaktion gewéhlt. Dieses Verfahren erlaubt die parallele Testung aller Kom-
binationen in kurzer Zeit. Um den Verbrauch von Enzymen, Primern und dNTP gering
zu halten, wurde das Screening nur mit den Komponenten durchgefiihrt, die unmittel-
bar an der Signalgebung beteiligt sind. Sofern die Kosten fiir einen enzymbasierten Test
nicht limitierend sind, kann das Screening auch direkt mit allen Komponenten durch-
gefiihrt werden. Zur schnellen Analyse der gemessenen Fluoreszenzwerte wurde die gra-
fische Darstellung der SNR-Werte als Heatmap gewéahlt (s. Abb. und Abb. [27)). Alle
drei Farbstoffe zeigten eine Zunahme der SNR-Werte mit steigender Mn?T-Konzentration.
Durch die zunehmende Konzentration der Quencherionen sinkt die Anzahl der freien Farb-
stoffmolekiile in der Losung, sodass die Fluoreszenz starker unterdriickt wird. Dabei darf
die Mn?*-Konzentration die mogliche Pyrophosphatkonzentration nicht iibersteigen, da
sonst keine Verdriangung mehr stattfinden kann. Gleichzeitig variierten die SNR-Werte
in Abhingigkeit der Mg?**- und der Farbstoffkonzentration stark. So hatten Calcein und
Alizarinrot S unter LAMP-Bedingungen sehr hohe SNR-Werte (3-13), wohingegen das
grofite SNR von Tetrazyklin bei 1,5 lag. Unter PCR-Bedingungen waren die SNR-Werte
signifikant niedriger. Die niedrigen Werte bei der PCR koénnen auf die geringere Pyro-
phosphatkonzentration zuriickgefiihrt werden. Bei den gewéhlten Mn?t-Konzentrationen
ist aufgrund der geringen Pyrophosphatmenge keine effektive Verdrangung moglich. Um
dies zu umgehen, kénnte man sowohl die Farbstoff- als auch die Mn?*-Konzentration un-
ter den PCR-~Bedingungen fiir das Screening verringern.

Durch die Visualisierung des SNR durch eine Heatmap konnten die besten Kombinationen
unmittelbar herausgefiltert und in der enzymatischen Reaktion validiert werden. Hierbei
waren die SNR-Werte bei Calcein und Alizarinrot S im Vergleich zur Simulation um den
Faktor 2 bis 3 schlechter. Die im Screening verwendeten Reaktionsansétze enthielten nur
die signalgebenden Komponenten (Mn?t, Farbstoff, M¢?"), wohingegen die enzymati-

schen Reaktionen zusétzlich die negativ geladenen Primer, dNTP, die Templat-DNA sowie
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die Enzyme beinhalteten. Sie beeinflussen durch die Bindung der Kationen den Verdrén-
gungseffekt und reduzieren so das SNR der jeweiligen Reaktion. Des Weiteren kann in
Abhéngigkeit der eingesetzten ANTP-Menge und der Reaktionseffizienz die Menge an frei-
gesetztem Pyrophosphat stark variieren. Der Verdrangungseffekt bzw. die Signalzunahme
korrelieren mit dem akkumulierenden Pyrophosphat. Die resultierende Pyrophosphatmen-
ge hingt hierbei nicht von der Linge des amplifizierten DNA-Abschnitts ab, da sowohl die
LAMP als auch die PCR im Endpunkt gemessen wurden und der Amplifikationsprozess
intrinsisch durch das akkumulierende Pyrophosphat, die ansteigende DNA-Menge und die
abnehmende Primerkonzentration gehemmt wird.

Mit der optimierten Reaktionszusammensetzung wurden abschliefend die Fluoreszenzin-
tensitaten des jeweiligen Verdrangungsassays unter verschiedenen Pyrophosphatkonzen-
trationen fiir die LAMP und PCR betrachtet. In beiden Féllen konnte der erwartete Kon-
zentrationsbereich des Pyrophosphats abgedeckt werden. Im Unterschied zu Tetrazyklin,
bei dem das Hintergrundsignal trotz Optimierung sehr hoch war, konnten Calcein und
Alizarinrot S in beiden Reaktionen fiir die Pyrophosphatdetektion genutzt werden. Fiir
Alizarinrot S war die Signalzunahme mit Calcein vergleichbar. Fiir die Erhohung der Sensi-
tivitdt durch Verbesserung des SNR bei geringen Pyrophosphatkonzentrationen kénnen die
Farbstoff- und Mn?*-Konzentration reduziert werden. Fiir die PCR-Bedingungen konnte
in der Arbeit keine ausreichende Sensitivitdt erreicht werden. Das entwickelte, selektive
und iterative Screening stellt ein einfaches Verfahren fiir die Ermittlung einer optimalen
Reaktionszusammensetzung als Verdriangungsassay dar. Mit Hilfe des Screenings im Mi-
krotiterplattenformat konnte der Konzentrationsbereich der signalgebenden Komponenten
hinsichtlich eines hohen SNR unter simulierten Reaktionsbedingungen eingeschréinkt und
optimiert werden.

Das entwickelte Screening-Verfahren kann auch fiir andere Pyrophosphat-abhéngige Reak-
tionen mit unterschiedlichen Metallionen und Farbstoffen adaptiert werden. Ein Nachteil
des Screenings mit simulierten Bedingungen liegt in den komplexen Zusammenhéngen en-
zymatischer Reaktionen begriindet. Sie beeinflussen die Signalgebung und kénnen so nicht
komplett abgebildet werden. Um die Selektion weiterer, giinstiger und leicht erhéltlicher
Farbstoffe fiir die Pyrophosphatdetektion zu vereinfachen und zu beschleunigen, kann der
in Abbildung 43| (im Anhang) gezeigte Arbeitsablauf als Vorlage genutzt werden. Dariiber
hinaus lassen sich die hier etablierten Methoden fiir Hochdurchsatzanwendungen einfach

automatisieren, um in kurzer Zeit viele Parameter bedienen zu kénnen.
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9.3 Pyrophosphat-abhangige Detektion der LAMP in einer

Emulsion

Die Entwicklung der digitalen PCR in Kavitdten oder einer Emulsion konnte die Prézi-
sion der absoluten Quantifizierung in der PCR deutlich verbessern. Die Integration der
digitalen PCR in die Diagnostik ist aufgrund der héheren Kosten im Vergleich zur qPCR
allerdings schwierig (Baker} [2012). Alternativ kénnen die isothermalen Amplifikations-
reaktionen aufgrund der geringeren Kosten und der leichten Umsetzung die Einfiihrung
der digitalen Quantifizierung in der Diagnostik voranbringen. Die LAMP bietet wie zu-
vor beschrieben unterschiedliche Methoden zur Detektion der Amplifikation. Wie bei der
qPCR sind die direkten Nachweisverfahren durch interkalierende Farbstoffe sehr sensitiv.
Ergénzend kann bei der LAMP die Amplifikation allerdings auch indirekt {iber das Pyro-
phosphat mittels Mn?tT-abhingiger Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden.

Fir die digitale Quantifizierung der ddPCR in der Emulsion ist die korrekte Klassifizie-
rung der positiven und negativen Reaktionen essentiell. Die standardméflig in der qPCR
eingesetzten interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffe (EvaGreen oder SYBR Green) kénnen
bei unspezifischer Amplifikation oder Primer-Dimeren aufgrund des geringen SNR zwi-
schen der positiven und negativen Reaktion die Klassifizierung erschweren. Eine kosten-
glinstige Alternative sollte durch die Detektion des Pyrophosphats in der LAMP etabliert
werden. Zu diesem Zweck wurden fiir die LAMP Tetrazyklin, Alizarinrot S, Calcein und
HNB zur digitalen Detektion in der Emulsion untersucht. Emulsionen sind in Abhéngig-
keit, des Verfahrens schnell und kostengiinstig herzustellen. Um die Anwendbarkeit der
digitalen LAMP mit indirekter Detektion zu zeigen, wurde die disperse Phase mit den
LAMP-Reaktionskomponenten angepasst und in ein bestehendes ddPCR System (QX200

Biorad) integriert.

Optimierung der Phasenzusammensetzung fiir die Emulsion

Die LAMP-angepasste Emulsion resultierte im Vergleich zur originalen Emulsion ohne Op-
timierung in eine Polydispersitiat bzw. starken Heterogenitit mit unterschiedlich groflen
Tropfchendurchmessern (s. Abb. . Die Generierung der Emulsion erfolgte dabei in einem
Chip (Kobayashi et al., 2009; Thorsen et al., 2001} Seemann et al., 2011). Eine weitere Mog-
lichkeit eine Emulsion mit einfachen Mitteln zu generieren, kann durch starkes Schiitteln
beider Phasen erreicht werden (Schiitze et al., 2011)). Die Homogenitét ist hier aber wesent-
lich geringer als bei der Emulsion, die in einem Chip generiert wird (Sidore et al., 2016)).
Die beobachtete Heterogenitét in der LAMP-Emulsion kann bei der Chip-basierten Ge-
nerierung durch Destabilisierungseffekte verursacht worden sein. Hierbei kommt es meist
zu einer diffusionsgesteuerten Vergrofierung der Tropfchen (Ostwald-Reifung) und einer
nachfolgenden Vereinigung der Tropfchen durch direkten Kontakt (Koaleszenz) (Bibette
et al., (1999).

Eine Emulsion ist, thermodynamisch betrachtet, ein instabiles System, in dem neben der

Zusammensetzung der jeweiligen Phase auch die Temperatur, der Salzgehalt und der pH-
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Wert Einfluss auf die Stabilitdt haben (Capek, [2004). Um einen Amplifikationsbias auf-
grund unterschiedlicher Templat-Mengen in den Reaktionsrdumen zu verhindern und eine
prizise Quantifizierung zu gewahrleisten, ist eine hohe Homogenitat und Stabilitdt der
Tropfchen in der Emulsion erforderlich. Um die Homogenitét der dispersen Phase zu ver-
bessern, wurde der Zusatz eines Emulgators (Poloxamer 188) untersucht. Der Emulgator
sollte die Dispergierung durch die Stabilisierung der Emulsion verbessern, indem er die
Oberflachenspannung zwischen den beiden Phasen verringert (Gruner et all 2016). Der
Emulgator hat amphiphile Eigenschaften, da er sowohl hydrophile als auch hydropho-
be Gruppen aufweist. Er erschwert damit die Phasentrennung und gewéhrleistet durch
die hohere Stabilitdt der Emulsion, dass unabhéngige und gleichgrofle Reaktionsraume
(Tropfchen) gebildet werden konnen. Der eingesetzte Emulgator Poloxamer 188 ist ein
nicht-ionisches Tri-Blockcopolymer, bestehend aus einer zentralen, hydrophoben Poly-
Oxypropylen-Struktur (PPO) und zwei auflenstehenden, hydrophilen Poly-Oxyethylen-
Strukturen (PEO) (Urban-Morlan et all, [2008)) (s. Abb[10] B).

Durch die amphiphilen Eigenschaften des Poloxamer 188 befinden sich die beiden hydro-
philen Kopfgruppen in der wéssrigen Phase und die zentrale Gruppe auflerhalb der Tropf-
chen in der kontinuierlichen Phase (Alexandridis, (1996]). Die beste Homogenitét wurde
mit einem mittleren Tropfchendurchmesser von 110 pm bei 1,5% (v/v) erreicht und ist
damit mit der ddPCR~optimierten Emulsion vergleichbar (s. Abb. . Der eingesetzte
Emulgator (Poloxamer 188) soll in der Emulsion die Dispergierung der zwei Phasen durch
die Mizellbildung erleichtern. In Abhédngigkeit des gewéhlten Emulgators kann der An-
teil an hydrophilen oder lipohilen Strukturen variieren. Das Verhéltnis der hydrophilen zu
den lipophilen Gruppen wird als HLB-Wert (hydrophilic-lipophilic-balance) bezeichnet. Da
der HLB-Wert von Poloxamer 188 mit 29 sehr hoch ist, ist es ein hydrophiler Emulgator
(Alexandridis, |1996). Die Konzentration des Emulgators, bei der eine Mizellbildung erfolgt
wird als kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) bezeichnet. Eine stabile Emulsion
wird demnach bei einer Konzentration des Emulgators iiber der CMC erreicht. Der Emul-
gatoranteil bestimmt neben der Stabilitat auch die Groe der Tropfchen. Zunéchst nimmt
mit steigendem Anteil die Stabilitdt zu und die Tropfchengrofie gleichzeitig ab. Bei einer
weiteren Erhohung des Anteils werden Tropfchen instabiler und grofler (Tadros| 2013]).
Dieser Effekt konntefiir die Optimierung der LAMP-Emulsion bei 2% (v/v) beobachtet
werden. Durch die Integration des Emulgators in die disperse Phase konnte eine stabile

Emulsion mit ausreichender Homogenitét fiir die LAMP generiert werden.

DN A-basierte Detektion in Emulsion

Klassischerweise wird fiir den Nachweis der amplifizierten DNA ein dsDNA-
interkalierender Farbstoff wie EvaGreen oder SYBR Green verwendet. Die fluoreszenzmi-
kroskopische Analyse ergab fiir die LAMP-Emulsion mit EvaGreen klar definierte Tropf-
chen mit griiner Farbung (s. Abb. . Bei SYBR Green konnte auch auflerhalb der Tropf-
chen Fluoreszenz detektiert werden. Da keine Destabilisierung der Emulsion durch Ko-

aleszenzeffekte beobachtet wurde, kann davon ausgegangen werden, dass das SYBR Green
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aus der wassrigen Phase ausgetreten ist (dye leaching). SYBR Green ist ein kationischer
asymmetrischer Cyanin-Fluoreszenzfarbstoff (Dragan et all 2012) und hat ein Molekular-
gewicht von etwa 510 g/mol. Im Gegensatz dazu ist die patentgeschiitzte Struktur von
EvaGreen nicht komplett bekannt (Mao und Leung, [2010), aber aufgrund des eingebauten
Linkers wesentlich gréfler als SYBR Green. Der Farbstoff hat eine inaktive und aktive
Form, die sich in der Fluoreszenzintensitit unterscheiden. Die Anwesenheit von dsDNA
induziert eine Fluoreszenzzunahme, da sich die beiden Enden des Farbstoffes nicht mehr in
raumlicher Néhe befinden (Release-On-Demand-Mechanismus). Durch die Vergrofierung
der molekularen Struktur und Ladung kann der Farbstoff wahrscheinlich nicht so leicht
aus den Tropfchen der Emulsion migrieren wie SYBR Green (Lowe et al. 2014]).

Das bei SYBR Green beobachtete Austreten aus den Trépfchen hdngt vom Massetransport
innerhalb der Emulsion ab. Der Massetransport von Molekiilen innerhalb der Emulsion
wird u.a. durch die Unterschiede im chemischen Potential innerhalb der dispersen Phase
induziert. Dieses Potential beschreibt die Triebkraft, ein Gleichgewicht einzustellen und
héngt unter anderem auch von der Tropfchengrofie ab. Daher gibt es in einer heteroge-
nen Emulsion stidrkere Unterschiede im chemischen Potential, das auch durch Diffusion
ausgeglichen werden kann, wobei kleinere Tropfchen auf Kosten der grofleren schrumpfen
(Ostwald-Reifung) (Gruner et al., [2015).

Die Austrittsgeschwindigkeit von Stoffen von der dispersen in die kontinuierliche Pha-
se wird dabei durch die Eigenschaften und Zusammensetzung der Grenzfliche bestimmt
(Gruner et al., 2016). Die Phasengrenze in einer Emulsion ist keine physikalische Barrie-
re und ermoglicht den Austausch von Stoffen durch Mizell-unterstiitzen Transport oder
Diffusion durch die Phasengrenze (Gruner et all 2016)). Hierbei spielt die Struktur des
Emulgators eine wichtige Rolle, da dessen hydrophilen und lipophilen Bestandteile die
Stabilitdt der Grenzfliche bestimmen. Daher ist die Permeabilitdt der Phasengrenze fiir
den Austritt von Stoffen entscheidend. Verhindert werden kann der Austritt bspw. durch
den Zusatz von Rinderserumalbumin (BSA), welches sich an der Phasengrenze anlagert
und eine kinetische Barriere bildet (Courtois et al., 2009). Weiterhin wurde gezeigt, dass
durch die Zugabe bestimmter Zucker der Effekt gemindert werden kann (Sandoz et al.,
2014)).

Dariiber hinaus kénnen fluorierte Emulgatoren bzw. Ole (perfluorierte Kohlenwasserstoffe)
in der kontinuierlichen Phase die Freisetzung von Stoffen unterbinden, da sie aufgrund der
unpolaren Eigenschaften nur sehr schwache Interaktionen mit Molekiilen in der dispersen
Phase eingehen und damit die Diffusion einschranken.

Im Gegensatz dazu nimmt die Loslichkeit von organischen Stoffen in fluorierten Fliissig-
keiten (kontinuierliche Phase) mit Carboxylgruppen durch nicht-kovalenten Verbindungen
oder Ionenpaarbindungen zu, da sie als Rezeptor dienen (Gruner et all, 2016]). Dieser Ef-
fekt konnte bereits fiir Fluorescein in Emulsionen nachgewiesen werden (Gruner et al.,
2015). Demnach liegen die Carboxylgruppen in der wéssrigen Phase bei pH 8,8 depro-
toniert vor und gehen mit dem kationischen Farbstoff eine Ionenpaarbindung ein. Der
neutrale Komplex kann iiber die Phasengrenze hinaus in die kontinuierliche Phase mi-

grieren. Diese Effekte kénnen das Austreten von SYBR Green aus der Emulsion in den

88



Diskussion

Versuchen verursacht haben. Da die Optimierung der Detektion mit SYBR Green kein
Ziel der Arbeit war, sondern nur als Vergleich dienen sollte, kann fiir die direkte Detek-
tion der amplifizierten DNA in Emulsion EvaGreen genutzt werden. Untersuchungen mit
dem im ersten Abschnitt etablierten Berberin wurden nicht durchgefithrt. Aufgrund der
geringen Molekiilgrofle und der positiven Ladung wird ein vergleichbarer Effekt wie bei
SYBR Green erwartet.

Pyrophosphat-basierte Detektion in Emulsion

Der direkte Nachweis der digitalen, isothermalen Amplifikation in einer Emulsion mit
EvaGreen und SYBR Green ermdglicht eine hohe Sensitivitit der Detektion, kann aber
nicht flexibel eingesetzt werden. Daher sollte erstmals die indirekte Detektion iiber das
Pyrophosphat in der digitalen Amplifikation etabliert werden, wofiir der Einsatz von Cal-
cein, Tetrazyklin, HNB und Alizarinrot S untersucht wurde. Durch das zuvor etablierte
Screening konnten fiir alle Farbstoffe aufler bei HNB die optimalen Bedingungen fiir ein
hohes SNR direkt fiir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen eingesetzt werden.
Fir HNB konnten hingegen die Parameter aus dem ersten Teil dieser Arbeit verwendet
werden.

Durch die separate Zugabe von Pyrophosphat in den LAMP-Reaktionsansatz wurden po-
sitive Tropfchen simuliert. Fir die Analyse wurden die beiden Emulsionen (positiv und
negativ) gemischt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht (s. Abb. . Fiir alle getes-
teten Farbstoffe ergab sich ein sichtbarer Unterschied zwischen Tropfchen mit und ohne
Pyrophosphat. Der bei SYBR, Green aufgetretene Farbstoffaustritt wurde bei keinem der
Farbstoffe beobachtet. Die Farbstoffe und der Mangan-Pyrophosphat-Komplex bleiben so-
mit in den Troépfchen und alle Farbstoffe kénnen fiir die Detektion von Pyrophosphat in
der Emulsion verwendet werden. Tetrazyklin muss dabei im UV-Bereich angeregt werden.
So kénnte ein besseres SNR, generiert werden, als es wihrend der Analyse aufgrund nicht
vorhandener Filter moglich war.

Das beste visuelle SNR wiesen Calcein, HNB und Alizarinrot S auf. Da beim HNB die
Fluoreszenz M g?>*-abhingig ist, konnte hier eine umgekehrte Signalgebung der positiven
(niedriges Signal) und negativen Trépfchen (hohes Signal) beobachtet werden. Fiir Calcein
wurde die digitale LAMP im Vergleich zu EvaGreen bereits gezeigt (Rane et al., 2015).
Hierbei wurde die Generierung der Emulsion, die Amplifikation und Detektion auf einem
Chip kombiniert. In den Versuchen erreichte EvaGreen in der Emulsion ein maximales SNR
zwischen den positiven und negativen Reaktionen von 2,0 und Calcein/Mn?* ein SNR von
6,5. Fiir eine korrekte Klassifizierung der beiden Fraktionen ist ein hohes SNR von Vor-
teil. Die indirekten Detektionsverfahren stellen somit eine leistungsfahige Alternative dar.
Demnach koénnen die Farbstoffe Calcein, HNB oder Alizarinrot S das Anwendungsspek-
trum der LAMP als digitale Methode fiir eine Quantifizierung erweitern. Da das indirekte
Nachweisverfahren unspezifische Amplifizierung (Primerdimere oder Kontamination) von
der korrekten nicht unterscheiden kann, kommt es ggf. bei der Detektion zu einer fehler-

haften Klassifizierung der Tropfchen. Fiir eine hohe Spezifitit ist daher eine Optimierung
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der digitalen, Emulsions-basierten LAMP-Reaktion erforderlich. Die bisherigen Ergebnisse
sind vielversprechend und bieten unterschiedliche Méglichkeiten fiir den indirekten Nach-
weis der Amplifikation in Emulsion. Die Integration von isothermalen Amplifikationsre-
aktionen mit digitaler Detektion in mikrofluidische Systeme fiir einen einfachen Patho-
gennachweis ermoglicht eine schnelle und effektive qualitative und quantitative Analyse.
Die Miniaturisierung der LAMP unterstiitzt die Entwicklung der POCT-Diagnostik durch
die Reduzierung der Komplexitét, was mit herkommlichen Verfahren (PCR) noch nicht
erreicht werden kann. Isothermale Amplifikation in Mikrosystemen ist billiger, die Volu-
mina kleiner, die Analyse schneller und der gesamte Prozess automatisierbar. Inzwischen
gibt es eine Vielzahl verfligbarer Mikrosysteme fiir isothermale Amplifikationsreaktionen
im digitalen Format (Troger et al., [2015; Mauk et alJ, 2015). Analog zur ddPCR kann die
digitale isothermale Amplifikation in Chips oder in Emulsion durchgefiithrt werden (Ba-
ker, [2012), wobei Chip-basierte Systeme wie der ,SlipChip“ (Shen et al., 2011)) oder der
»Self-Digitization-Chip(SD)“ (Gansen et al., 2012)) bereits eingesetzt wurden.

9.4 Einsatz von bifunktionellen Primern in der

isothermalen Amplifikation

Die LAMP und die vielen anderen isothermalen Amplifikationsmethoden, darunter die
SDA, RPA, HDA und NASBA, sind sehr komplex, da sie entweder eine Vielzahl an Pri-
mern oder mehrere Enzyme benotigen (s. Tabelle . Reaktionen mit vielen Primern er-
hohen die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Amplifikationen durch Homo- oder Heterodi-
merbildung. Um das zu verhindern, ist ein aufwiandiges und stringentes Primerdesign mit
einer speziellen Software zwingend erforderlich. Anschlieffend miissen die Primer in der
Reaktion empirisch getestet werden. Andere Reaktionen bendtigen neben der Polymerase
zusétzlich eine Helikase, Rekombinase oder ein Nicking-Enzym, damit unter isothermalen
Reaktionsbedingungen einzelstriangige DNA-Bereiche verfiigbar sind. Zudem konkurrie-
ren in diesen Reaktionen viele Primer und Enzyme miteinander und beeinflussen dadurch
auch die Kinetik. Um mit einer geringen Primeranzahl eine schnelle Reaktionskinetik zu
erreichen, wurde in dieser Arbeit ein Verfahren entwickelt, das mit ein oder zwei modifi-
zierten Primern und der Bst DNA-Polymerase eine isothermale Amplifikation ermdéglicht.
Die Reaktion mit dem Namen ,, Hinge-initiated Primer Dependent Amplification” (HIP)
basiert auf dem Umklappen eines Primers (Scharnier-adaptiert) zu einer Haarnadelstruk-
tur, sodass die initiale Primerbindungsstelle erneut freigesetzt wird und eine autozyklische
Amplifikation stattfinden kann (s. Abb. [33).

Charakterisierung des Reaktionsmechanismus

Bei allen isothermalen Amplifikationsreaktionen geht es um die kontinuierliche Freiset-
zung von einzelstrangigen Bindungsstellen fiir neue Primer, da nur so eine exponentielle
Amplifikation bei konstanter Temperatur erfolgen kann. Der Reaktionsmechanismus der
HIP wurde in Abbildung detailliert erldutert. Die HIP funktioniert mit einem oder
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zwei bifunktionellen Primern (Vorwérts- und Riickwérts-Hinge-Primer) mit der Fahigkeit,
jeweils eine Haarnadelstruktur (hairpin) bilden zu kénnen. Um unspezifische Amplifikatio-
nen zu vermeiden, kann die DNA-Polymerase-Aktivitat in der Haarnadelstruktur blockiert
werden, wenn eine spezielle Modifikation integriert wird. Damit wird gewéhrleistet, dass
die Haarnadelstruktur erhalten bleibt und damit die urspriingliche Bindungsstelle auf der
Templat-DNA weiterhin zugénglich ist. Bei der LAMP werden dafiir mit der Schleifen-
struktur lange einzelstrangige Bereiche (>40 bp) erzeugt. Diese werden fiir die Hybridi-
sierung eines neuen FIP- oder BIP-Primers genutzt (s. Abb. [2)).

Zunichst wurde die HIP mit einer abasischen Stelle im Hinge-Primer fiir den Nachweis von
PSTVd-cDNA eingesetzt und mit der LAMP verglichen (s. Abb. [35)). Mit der HIP konnte
im Vergleich zur LAMP in der Kapillarelektrophorese und der Agarose-Gelelektrophorese
ebenfalls hochmolekulare dsDNA nachgewiesen werden. Die Echtzeitdetektion der LAMP-
und HIP-Reaktionen ergab allerdings eine geringere Effizienz in der HIP. Eine Ursache fiir
die geringe Effizienz liegt wahrscheinlich in der Zusammensetzung und Lénge der Linker-
struktur. Die Lange des Linkers sowie die Grofle der Haarnadelstruktur bestimmen die
thermodynamische und sterische Spannung bei der Ausbildung und Erhaltung der Struk-
tur. Ein kurzer Linker kann dabei helfen, die Doppelstrangéffnung und Ausbildung der
Haarnadelstruktur zu erzwingen. Allerdings kann ein kurzer Linker aufgrund der gerin-
geren Flexibilitdt auch das Umklappen zur Haarnadelstruktur erschweren. Des Weiteren
kann eine geringe Reaktionseffizienz auch auf die nicht erfolgte Blockierung der Polymerase
in der Linkerstruktur zuriickgefithrt werden, da hierbei die Umklappsequenz des Hinge-
Primers doppelstringig vorliegen wiirde und damit keine Haarnadelstruktur ausgebildet

werden kann. Die Reaktion wiirde folglich nicht mehr exponentiell verlaufen.

Einfluss der Linker-Struktur und der Primer-Kombinationen auf die
Reaktionskinetik

Neben der Linkerstruktur (abasische Stelle und C12-Spacer) wurden auch unterschiedliche
Primerkombinationen untersucht. So konnen analog zu den F3/B3-Primern in der LAMP
zusitzliche PCR-Primer, die vor den Hinge-Primern auf der Zielsequenz binden, einge-
setzt werden. Sie kénnen die Generierung neuer Bindungsstellen zu Beginn der Reaktion
beschleunigen, da sie die Verdringung des zuvor synthetisierten Strangs unterstiitzen.
Weiterhin wurde untersucht, ob die Effizienz der Reaktion durch die Kombination der
Hinge-Primer mit einem korrespondierenden schleifenbildenden Primer (FIP/BIP) von
der LAMP verbessert werden kann.

Die hochste Effizienz wurde mit der Kombination aus einem Hinge-Primer (unabhéngig
von der Linkerstruktur) und einem gegenldufigen PCR~ oder einem FIP- / BIP-Primer
erzielt (s. Abb. [36)). Die schlechte Effizienz bei der Verwendung beider Hinge-Primer kann
auf die Bildung von Heterodimeren zuriickgefithrt werden. Die Verbesserung der Kinetik
durch einen Loop-bildenden Primer aus der LAMP kann durch die gesteigerte Generie-
rung von Primerbindungsstellen in den einzelstrangigen Sequenzbereichen der Schleifen

erklart werden. Fiir die Steigerung der Reaktionseffizienz kann demnach aber auch ein
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modifizierter Hinge-Primer ausreichen, sofern ein gegenldufiger Primer vorhanden ist. Die
in der HIP generierte Haarnadelstruktur besteht aus einem doppelstringigen Sequenz-
bereich (Stamm bzw. stem) und einem einzelstrangigen Sequenzbereich. Die Haarnadel-
struktur mit weniger als vier Basen ist aufgrund sterischer Hinderung bzw. der geringen
rdumlichen Ausdehnung nicht moglich. Ist der einzelstrangige Bereich allerdings zu lang,
kann die Haarnadelstruktur aufgrund einer hohen Flexibilitét instabil sein. Die Rate der
Haarnadelstrukturausbildung nimmt daher mit steigender Sequenzlange ab. Die Lénge
der einzelstréngigen Sequenz hédngt dabei von der Lage der Primerbindungsstellen und
dem Primer selbst ab. In der HIP liegt die Léange bei etwa 20 bp und ist im Vergleich
zur Schleifen-Struktur der LAMP mit 40 bp wesentlich kiirzer (Notomi et al., 2000). Dar-
iiber hinaus kann die Salzkonzentration die Stabilitdt der Struktur zusétzlich beeinflussen,
da geringe Konzentrationen monovalenter oder bivalenter Ionen die Stabilitdt verringern,
aber auch die Ausbildung der Haarnadelstruktur begiinstigen kénnen (Ernst|, [1995; Bon-
net et al.l [1998; [Yakovchuk et al., 2006} [Tan und Chenl, [2008; [Vieregg und Meyers|, [2011};
Schreck et al., 2015).

Als kurzer Linker wurde eine abasische Stelle verwendet. Die abasische Stelle gehort zur
Gruppe der spontanen Schadstellen in der DNA-Helix, bei der eine Purin- oder Pyrimi-
dinbase fehlt (Boiteux und Guillet, 2004 Takeshita et al., [1987). Eine abasische Stelle
kann wéahrend der Oligonukleotidsynthese in Form von Tetrahydrofuran (THF) einge-
baut werden. Wird eine abasische Stelle in eine DNA-Sequenz eingebaut, kénnen viele
DNA-Polymerasen an dieser Stelle nicht weiterarbeiten und die Polymeraseaktivitéit wird
gestoppt (Hogg et al., 2004]). Sowohl fir die A- als auch B-Familie der DNA-Polymerasen
wurde die Blockierungsaktivitit an der abasischen Stelle gezeigt (Cuniasse et al., [1990;
Sabouri und Johansson, 2009)). Die in der isothermalen Reaktion eingesetzte Bst DNA-
Polymerase hat keine 5 — 3’ Exonukleaseaktivitit, was dazu fiihrt, dass sie am 3’-Ende
der abasischen Stelle inaktiviert werden kann. Polymerasen, die iiber die abasische Stelle
hinaus aktiv sind, bauen als korrespondierende Base ein Adenin oder Thymin ein (Sikor-
sky et al., |2007; Heyn et al., [2010).

Alternativ kénnen auch ldngere Linker aus Polyethylenglykol (PEG) genutzt werden. Sie
kénnen dabei in der Lénge variiert werden (C3 bis C18). Untersucht wurde ein C12-Linker
(Hexaethylenglykol). Sie werden meist benutzt, um nicht-nukleosidische Ab-schnitte zwi-
schen zwei Basen zu ermdéglichen und die Ausbildung von Sekundérstrukturen zu begiins-
tigen. Die DNA-Polymerasen kénnen diese Struktur nicht iiberlesen und werden effektiv
blockiert.

Die Variation der Linker-Strukturen ergab in den Negativkontrollen fiir die Hinge-Primer
mit dem C12-Linker in den unterschiedlichen Kombinationen eine héhere Anzahl falsch-
positiver Ergebnisse. Die Ursache liegt hier in der unspezifischen Amplifikation durch
Homo- oder Heterodimerbildung der Primer begriindet, was wiederum eine Folge der Lan-
ge und Flexibilitdt der Hinge-Primer mit dem C12-Linker ist. Demnach kann eine sehr hohe
Flexibilitdat zu einer Fehlhybridisierung oder der Instabilitit der Hairpinstruktur fiihren.
Da es fiir die PEG-Spacer unterschiedliche Modifikationen gibt (C3, C6, C9, C12, C18),

konnen Linker-Variationen mit kirzeren Abstanden die Effizienz weiter verbessern. Die
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Kontrollversuche mit den Hinge-Primern ohne Linker fiihrten im Vergleich zu den anderen
Modifikationen immer zu unspezifischer Amplifikation. Durch die fehlende Modifikation
ist die Riickfaltung zur Haarnadelstruktur erschwert und die DNA-Polymerase wird an der
Stelle nicht blockiert. Eine andere Ursache fiir die Haufigkeit der unspezifischen Amplifi-
kation in den ersten Versuchen kann auch auf die Primer- bzw. Templatsequenz zuriick-
zufiithren sein. Die Templatsequenz von PSTVd hat eine Lange von 360 Basenpaaren und
ist aufgrund der hohen Komplementaritét in groflen Bereichen doppelstréngig. Des Weite-
ren ist aufgrund des hohen GC-Gehaltes (>60%) bei der gewédhlten Reaktions-temperatur
eventuell keine effektive Primerbindung moglich (Goéra-Sochackay, 2004). Die Effizienz der
HIP-Reaktion wurde folglich mit einem anderen Templat und neuen Hinge-Primern fiir
die Amplifikation der Beta-Galaktosidase-Region (lacZ-Gen) auf dem E. coli-Genom mit
einer abasischen Stelle als Modifikation optimiert.

Zunéachst wurden auch hier unterschiedliche Kombinationen der Hinge-Primer untersucht.
Die schnellste Reaktion konnte mit zwei Hinge-Primern (symmetrische HIP) erreicht wer-
den (s. Abb. . Zusatzliche PCR-Primer zur Unterstiitzung der Strangverdrangung re-
sultierten in einer leicht geringeren Reaktionseffizienz. Da hier zwei weitere Primer in
die Amplifikation integriert wurden, kann die hohe Anzahl der erforderlichen Hybridisie-
rungsereignisse die Reaktionskinetik verringert haben. Um diesen Effekt genauer analy-
sieren zu konnen, muss die Konzentration der zusétzlichen Primer variiert werden. An-
schliefend wurden Kombinationen mit einem Hinge-Primer (asymmetrische HIP) und ei-
nem gegenldufigen PCR-Primer untersucht. Die schnellste Reaktion wurde hierbei mit
dem Riickwérts-Hinge-Primer (LZ-HR), einem &ufleren PCR-Primer (LZR-653) und dem
gegenlaufigen PCR-Primer (LZL-389) erzielt. Ein einzelner Hinge-Primer konnte keine ef-
fiziente Amplifikation initiieren. Demnach wird fiir eine exponentielle Amplifikation min-
destens ein gegenldufiger Primer bendtigt. Dieser kann ebenfalls ein Hinge-Primer oder ein
einfacher PCR-Primer sein. Zuséatzlich kann die Strangverdriangung durch einen weiteren

PCR-Primer, der vor dem Hinge-Primer hybridisiert, beschleunigt werden.

Einfluss der Magnesium- und Primerkonzentration auf die Kinetik

Die Kinetik von DNA-Polymerase-abhéngigen Reaktionen wird von unterschiedlichen Fak-
toren wie den Primern, dem Enzym, den dNTP, der Probenreinheit und der Pufferzusam-
mensetzung bestimmt. M ¢>T bestimmt als Kofaktor der Bst DNA-Polymerase die Aktivi-
tat, die Hybridisierung der Primer an die Templat-DNA sowie die Kinetik der Haarnadel-
strukturausbildung. Die DNA-Duplex-Stabilitdt hdngt von der Konzentration der freien
monovalenten und bivalenten Ionen ab (Ernst, 1995; Bonnet et al.,|1998} [Yakovchuk et al.,
2006; ([Tan und Chen, 2008} Vieregg und Meyers, 2011; |Schreck et al.l 2015). So steigt
mit zunehmender Konzentration einerseits die Schmelztemperatur der Duplex-Struktur
und andererseits die Stringenz der Primerhybridisierung (Owczarzy et al., |2008). Folg-
lich kann bei konstanter Reaktionstemperatur in der HIP die Hybridisierung der Primer
und damit die Spezifitdt der Reaktion sowie die Reaktionskinetik {iber die Verdnderung

der M ¢g?T-Konzentration reguliert werden. Die Ergebnisse durch die Variation der M g**-
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Konzentration ergaben sowohl bei der symmetrischen als auch der asymmetrischen HIP
eine optimale M g?>T-Konzentration von 6 mM (s. Tab. . Bei hoheren Konzentrationen
nahm die Effizienz hingegen ab. Eine geringe Konzentration kann zu unspezifischer Pri-
merhybridisierung oder instabilen Haarnadelstrukturen fiihren. In diesem Fall wiirde die
Primerbindungsstelle nicht freigesetzt werden und eine lineare, langsame Kinetik begiins-
tigt werden. Da bei der symmetrischen HIP unabhingig von der M g?T-Konzentration
falsch-positive Ergebnisse erzielt wurden, kann es zu einer Heterodimerbildung gekom-
men sein. Die Erhohung der M g?*-Konzentration kann hierbei die Fehlhybridisierung
zusétzlich stabilisieren. Durch die Erhéhung der Reaktionstemperatur kann dieser Effekt
verhindert werden, da hier die Hybridisierung der Primer untereinander thermodynamisch
vermindert wird (Wu et al., [1991)).

Bei der HIP kommt es unter den gegebenen Reaktionsbedingungen (Salzkonzentration
und Temperatur) zu einem Gleichgewicht zwischen der Duplex- und der Haarnadelstruk-
tur (s. Abb. [44]im Anhang). Die Stabilitdt beider Strukturen hingt von der Temperatur,
der Salzkonzentration mono- und bivalenter Ionen (Na*, Mg?**), dem pH-Wert oder ad-
ditiven Substanzen wie Betain oder DMSO ab (Vieregg und Meyers, [2011). Bei Reaktions-
temperaturen unter der Schmelztemperatur des DNA-Duplex wird die Riickfaltung bzw.
die Doppelstrangbildung bevorzugt. Die Schmelztemperaturen beider Strukturen (Duplex:
76,4 °C und Haarnadel: 81,4 °C) liegen deutlich iiber der in der HIP verwendeten Tempe-
ratur von 65 °C (s. Abb. im Anhang). Demnach kann es zu einem Ubergang zwischen
beiden Strukturen kommen, wobei die Haarnadelstruktur thermodynamisch stabiler ist.
Des Weiteren ist die DNA aufgrund der chemischen Zusammensetzung mit dem Phos-
phatriickgrat ein Polyanion mit hoher Ladungsdichte, wobei es zu AbstofSungseffekten
innerhalb der DNA kommen kann. Dadurch kann die Ausbildung der Haarnadelstruktur
zusétzlich erschwert werden. Durch die in der Pufferlésung vorhandenen mono- und biva-
lenten Ionen kann die hohe Ladungsdichte in Abhangigkeit der Konzentration kompensiert
werden. Der Ladungsausgleich am Phosphatriickgrat fiihrt zu einer héheren Flexibilitat
der DNA und die Haarnadelstruktur kann gebildet werden. Hierbei hat die Variation
von Mg*t aufgrund der héheren Valenz einen gréferen Effekt als die Variation mono-
valenter Ionen. Folglich konnte durch die Anpassung der M ¢?T-Konzentration neben der
DNA-Polymeraseaktivitiat auch die Kinetik der Riickfaltung des Hinge-Primers zur Haar-
nadelstruktur verbessert werden.

Die Stabilitdt wird zusédtzlich durch die Lange der einzel- und doppelstrangigen Sequenz
in der Haarnadelstruktur beeinflusst. Sie ist hoher, wenn der einzelstrangige Bereich kurz
und der doppelstrangige Bereich lang ist, da ein langer doppelstrangiger Bereich eine
hohere Schmelztemperatur aufweist. Die Basenzusammensetzung (G-C oder A-T) hat
hierbei weniger Einfluss auf die Stabilitdt als die Basenstapelkraft innerhalb der DNA
(basestacking)(Yakovchuk et all [2006; 'Tan und Chenl 2008; |Vieregg und Meyers, 2011]).
Demnach ist die Haarnadelstruktur in der HIP bei héherer Salzkonzentration und kurz-
er Lange des einzelstrangigen Bereichs thermodynamisch stabil. Die Primerkonzentration
kann die Effizienz der Amplifikation ebenfalls beeinflussen. Beispielsweise kann eine Li-

mitierung der Primer in der PCR die Amplifikationsrate in den spéteren Zyklen und die
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Produktmenge vermindern. Eine hohe Konzentration kann allerdings unspezifische Hybri-
disierung (Dimerbildung oder falsche Produktbildung) begiinstigen (Czerny}, 1996)). Die
Variation der Primerkonzentration hatte bei der HIP-Reaktion im untersuchten Bereich
(0,8 bis 1,4 mM) allerdings keinen Einfluss auf die Reaktion.

Einfluss der Amplifikationsregion auf die Kinetik und Bestimmung der
Sensitivitat

Durch die Verringerung der zu amplifizierenden Region von 170 auf 80 bp konnte die Zeit
bis zum Start der exponentiellen Amplifikation von 45 auf 20 Minuten reduziert werden
(s. Abb. . Die schnellere Freisetzung der Primerbindungsstelle erhéht die Effizienz,
da die DNA-Polymerase weniger Zeit fiir die Amplifikation benttigt und die Primerbin-
dungsstellen schneller regeneriert werden kénnen. Demnach wurde die Effizienz der Re-
aktion durch die Verkiirzung der zu amplifizierenden Sequenz wie erwartet erhoht. Eine
zu geringe Distanz kann allerdings auch die Spezifitdt der Reaktion verringern. Durch die
Verkiirzung der Region ist es schwieriger, Sequenzen fiir einen spezifischen Nachweis zu
finden. Um die Spezifitidt der Amplifikation trotz geringer Distanz zu gewéhrleisten, konn-
te ein zusatzlicher Primer mit Fluoreszenzmarkierung als Sonde im Bereich zwischen den
Hinge-Primer und dem gegenldufigen PCR-Primer hybridisieren. Das dadurch erhaltene
Fluoreszenzsignal ist dann spezifisch fiir die amplifizierte DNA und unabhéngig von den
eingesetzten Primern. Dieses System kann bei Verwendung unterschiedlicher Sonden auch
fir den Nachweis mehrerer Organismen in einer Probe eingesetzt werden (multiplexing)
(Tanner et al.l 2012).

Um die Leistungsfidhigkeit der HIP zu zeigen, wurde die Sensitivitdt mit verdiinnter ge-
nomischer DNA von E. coli bestimmt. Zwischen 10% und 10'° konnte ein linearer Zusam-
menhang zwischen Kopienzahl und Tp-Wert gezeigt werden. In diesem Bereich kann mit
der HIP eine Quantifizierung durchgefithrt werden. Die geringste nachweisbare Kopien-
zahl lag bei 10%. Die erreichte Sensitivitit ist daher zu optimieren, da mit der LAMP oder
herkémmlichen Amplifikationsmethoden Nachweisgrenzen von 10° bis 10® Kopien erreicht
werden konnen (Hill et al.l 2008).

Vor- und Nachteile der HIP im Vergleich zu bestehenden Reaktionen

Im Vergleich zu den bekannten isothermalen Amplifikationsmethoden (s. Tabelle [1f) ge-
neriert nur die LAMP neben der HIP hochmolekulare dsDNA. Die Vorteile der LAMP
sind neben der hohen Sensitivitdt und Prozessivitit vor allem die vielen unterschiedlichen
Nachweismethoden der Amplifikation. Der grofite Nachteil der LAMP ist das komplizierte
Primer-Design und die Kontaminationsgefahr. Daher schlie3t die HIP die Liicke zwischen
den Primer-lastigen und Enzym-lastigen isothermalen Amplifikationsmethoden.

Die RPA ist neben der LAMP die schnellste Amplifikationsmethode und funktioniert auch
bei Temperaturen unter 60 °C. Der Nachteil der RPA ist die hohe Sensitivitit gegeniiber
Kontaminationen in der Probe. Diese unspezifische Amplifikation fiihrt aufgrund der ho-

hen Reaktionseffizienz unmittelbar zu einem hohen Hintergrundsignal mit falsch-positivem
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Ergebnis. Von den neueren isothermalen Amplifikationsreaktionen, darunter die ,,Geno-
me Exponential Amplification Reaction“ (GEAR), (Prithiviraj et al., [2012)), die ,,Cross
Priming Amplification“ (CPA), (Xu et al., 2012)) oder der ,,Smart Amplification Process*
(SMAP), (Mitani et al. 2007) wird nur die CPA mit der Bst DNA-Polymerase durchge-
fiihrt. Allerdings sind hier bis zu vier Primer notwendig.

Alle genannten Methoden nutzen eine spezielle Sekundarstruktur, die eine exponentielle
Amplifikation erméglicht, die mit der LAMP vergleichbar ist. Hierbei werden vor allem die
gebildeten Schleifenstrukturen selbst als freie Primerbindungsstellen genutzt. Bei der HIP
dient die Generierung der Haarnadelstruktur allein der Freisetzung der initialen Primer-
bindungsstelle ohne selbst an der Amplifikation beteiligt zu sein. Dariiber hinaus ist die
HIP flexibel anpassbar, da neben der Bst auch die Bsm oder andere DNA-Polymerasen
mit Strangverdringungsaktivitit eingesetzt werden konnten. Mit der HIP konnte eine ex-
ponentielle und autozyklische isothermale Amplifikation von bakterieller DNA mit zwei
oder drei Primern entwickelt werden. Auch wenn die LAMP als etablierte Methode eine
sehr effiziente Reaktion ist, miissen die Optimierung der Reaktionsbedingungen und vor
allem das komplizierte Primerdesign sowie die Generierung falsch-positiver Ergebnisse be-
achtet werden.

Bei der HIP koénnen die Primersequenzen analog zur PCR ohne spezielle Software gene-
riert werden. In Abhéngigkeit von der Reaktionstemperatur, die durch die Nutzung der Bst
DNA-Polymerase zwischen 60 und 70 °C festgelegt ist, kann eine optimale Schmelztempe-
ratur der Hinge-Primer durch die Primerldnge definiert werden. Damit ist eine dedizierte
Software wie der ,,PrimerExplorer® bei der LAMP nicht notwendig. Die Effizienz der HIP
kann durch die Anpassung der Reaktionsbedingungen und der Linker-Strukturen, z.B.
durch Variation der Lange oder der chemischen Zusammensetzung, weiter verbessert wer-
den.

Bei einer anderen Untersuchung konnte die abasische Stelle mit der Bst DNA-Polymerase
in 77% der Falle tiberlesen werden (Heyn et al., 2010). Davon ausgehend, konnte die Bst
DNA-Polymerase eine abasische Stelle effektiv iiberbriicken und in der Haarnadelstruktur
der HIP eventuell nicht vollsténdig blockieren. Allerdings wurde im Vergleich zur LAMP
oder der HIP eine dreifach hohere Enzymmenge eingesetzt, wobei die Wahrscheinlichkeit
fiir die Hiufigkeit des Uberlesens dadurch erhéht wurde und nicht den Reaktionsbedin-
gungen der HIP entsprach. Dennoch miissen in weiteren Untersuchungen auch andere
Linkerstrukturen in der HIP getestet werden.

Da die Hinge-initiierte Amplifikation unter isothermalen Reaktionsbedingungen mit Hil-
fe der Bst DNA-Polymerase und einem bifunktionellen Primerdesign durchgefiihrt wer-
den kann, ist ein kostengiinstiger Pathogennachweis analog zur LAMP méglich. Der Vor-
teil der eingesetzten Bst DNA-Polymerase ist die hohe Toleranz gegeniiber inhibierenden
Reaktions-bedingungen, wie dem pH-Wert, der Temperatur, dem Salzgehalt oder hem-
menden Substanzen aus der Probe. Daher kénnte der Pathogennachweis auch in nicht-
aufgereinigten Proben durchgefiihrt werden.

Die Detektion der HIP kann analog zur LAMP durch interkalierende Fluoreszenzfarbstof-

fe, wie SYBR Green, EvaGreen oder Berberin erfolgen. Der indirekte Nachweis iiber das
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Pyrophosphat wurde in der Arbeit nicht untersucht. Es ist anzunehmen, dass aufgrund der
in der HIP gebildeten hochmolekularen DNA und der Bst DNA-Polymerase eine ausrei-
chende Menge an Pyrophosphat freigesetzt wird. Sowohl die direkte als auch die indirekte
Detektion der HIP miissen in Folgeexperimenten untersucht werden.

Die Entwicklung der HIP kann dazu beitragen, eine isothermale, aber weniger komplexe
Amplifikation als Schnelltest fiir den Pathogennachweis zu etablieren. Die Verwendung
der Bst DNA-Polymerase in der HIP hat gegeniiber anderen isothermalen Methoden den
Vorteil, dass die hohe Inhibitortoleranz Feldanwendungen als Schnelltest ohne komplexe

Probenvorbereitung analog zur LAMP ermoglicht.

97



10 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA- und Pyrophosphat-abhéngige Detektionsme-
thoden fiir die qualitative und quantitative Analyse von isothermalen Amplifikationsre-
aktionen entwickelt. Die neuen Methoden erlauben im Vergleich zu den herkémmlichen
Nachweisverfahren, wie ELISA oder PCR, eine schnellere und kostengiinstigere Pathogen-
diagnostik. Mit Hilfe einer Bst DNA-Polymerase abhingigen isothermalen Amplifikation
wurden am Beispiel der LAMP verschiedene direkte und indirekte Detektionsverfahren fur
den Echtzeit- und Endpunktnachweis von RNA- und DNA-basierten Phytopathogenen in
einer geschlossenen Reaktion entwickelt.

In der LAMP wurde Berberin, ein natiirlich vorkommender DN A-interkalierender Fluores-
zenzfarbstoff, erstmals fiir die direkte Detektion eingesetzt. Bei der quantitativen Analyse
zeigte sich, dass Berberin eine vergleichbare Sensitivitdt zu den etablierten Fluoreszenz-
farbstoffen SYBR, Green und EvaGreen aufwies und im Gegensatz zu diesen auch fiir
den Endpunktnachweis eingesetzt werden kann, da es die Bst DNA-Polymerase in ho-
hen Konzentrationen nicht inhibiert. Berberin kann folglich nach Anregung bei 350 nm
oder 430 nm (bspw. durch eine LED) fiir den Nachweis der amplifizierten Pathogen-DNA
in Form eines schnellen Feldtests oder fiir die Quantifizierung durch die kontinuierliche
Fluoreszenzdetektion in einem portablen Fluorimeter wie dem ESEQuant Tube Scan-
ner verwendet werden. Des Weiteren konnte die Pyrophosphat-abhéngige Detektion der
LAMP erstmals mit HNB fluorimetrisch in Echtzeit gezeigt werden. Dadurch konnte die
Anwendbarkeit von HNB mit der quantitativen Analyse in der LAMP erweitert werden.
Mit diesen Untersuchungen haben sich neue Ansétze ergeben, die sowohl neue als auch
bekannte Farbstoffe fiir die Detektion in der isothermalen Amplifikation verwenden. Der in
dieser Arbeit aufgezeigte Vergleich dieser Farbstoffe mit etablierten Methoden der LAMP
kann dabei helfen, einen geeigneten Nachweis fiir spezifische LAMP-Anwendungen nach
O0konomischen Kriterien zu finden. Zukiinftige Entwicklungen in der Pathogendiagnostik
vor allem in der Humanmedizin, der Umweltanalytik oder der Landwirtschaft, erfordern
robuste und einfache Schnelltestverfahren fiir die Anwendung auferhalb des Labors, die
auch von ungeschultem Personal eingesetzt und interpretiert werden kénnen. Dies wird
insbesondere auch moglich, wenn die isothermale Amplifikation und Detektion in einer
geschlossenen Reaktion in einem einzelnen Prozessschritt kombiniert wird, da dadurch vor
allem die Falsch-Positiv-Rate aufgrund der minimierten Kontaminationsgefahr reduziert
wird und der Arbeitsaufwand verringert wird.

Da die LAMP im Vergleich zu anderen Amplifikationsmethoden wesentlich mehr Pyro-

phosphat generiert, konnen neue Farbstoffe fiir dessen Detektion zusétzliche Anwendungen
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ermoglichen. Mit der Etablierung des kombinatorischen Mikrotiterplatten-Screenings fiir
die Identifizierung von neuen Farbstoffen wurden weitere Moglichkeiten zum Nachweis von
Pyrophosphat in enzymatischen Reaktionen aufgezeigt. Das Screening wurde erfolgreich
genutzt, um fir den Nachweis von Pyrophosphat in der LAMP oder PCR das Alizarinrot S
als neuen Manganionen-abhéngigen Fluoreszenzfarbstoff zu identifizieren und hinsichtlich
des Signal-Rausch-Verhéltnis’ unter typischen Reaktionsbedingungen zu optimieren. Der
Farbstoff kann aufgrund der hohen Stabilitét, geringen Toxizitdt und zuverléssigen Verfiig-
barkeit zukiinftig in der LAMP zur indirekten Detektion eingesetzt werden. Die Screening-
Methode kann dariiber hinaus als Vorlage fiir andere Applikationen mit Pyrophosphat-
abhingigen Reaktionen genutzt werden. Mit Hilfe des Mikrotiterplattenformats und der
Visualisierung durch eine Heatmap kann eine komplexe Konzentrationsabhéngigkeit in
kurzer Zeit und hohem Probendurchsatz effektiv durchgefiihrt und dargestellt werden.
Durch die zusétzliche Automatisierung kann das Verfahren zukiinftig konventionelle, aber
auch neue Farbstoffe fiir die selektive Pyrophosphatdetektion in der LAMP oder anderen
enzymatischen Reaktionen identifizieren.

Fir die Erweiterung der LAMP durch eine quantitative Analyse wurde die indirekte De-
tektion des Pyrophosphats in einer Emulsion mit den zuvor etablierten Farbstoffen gezeigt.
Hierbei konnte eine homogene und stabile Emulsion durch die Integration des Emulgators
Poloxamer 188 in die disperse Phase mit dem LAMP-Reaktionsgemisch generiert wer-
den. Calcein, HNB und Alizarinrot S konnten anschlieend fiir den digitalen Nachweis
in der Emulsion verwendet werden, da die positiven und negativen Reaktionsrdume auf-
grund des hohen Signal-Rausch-Verhéltnis’ fluoreszenzmikroskopisch klassifiziert werden
konnten. Folglich kénnen auch die indirekten Verfahren als Alternative zu den herkémm-
lichen Verfahren mit DNA-basierter Detektion in einer digitalen LAMP eingesetzt wer-
den. Durch die kostengiinstigeren Pyrophosphat-abhéngigen Farbstoffe kann die absolute
Quantifizierung isothermaler Amplifikationsreaktionen zukiinftig auch in Routineanwen-
dungen (bspw. der Diagnostik) eingesetzt werden, wenn eine giinstige Moglichkeit zur
Emulsionsgenerierung und der digitalen Analyse (bspw. mobile Fluoreszenzmikroskopie
mit automatischer Bilderkennung) geschaffen wird. Bei weiterer Optimierung kénnen die-
se Farbstoffe eine Alternative zu den bisher etablierten ddPCR-Verfahren darstellen, da
sie aufgrund der hohen Kosten bisher nicht standardméfig in der Pathogendiagnostik ein-
gesetzt werden. Durch die Kombination von Amplifikation und Detektion in der LAMP
kann die digitale LAMP fiir den hohen Durchsatz in der Pathogendetektion automatisiert
und reduziert damit gleichzeitig die Kosten und den Zeitaufwand.

Als Alternative fiir die Primer-lastige LAMP wurde in dieser Arbeit die Hinge-initiated
Primer Dependent Amplification (HIP) unter Verwendung der Bst DNA-Polymerase ent-
wickelt. Durch die Integration einer Modifikation in Form einer abasischen Stelle konnte
mit dem bifunktionellen Hinge-Primer die Riickfaltung zu einer stabilen Hairpin-Struktur
induziert werden. In Abhéngigkeit der modifizierten Primer erfolgt die Amplifikation in der
asymmetrischen und symmetrischen HIP autozyklisch und exponentiell, wobei hochmole-
kulare DNA und Pyrophosphat generiert werden. Damit lassen sich die zuvor etablierten

Detektionsmethoden auch auf die HIP {ibertragen. Der Vorteil der neuen Methode gegen-
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iiber den anderen Primer-lastigen isothermalen Reaktionen ist die geringere Komplexitét
hinsichtlich des Primer-Designs, der Primeranzahl und der geringeren unspezifischen Am-
plifikation. Die HIP kann durch zusétzliche Erhéhung der Sensitivitét, bspw. durch An-
passung der Linker-Strukturen, zukiinftig eine leistungsfahige Schnittstellen-Technologie
zwischen den neuen und sehr komplexen Primer-lastigen Methoden (CPA und SMART)
sowie der etablierten LAMP darstellen.

Die Integration der neuen Detektionsverfahren in die isothermale Amplifikation garan-
tiert eine Reduzierung der Anwendungskomplexitédt, da die Amplifikation und Detektion
in einer Reaktion kombiniert werden kénnen. Dies ist eine grundlegende Voraussetzung
fiir die Etablierung der LAMP oder der HIP als Schnelltest. Werden alle Prozessschritte
in einer mikrofluidischen Plattform integriert, sind schnelle und kostengiinstige Nachweise
als POCT-Diagnostik oder Feldanwendungen umsetzbar. Detektionsmethoden, die sowohl
fiir eine qualitative als auch quantitative Analyse in einer geschlossenen Reaktion einge-
setzt werden koénnen, vereinfachen den Pathogennachweis und erweitern das zukiinftige
Anwendungsspektrum.

Die Resultate in der Arbeit zeigen deutlich, dass die LAMP und ihre vielfdltigen
Detektions-moglichkeiten eine leistungsfihige Alternative fiir konventionelle molekularbio-
logische oder serologische Verfahren ist. Zukiinftige Entwicklungen, die auf der isotherma-
len Amplifikation aufbauen, werden vor allem in der POCT-Diagnostik oder auch der Se-
quenzierung zu finden sein. Die isothermale Amplifikation wird zukiinftig nicht nur wegen
der Portabilitdt durch kostengiinstige, mikrofluidische Chipsysteme oder Papier-basierter
Plattformen an Bedeutung gewinnen, sondern vielmehr wegen der geringen Komplexi-
tit , die die Grundlage fiir eine Labor-unabhéngige Pathogendetektion mit Smartphone-

basierter Analyse bildet.
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Anhang

Spezifischer PCR-Nachweis von Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus (Cms) und Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Xhp)

Die Lage der LAMP-Primer (F3,F2,Lf F1,B1,Lr,B2 und B3) fiir Cms und Xhp sind in der
Abbildung [40] dargestellt.

A

Locus: Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus AM849034.1

F3 _ F2 _
1 GTGGGGT TAC

Lf F1
51 ACA AGATTCAC
B1
101 AGATCTATTT ATAGATCATT GGTCAA GA
Lr B2

151 A TCAAGATT CT

< B3
201

B
Locus: Xanthomonas hortorum pv. pelargonii EU498995.1
F3 F2
1 GCGC G
Lf
41 ACCC GCAGGCG CA
F1B1 _
81 GG TGCAGCGCTT
Lr >
121 CAAGGGC CA
B2 B B3

161 CAAC

Abbildung 40: Loci fir die LAMP-Primer von (A) Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus und
(B) Xanthomonas hortorum pv. pelargonii

Die Spezifitét der generierten LAMP-Primer wurde (Kapitel in silico) mit dem BLAST-
Programm iiberpriift. Die Tabellen [12| und (13| zeigen die gefundenen Treffer (hits) fir die
Sequenzen der Hantel-Struktur (F2 bis B2) von Clavibacter michiganensis ssp. sepedoni-
cus und Xanthomonas hortorum pv. pelargonii in der Datenbank als maximalen Score mit
taxonomischer Auflistung. Diese Analyse kann die Untersuchung unter realen Amplifika-
tionsbedingungen nicht ersetzen und dient nur als ergénzende Information. Die Spezifitat
der hier genutzten Primer-Sequenzen wurde in der Arbeit nicht weiter untersucht.
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Tabelle 12: In silico Analyse der Spezifitit der Loop-Struktur mit den LAMP-Primern (Tab. [3)) fir
den Nachweis von Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus mittels BLAST gegen die

nr-Datenbank. Die gefundenen Treffer sind als Taxonomie-Report dargestellt.

Organimsus BLAST Score
Bacteria

.Microbacteriaceae

..Clavibacter

...Clavibacter michiganensis

....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.
....Clavibacter michiganensis subsp.

...Clavibacter michiganensis
..Leifsonia aquatica
..Leifsonia poae

..Leifsonia naganoensis
..Leifsonia sp. 9BAMF
..Leifsonia sp. 467MF
..Leifsonia sp. 21MFCrubl.1
..Leifsonia sp. 509MF
..Leifsonia sp. 157MF
..Leifsonia sp. 466 MF
..Leifsonia sp. 197AMF
..Leifsonia xyli subsp. xyli

sepedonicus

michiganensis
nebraskensis

insidiosus

nebraskensis NCPPB 2581
capsici

michiganensis NCPPB 382
tessellarius

..Leifsonia xyli subsp. xyli str. CTCB07

..Leifsonia xyli

..Microbacterium sp. 1.5R
..Microbacterium sp. CGR1
..Aurantimicrobium minutum
..Microbacterium sp. R13
..Agrococcus carbonis
..Microbacterium sp. TPU 3598
..Microbacterium oxydans
..Rathayibacter tritici

..Leifsonia xyli subsp. cynodontis DSM 46306

..Leifsonia xyli subsp. cynodontis
..Leifsonia shinshuensis
..Microterricola viridarii
..Rathayibacter iranicus
.bacterium GI940

320
313
307
307
307
302
291
135
287
161
161
161
152
152
152
152
152
152
152
106
106
104
95.3
95.3
91.6
91.6
89.8
84.2
84.2
82.4
80.5
80.5
80.5
78.7
76.8
102
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Tabelle 13: In silico Analyse der Spezifitat der Loop-Struktur mit den LAMP-Primern (Tab. [3) fir
den Nachweis von Xanthomonas hortorum pv. pelargonii mittels BLAST gegen die nr-Datenbank. Die
gefundenen Treffer sind als Taxonomie-Report dargestellt.

Organimsus BLAST Score

Xanthomonas

.Xanthomonas hortorum

..Xanthomonas hortorum pv. pelargonii 274
..Xanthomonas hortorum pv. hederae 252
..Xanthomonas hortorum pv. carotae 241
..Xanthomonas hortorum pv. vitians 241
..Xanthomonas hortorum pv. taraxaci 235
.Xanthomonas hortorum 252
.Xanthomonas gardneri 246
.Xanthomonas sp. 2009-274 246
.Xanthomonas cynarae 246
.Xanthomonas gardneri ATCC 19865 246
.Xanthomonas sp. Pam1A 244
.Xanthomonas sp. s8 241
.Xanthomonas sp. s3(2015) 241
.Xanthomonas sp. SUPP1529 241
.Xanthomonas sp. SUPP2985 241
.Xanthomonas sp. 235
.Xanthomonas sp. SUPP1030 235
.Xanthomonas fragariae 230
.Xanthomonas fuscans subsp. fuscans 230
.Xanthomonas citri pv. anacardii 230
.Xanthomonas axonopodis pv. vignicola 230
.Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 230
.Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae 230
.Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii 230
.Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum 230
.Xanthomonas sp. Pistachio PK2 230
.Xanthomonas sp. Pistachio PK3 230
.Xanthomonas bromi 230
.Xanthomonas vasicola 230
.Xanthomonas melonis 230
.Xanthomonas perforans 224
.Xanthomonas euvesicatoria 224
.Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 224
.Xanthomonas campestris pv. raphani 224
.Xanthomonas axonopodis 224
.Xanthomonas campestris 224
.Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae LMG 695 224
.Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 224
.Xanthomonas oryzae pv. oryzicola BLS256 224
.Xanthomonas oryzae pv. oryzae PXO99A 224
.Xanthomonas axonopodis pv. manihotis 224
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Die Spezifitat der in der Arbeit verwendeten Bakterienstdmme wurde sowohl fiir Clavibac-
ter michiganensis ssp. sepedonicus als auch Xanthomonas hortorum pv. pelargonii mittels
aus der Literatur bekannten spezifischen PCR-Primern iiberpriift. Gleichzeitig wurde da-
mit auch die Sensitivitdt des PCR-Nachweis’ bestimmt. Die PCR-Produkte wurden elek-
trophoretisch aufgetrennt und ergaben fiir Cms eine spezifische Bande bei 191 bp und fiir
Xhp bei 197 bp. Die Abbildung [41| zeigt den Nachweis von Cms und Xhp mittels PCR als
Kontrolle zu den LAMP-Reaktionen. Bei Cms wurde demnach eine Nachweisgrenze von
6,26 x 102 Kopien und bei Xhp von 5,29 x 10! Kopien bestimmt.

A

— 400

- 300

— 200

— 100

. 5o

- 404
— 331

242

190

147
100

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 41: (A) PCR-Nachweis von Cms mit 6,26 x 10° (1), 6,26 x 10* (2), 6,26 x 103 (3),
6,26 x 10% (4), 6,26 x 10 (5) und 6,26 x 10° Kopien (6) sowie mit Wasser als Negativkontrollen (7
und 8). (B) PCR-Nachweis von Xhp mit 5,29 x 10° (1), 5,29 x 10° (2), 5,29 x 10* (3), 5,29 x 103 (4),
5,29 x 10% (5) und 5,29 x 10! Kopien (6) sowie Wasser als Negativkontrollen (7 und 8)
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Echtzeitnachweis mit Hydroxynaphtholblau

Darstellung der moglichen Komplexierung von Magnesium mit Hydroxynaphtholblau und
die daraus resultierende Cis-Trans-Anderung (Abb. . Die Komplexierung induziert moég-
licherweise die detektierte Fluoreszenz von HNB bei 625 nm nach Anregung bei 565 nm.

A B

Cis

Mg?+ +

Cis

Abbildung 42: Strukturen des HNB als (A) Trans-Isomer und (B) Cis-Isomer . (C) Modell der
Komplexierung von HNB mit Magnesium als Modell

Screening-Methode fiir die Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnis’

Das Flussdiagramm (Abb. stellt die notwendigen Schritte fiir das Mikrotiterplatten-
Screening zur Identifizierung von Metallionen-abhéngigen Farbstoffen dar. Zu Beginn sollte
die Anzahl der verfiigbaren Farbstoffe reduziert werden, die in Abhéangigkeit von divalen-
ten Metallionen durch Komplexierung mit Pyrophosphat ihre spektralen Eigenschaften
andern konnten (1). Ein vorldufiges Screening mit den selektierten Farbstoffen unter re-
aktionsdhnlichen Bedingungen kann die Zahl der Farbstoffe, die den gewiinschten Effekt
(Quenching oder Verstérkung) zeigen, zusatzlich einschrénken (2). Die ausgewéhlten Kom-
ponenten sollten anschlieend einzeln in unterschiedlichen Reaktionen auf inhibitorische
Nebeneffekte untersucht werden (3). Um das Signal in Anwesenheit von Pyrophosphat zu
verstérken, sollte mit den Komponenten ein kombinatorisches Screening im Mikrotiter-
plattenformat durchgefithrt werden (4a und 5a). In Abhéngigkeit des Probendurchsatz’,
des Volumens und der Kosten eines enzymatischen Tests, kann das Screening mit simulier-
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ten oder direkt mit enzymatischen Reaktionsbedingungen durchgefithrt werden (4b und
5b). Das Screening mit enzymatischen Reaktionsbedingungen bedarf anschliefilend kei-
ner weiteren Verifizierung. Die Messergebnisse konnen direkt als SNR mittels Heatmaps
(Intensitdtsplot) visualisiert werden. Wurde aus Kostengriinden auf ein Screening unter
enzymatischen Bedingungen verzichtet, miissen im Anschluss die besten Kombinationen
der Simulation mit enzymatischen Reaktionen verifiziert werden (6).

1
Vorauswahl! konventioneller
Farbstoff (FS)

2

Screening mit
Metallionen-abhangigen FS

3 v

Test gegen
inhibitorische Effekte

5b

cenguer | (s
cale e. ymatische durch Heatmap
Bedingungen

Hochdurchsatz
und Kosten ?

4a

Screening unter
simulierten enzymatischen
Bedingungen

s |

Analyse
durch Heatmap

6 g

Verifizierung
it realen Enzymassays

Abbildung 43: Ablaufplan zur Identifikation neuer Anwendungen fiir konventionelle Farbstoffe
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Schmelztemperaturen der DN A-Duplex- und der Hairpin-Struktur mit
dem LZ-HR-Hinge-Primer

Die thermodynamische Charakterisierung der Duplex- und Hairpin-Struktur in der HIP
zeigen einen Unterschied von 5 °C in der Schmelztemperatur zwischen beiden Formen.
Demnach ist die Hairpin-Struktur die stabilere DNA-Form und thermodynamisch unter
den gegebenen Bedingungen bevorzugt.

A
LZ-HR Primer

5-CGG TGATGG TGC TGC [L] AGATAACTG CCG TCACTC C -3

Duplex nach Hybridisierung
5'-CGG TGA TGG TGC TGC [L] AGA TAA CTG CCG TCA CTC CAG CGC AGC ACC ATC ACC G -3'

5 TCTATT GAC GGC AGT GAG GTC GCG TCG TGG TAG TGG C -3'

Tm (0,1 uM Oligo, 40 mM monovalente lonen, 2 mM divalente lonen)

Tm=176,4°C

Hairpin nach Hybridisierung
CGC AGC ACC ATC ACC G -3

[L] CGTCGTGGTAGTGGC -5

Tm (0,1 uM Oligo, 40 mM monovalente lonen, 2 mM divalente lanen bei 25°C)
Tm = 81,4 °C {dG=-19,44 kcal/mol)

Abbildung 44: Thermodynamische Charakterisierung des Riickwarts Hinge-Primers fiir den Nachweis
von E. Coli in der HIP. (A) Sequenz des Primers. (B) Duplex-Struktur nach der Hybridisierung des
Hinge-Primers und Verldngerung durch die Polymerase. Die Schmelztemperatur betragt hier 76,4 °C.
(C) Hairpin-Struktur nach der Rickfaltung des Hinge-Primers. Die Schmelztemperatur betragt hier
81,4 °C.

Einfluss der Primerkonzentration bei der HIP-Optimierung

Die Tabelle [14] zeigt die Daten aus der Analyse von unterschiedlichen Primerkonzentratio-
nen auf die Reaktionskinetik der HIP.

Tabelle 14: Variation der Primerkonzentration in der HIP. Die Konzentration variiert zwischen 0,8
und 1,4 mM. Gezeigt sind die Tp-Werte in Minuten mit Standardabweichung (n=3). NA bedeutet
keine Amplifikation.

Primer Kombination Primerkonzentration [mM]

Hc-ecolLACz-F und Hc-ecolLACz-R + 274+ 3 25+1 24+1 2310
- 47+8 53+5 45+ 4 54 4+ 2

Hc-ecolLACz-F und LZL-653 R + 40+ 1 41 £ 2 40+ 2 37+1
- NA NA NA 45+ 12

LZL-389 F und Hc-ecolLACz-R + 45+1 40+ 3 41 +1 38+1
- NA NA NA NA
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