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Kurzfassung

Kurzfassung

Ein Lateral Flow Assay (LFA) ermdglicht eine schnelle Detektion von Krankheitserregern,
Hormonen oder Verunreinigungen. Gleichzeitig sind LFAs kostengiinstig und einfach
anwendbar, so dass sie auch von nicht fachkundigen Personen durchgefiihrt werden konnen.
In der vorliegenden Dissertation sollte ein Lateral Flow Assay entwickelt werden, der
Aptamere bzw. Oligonukleotide anstelle der standardmaBig eingesetzten Antikdrper als
Detektionsmolekiile verwendet. Als diagnostisches Target wurde das Mykotoxin Ochratoxin
A ausgewahlt, das von Schimmelpilzen produziert wird und Lebensmittel verunreinigen
kann. Zunachst wurde ein geeignetes Aptamer zur Detektion von Ochratoxin A ausgewahlt.
Dazu wurde die Affinitat mithilfe der Microscale Thermophorese und Microarrays bestimmt.
Fir die Detektion des Mykotoxins auf einem Lateral Flow Assay wird ein zum Aptamer
komplementéres Oligonukleotid (cOligo) bendtigt, da der Assay auf einer Verdrangung des
cOligos durch das Ochratoxin A beruht. Die Affinitdt des cOligos zum Aptamer sowie seine
kompetitive Verdrangung durch Ochratoxin A wurde mit den gleichen Methoden
untersucht. Der spdtere Assay soll mithilfe einer optischen Testlinie, unter Verwendung von
Gold-Nanopartikeln zur Signalgebung, ausgewertet werden. Diese Partikel wurden mithilfe
verschiedener Methoden synthetisiert und durch die Rasterelektronenmikroskopie sowie
UV-Vis-Spektroskopie analysiert. Fir weitere Versuche wurden homogene Gold-
Nanopartikel mit einem Durchmesser kleiner als 20 nm verwendet. Mit Thiol-modifizierten
Oligonukleotiden wurden die Gold-Nanopartikel funktionalisiert und die Konjugate mittels
UV-Vis-Spektroskopie und Dynamischer Lichtstreuung charakterisiert. Zur Uberpriifung der
Funktionalitat der Konjugate wurde ein Bindungsassay der 3 Bindungspartner in Losung
entwickelt sowie Dot Blots mit immobilisierten Bindungspartnern durchgefiihrt.

AbschlieBend wurde der Versuchsaufbau auf einen Lateral Flow Assay libertragen.

Schlagworter: Aptamer, Oligonukleotid, Gold-Nanopartikel, Lateral Flow Assay, Diagnostik,
Ochratoxin A



Abstract

Abstract

A Lateral Flow Assay (LFA) enables rapid detection of pathogens, hormones or contaminants.
At the same time, it is an inexpensive and simple application that can also be performed by
non-expert personnel. In the present dissertation a lateral flow assay was developed, which
uses aptamers or oligonucleotides as detection molecules instead of the standard
antibodies. The mycotoxin ochratoxin A, which is produced by moulds and can contaminate
food, was selected as the diagnostic target. Initially, a suitable aptamer for the detection of
ochratoxin A was chosen. For this purpose, the affinity was determined using Microscale
Thermophoresis and Microarrays. For the detection of the mycotoxin on a lateral flow assay,
an oligonucleotide (cOligo) complementary to the aptamer is required, since the assay is
based on the displacement of the cOligo by ochratoxin A. The affinity of the cOligo to the
aptamer as well as the displacement reaction was investigated using the same methods.
The subsequent assay was evaluated using an optical test line using gold nanoparticles for
signaling. These particles were synthesized using various methods and analyzed by scanning
electron microscopy and UV-Vis spectroscopy. For further experiments homogeneous gold
nanoparticles with a diameter smaller than 20 nm were used. With thiol-modified
oligonucleotides the gold nanoparticles were functionalized and the conjugates were
characterized by UV-Vis spectroscopy and dynamic light scattering. To investigate the
functionality of the conjugates a binding assay of the 3 binding partners in solution was
developed and dot blots with immobilized binding partners were performed. Finally, the

experimental setup was transferred to a lateral flow assay.

Keywords: aptamer, oligonucleotide, gold-nanoparticle, lateral flow assay, diagnostics,

Ochratoxin A
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Einleitung

1 Einleitung

Der Bereich Diagnostik ist im Jahr der Corona-Pandemie (2020) stark in den Fokus von
Wissenschaft und Medien geriickt. So wurden vor allem Schnelltests zur Detektion des
Coronavirus sowie von Antikdrpern genesener Patienten gegen das Virus entwickelt.

Die Schnelltests, in Form eines Lateral Flow Assays, basieren auf Reaktionen der Analyten
mit Membran-gebundenen Antikérpern [1], [2]. Die Verwendung von Antikérpern als
Detektionsmolekaiile ist bei Schnelltests gelaufig, birgt jedoch auch Nachteile [3]. Antikorper
werden meist in Kaninchen, Ziegen oder anderen Saugetieren produziert. Die Anzahl der
Tiere, die beispielsweise 2013 in den Niederlanden daflir verwendet wurden, lag bei tber
25.000. Eine Alternative, bei der auf die Verwendung von Tieren und die damit
einhergehenden ethischen Probleme verzichtet werden kann, stellt die Produktion von
Antikérpern mittels Phagen dar [4]. Eine andere Mdglichkeit bietet der Austausch von
Antikérpern durch Aptamere. Diese werden durch das in vitro Verfahren ,SELEX" zur
spezifischen Bindung eines Targets selektiert. AuBerdem besitzen sie oftmals eine bessere
Stabilitat gegeniiber Temperatur und pH-Werten im Vergleich zu Antikérpern. Aufgrund
ihrer geringen GroBe und ihres Aufbaus aus DNA- oder RNA-Nukleotiden kdnnen sie leicht
in groBem MaBstab mittels Festphasensynthesen hergestellt werden. Des Weiteren konnen
Aptamere zur Detektion kleiner Molekiile oder toxischer Substanzen selektiert werden. Die
Antikdrper-Selektion fiir diese Targets wird aufgrund des in vivo Prozesses und der GroBe
oftmals erschwert [5]. Viele Lateral Flow Assays benétigen neben Membran-gebundenen
auch Nanopartikel-gebundene Detektionsmolekiile. Fir die Funktionalisierung der
Nanopartikel (z.B. Gold-Nanopartikel) mit Oligonukleotiden existieren diverse Methoden,
abhingig von der Oligonukleotid-Sequenz und dem Verwendungszweck [6]. Aptamere
ermoglichen aufgrund der geringen GroBe auch kompetitive Teststrategien von Lateral Flow
Assays. Daher bietet sich besonders fiir Targets, die nicht fiir einen Sandwich-Aufbau
geeignet sind, mithilfe von Aptameren eine neue Detektionsmaglichkeit [3].

Der Einsatz von Aptameren als Detektionsmolekiile kann somit bereits gegenwartig und
zukiinftig einen Beitrag dazu leisten, Alternativen zu konventionellen Methoden zu schaffen

und den Anwendungsbereich von Schnelltests zu erweitern.



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Dissertation ist die Entwicklung funktionaler Aptamer-Gold-Nanopartikel
Konjugate flir diagnostische Anwendungen, speziell am Beispiel eines Lateral Flow Assays.

Als medizinisch relevantes Target dient exemplarisch das Mykotoxin Ochratoxin A.

Mithilfe der Microscale Thermophoresis und Microarrays soll die Affinitat von einem
Ochratoxin A-bindenden Aptamer untersucht werden. Fiir die spatere Anwendung auf
einem Lateral Flow Assay ist ein kompetitiver Aufbau nétig, daher wird auBerdem ein zum
Aptamer komplementdres Oligonukleotid (cOligo) bendétigt. Die Bindung und der
kompetitive Verdrangungsmechanismus mit dem cOligo soll mit den gleichen Methoden

untersucht werden.

Zur Synthese der signalgebenden Gold-Nanopartikel (AuNP) des Lateral Flow Assays sollen
verschiedene Methoden untersucht und verglichen werden. Ziel ist dabei die Herstellung

von AuNPs mit einer engen GréBenverteilung.

Zur Erstellung funktionaler Konjugate sollen verschiedene Funktionalisierungsmethoden
untersucht werden, dabei werden beide Assay-Ausrichtungen (Aptamer-AuNP und cOligo-
AuNP) verglichen. Die Konjugate sollen beziiglich Stabilitat und Bedeckungsgrad analysiert
werden, daflir eignet sich ebenfalls die UV-Vis-Spektroskopie sowie eine

GroBenbestimmung mithilfe der Dynamischen Lichtstreuung.

Um die Funktionalitdit der Konjugate zu untersuchen, sollen nach der Konjugation
verschiedene Bindungsassays wie Dot Blots durchgefiihrt werden, bevor eine Ubertragung
der Komponenten auf die Lateral Flow Assays erfolgt. Mithilfe von optimierten Parametern,
wie Aufbau und Pufferzusammensetzungen des Lateral Flow Assays, wird das Ziel

angestrebt, einen sensitiven Assay zur Detektion von Ochratoxin A zu etablieren.



Theoretischer Hintergrund

3 Theoretischer Hintergrund

Zur Einflihrung in diese Arbeit werden zunachst die Grundlagen der unterschiedlichen
Komponenten des Lateral Flow Assays erlautert. Dazu gehoren die Selektion sowie
Eigenschaften von Aptameren als auch die chemische Synthese und Eigenschaften von
Gold-Nanopartikeln. Zur Zusammenfiihrung der beiden Komponenten werden verschiedene
Konjugationsmethoden aufgezeigt und zuletzt der Aufbau von Lateral Flow Assays

dargestellt.
3.1 Aptamere

Bei Aptameren handelt es sich um einzelstrangige Oligonukleotide aus DNA oder RNA. Sie
haben eine Ldnge von wenigen bis liber 100 Nukleotiden und bilden eine funktionale
dreidimensionale Struktur aus [7]-[9]. Da Aptamere mit dieser Struktur andere Molekiile
spezifisch binden kdnnen, werden sie zur Detektion von Biomolekiilen wie Proteinen,
Hormonen oder Toxinen eingesetzt [9], [10]. Aptamere kdnnen leicht mit Fluorophoren
modifiziert oder auf Oberflachen immobilisiert werden, um einen diagnostischen Einsatz zu
ermdglichen [11], [12]. Sie konnen mittels Festphasensynthese chemisch hergestellt werden
[13], [14]. Aptamere werden fiir jedes Target spezifisch mittels SELEX-Verfahren selektiert,

dieses wird im ndchsten Abschnitt beschrieben.
In vitro Selektion von Aptameren

Aptamere werden durch ein in vitro-Verfahren namens SELEX (engl. Systematik Evolution
of Ligands by EXponential Enrichment) generiert [7]. Dieses Verfahren wird seit Anfang der
90er Jahre verwendet, um Aptamere gegen gewlinschte Zielmolekiile zu generieren. Fiir das
SELEX-Verfahren wird eine Nukleinsdure-Bibliothek mit 10 bis 10> verschiedenen
Oligonukleotiden eingesetzt. Diese Oligonukleotide werden im ersten Schritt mit dem
Zielmolekil inkubiert. Nicht-bindende Oligonukleotide werden durch Waschschritte
abgetrennt, danach erfolgt eine Vervielfdltigung der bindenden Oligonukleotide. Die
Inkubations-, Wasch- und Amplifikationsschritte werden mehrmals wiederholt bis am Ende
ein Target-bindendes Oligonukleotid vorliegt. Das Verfahren kann zur Erhéhung der Affinitat
um Evolutions-/ Mutationsschritte erweitert werden [15], [16]. Fiir die Separation der nicht-

bindenden Oligonukleotide ist es hilfreich, das Target zu immobilisieren, sodass bindende

3
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Oligonukleotide an diesem verbleiben. Das Target kann z.B. an Magnetic Beads immobilisiert
sein oder auf einem Chromatograhpieharz [17], [18]. AuBerdem werden Selektions- und
Bindepuffer verwendet, die aufgrund der Salinitdt die Ausbildung dreidimensionaler
Strukturen der Aptamere induzieren. Nach einem abgeschlossenen SELEX-Prozess muss die
Spezifitdt der Aptamere lberpriift werden, da Kreuzreaktivititen mit Derivaten des
Zielmolekiils oder anderen relevanten Molekiilen aus der zukiinftig zu untersuchenden

Probe auftreten kénnen [19].

3.1.1 Strukturelle Eigenschaften und Targetbindung

Aptamere bestehen aus einzelstrangiger DNA oder RNA, die eine definierte dreidimensionale
Struktur ausbilden, wodurch eine affine Targetbindung ermdglicht wird. In der
Sekundarstruktur sind vielfaltige Motive wie Stems, Loops, Bulges, aber auch Quadruplexes
zu finden, die durch Watson-Crick-Interaktionen zwischen den Nukleinbasen gebildet
werden [20], [21]. Eine raumlich libergeordnete Tertidrstruktur entsteht, wenn Elemente der
Sekundarstruktur wechselwirken. Solche Tertidrstruktur-Motive bilden oft Grundlage zur
Bindung eines Aptamers an ihr Zielmolekiil. Zur Stabilisation der Strukturmotive sind
Kationen notig: sie interagieren mit dem negativen Riickgrat der Nukleotide und vermindern
somit storende elektrostatische Wechselwirkungen. Fiir bestimmte Strukturmotive sind
daher z.B. metallische lonen zwingend notwendig [22]-[24]. Hierbei ist vor allem die
Ausbildung eines G-Quadruplexes hervorzuheben. Dieses Motiv konnen Oligonukleotide mit
mehrfachen aufeinander folgenden Guaninbasen ausbilden. Hierbei wechselwirken 4
quadratisch angeordnete Guanine (Guanin-Tetrade) tber Hoogsteen-
Wasserstoffbriickenbindungen und in deren Mitte ist ein lon (z.B. K* oder Na+) positioniert.
Die Stapelung von zwei oder mehr Guanin-Tetraden fiihrt schlieBlich zur Formation des G-
Quadruplex-Motivs (Abbildung 1). Die Wechselwirkungen kdnnen innerhalb eines Aptamers
intramolekular oder intermolekular auftreten, weiterhin wird zwischen Orientierungen wie

antiparallel oder parallel unterschieden [23]-[25].
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Abbildung 1: Strukturelle Darstellung eines G-Quadruplex, intramolekularer G4-Komplex.

Die Bindung von Aptamer und Target verlauft entweder nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip
oder mittels adaptiver Bindung (Induced Fit). Verbleibt das Aptamer wahrend der Bindung
in seiner dreidimensionalen Struktur, liegt ein Schliissel-Schloss Mechanismus vor. Wird die
endgiiltige Faltung erst durch die Targetbindung eingenommen, handelt es sich um einen
Induced Fit [26]-[28]. Die Strukturédnderung durch Bindung des Aptamers an z.B. ein Small
Molecule st flr Affinitatsstudien hilfreich, kann jedoch bei nicht optimalen
Versuchsparametern und daraus resultierender inkorrekten Faltung des Aptamers zu

Bindungsproblemen flihren [29].
3.1.2 Anwendungen von Aptameren

Die Anwendung von Aptameren ist aufgrund der Mdglichkeit, Aptamere auch gegen kleine
und/ oder toxische Molekiile zu selektieren, vielfiltig. Vor allem werden sie im
medizinischen Bereich als Therapeutika oder in der Diagnostik eingesetzt [30]-[32]. Als
Therapeutika kénnen Aptamere durch ihre affine Bindung beispielsweise aktive Seiten von
Proteinen inhibieren [30]. Als Wirkstoff im klinischen Einsatz ist das Aptamer Pegaptanib
zu erwdhnen, welches das Protein VEGF inhibiert und zur Behandlung der neovaskuldren

altersabhangigen Makuladegeneration (AMD) bei Erwachsenen dient [33], [34].
3.2 Gold-Nanopartikel (AuNP)

Metallische Nanopartikel finden aufgrund ihrer grundlegenden Eigenschaften wie eines
groBen Oberflachen-Volumen-Verhéltnisses und der Madglichkeiten der Oberflachen-
Modifikationen, in der heutigen Zeit vielseitigen Einsatz. Gold-Nanopartikel haben im

Gegensatz zu Bulk-Gold eine charakteristische rote Farbe [35], [36], deswegen wurden sie
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bereits seit einigen Jahrhunderten zur roten Farbung in Kirchenfenstern verwendet.
Heutzutage finden sie Anwendung im medizinischen Bereich [37], [38], hier werden sie
aufgrund der Farbe oftmals als Signalgeber verwendet [5], [39]-[41]. Aber auch in anderen
Bereichen eignen sich AuNP durch ihre physikalischen Eigenschaften und eine
kostengtinstige Herstellung [42], [43]. In den folgenden Kapiteln werden die Eigenschaften,

Synthesemethoden sowie Modifikationen von AuNP betrachtet.
3.2.1 Eigenschaften von AuNP

AuNP kénnen zwischen wenigen bis iber 100 nm grof sein und diverse Formen einnehmen
(bspw. kugelférmig, eckig, stidbchenférmig) [44]. AuNP haben eine spezielle lokalisierte
Oberflachenplasmon-Resonanz, die unter anderem fiir die optischen Eigenschaften
verantwortlich ist. Ein AuNP ist von freien Elektronen umgeben, die kollektive Bewegung
dieser wird Plasmon genannt. Nur Licht bestimmter Wellenldngen kann das Oberflachen-
Plasmon anregen, das wellenférmig schwingt. Die maximale Amplitude wird bei einer
bestimmten Wellenldnge, der sogenannten Oberflichenplasmon-Resonanz (SPR, Surface
Plasmon Resonance), erreicht [43], [45], [46]. Die SPR von AuNP liegt im Bereich von 500 -
550 nm [44]. Kleine AuNP sind rot, mit zunehmender GriéBe verdndert sich die Farbe durch
einen SPR-Shift zu langeren Wellenlangen zu lila, Agglomerate mit zahlreichen AuNP sind
schwarz [35]. Die meist verwendeten AuNP sind zwischen 10 und 20 nm groB und
kugelférmig mit einer charakteristischen roten Farbe, sie weisen ein Absorptionsmaximum
um 520 nm auf. Sie werden aufgrund ihres hohen Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses
sowie hoher Stabilitdt zur Modifikation mit Liganden fiir diagnostische Anwendungen

ausgewahlt [6], [42], [47].
3.2.2 Synthese von AuNP

AuNP kdnnen durch die top-down- oder die bottom-up-Synthese hergestellt werden. Bei
der top-down-Synthese handelt es sich um ein laser-basiertes Verfahren, wohingegen es

sich bei der bottom-up-Synthese um ein chemisches Reduktionsverfahren handelt.
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3.2.2.1 Laserablation

Mittels Laserablation werden aus Gold-Platten Nanopartikel gewonnen. Die Metall-Platte
liegt in einer wiéssrigen Losung mit z.B. Natriumlaurylsulfat (SDS, engl.: Sodium Lauryl
Sulfate) [48], Polyethylenglykol (PEG) [49], oder weiteren Stabilisatoren [50] vor und wird
mit einem Laser zur Abtragung der AuNP bestrahlt. Durch Variation der Bestrahlungs-
Wellenldnge, Intensitat, Position des Lasers und der Gold-Platte sowie Zusammensetzung
der wiéssrigen Losung kann die resultierende GroBe der AuNP eingestellt werden [48], [49],
[51]. AuNP der top-down-Methode kénnen eine Liganden-freie Oberfliche aufweisen, was

sie flir z.B. Toxizitatsstudien interessant macht [52].

Liganden (wie Citrat-lonen) verhelfen jedoch oftmals zu mehr Stabilitidt und erleichtern
dadurch die Modifizierung der AuNP-Oberfliche. Solche AuNP konnen chemisch

synthetisiert werden.
3.2.2.2 Chemische Synthese

Das bekannteste chemische Herstellungsverfahren wurde von Turkevich et al. 1951
publiziert [35]. Es handelt sich um ein Reduktionsverfahren mit Natriumcitrat, welches
sowohl Reduktionsmittel als auch Stabilisator der entstehenden AuNPs darstellt. Als Gold-
Vorlaufer wird Tetrachlorogoldsiure (HAuCls) verwendet. Diese wird zunachst unter Riihren
zum Sieden erhitzt, daraufhin wird ziigig Natriumcitrat zugegeben. Wie die folgende
Reaktionsgleichung zeigt, entsteht atomares Gold der Nanopartikel und das Natriumcitrat
liegt in Form von lonen vor, die Citrat-lonen fungieren als stabilisierende Liganden auf der

AuNP-Oberflache.

2 HAUC|4+3 Na3C6H507 — 2 Au+3 N32C5H405+3 NaC|+5 HC|+3 C02

Durch das Ausbilden der AuNP wird die gelbliche Lésung nach Natriumcitrat-Zugabe fir
kurze Zeit klar, bevor uber blaue Farbungen final eine dunkelrote Farbe der entstandenen
kolloidalen AuNP verbleibt [35].

Die Theorie zur Bildung der Nanopartikel basiert auf Untersuchungen von LaMer [53], sie
luft in 3 Phasen ab (Abbildung 2). Zuerst findet die Keimbildung statt, bei welcher der

Gold-Vorlaufer zu Gold-Atomen reduziert wird. Die atomare Konzentration erreicht nach
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einiger Zeit eine kritische Konzentration, sodass es zum Uberschreiten des
Ubersittigungspunktes kommt. Hier erfolgt die Kristallisationskeimbildung: Mehrere Atome
lagern sich schnell zu Kristallisationskernen zusammen, wodurch die kritische Atom-
Konzentration verringert wird. Wird die minimale Ubersittigung wieder unterschritten,
werden keine neuen Kristallisationskeime mehr gebildet, sondern die vorhandenen

Kristallisationskeime wachsen weiter zu Nanokristallen [53], [54].
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Abbildung 2: Darstellung der Keimbildung nach LaMer bei der AuNP-Synthese. Im Diagramm werden die
drei Phasen der Synthese nanokskopischer Metallpartikel dargestellt.

Bei diesem Protokoll beeinflussen die Parameter Temperatur und Konzentration der Edukte
gezielt die GroBenverteilung der AuNP. Unter Standard-Bedingungen werden 13 nm groBe,
kugelformige AuNP erzeugt, die auf der Oberfldche stabilisierende adsorptiv gebundene
Citrat-Liganden haben.

Das Protokoll nach Turkevich et al. wurde vielfach variiert, um andere AuNP-GroBen sowie
Formen zu erhalten. Eine Variante mit mehrmaliger Zugabe der gleichen Edukte wird

folgend dargestellt.
AuNP-Synthese durch mehrmalige Zugabe der Edukte

Die Synthese-Variante von Bastus et al. [36] bezieht sich auf die Herstellung von AuNP bis
zu 200 nm. Die AuNP-Synthese basiert weiterhin auf der Reduktion von HAuCls durch

Natriumcitrat, jedoch werden diese Edukte wiederholt zugegeben. Zunachst wird
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Natriumcitrat (und nicht wie bei Turkevich et al. HAuCls) bis zum Sieden erhitzt, dann wird
HAuCls zugegeben und es kommt zum charakteristischen Farbumschlag iiber ca. 10 min.
Nach dieser Rotfarbung wird die Temperatur auf 90 °C gesenkt. Durch die Temperatur-
Erniedrigung wird weitere Kristallisationskeimbildung inhibiert und die AuNP-Bildung
verlangsamt. Bei wiederholter Zugabe von Natriumcitrat und HAuCls kommt es durch
Reduktion zwar erneut zum atomaren Zustand von Gold, diese Atome lagern sich aber an
bestehende Nanokristalle an, statt neue Keime zu bilden. Die Zugabe der Edukte kann so oft
erfolgen, bis die gewiinschte AuNP-GroBe erreicht wird. Aufgrund der wiederholten
Natriumcitrat-Zugabe zur Reduktion und zur Erhaltung des pH 7 steigt jedoch die lonen-
Konzentration stetig an. Zwar werden viele Citrat-lonen zur Stabilisierung auf der AuNP-
Oberflache angelagert, bei einer kritischen lonen-Konzentration kann es jedoch zur
Agglomeration der AuNP kommen. Demnach ist die Anzahl der Zugabe-Zyklen begrenzt und
das Protokoll flir AuNP bis zu 200 nm ausgelegt. Durch die stetig wachsenden Nanokristalle
zur AuNP-Bildung sollen homogenere AuNP beziiglich GroBe und Form erhalten werden, als
durch die Turkevich-Synthese. [36]

Durch die Citrat-Liganden auf der Oberflache werden die chemisch synthetisierten AuNP

stabilisiert.

Stabilitat kolloidaler Nanopartikel

Die Stabilitat der AuNP l3sst sich mithilfe der DLVO (Theorie von Derjaguin [55], Landau
[56], Verwey und Overbeek [57]) beschreiben. Bei Nanopartikeln liegt ein kolloid-disperses
System vor, in welchem zwei Arten von Wechselwirkungen stattfinden: die attraktiven und
die repulsiven. Van-der-Waals-Krafte bewirken eine Anziehung unterschiedlicher Teilchen,
die elektrostatischen Wechselwirkungen bewirken eine AbstoBung gleich geladener
Teilchen. Bei genligend Abstand zwischen einzelnen AuNP lberwiegt die AbstoBung. Wird
jedoch ein kritischer Abstand zwischen Partikeln unterschritten, Gberwiegt die Anziehung
zwischen den AuNP, so dass eine Agglomeration der AuNP stattfindet. Die Oberflache
chemisch synthetisierter AuNP ist mit Citrat-Liganden versehen. Diese lonen verhelfen der
Dispersion zu geniigend elektrostatischen AbstoBungen, bei ungiinstigen Bedingungen wie
erhdhter Salz-Konzentration oder Temperatur reicht aber diese nicht mehr aus und die
AuNP-Dispersion agglomeriert. Eine AuNP-Dispersion kann als stabil bezeichnet werden,

wenn die AbstoBungen zwischen den Partikeln groBer sind, als die Anziehung. Solch ein
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stabiler Zustand kann auch erreicht werden, wenn die Citrat-Liganden durch nicht-ionische
Detergenzien wie Tween 20 [58], [59] oder gr6Bere Molekiile wie Aptamere ausgetauscht

werden.

3.2.3 Aptamer-modifizierte Gold-Nanopartikel

AuNP werden fiir zahlreiche Anwendungen mit Liganden versehen, die spezifisch Molekiile
detektieren konnen [5], [47]. Klassische Liganden zur Detektion von biologischen Targets
sind Antikorper, diese werden inzwischen haufiger durch Aptamere ersetzt [60], [61].
Diagnostische Anwendungen werden in Kapitel 3.3 genauer dargestellt. Zunachst soll die

Funktionalisierung von AuNP mit Aptameren erlautert werden.

3.2.3.1 Konjugationsmethoden

Im Rahmen dieser Arbeit werden AuNP chemisch synthetisiert und daraufhin modifiziert,
daher wird nur auf die Konjugationsmethoden chemisch synthetisierter AuNP eingegangen.
Die Oberflache der AuNP ist mit negativ geladenen Citrat-Liganden versehen [45], [62].
Diese sind jedoch nur adsorptiv gebunden und kdnnen durch Liganden mit hoherer Affinitat
zum AuNP ausgetauscht werden [62]. Sollen DNA-Molekiile wie Aptamere immobilisiert
werden, ist jedoch die Hiirde der elektrostatischen AbstoBungen der negativen DNA
(aufgrund des negativ geladenen Phosphat-Riickgrats) sowie der negativen Citrat-Liganden
zu Uberwinden [63], [64]. Dennoch binden DNA-Basen, aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen, hydrophoben Kraften und den Stickstoff- und Sauerstoff-Gruppen der
Purin- und Pyrimidinringe [65], auch adsorptiv an eine AuNP-Oberfliche. Dabei
unterscheiden sich die Affinitdten der vier DNA-Basen zu Gold folgendermaBen:
A>C>G>T,

[6], [65]-[67]. Adenin weist demnach die stirkste Bindung an Gold auf, Thymin die
geringste. Um eine mdoglichst affine und gerichtete Bindung der DNA an der AuNP-
Oberflache zu gewahrleisten, werden die DNA-Molekiile mit einer terminalen Thiol-Gruppe
versehen [6], [63]. Die AuNP-Schwefel-Bindung hat eine nahezu kovalente Starke, sie ist
chemisorptiv [58]. Schwefelverbindungen binden an metallische Oberflichen meist in Form
einer Self-Assembled Monolayer (SAM) [68], [69], wodurch Thiol-modifizierte DNA
gerichtet immobilisiert werden und Adsorption unterbunden werden kann. Durch die

neutrale Ladung der Thiol-Gruppe wird die Immobilisierung ebenfalls begiinstigt [6], [70].
10
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Die ersten Publikationen zu DNA-Immobilisierungen auf AuNP wurden 1996 zeitgleich von
Mirkin et al. [63] und Alivisatos et al. [71] veroffentlicht. Das Protokoll des ,Salt Agings”
[72] wird seit Erscheinen vielfach verwendet und modifiziert, die meisten

Konjugationsmethoden basieren auf dieser Methodik.
Salt Aging

Werden AuNP hohen Salz-Konzentrationen ausgesetzt, kommt es aufgrund von
Neutralisationen der Citrat-Gruppen zu einem Abfall der repulsiven Krafte zwischen AuNP
und die attraktiven Krafte liberwiegen. Durch diese Anderung der Wechselwirkungen
aggregieren die AuNP. Zur Konjugation von DNA an AuNP ist jedoch eine erhdhte lonen-
Konzentration notig, um die negativen Ladungen der DNA auszugleichen. Beim Salt Aging
wird daher schrittweise die Salzkonzentration erhoht, um DNA zu immobilisieren. Durch die
positiv geladenen Natriumionen werden die negativen Ladungen des Citrats und der DNA

neutralisiert und so die Anndherung der DNA an die AuNP ermdglicht (Abbildung 3).

AuNP DNA\ v ‘ _ N

mehrfache Zugaben (iber 1-2 Tage, DNA in starkem Uberschuss

Abbildung 3: Konjugation mittels Salt Aging. Durch positive Natrium-lonen werden die Ladungen der DNA
ausgeglichen und eine Anndherung der AuNP und DNA ermdglicht. Nach zundchst adosrptiven Bindungen
erfolgt durch eine Thiol-Gruppe der DNA (nicht gesondert dargestellt) eine gerichtete Immobilisierung der
DNA.

Zunichst werden AuNP und DNA in groBem Uberschuss fiir mehrere Stunden inkubiert.
Durch die erste NaCl-Zugabe wird erreicht, dass ein geringer Teil an DNA-Molekiilen an die
AuNP bindet und die Stabilitdt und Salztoleranz der AuNP erhdht wird, sodass mehr Salz
zugegeben werden kann. Durch schrittweise Zugabe von NaCl kommt es demnach ebenfalls
zur schrittweisen Erhohung der DNA-Dichte auf AuNP sowie steigender Stabilitdt der
Dispersion [63]. Eine Thiol-Modifikation der DNA-Molekiile gewahrleistet dabei eine
gerichtete Immobilisierung und vermindert adsorptive Bindungen. Die Salt Aging Methode

dauert aufgrund der notwendigen langeren Inkubationszeiten 1 - 2 Tage und die

11
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Konjugationseffizienz hangt aufgrund der Ladung von der Ldnge und Sequenz des DNA-

Molekiils ab [6], [72].
pH-Erniedrigung

Eine andere Konjugationsmethode basiert auf kurzzeitiger Erniedrigung des pH-Wertes
(Abbildung 4). Wie beim Salt Aging werden zu Beginn AuNP und DNA inkubiert, die DNA
liegt auch hier im Uberschuss vor. Danach wird ziigig Citrat-Puffer zugegeben, der den pH-
Wert von ca. 6 auf nahe 3 bringt. Durch den niedrigen pH-Wert werden die negativen
Ladungen der DNA neutralisiert bzw. zum Teil ins Positive verschoben und durch die
verringerten repulsiven Krafte nahern sich die DNA-Molekiile den AuNP so weit an, dass

diese auf der AuNP-Oberflache iiber die Thiol-Gruppe chemisorptiv immobilisiert werden.

Aunp - PN 5 @

y

pH 3,0 Citrat-Puffer
3 min, quantitative Adsorption

Abbildung 4: Konjugation mittels pH-Erniedriung. Durch positive Natrium-lonen und starke Erniedrigung des
pH-Werts werden die Ladungen der DNA ausgeglichen. Durch eine Thiol-Gruppe der DNA (nicht gesondert
dargestellt) kann eine gerichtete Immobilisierung der DNA erfolgen.

Hierbei haben sich vor allem DNA-Sequenzen mit einem Poly-Adenin-Spacer an der
Thiol-Gruppe bewdhrt, da die pH-Erniedrigung die effektivste Wirkung auf Adenin hat
(komplette Neutralisation bis hin zu positiver Ladung) und demnach die repulsiven Krafte
am leichtesten liberwunden werden. Nach wenigen Minuten bei pH 3 wird der
Konjugationsansatz zentrifugiert und das Konjugat-,Pellet” final in einer weniger sauren
Pufferlésung aufgenommen.

Bei dieser Methode werden Salz-Zugabe und Erniedrigung des pH-Wertes durch Zugabe
eines Citrat-Puffers parallel eingesetzt und dadurch ziigig DNA auf AuNP immobilisiert

sowie eine gute Stabilitdt der Konjugate gewahrleistet. [6], [70]

12
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Einfrieren

Das Einfrieren fiihrt bei AuNP ebenso wie zu hohe Salz-Konzentrationen zur Agglomeration
der Dispersion. Beim Einfrieren erhdht sich durch Kristall-Bildung des Wassers die lokale
Molekiil-Konzentration zwischen den Kristallen. Die repulsiven Krafte zwischen AuNP
werden dadurch tiberwunden und die attraktiven Anziehungskrafte Gberwiegen ab einer
gewissen Distanz, sodass es zur Agglomerat-Bildung kommt. Diese erzwungene
Distanzverminderung durch Kristall-Bildung wird bei der dritten Konjugationsmethode
verwendet.

Liegen AuNP und DNA vermischt beim Einfrieren vor, werden die repulsiven Krafte durch
Kristall-Bildung Gberwunden, die attraktiven Gberwiegen und DNA kann chemisorptiv lber
eine Thiol-Gruppe oder auch adsorptiv immobilisiert werden. Hierbei ist kein zusatzliches

Salz oder die Neutralisation der Ladungen durch pH-Wert-Erniedrigung nétig (Abbildung 5).

Nat = - Na*

= < Eis Nat)_ -Na‘ =
DNA Eis Eis et
Eis = - =
Einfrieren’ 7 Auftauen, .
///71'4 _ ="Na

Abbildung 5: Konjugation mittels Einfrieren. Durch eine erzwungene Distanzverminderung bei Kristallbildung
des umgebenen Wassers, nihern sich AuNP und DNA nah genug an, sodass die DNA gerichtet (iiber Thiol-

Gruppen) oder adsorptiv immobilisiert werden kann. Die AuNP-Dispersion beinhaltet auch positive Natrium-
lonen, die durch Ladungsausgleich der DNA zuséatzlich die Konjugation erleichtern.

AuNP \

Nach vollstandigem Einfrieren kann das Konjugat aufgetaut werden. Bei dieser Methode
handelt es sich um die schnellste Methode und es werden keine zusatzlichen Reagenzien

benétigt. [73], [74]
3.3 Aptamer-modifizierte Gold-Nanopartikel in diagnostischen Anwendungen

Im Bereich der Diagnostik gibt es zahlreiche Anwendungen mit Aptamer-modifizierten
Gold-Nanopartikeln, darunter Lateral Flow Assays (LFAs) sowie kolorimetrische Assays, bei
denen die AuNP fiir das optische Signal sorgen. Der GroBteil der Anwendungen ist jedoch

noch nicht klinisch erprobt.

13
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3.3.1 Kolorimetrische Assays

Bei kolorimetrischen Assays wird die SPR der AuNP zur Signalgabe verwendet. Die AuNP
liegen in wassriger Umgebung vor und durch An- oder Abwesenheit der Zielsubstanz
verandert sich die Farbe der Dispersion von rot zu lila/ blau durch Distanzidnderungen der
AuNP [45], [75]. Die Farbanderung bei AuNP mit adsorptiv gebundenen Aptameren kann bei
Anwesenheit des Targets durch Dissoziation der Aptamere und folgende Salz-induzierte
Agglomeration der ,nackten” AuNP erreicht werden (Abbildung 6A) [76], [77]. Weiterhin
kénnen Mischungen von AuNP vorliegen, die mit einem Aptamer ,1" oder einem Aptamer
.2" chemisorptiv konjugiert wurden. Beide Aptamere kdénnen das Target binden und einen
Sandwich-Assay formieren. Wenn das Target in Losung vorliegt, wird es von beiden
Aptameren gebunden, wodurch sich die Distanz der AuNP so weit verringert, dass durch

einen SPR-Shift eine Farbanderung auftritt (Abbildung 6B) [78].

.Q . 4
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Abbildung 6: Kolorimetrische Assays mit AuNP. A: Assay mit adsorptiv gebundenen Aptameren und Salz-
induzierter Agglomeration, B: Sandwich-Assay mit Aptamer-AuNP Konjugaten.

3.3.2 Lateral Flow Assays

Lateral Flow Assays sind vielfach verwendete Point-of-Care-Anwendungen, deren
bekanntestes Beispiel der Schwangerschaftstest ist [79]. Auch fiir Krankheitserreger oder
Kontaminationen von Proben werden die Papier-basierten Tests eingesetzt [80]-[84]. Bei
LFAs werden komplexe Proben wie Blut, Urin, Speichel oder Serum verwendet. Ublicherweise
werden zur Detektion des Targets Antikdrper eingesetzt. Antikorper eignen sich jedoch nicht
fiir alle Zielmolekiile, denn die Gewinnung von Antikdrpern gegen toxische Substanzen oder
kleine Molekiile gestaltet sich oft als schwierig [85], des Weiteren reagieren Antikorper
sensitiv gegeniiber pH- oder Temperatur-Anderungen [5]. Daher werden vermehrt LFAs

14
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entwickelt, die zur Detektion des Targets Aptamere verwenden. Vor allem die Detektion
kleiner Molekiile wird durch neuartige Detektionsmethoden von Verdrangungsreaktionen
(z.B. Target-induzierte Dissoziation (TID)) ermdglicht [5].

LFAs sind aus kostengiinstigen Materialien aufgebaut und nutzen die Kapillarkrafte zur
Aufnahme der Probenflissigkeit. Der Aufbau ist in Abbildung 7 dargestellt.

Testlinie  Kontrolllinie

!

o Mo YL
" e o
Ly »
A s O
Sample Pad Nitrozellulose-Membran
P Conjugate Pad Absorbent Pad
Aptamer gefaltetes Aptamer cOligo @ AunP
o Streptavidin e Biotin Kontroll-Oligo

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Lateral Flow Assay (LFA). Eine Probe kann auf das Sample Pad
aufgegeben werden, Aptamer-AuNP Konjugate sind auf dem Conjugate Pad vorgelegt, Test- und Kontrolllinie
bestehen im gezeigten Beispiel aus an Streptavidin immobilisierten Biotin-modifizierten Oligonukleotiden auf
einer Nitrozellulose-Membran, ein Absorbent Pad ist zur Aufrechterhaltung der Kapillarkrafte aufgebracht.

Die Komponenten des LFAs sind zumeist auf einer Backing Card verklebt, welche die
Stabilitit der verwendeten Membran erhoht. Die erste Komponente ist das Sample Pad (SP),
dieses kann jedoch auch im angrenzenden Conjugate Pad (CP) integriert sein. Ein SP wird
vor allem bendtigt, wenn Bedingungen wie pH-Wert oder Salz-Konzentration angepasst
werden sollen. Das SP sowie das CP bestehen aus Glasfaser. In diesem verzweigten Material
konnen getrocknete Molekiile (bspw. Puffersubstanzen) bei Flissigkeitskontakt einfach
gelost und aufgenommen werden. Auf dem CP sind die mit Aptamer-konjugierten AuNP
getrocknet vorgelegt. Wenn eine fliissige Probe aufgegeben wird, migriert sie durch das SP
zum CP, dabei werden die AuNP gel6st, sodass sie mit der Flissigkeitsfront wandern. Die
Fliissigkeit passiert als nichstes die Nitrozellulose-Membran (NZ), auf der eine Test- (TL)
und eine Kontrolllinie (KL) immobilisiert sind. Diese Linien sind Anbindungsstellen fiir die
AuNP und bilden das visuelle Detektionssignal. Wenn die Fliissigkeit die Kontroll-Linie
passiert hat, wird sie schlieBlich im Absorbent Pad (AP) aufgesogen, welches der
Aufrechterhaltung der Kapillarkrafte dient. [5], [86], [87]

Es gibt 2 mogliche SetUps eines Aptamer-basierten LFAs: den Sandwich-Assay sowie den

kompetitiven Assay. Beim Sandwich-Assay (Abbildung 8) sind 2 Aptamere nétig, die das
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Target simultan binden kénnen. Eines der Oligonukleotide ist auf der NZ immobilisiert, das
andere auf den AuNP. Bei Anwesenheit des Targets in der Probenfliissigkeit bindet zuerst
das AuNP-Aptamer das Target, bei Kontakt zur TL wird der Molekiil-Komplex durch Bindung
an das 2. Aptamer festgehalten. Dadurch verbleiben die AuNP auf der TL und es bildet sich
die charakteristische rote Linie bei einem positiven Testergebnis. Ohne Target in der
Probenfliissigkeit werden die AuNP nicht an der TL festgehalten und die Rotfarbung der
Linie bleibt aus. In beiden Fallen verfarbt sich jedoch die KL rot, da hier die AuNP gebunden
werden (z.B. durch anders modifizierte AuNP ohne Kompetitionsreaktion), um die fehlerfreie

Funktion des Testergebnisses darzustellen.

SP

. AuNP § Aptamer gefaltetes Aptamer @ Target %&? Sandwich-Aptamer S&gKontroll-Oligo Probe

SP = Sample Pad CP = Conjugate Pad TL = Testlinie KL = Kontrolllinie =~ AP= Absorbent Pad

Abbildung 8: Lateral Flow Assay mit einem Sandwich-Format. Oben: Teststreifen vor Durchfiihrung. Mitte:
Teststreifen nach Probendurchlauf ohne Target. Unten: Teststreifen nach Probendurchlauf mit Target.

Der kompetitive Assay funktioniert nach dem Verdrangungsprinzip der Target-induzierten
Dissoziation (TID, engl. Target-induced dissociation) [88], [89]. Es werden ebenfalls 2
Oligonukleotide eingesetzt, von denen jedoch nur eins das Target bindet, hierbei handelt es
sich um das Aptamer. Das andere Oligonukleotid (cOligo) ist komplementédr zum Aptamer
und hybridisiert mit diesem. Die Bindung von Aptamer und cOligo ist schwacher als die
Bindung von Aptamer und Target. Beim TID-Assay gibt es 2 mdgliche SetUps: die Aptamere
sind an die AuNP konjugiert oder sie sind auf der NZ immobilisiert (das cOligo befindet sich
jeweils auf der anderen Position), in Abbildung 9 ist ein TID-Assay mit Aptamer-AuNP
dargestellt.
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. AuNP §Aptamer E gefaltetes Aptamer @ Target chIigo §&<‘KontroII-OIigo Probe

SP = Sample Pad CP = Conjugate Pad TL = Testlinie KL = Kontrolllinie ~AP= Absorbent Pad

Abbildung 9: Lateral Flow Assay mit einem TID-Mechanismus und Aptamer-AuNP. Oben: Teststreifen vor
Durchfiihrung. Mitte: Teststreifen nach Probendurchlauf ohne Target. Unten: Teststreifen nach
Probendurchlauf mit Target.

Bei Aptamer-AuNP bindet das Target aus der Probenflissigkeit an die AuNP, dieser Komplex
migriert ohne Bindungsreaktion tiber die TL, nur an der KL entsteht durch Bindung der AuNP
eine Rotfarbung. Ein positives Testergebnis wird hier durch Ausbleiben der TL generiert.
Ohne Target binden die Aptamer-AuNP an die cOligos der TL, wodurch eine Rotfarbung der
Linie entsteht. Beim SetUp mit cOligo-AuNP bindet das Target an die Aptamere der TL,
wodurch auch hier keine rote TL beim positiven Testergebnis entsteht. Ohne Target binden
die cOligo-AuNP an die Aptamere und sorgen fiir die Rotfarbung der TL beim negativen
Testergebnis. Welcher kompetitive Aufbau verwendet wird, hdngt zum einen von der
Konjugationseffizienz der Oligos ab, zum anderen kdnnen Sensitivitdtsunterschiede durch

das gewdahlte SetUp entstehen.

Vor allem bei kleinen Targets sind Sandwich-Assays oftmals nicht realisierbar, da das Target
durch Bindung komplett umschlossen wird und nicht flir eine zusatzliche Bindung zur
Verfligung steht. Daher bieten kompetitive Assays eine Detektionsmdglichkeit ansonsten

unzugénglicher Targets [5], [87].
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4 Experimenteller Teil

Zur Entwicklung eines diagnostischen Assays werden in dieser Arbeit AuNP synthetisiert
und mit Aptameren bzw. Oligonukleotiden funktionalisiert. Als diagnostische Anwendung
wurde ein Lateral Flow Assay ausgewahlt, da er zum Bereich des Point-of-Care-Testing zahlt
und durch kostenglinstige Produktion und schnelle Ergebnisse tiberzeugt. Als relevantes
Target fiir einen kommerziellen Assay wurde das Mykotoxin Ochratoxin A verwendet, fiir
welches in der Literatur bereits Aptamere selektiert und hinreichend charakterisiert wurden.
Das Mykotoxin wird von Schimmelpilzen gebildet und kann verschiedene Lebensmitteln
verunreinigen [90]. Aufgrund der kleinen GréBe des Targets soll der Lateral Flow Assay mit
einem kompetitiven Mechanismus aufgebaut werden, fiir welchen zusatzlich ein

komplementares Oligonukleotid bendtigt wird.

Zunachst wurden die Bindungen der Komponenten Aptamer, Oligonukleotid und Target mit
den Methoden CD-Spektroskopie und Microscale Thermophoresis untersucht, bevor sich
durch Immobilisierung einer Komponente auf Microarrays eine Ubertragung zum
angestrebten Aufbau anschlieBt. Beim spateren Lateral Flow Assay missen immobilisierte
Aptamere sowie Oligonukleotide auf einer Membran oder Gold-Oberflache weiterhin eine
Bindung eingehen kdnnen und die Kompetition durch das Target muss gewahrleistet sein.
Nach erfolgreichen Bindungsstudien wurden Synthesemethoden von Gold-Nanopartikeln
charakterisiert und verglichen. Mit den ausgewdhlten Gold-Nanopartikeln wurden
verschiedene Konjugationsmethoden zum Funktionalisieren der Partikel mit den
Oligonukleotiden untersucht. Dabei wurden verschiedene Parameter optimiert und u.A. die
Verwendung eines Adenin-Spacers untersucht. Nach Optimierung der Konjugation wurde
die Funktionalitdit der Konjugate zuerst mit einem Bindungsassay in Lésung und
anschlieBend mit immobilisierten Bindungspartnern in einem Dot Blot Format untersucht.
SchlieBlich wurden die Konjugate auf Lateral Flow Assays eingesetzt, wobei Komponenten

des Lateral Flow Assays optimiert wurden, um eine Detektion des Targets zu visualisieren.
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4.1 Charakterisierung eines Aptamers gegen Ochratoxin A

Als Target-Molekiil der diagnostischen Anwendung in dieser Arbeit wurde das Mykotoxin
Ochratoxin A (OTA) ausgewahlt. Das Small Molecule OTA (Abbildung 10) wird von den

Schimmelpilz-Gattungen Aspergillus und Penicillium produziert [91].

0 OH
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Abbildung 10: Strukturformel von Ochratoxin A.

Diese Schimmelpilze befallen hauptsachlich Getreide. Das produzierte OTA ist sehr
hitzestabil und kann extreme Bedingungen wie Rosten Ulberstehen und ist daher in
verarbeiteten Getreide-Produkten wie Kaffee, Bier, Wein, aber auch Trockenobst und
Gemiise nachweisbar [90].

OTA wirkt beim Menschen vor allem nierenschddigend. Aber auch neurotoxische,
teratogene, immunotoxische sowie cancerogene Wirkungen konnten in Tierversuchen
nachgewiesen werden [90]-[92].

Nach Aufnahme von OTA im gastrointestinalen Trakt bindet es an das humane Albumin
(HSA) und wird daran gebunden durch den menschlichen Korper transportiert. Bei gesunden
Menschen variiert die OTA-Menge im Plasma vom hohen pmol/L bis zum geringen nmol/L
Bereich, in endemischen Regionen konnen Werte {ber 100 nmol/L nachgewiesen
werden [92]. Gegen das Mykotoxin OTA existieren verschiedene Aptamere, in dieser Arbeit
wurde mit einem von Cruz-Aguado et al. [93] selektierten Aptamer gearbeitet. Hierbei
handelt es sich um ein DNA-Aptamer mit 61 Nukleotiden. Dieses wurde ausgewahlt, da die
Funktionalitat bereits durch andere Arbeiten am TCl erfolgreich festgestellt wurde [88]. Bei
der SELEX des Aptamers wurde das OTA mittels Kupplungschemie auf Agarose-Harz
immobilisiert und es wurden Primer mit interner Zufallsabfolge verwendet. Die Affinitat des
Aptamers wurde anhand der Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kg) erfasst und

betrdgt 360 nM [91].
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Zu Beginn dieser Arbeit wurden die strukturellen Eigenschaften des Aptamers unter
anderem durch CD-Spektroskopie untersucht. Weiterhin sollte liberpriift werden, ob die
Affinitat bestatigt werden kann, um das Aptamer spater fir diagnostische Zwecke zu
verwenden. Fiir einen nachfolgenden Assay ist ein weiterer Bindungspartner nétig, daher
wurde die Bindung an ein komplementdres Oligonukleotid untersucht. Daflir wurden
zunichst Microscale Thermophoresis (MST) Experimente durchgefiihrt und anschlieBend

wurde der Versuchsaufbau auf Microarray-Experimente libertragen.
4.1.1 Strukturelle Eigenschaften des Aptamers

Das DNA-Aptamer mit 61 Nukleotiden wurde in der Literatur bereits mehrfach untersucht,
vor allem beziiglich der strukturellen Ausbildung eines G-Quadruplex. Bei der 3D-Struktur
des Aptamers handelt es sich vermutlich um einen intramolekularen antiparallelen
G-Quadruplex, der aus 4 doppelt- oder dreifachgestapelten Guanin-Molekiilen aufgebaut
ist [94]-[96]. Der G-Quadruplex-Mapper! gibt tiber 30 mogliche G-Quadruplex Strukturen
aus, die wahrscheinlichste wird mit dem hochsten G-Score von 20 bewertet, der geringste
G-Score betrdgt 7. Der hochste Score wurde fiir folgende Struktur erreicht, die

interagierenden Guanin-Basen sind hervorgehoben (unterstrichen).

5'-TGGTGGCTGTAGGTCAGCATCTGATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATCGGACAACG-3'

Der Score 20 wird fiir den G-Quadruplex-Beginn ab Nukleotid 28 zweimal vergeben, wobei
entweder die Nukleotide 45 und 46 oder 46 und 47 (45 - 47 sind hellgrau dargestellt)
beteiligt sein kdnnen. Zwischen den an dem G-Quadruplex beteiligten Nukleotiden befinden
sich je 6 oder 7 nicht beteiligte Nukleotide.

Um diese Ergebnisse zu bestdtigen und zu liberpriifen, ob sich die Struktur des Aptamers
mit der Targetbindung andert, wurden CD-Spektren aufgenommen, diese sind in
Abbildung 11 dargestellt. Hierbei wurde neben dem Aptamer eine gekiirzte (gek.) Variante

des Aptamers verwendet, diese wurde im Rahmen einer Masterarbeit untersucht?. Die

1 http://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/index.php , Zugriff: 25.03.2020, 9:28 Uhr

2 Masterarbeit ,Entwicklung funktionaler Aptamer-Goldnanopartikel-Konjugate fiir diagnostische Tests" von
Giamper Escobar Cano, 2020 [120].
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Kiirzung des Aptamers fand auBerhalb der G-Quadruplex Struktur statt und wurde aus der

Literatur Gibernommen [93], die Variante wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter

verwendet.
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Abbildung 11: CD-Spektren des Aptamers (schwarz), des gekiirzten Aptamers (rot) und des gekiirzten
Aptamers-OTA-Komplexes (blau).

Die Spektren zeigen verschiedene Strukturen des Aptamers auf. Das Aptamer liegt aufgrund
des Maximums bei 295 nm, Minimums um 260 nm und lokalen Maximums bei 245 nm
bereits ohne Target in einer antiparallelen G-Quadruplex Struktur vor [97], [98]. Die
gekirzte Variante des Aptamers liegt hingegen in einer hybriden G-Quadruplex-Struktur
vor, der Extrempunkt um 295 nm ist hier ebenfalls vorhanden, aber statt des Extrempunktes
bei 245 nm findet ein Signalanstieg von 240 nm bis zum lokalen Maximum bei 295 nm
statt [99]. Im Komplex mit OTA findet eine Strukturénderung beim gekiirzten Aptamer statt,
die G-Quadruplex Struktur verandert sich durch ein lokales Minimum um 265 nm, die
Struktur kann aber keinem genauen Motiv zugeordnet werden [100]. Anhand der Spektren
ist ersichtlich, dass das Aptamer in einer G-Quadruplex Struktur vorliegt und durch
Targetbindung eine leichte Konformationsdnderung bzw. Signalintensivierung stattfindet.
Durch diese Anderung eignet sich das Aptamer fiir anschlieBende Analysen mittels

Microscale Thermophoresis.
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4.1.2 Bindungsstudien mittels Microscale Thermophoresis

Zur Bestimmung der Affinitat des Aptamers wurden Microscale Thermophoresis (MST)-
Experimente durchgefiihrt. Bei der MST wird mittels Infrarot (IR)-Laser ein punktueller
Temperatur-Gradient erzeugt, der zur Bewegung von Biomolekiilen in diesem Bereich fiihrt.
GroBe Molekiile bzw. Molekiil-Komplexe bewegen sich meist langsamer als kleinere
Molekiile. Im Falle von Aptameren kann dadurch beobachtet werden, ob Molekiile einzeln
vorliegen oder im Komplex, z.B. im Aptamer-Target-Komplex. Da jedes Molekiil mit einer
Hydrathille umgeben ist, ist vor allem die Formanderung der umgebenden Hydrathiille
ersichtlich, wenn sich ein Molekiil-Komplex bildet. Die Formanderung kann jedoch nur
mithilfe von Fluoreszenz beobachtet werden, daher ist ein Bindungspartner des Komplexes
mit einem Fluoreszenzmolekiil versehen und parallel zum IR-Laser wird die Fluoreszenz der
Probe untersucht. Ein MST-Experiment besteht aus 16 Proben in Glaskapillaren, wobei ein
Bindungspartner in einer Konzentrationsreihe vorliegt und der andere Bindungspartner
Fluoreszenz-markiert ist und in konstanter Konzentration vorliegt. Anhand der Fluoreszenz-
Anderung der 16 Proben im punktuellen Bereich des Temperatur-Gradienten kann
schlieBlich ein Riickschluss auf die Affinitdt gezogen werden, bei erfolgreicher Bindung
entsteht ein sigmoidaler Bindungsverlauf [101]-[103].

Zur Charakterisierung des OTA-bindenden Aptamers wurden MST-Experimente mit dem
Aptamer und Target durchgefiihrt. Der spatere Assay soll nach dem Prinzip der Target-
induzierten Dissoziation (TID) durchgefiihrt werden. Hierbei binden Target sowie ein
komplementéres Oligonukleotid (cOligo) kompetitiv an das Aptamer. Das Target kann dabei,
durch eine hohere Affinitdt, eine Verdrangung des cOligos hervorrufen und generiert im
diagnostischen Assay ein anderes Signal als das cOligo. Die TID-Reaktion soll ebenfalls mit

MST-Experimenten untersucht werden.
4.1.2.1 Bindung des Aptamers an Ochratoxin A

Zur Ermittlung der Affinitat von Aptamer und OTA wurde das 61-Nukleotid lange Aptamer
(Apt) mit dem Farbstoff Cyanine 5 (Cy5) fluoreszenzmarkiert. Das OTA wurde ber den
Konzentrationsbereich von 5 uM bis 153 pM verdiinnt und mit 25 nM des Cy5-Aptamers
fiir 10 min unter Lichtausschluss inkubiert. Zum Verdiinnen der Komponenten wurde der

Bindepuffer des Aptamers verwendet (A.3), um die bestmdgliche Targetbindung zu
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gewahrleisten. Zusatzlich wurden 0,05 % Tween 20 zugesetzt, damit eine Absorption an
den Wanden der MST-Kapillaren minimiert wird. Abbildung 12 zeigt die MST-Traces des

Versuchs sowie die resultierende Bindungskurve des Experiments.
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Abbildung 12: A: MST-Traces des Experiments, B: Bindungskurve vom Cy5-Apt (25 nM) und OTA im Bereich
von 5 uM - 153 pM (logarithmische Auftragung). Dargestellt ist die normierte Fluoreszenz (Fnorm [%]) in
Abhingigkeit von der Aptamer-Konzentration [nM]. Ausgewertet mittels MO.Control von NanoTemper,
sigmoidaler Fit in Origin erstellt.

In Abbildung 12A sind die 16 MST-Traces unterschiedlicher OTA-Konzentration zu sehen.
Sie zeigen, wie sich die Fluoreszenz der Proben im IR-bestrahlten Bereich iber die Zeit
verandert hat. Anfangs wurde die initiale Fluoreszenz gemessen, diese ist aufgrund
derselben Konzentration des Cy5-Apt in allen Proben ungefahr gleich (Abweichung < 10 %
notig fiir eine erfolgreiche Messung) und wird auf 1 normiert. Danach wurde der IR-Laser
angeschaltet (ab 0s), woraufhin die Fluoreszenzsignale gesunken sind (Thermophorese):
durch die Temperaturerhéhung um einige Grad Celsius wanderten die Molekiile aus dem
erwdrmten Bereich heraus. Gegen Ende der Thermophorese wurde die Fluoreszenz-
Anderung geringer, die Molekiile niherten sich einem stationiren Zustand an. Nach
Ausschalten des IR-Lasers (20s) diffundierten die Molekiile zurlick und das
Fluoreszenzsignal stieg an.

Die Probe mit der geringsten OTA-Konzentration (untere Kurve) wies die groBte
Fluoreszenz-Anderung auf, wohingegen die Probe mit der héchsten OTA-Konzentration die
geringste Anderung zeigte. Die restlichen Proben befanden sich mit zunehmender
Fluoreszenz-Anderung dazwischen. Zur Ermittlung der Affinitit wurde die Fluoreszenz aller
Proben zu einem Zeitpunkt verglichen, hier wurde t=15s, der mittlere Bereich der
Thermophorese, gewahlt. Abbildung 12B zeigt die Messpunkte sowie die resultierende
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sigmoidal verlaufende Bindungskurve. Hier zeigt sich deutlich, dass groBe Fluoreszenz-
Unterschiede bei niedrigen und hohen OTA-Konzentrationen vorlagen, die maximale
Fluoreszenz-Anderung (Amplitude) betrigt ca. 20. Fiir ein aussagekriftiges MST-Experiment
sollte die Amplitude groBer 3 sein, daher ist die vorliegende Amplitude ein Indiz fiir eine
Bindung. Weiterhin ist ein beginnender Sattigungsbereich am Ende der Kurve vorhanden,
bei hohen OTA-Konzentrationen wird eine Absattigung der Reaktion erreicht. Die ermittelte
Kq betrdgt 33,5 nM mit einer Standardabweichung von 7,1 nM. Damit ist die Ky um das 10-
fache geringer als in der Literatur. Dieser Unterschied entsteht vermutlich durch die
verschiedenen Methoden: Im Selektionspaper wurde ein Assay zur Bindungsermittlung
eingesetzt, bei der die Eigenfluoreszenz von OTA bei einer Gleichgewichtsdialyse gemessen
wurde. Die MST ist eine sehr prazise und bewdhrte Methode ist, um Affinitdten in Losung
zu bestimmen, durch die verschiedenen Methoden kann ein solcher Unterschied auftreten.
Das Aptamer bindet sein Target OTA folglich hochaffin im niedrig nanomolaren Bereich. Um
auszuschlieBen, dass das Aptamer nur unter idealen Bedingungen im Bindepuffer funktional
ist und nicht in komplexen Medien, wurden die MST-Messungen auf ein komplexes Medium
ausgeweitet. Da OTA hauptsdchlich in Getreide und verarbeiteten Lebensmitteln zu finden
ist, wurde Kuhmilch als komplexes Medium getestet. Uber das Tierfutter gelangt OTA in die
Kuhmilch, belastete Kuhmilch kdnnte somit eine Gefihrdung darstellen [104], [105]. Die

Bindungskurven bei verschiedenen Milch-Konzentrationen sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Bindungskurven des Cy5-Apt (25 nM) und OTA im Bereich von 10 pM - 153 pM mit
verschiedenen Milch-Konzentrationen, ermittelt durch MST-Messungen. Dargestellt ist der Anteil gebundener
Aptamere in Abhidngigkeit von der OTA-Konzentration [nM]. Ausgewertet mittels MO.Control von
NanoTemper, sigmoidaler Fit mittels Origin erstellt.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Kurven miteinander wurde hier nicht die normierte
Fluoreszenz, sondern der auf 1 (entspricht 100 %) normierte gebundene Aptamer-Anteil
aufgetragen. Es ist ersichtlich, dass die Affinitat des Aptamers zu OTA auch unter nicht
idealen Bedingungen besteht. Im Konzentrationsbereich von 0 - 25 9% Milch hat sich die Ky
zunehmend nur leicht erhoht, bei 50 % Milch deutlich auf ca. 300 nM, sichtbar durch die
Verschiebung der Kurve nach rechts. Dieser Wert zeigt dennoch die affine Bindung des
Aptamers an OTA unter nicht idealen Bedingungen und ist erfolgsversprechend fiir
zukiinftige Anwendungen des Aptamers in komplexen Proben des LFAs.

Um das Aptamer spater in einem Assay mit TID-Mechanismus anwenden zu kénnen, wird
ein komplementdres Oligonukleotid bendtigt. Die Bindung an dieses wird im néchsten

Abschnitt untersucht.
4.1.2.2 Bindung des Aptamers an ein komplementares Oligonukleotid

Fiir einen verdrangungsbasierten Assay wird ein Oligonukleotid bendtigt, zu welchem das
Aptamer eine geringere Affinitat als zum Target besitzt. Fiir das OTA-Aptamer wurden
bereits erfolgreich komplementére Olignonukleotide ermittelt [106] und in einer vorherigen
Arbeit am TCl verwendet [88]. Es handelt sich hierbei um eine 10 Nukleotide lange
komplementare Sequenz, auf die 2 nicht komplementdre Nukleotide folgen. Die
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Basenpaarungen des Aptamers mit dem cOligo ist in Abbildung 14 dargestellt, dabei ist der
Bereich der G-Quadruplex Struktur zur Bindung des Targets grau hinterlegt. Um ein
paralleles Binden des Targets und des cOligos zu unterbinden, ist ein lberschneidener

Bereich des Strukturmotivs und der Basenpaarungen hilfreich.

5'TGGTGGCTGTAGGTCAGCATCTGATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAG CA-II-CIXI;(I;'?‘(I:I?\ACG 3'

Ll
L 3' CGTAGCCTGTAT 5'
Aptamer

cOligo J

Abbildung 14: Sequenzen von Aptamer und cOligo. Der Bereich der G-Quadruplex Struktur des Aptamers grau
hinterlegt, die Basenpaarungen der Oligonukleotide sind durch Verbindungslinien dargestellt.

Zur Ermittlung der Affinitat wurde einer der beiden Bindungspartner mit Cy5 modifiziert.
Die Versuchsdurchfiihrung ist unter B.3.1.2 beschrieben. Abbildung 15 zeigt die
Bindungskurve des Aptamers und Cy5-cOligos.
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Abbildung 15: Bindungskurve vom Cy5-cOligo (25 nM) und Apt im Bereich von 10 uM - 306 pM. Auswertung
der Fluoreszenz-Signale nach 15s Thermophorese. Dargestellt ist die normierte Fluoreszenz (Fnorm [%]) in
Abhingigkeit von der Aptamer-Konzentration [nM]. Ausgewertet mittels MO.Control von NanoTemper,

Sigmoidaler Fit in Origin erstellt.

Bei dieser Kurve ist ebenfalls ein beginnender Sattigungsbereich bei hohen Aptamer-
Konzentrationen und ein sigmoidales Bindungsverhalten zu erkennen. Der Ki-Wert liegt bei
119,9 nM mit einer Standardabweichung von 40,6 nM und ldsst demnach auf eine affine
Bindung schlieBen. Aufgrund der mehr als dreifach erhdhten Ky im Vergleich zum Target

(33,5 nM) eignet sich das cOligo fiir einen TID-Assay, welcher im nichsten Abschnitt

untersucht wurde.
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4.1.2.3 Ermittlung der kompetitiven Bindung des Targets und cOligos an das Aptamer

Bei einem TID-Assay konkurrieren zwei Molekiile um die Bindung an ein weiteres Molekdil,
in dieser Arbeit konkurrieren das cOligo und das OTA um die Aptamer-Bindung. Aufgrund
der zuvor bestimmten Ky sollte das Gleichgewicht der Reaktion auf Seiten der Aptamer-
OTA-Bindung liegen. Fiir die Ermittlung der Kompetition mittels MST wurden Aptamer und
cOligo in konstanter Konzentration verwendet, wahrend OTA in einer Konzentrationsreihe
vorlag. Als konstante Konzentrationen wurden, wie bei den vorherigen Messungen, je 25 nM
Aptamer und Cy5-cOligo eingesetzt. Das OTA wurde in Bindepuffer gelést und im
Konzentrationsbereich von 20 uM - 610 pM eingesetzt. Die resultierende Kurve der

Messung ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Bindungskurve des TID-Assays mit 25 nM Cy5-cQOligo, 25 nM Apt und OTA im Bereich von
5 uM - 153 pM. Dargestellt ist die normierte Fluoreszenz (Fnorm [9%]) in Abhingigkeit von der Aptamer-
Konzentration [nM]. Ausgewertet mittels MO.Control von NanoTemper, sigmoidaler Fit in Origin erstellt.

Die Kurve zeigt die Dissoziation des Cy5-0ligos vom Aptamer in Abhédngigkeit von der OTA-
Konzentration. Da Cy5-cOligo und Aptamer in gleicher Konzentration vorlagen und das OTA
variiert wurde, ist der Effekt der kompetitiven Bindung deutlich zu erkennen. Die
Fluoreszenzsignale des Cy5-cOligos nehmen mit steigender OTA-Konzentration ab. Die
vorliegenden Konzentrationen sind nicht ausreichend, um einen Sattigungsbereich bei
hohen OTA-Konzentrationen abzubilden, der Kurvenverlauf deutet jedoch auf einen
Sattigungsbereich hin. Mit zunehmender OTA-Konzentration wurden mehr cOligos vom

Aptamer ,verdrangt”, die cOligos diffundierten dadurch schneller aus dem erwdrmten
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Messbereich und das Fluoreszenzsignal wurde vermindert. Das Target OTA ist folglich in der
Lage bereits bei niedrigen Konzentrationen im nanomolaren Bereich das cOligo vom
Aptamer zu verdrangen. Ein kompetitiver Versuchsaufbau flir spatere Anwendungen kann
auf dieser Grundlage weiter untersucht werden.

Fiir anschlieBende Studien des Systems wurden die MST-Messungen auf das Microarray-
Format libertragen, diese werden im nachsten Kapitel dargestellt. Da Microarrays einen
immobilisierten Bindungspartner erfordern, kdénnen weitere Informationen uber das
Bindungsverhalten der 3 Molekiile gewonnen werden. Die Immobilisierung der
Oligonukleotide konnte zu einer Beeintrachtigung der Funktionalitdt durch Fehlfaltungen
flihren, weiterhin kdnnte eine zu hohe Konzentration immobilisierter Partner zu sterischen
Hinderungen fiihren. Um diese mdglichen Problematiken zu untersuchen und lésen zu

kénnen, wurde zunichst eine Ubertragung auf Microarrays gewahlt und spater auf den LFA.
4.1.3 Bindungsstudien mittels Microarrays

Fiir einen zukiinftigen diagnostischen Aufbau missen Aptamer und cOligo auch
immobilisiert funktional sein, da sie entweder auf Gold-Nanopartikeln oder einer Oberflache
immobilisiert werden sollen. Im Microarray-Format kann diese Funktionalitdt bestimmt
werden und es konnen mit sehr kleinen Volumina entscheidende Parameter wie
Konzentrationen und Pufferzusammensetzung optimiert werden. Wie bei den MST-
Experimenten sollten die Aptamer-cOligo-Bindung und der TID-Mechanismus untersucht
werden. Dafiir wurden Glasslides mit unterschiedlichen Oberflaichenmodifikationen
ausgetestet: 3D-Aldehyd-Glasslides sowie Nitrozellulose (NZ) beschichtete Glasslides.

Auf der 3D-Aldehyd-Oberfldche ist eine Antifouling-Matrix kovalent auf der Glasoberflache
angebracht. Das Netzwerk der Matrix ist endstindig mit freien Aldehyd-Gruppen
funktionalisiert, die zur Immobilisierung mit z.B. Amino-modifizierten Oligonukleotiden
(Imin-Bildung) verwendet werden kénnen. Bei den mit einer diinnen Schicht Nitrozellulose
beschichteten Glasslides gibt es keine funktionalen Gruppen, sondern ein Netzwerk aus
Nitrozellulose, in dem die Oligonukleotide adsorptiv oder mittels Streptavidin-Biotin-
Kupplung immobilisiert werden [107]. Die Nitrozellulose des Microarrays ist vergleichbar
mit dem Testbereich eines LFAs, daher kann im miniaturisierten Format des Microarrays die
spatere Bindung libertragbar getestet werden. Zur Auswertung eines Micorarrays ist

ebenfalls ein fluoreszenz-markierter Bindungspartner notig, weshalb Cy5-modifizierte
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Oligonukleotide verwendet wurden. Aufgrund der kurzen Sequenz (12 Nukleotide) des
cOligos wurde ein Ajs-Spacer zwischen Amino-Modifikation und Sequenz eingefiigt.
Dadurch sollte ein gewisser Abstand der hybridisierenden Basen zur NZ erreicht und
sterische Hinderungen vermindert werden. Das Cy5-cOligo wurde ohne Spacer verwendet.

Die Ergebnisse der Microarray-Versuche wurden im Rahmen einer Abschlussarbeit? erzielt.

4.1.3.1 Bindung des Aptamers an ein komplementares Oligonukleotid

Zundchst wurde durch eine SYBR-Green Farbung sichergestellt, dass Oligonukleotide auf
3D-Aldehyd-Slides immobilisiert werden konnen. Dafiir wurden das Aptamer sowie das
cOligo in verschiedenen Konzentrationen und Puffern auf den Microarray aufgebracht.
Hierbei konnte erfolgreich festgestellt werden, dass sich beide Oligonukleotide mittels
Amino-Modifikation immobilisieren lassen und mit hdherer Konzentration auch ein héheres
Fluoreszenz-Signal detektiert wurde. Die Immobilisierung des Aptamers lieferte dabei stets
hohere Signale, da das Aptamer mit 61 Nukleotiden wesentlich ldnger ist als das cOligo (12
Nukleotide) und daher mehr SYBR-Green pro Oligonukleotid interkalieren kann (Ergebnisse
unter 7.1).

Im Microarray-Format kann keine direkte Aptamer-OTA-Bindung untersucht werden, da das
OTA weder fluoreszenz-markiert noch auf den Microarrays immobilisiert werden kann. Zwar
besitzt das OTA eine Eigenfluoreszenz im UV-Bereich [91], diese kann jedoch nicht mit dem
zur Verfligung stehenden GenePix-Analyzer ausreichend ausgewertet werden. Daher konnte
die Aptamer-OTA-Bindung lediglich durch den TID-Mechanismus untersucht werden. Zuvor
sollte jedoch die Hybridisierung von Aptamer und cOligo festgestellt werden. Daflir wurden
auf beiden Oberflachenarten je Aptamer und cOligo immobilisiert und mit dem Cy5-
markierten Bindungspartner inkubiert. Zu erwarten ware ein Anstieg des Fluoreszenz-
Signals mit steigender Konzentration des Cy5-markierten Bindepartners. Dieser Verlauf
konnte auf 3D-Aldehyd-Slides festgestellt werden (Ergebnisse unter 7.2), der
Versuchsaufbau wurde daraufhin auf Nitrozellulose libertragen.

Dafiir wurden Amino-modifizierte Oligonukleotide aufgegeben und mit verschiedenen

Konzentrationen der Cy5-markierten Bindungspartner inkubiert. Die Ergebnisse sind in

3 Entwicklung Aptamer-basierter Microarrays zur Detektion von Ochratoxin A, Jasper Schrammel, 2018 [154]
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Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Hybridisierung von Aptamer (Apt) und cOligo auf Nitrozellulose-Slides. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Fluoreszenz-Signalintensititen. Aufgegebene Konzentrationen des NH.-Aptamers/ -cOligos:
25 pM. Cy5-DNA wurde in den Konzentrationen 0,5 - 500 nM zugegeben.

Auf Nitrozellulose-Slides war die Hybridisierung erfolgreich, mit zunehmender Cy5-DNA
wurden hohere Fluoreszenz-Signale erhalten. Die hdochsten Fluoreszenz-Signale konnten
mit aufgegebenem cOligo und Cy5-Aptamer erzielt werden. Die Abnahme des Signals bei
Verringerung der Cy5-Komponente ist deutlich zu erkennen. Bei den 3 hdchsten
Konzentrationen tiberwiegt auf Nitrozellulose (NZ) die Signalintensitat des Cy5-cOligo
gegenliber dem Aptamer. Der Signalabfall lber die Konzentration ist beim Cy5-cOligo
jedoch wesentlich starker, sodass bei geringeren Konzentrationen die Signalintensitit des
Cy5-Aptamers liberwiegt. Beide Oligonukleotide eignen sich somit flir eine Immobilisierung
auf der Nitrozellulose. Aufgrund der unterschiedlichen Sequenzlangen der Oligonukleotide
und sterischen Hinderungen durch die Immobilisierung, kommt es zu den verschiedenen

Signal-Verlaufen.

Als dritte Immobilisierungsmdglichkeit wurde die Streptavidin-Biotin-Kupplung auf
Nitrozellulose-Slides untersucht. Das tetramere Protein Streptavidin kann mit jeder der 4
Untereinheiten Biotin binden und die Bindungsstarke der Molekiile dhnelt einer kovalenten
Bindung [108]-[110]. Mittels der Streptavidin-Biotin-Kupplung kann eine gerichtete
Immobilisierung erreicht werden, fir die Test- und Kontrolllinien von LFAs wird diese

Immobilisierungsmethode oftmals eingesetzt [84]. Streptavidin wurde auf die
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Nitrozellulose-Slides gegeben, nach Blockieren wurde der Slide mit biotinylierten
Oligonukleotiden inkubiert, bevor die Inkubation mit der Cy5-Komponente erfolgte. Durch
die Immobilisierung des Streptavidins auf der NZ 1 - 2 sollten Bindestellen unzugénglich
sein. Durch ein &dquimolares Verhdltnis des Streptavidins und der biotinylierten
Oligonukleotide wird gewahrleistet, dass die Oligonukleotide nicht zu dicht immobilisiert
und sterische Hinderungen unterbunden werden. Die Ergebnisse der Hybridisierung sind in

Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Hybridisierung mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung auf Nitrozellulose-Slides. Dargestellt sind
die Mittelwerte der Fluoreszenz-Signalintensitdten. Aufgegeben wurden 10 uM Streptavidin und mit 10 pM
Biotin-Aptamer (Apt)/ -cOligo inkubiert. Cy5-DNA wurde in den Konzentrationen 0,5 - 500 nM zugegeben.

Die hier erreichten Signalintensitdten dhneln der Immobilisierung auf NZ ohne Streptavidin-
Biotin-Kupplung. Jedoch hat hier bei allen eingesetzten Konzentrationen das Signal des
Cy5-cOligos gegeniiber dem des Cy5-Aptamers (iberwogen. Die Sattigung der
immobilisierten Aptamere durch die Cy5-cOligos setzte bereits, nach starkem Signalanstieg
von 1 nM auf 10 nM, bei 50 nM ein, beim Cy5-Aptamer ist der Beginn eines Plateaus erst
ab 250 nM zu vermuten. Hier findet die groBte Signalsteigerung von 10 nM auf 50 nM an.
Die Hybridisierung des Cy5-Aptamers an das immobilisierte cOligo wird aufgrund der langen
Sequenz erschwert, die groBen Aptamere stoBen sich aufgrund der negativen Ladung
gegenseitig ab. Freie Cy5-cOligos haben weniger sterische Hinderungen und kénnen in dem
.Netz" langer immobilisierter Aptamersequenzen leichter binden. Eine Bindung des

Cy5-Aptamers an das kurze immobilisierte cOligo ist dadurch bei geringen Konzentrationen
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schwieriger und erst bei hoheren Konzentrationen ahnlich erfolgreich, wie die
Hybridisierung von Cy5-0ligos an immobilisierte Aptamere.

Auf beiden Oberflichen (3D-Aldehyd und NZ) erfolgte eine erfolgreiche Hybridisierung von
Aptamer und cOligo. Da die spatere diagnostische Anwendung Nitrozellulose als Oberflache
verwenden soll, wurde fiir die weiteren Verdrangungsstudien auf Microarrays daher nur
diese Oberfliche, mit beiden Immobilisierungsarten (direkt adsorbtiv und indirekt tiber

Streptavidin), untersucht.
4.1.3.2 Ermittlung der kompetitiven Bindung des Targets und cOligos an das Aptamer

Bei TID-Assays auf Microarrays wird ebenfalls ein Oligonukleotid auf der Oberflache
immobilisiert, wahrend das andere Cy5-modifizierte Oligonukleotid sowie das Target (hier
OTA) in Lésung vorliegen. Die in Losung vorliegenden Komponenten wurden zeitgleich auf
den Microarray aufgegeben und inkubiert. Mit zunehmender OTA-Konzentration ware ein
Signalabfall zu erwarten. Bei Cy5-markiertem Aptamer durch die Interaktion von Aptamer
und OTA, wodurch weniger Aptamer am immobilisierten cOligo bindet. Andererseits beim
Cy5-cOligo durch die Kompetition mit OTA und daraus resultierenden reduzierten
Bindungsmadglichkeiten des cOligos an das immobilisierte Aptamer. Die Ergebnisse der
Verdrangungsstudie fiir adsorptive Bindung sowie mit Streptavidin-Biotin-Kupplung sind in

Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Kompetitions-Assay auf Nitrozellulose-Slides. Dargestellt sind die Mittelwerte der
Fluoreszenz-Signalintensititen. A: Gespottete Konzentrationen des NHz-Aptamers (Apt)/ cOligos: 25 uM,
behandelt mit 5 nM Cy5-DNA und 0,01 - 1000 nM OTA. B: Gespottet wurden 10 uM Streptavidin, inkubiert
mit 10 uM Biotin-Aptamer/ -cOligo und 0,01 - 1000 nM OTA.
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Es ist ersichtlich, dass durch die Zugabe von OTA ein geringeres Fluoreszenzsignal erhalten
wurde. Jedoch wurde bei Streptavidin-Biotin-Kupplung der Kontrollwert ohne OTA von
Proben mit geringer OTA-Konzentration ({berschritten. Hier kann ein Grund im
Versuchsaufbau liegen: Die Gummidichtungen der Microarrays sollten die 16 Kammern
voneinander abgrenzen, es kann jedoch passieren, dass Flissigkeit in andere Kammern durch
nicht ausreichende Dichtung passiert. Wenn OTA in die Kammer der Kontrolle gelangt, kann
diese kontaminiert werden und verfdlschte Ergebnisse liefern. Die Signalintensitaten bei
adsorptiver Immobilisierung sind insgesamt hoher als bei Immobilisierung mittels
Streptavidin-Biotin-Kupplung. Das kann an der Dichte der immobilisierten Oligonukleotide
auf der NZ liegen, da die aufgegebenen Konzentrationen nicht genau den immobilisierten
entsprechen. Vor allem durch den zusatzlichen Bindungsschritt durch Streptavidin kdnnen
hier mehr ,Immobilisierungsverluste” entstehen, durch Waschschritte vor Inkubation mit
der Cy5-DNA wurden nicht-immobilisierte Oligonukleotide entfernt. Auffallig ist auch, dass
sich die Signalintensitdten der Versuchsausrichtung teils stark unterscheiden. Bei
adsorptiver Bindung ist das Signal der Cy5-cOligos fast 3-mal so hoch wie das des Cy5-
Aptamers. AuBerdem konnte mit dem Cy5-cOligo eine Verdrangung von iiber 50 % erreicht
werden, mit dem Cy5-Apt hingegen nur um ca. 10 %. Diese Beobachtungen sind erneut
durch die sterischen Hinderungen der langen Cy5-Aptamere im Vergleich zu den Cy5-
cOligos zu erkldaren. Der Anteil gebundener Aptamere unterscheidet sich vermutlich bei
Versuchsausrichtung: Bei immobilisierten Aptameren werden mehr Cy5-cOligos gebunden
als Cy5-Aptamere an immobilisierte cOligos. Dadurch kann bei mehr verdrangten DNA-
Molekiilen ein groBerer Signalunterschied erreicht werden.

Mit Streptavidin-Biotin-Kupplung waren die Signalintensitaten insgesamt geringer, fiir das
Cy5-Apt ca. 75 % geringer und fiir das Cy5-cQOligo nur etwas liber 10 %, ebenfalls aufgrund
der sterischen Hinderungen und Konzentrationsunterschiede der immobilisierten Molekiile.
Von der Probe mit 0,1 nM OTA ausgehend, konnte mit 1 uM OTA {iber 50 % des cOligos
verdrangt werden, fiir beide Testausrichtungen (Abbildung 19B). Die Verdridngung des
cOligos vom Aptamer war lber Streptavidin-Biotin-Kupplung mit Cy5-markiertem cOligo
wesentlich erfolgreicher als mit adsorptiver Immobilisierung. Griinde dafiir kdnnen sterische
Hinderungen sein. Bei der adsorptiven Bindung liegt das Aptamer eher planar auf der NZ,
bei der Streptavidin-Biotin-Kupplung hat es eine groBere Distanz zur NZ und liegt
aufgerichtet vor, wodurch die korrekte Faltung zur Ausbildung des G-Quadruplex zur OTA-
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Bindung erleichtert wird. Die Ausrichtung der Oligonukleotide sollte mittels Streptavidin-
Biotin-Kupplung aufgrund des &dquimolaren Verhaltnisses flir ausreichend Freiraum
zwischen den Oligonukleotiden sorgen, zusatzlich sorgt das Streptavidin flir weiteren
Abstand und ermdglicht eine gerichtete Immobilisierung.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Hybridisierung von Aptamer und cOligo auf
Microarrays erreicht werden konnte und weiterhin durch Zugabe von OTA ein erfolgreicher
TID-Assay durchgefiihrt wurde. Dieser kann mit beiden Oligonukleotid-Ausrichtungen
vergleichbar erfolgreich durchgefiihrt werden, wenn als Immobilisierungsmethode die
Streptavidin-Biotin-Kupplung verwendet wird. Beim spateren Aufbau eines LFA sollten
beide Immobilisierungsmethoden  parallel untersucht werden, da durch die
Zusatzkomponente Gold-Nanopartikel und den erweiterten Testaufbau die Komplexitat
zunimmt.

Zur weiteren Entwicklung des diagnostischen Assays wurden im nachsten Kapitel die Gold-

Nanopartikel hergestellt und spater mit den Oligonukleotiden modifiziert.

4.2 Herstellung und Charakterisierung von Gold-Nanopartikeln

Gold-Nanopartikel (AuNP) kommen schon seit langem als optische Signalgeber in der
Diagnostik zum Einsatz. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Oligonukleotide daran konjugiert
werden und ein Aptamer-basierter LFA entwickelt werden. Zundchst sollte die Herstellung
von AuNP erfolgen, dabei wurde sich fir die chemische bottom-up Methode mit
Natriumcitrat entschieden. Diese findet in der Literatur zahlreiche Verwendungen und
liefert stabile AUNP mit recht homogener GroBenverteilung. Es gibt jedoch unterschiedliche
Synthese-Parameter bei dieser Methode, die beziiglich der resultierenden GréBe und
Stabilitat der AuNP verglichen wurden. Es sollten AuNP mit einer GréBe zwischen 10 und
20 nm, einer homogenen GrdBenverteilung und hoher Stabilitdt hergestellt werden.

Zusatzlich sollten die AuNP leicht mit Oligonukleotiden zu modifizieren sein.
4.2.1 Synthese von Gold-Nanopartikeln

Die bottom-up Methode ist eine keim-vermittelte Methode, bei der die AuNP aus
Zusammenschliissen einzelner Au-Atome ,wachsen”. Als Gold-Vorlaufer wird
Tetrachlorogoldsdure (HAuCls) eingesetzt. Das 2. Edukt ist Natriumcitrat, das als
Reduktionsmittel, Stabilisator und Puffer fungiert. Durch Erhitzen bis zum Siedepunkt
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(~100 °C) und einer folgenden Temperatur von 90 °C findet die AuNP-Synthese statt. Die
zuerst publizierte chemische Synthese von Citrat-stabilisierten AuNP von Turkevich et al.
[35] findet mit nur einer Zugabe der Edukte statt, Bastus et al. [36] haben bei der Methodik
durch wiederholte Zugaben der Edukte ein konstantes Wachstum der AuNP erwirkt und

dadurch eine gezielte Einstellung der GroBe der resultierenden AuNP ermdglicht.
4.2.1.1 Synthese von Citrat-stabilisierten AuNP nach Turkevich et al.

Fiir die Methode nach Turkevich et al. wurde nach dem Sieden einer HAuCls-L6sung
Natriumcitrat zugegeben. Nach wenigen Sekunden war ein Farbumschlag der gelblichen
Losung uber farblos zu dunkelrot, der charakteristischen Farbe von AuNP, zu erkennen. Die
abgekiihlten AuNP wurden nach der Synthese kiihl und lichtgeschiitzt gelagert. In
Abbildung 20 ist ein UV-Vis-Spektrum der AuNP dargestellt, Charakteristika werden hieran

erldutert.
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Abbildung 20: UV-Vis Spektrum von Citrat-stabilisierten AuNP nach Turkevich et al.

Im UV-Vis-Spektrum ist ein lokales Minimum bei ca. 450 nm zu erkennen, danach folgt das
Maximum um 520 nm sowie ein starker Absorptionsabfall, der sich asymptotisch einem
Minimum nahe 0 anndhert. Damit weist das Spektrum einen typischen Verlauf fiir AuNP
auf. Mit zunehmender GroBe der AuNP verschiebt sich das Maximum nach rechts (bis zu
tiber 600 nm [36]), das Maximum der hergestellten AuNP liegt bei 523 nm und lasst daher
auf AuNP einer GroBe zwischen 10 — 30 nm schlieBen [111]. Bei stabilen AuNP sollte ein
starker Signalabfall nach dem Maximum erfolgen, ein schwacher Abfall deutet auf

Instabilitdit und Agglomeration hin. Die synthetisierten AuNP weisen einen starken
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Absorptionsabfall, und somit ein Indiz fiir ein homogenes Kolloid ohne AuNP-Agglomerate,

auf [112]. Weitere Analysen der AuNP sind unter 4.2.2 aufgefiihrt.

4.2.1.2 Synthese Citrat-stabilisierter AUNP mit wiederholter Zugabe der Edukte

Als zweite Methode der AuNP-Synthese wurde die wiederholte Zugabe der Edukte
durchgefiihrt. Hierbei wurde mehrfach Natriumcitrat und Tetrachlorogoldsdure zugegeben
und die Temperatur konstant bei 90 °C gehalten. Durch Absenken der Temperatur unterhalb
des Siedepunktes wird die sekunddre Keimbildung reduziert und das Partikelwachstum
begiinstigt. Das bedeutet zugegebene Gold-Atome bilden keinen neuen ,Kern" fiir AuNP
aus, sondern fiigen sich an bereits bestehende, kleine AuNP an und somit ,wachsen” die
Gold-Atom-Zusammenschliisse der Anfangslésung konstant. Durch Anzahl der Zugabe-
Zyklen kann die PartikelgroBe somit gezielt beeinflusst werden. Damit sich der pH-Wert des
Syntheseansatzes durch die mehrmalige Zugabe von HAuCls nicht ins Saure verschiebt, ist
zusétzliches Natriumcitrat nétig. [36] Im Rahmen dieser Arbeit wurden AuNP mit
verschiedene Zugabe-Zyklen getestet, fiir stabile AuNP haben sich dabei 3 Zyklen bewahrt?.
Ein UV-Vis Spektrum der AuNP nach 3 Zyklen ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: UV-Vis Spektrum von Citrat-stabilisierten AuNP mit dreimaliger Zugabe der Edukte.

4 Dieses Ergebnis wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Jenny Irwan erhalten. ,Synthese und Modifikation
von Gold-Nanopartikeln”, 2018 [155].
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Das UV-Vis-Spektrum weist die gleichen Extrempunkte auf, wie das der AuNP mit nur einer
Edukt-Zugabe. Das Maximum liegt mit 524 nm minimal hoher, die AuNP dieser Synthese
scheinen daher geringfligig groBer zu sein. Der Absorptionsabfall nach 520 nm ist bei
diesem Spektrum etwas starker als zuvor und suggeriert eine stabile, Agglomerat-arme
Dispersion. Die Absorption der AuNP ist insgesamt niedriger, was auf eine geringere
Konzentration der AuNP hinweist. Die Analyse mit zusatzlichen Methoden erfolgt im

nachsten Abschnitt.
4.2.2 Charakterisierungen der synthetisierten AuNP

Mit den 2 durchgefiihnrten Synthesemethoden konnten AuNP hergestellt werden, die
unterschiedlichen UV-Vis-Spektren deuten dabei auf verschieden groBe AuNP hin. Die
GroBe der Partikel kann zum einen anhand des Spektrums ermittelt werden, eine genaue
GroBenbestimmung erfolgt weiterhin mittels Rasterelektronenmikroskopie. Zur spateren
Analyse von funktionalisierten AuNP soll in diesem Kapitel ebenfalls die AuNP-

Konzentration berechnet werden.
4.2.2.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Eine genaue Bestimmung der GréBe und auch Form von Nanopartikeln wird klassisch tiber
Elektronenmikroskopie, ~ Transmissions-Elektronenmikroskopie ~ (TEM) oder Raster-
Elektronenmikroskopie (REM), durchgefiihrt. Fiir diese Arbeit wurden die AuNP mittels REM

analysiert und die GroBe anhand der Aufnahmen in Abbildung 22 bestimmt.

Abbildung 22: REM-Aufnahmen von AuNP. A: Citrat-stabilisierte AuNP mit einer Edukt-Zugabe nach Turkevich
etal, B: Citrat-stabilisierte AUNP mit dreimaliger Edukt-Zugabe.
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Mithilfe von ImageJ wurde die GroBe anhand von 20 einzelnen AuNP bestimmt, die AuNP
mit nur einer Edukt-Zugabe sind 13 nm + 1,65 nm groB3 und entsprechen den Angaben in
der Literatur [6], [35], [70]. Die AuNP mit dreimaliger Edukt-Zugabe sind gr6Ber, bestimmt
wurde hier eine GroBe von 17,4 nm £ 1,6 nm. Auf den Aufnahmen ist weiterhin zu erkennen,
dass die meisten AuNP eine runde Form haben, selten etwas oval oder eckig. Jedoch liegen
die AuNP unterschiedlich vereinzelt oder in kleineren Agglomeraten vor. Die AuNP mit
dreimaliger Edukt-Zugabe liegen groBtenteils vereinzelt vor und wenn sie nahe an anderen
AuNP sind, kann man dennoch deutlich die Konturen der einzelnen AuNP erkennen. Die
AuNP mit einer Edukt-Zugabe hingegen weisen einige Agglomerate auf, bei denen auch
keine AuNP-Konturen mehr erkennbar sind. Insgesamt weisen die AuNP mit dreimaliger
Edukt-Zugabe eine homogenere Form und GroBe auf, wohingegen die AuNP mit einer
Edukt-Zugabe teilweise auch in kleinen Agglomeraten vorliegen kénnen. Die Beobachtung
der Agglomerat-Bildung wird zusétzlich durch das UV-Vis-Spektrum unterstiitzt. Das
Spektrum der AuNP mit einer Edukt-Zugabe zeigt einen etwas schwacheren
Absorptionsabfall nach dem Maximum als das der AuNP mit dreimaliger Edukt-Zugabe,
diese leichte Flankenbildung kann auf Agglomerate hindeuten.

Da nicht von jeder AuNP-Charge REM-Aufnahmen zur GroBenbestimmung angefertigt
werden konnten, wurden weitere Methoden zur Bestimmung herangezogen, mit denen jede

neue Charge lberpriift wurde.

4.2.2.2 UV-Vis-Analyse

Anhand des UV-Vis Spektrums kann nach Haiss et al. [111] neben der AuNP-GrdBe auch die
Konzentration der AuNP-Dispersion bestimmt werden. Diese Berechnungen basieren auf
dem Verhaltnis der Absorptionssignale des Maximums sowie bei 450 nm und sie wurden in

Tabelle 1 angewendet.
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Tabelle 1: UV-Vis Charakteristika von Citrat-stabilisierten AuNP.

Eine Edukt- dreimalige Edukt-
Zugabe Zugabe

SPR Maximum [nm] 523 524
Amax 1,51 1,11
Asso 0,96 0,67
Amax [ Aaso 1,575 1,67
GroBe [nm] ~12 ~17 mittels Verhaltnis Amax [ Asso [111]
E 1,09 * 108 3,24 108 aus [111]
Konzentration [nM] 35,3 2,1 (As50/ €)

Fiir die AuNP mit einer Edukt-Zugabe wurde mittels UV-Vis-Spektrum eine GréBe von
ca. 12 nm berechnet, fiir die AuNP mit dreimaliger Edukt-Zugabe ca. 17 nm. Diese GréBen
stimmen mit denen der REM-Aufnahmen (13 und 17,4 nm) lberein. Weiterhin befand sich
das Maximum der AuNP mit einer Edukt-Zugabe bei 523 nm, das der AuNP mit dreimaliger
Edukt-Zugabe bei 524 nm. Je gréBer die AuNP, desto mehr verschiebt sich das Maximum
zu hoheren Wellenldngen. Desweiterem wurde die Konzentration der AuNP berechnet, die
fir beide AuNP-Varianten im nanomolaren Bereich lag, die der AuNP mit einer Edukt-
Zugabe ist jedoch um ein Vielfaches hoher. Dieser Konzentrationsunterschied resultiert

aufgrund der unterschiedlichen Synthesen und wurde als ndchstes genauer untersucht.
4.2.2.3 Berechnungen der AuNP-Konzentration

Da die GroBe der synthetisierten AuNP durch REM ermittelt wurde und die UV-Vis-
Spektroskopie diese GroBe bekraftigen, konnte die Anzahl der Gold-Atome pro Nanopartikel
errechnet werden. Die hier gezeigte Berechnung bezieht sich auf die AuNP, welche mit
dreimaliger Edukt-Zugabe synthetisiert wurden. Fir die AuNP mit einer Edukt-Zugabe sind
die berechneten Ergebnisse vergleichend in Tabelle 2 zu finden. Anhand des UV-Vis-
Spektrums ist eine Konzentrations-Berechnung méglich (siehe Tabelle 1), diese wird mit der

eingesetzten Au-Menge fiir die Synthese abgeglichen.
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Die Konzentration an Au-Atomen wurde mit Formel (1) berechnet:

c o\/
= HAuCIC/ HAuCl, (1)
Au
Wobei Vhaucl,= eingesetztes Volumen von HAuCls fiir die AuNP-Synthese und

V. = finales Volumen des Syntheseansatzes.

25 mMe0,0013L

=0,63mmoleL".
0,0528L

Damit ergibt sich: cpy, =

Zur Berechnung wie viele Au-Atome sich in einem AuNP befinden, wird das Modell von

Leff et al. [113], [114] fiir eine quasi-kugelformige AuNP-Form herangezogen.

4mird iD?
Au = - =T[_ (2]
3V,, 102
Dabei ist r =87 A, der Radius eines AuNP mit 17,4 nm Durchmesser und

D=174 A, der Durchmesser eines AuNP. Weiterhin ist

Vau = 17 A3, das Volumen eines Au-Atoms [113].
Damit bilden nach Formel (2) 162.255 Au-Atome einen AuNP.
Die Konzentration der synthetisierten AuNP (caunp) errechnet sich schlieBlich durch Division
von cay und Nay in Formel (3), dabei wird angenommen, dass alle eingesetzten Gold-Atome
AuNP bilden.

ca 0,63mM .
Canp = =~ _ 0,38810°mM = 3,88nM 3
ANP = N T 162,255 m n )

In Tabelle 2 sind die berechneten Ergebnisse flir die zwei verschieden synthetisierten AuNP

dargestellt.

Tabelle 2: Berechnung der AuNP-Zusammensetzung fiir beide Synthesearten.

eine Edukt-Zugabe dreimalige Edukt-
Zugabe
GréBe [nm] 13 17,4
Konzentration ,Au” in Syntheseansatz [mmol] 0,9 0,63
Au-Atome pro AuNP 67.667 162.255
Konzentration AuNP (berechnet) [nM] 13.4 39
Konzentration AuNP (nach UV-Vis) [nM] 353 2,1

In den 17,4 nm groBen AuNP sind 2,4mal so viele Au-Atome enthalten wie in den 13 nm
groBen AuNP. Da fiir die Synthese der kleineren AuNP mehr HAuCls4 eingesetzt wurde

(héhere Konzentration), resultiert fiir die 13 nm AuNP eine Konzentration von 13,4 nM, fiir
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die 17,4 nm AuNP hingegen nur 3,9 nM. Die mittels UV-Vis bestimmte Konzentration ist bei
den 17,4 nm AuNP um fast die Halfte geringer, bei den 13 nm AuNP jedoch um mehr als
das doppelte hoher. Eine so hohe Konzentration kann nach den Berechnungen nicht moglich
sein. Da aber auch nur mit Ndherungen die Zusammensetzung der AuNP berechnet wurde,
kann es zu Abweichungen kommen. Fiir weitere Berechnungen in dieser Arbeit werden der
Einfachheit halber die berechneten Konzentrationen verwendet und damit wird von einer
vollstandigen Synthese der Au-Atome zu AuNP ausgegangen. Fiir alle weiteren Versuche
dieser Arbeit wurden AuNP mit dreimaliger Edukt-Zugabe gewdhlt, da diese eine

homogenere Form-Verteilung sowie eine héhere kolloidale Stabilitdt aufweisen.
4.3 Funktionalisierung von Gold-Nanopartikeln mit Oligonukleotiden

In vorherigen Kapiteln wurde die Bindung eines Aptamers an sein Target sowie ein TID-
Mechanismus mit einem komplementdren Oligonukleotid untersucht. AuBerdem wurden
AuNP synthetisiert und charakterisiert. Die folgenden Kapitel behandeln die
Funktionalisierung der AuNP mit den Aptameren bzw. Oligonukleotiden. Die Anwendbarkeit
der funktionalisierten Partikel wird mit der in Abschnitt 4.1.2.3 und 4.1.3.2 vorgestellten
TID-Reaktion untersucht. Bei dem Entwicklungsprozess des finalen Lateral Flow Assays
werden verschiedene Prozessschritte parallel in einem iterativem Prozess untersucht
(Abbildung 23), um den Prozess zu optimieren. Fiir die Funktionalisierung der AuNP wird

fortan der Begriff ,Konjugation” verwendet.

Konjugation

Funktionalitats-

Gberprifung Lateral Flow Assay

Abbildung 23: Prozess zur Entwicklung eines Lateral Flow Assays. Beginn bei Konjugation, anschlieBende
Funktionalititsiiberpriifung und Ubertragung auf den Lateral Flow Assay. Aufgrund unzureichender Ergebnisse
bei der Funktionalitatsiiberpriifung und des Lateral Flow Assays, wurde die Konjugation weiter untersucht und
optimiert.

Im Folgenenden wird zuerst die Optimierung der Konjugation aufgezeigt, danach folgt die
Funktionalitatsiiberpriifung und schlieBlich der Aufbau und die Optimierung des Lateral

Flow Assays.
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4.3.1 Optimierung der Konjugation

Eine Herausforderung bei der Konjugation von AuNP mit Oligonukleotiden besteht darin,
dass beide negativ geladen sind. AuNP sind aufgrund der Synthese mit negativ geladenen
Citrat-Molekiilen besetzt und DNA hat ein negativ geladenes Riickgrat. Nukleinbasen
besitzen jedoch vorteilhafterweise eine natiirliche Affinitat zur Gold-Oberflache [6], [66].
Diese resultiert aus den Amino-Gruppen und Sauerstoff-Atomen der Purine und Pyrimidine.
Adenin hat die hochste Affinitdt zu Gold und Thymin die geringste [65]. Um die
Bindungsaffinitat eines Oligonukleotids zu erhohen, werden Oligonukleotide meist mit einer
Thiol-Gruppe (SH) modifiziert, da Schwefel eine hohe Affinitdt zu Gold hat (chemisorptive
Bindung) und eine gerichtete Konjugation ermdglicht [63], [70], [115]. Zur Uberwindung
der elektrostatischen Wechselwirkungen der negativen Ladungen werden haufig Salze wie
NaCl oder MgCl; bei der Konjugation eingesetzt [6], [72].

Eine der ersten Konjugationsmethoden, das ,Salt aging”, wird seit ihrer Verdffentlichung im
Jahr 2006 erfolgreich verwendet und individuell optimiert [72]. Weitere
Konjugationsmethoden beruhen auf einer pH-Erniedrigung [70] oder bendtigen keine
zusétzlichen Reagenzien sondern das Einfrieren des Konjugationsansatzes [73]. In diesem
Kapitel werden die drei angesprochenen Methoden verglichen und die jeweiligen Vor- und
Nachteile herausgearbeitet.

Zusatzlich wurden beide Ausrichtungsmoglichkeiten des Assays untersucht, d.h. die
Konjugation des Aptamers auf AuNP und ebenso die Konjugation des cOligos. Dafiir wurden
die Oligonukleotide mit einer Thiol-Gruppe am 5'-Ende versehen, da nahe am 3'-Ende die
Sequenzbereiche fir die Target-Bindung sowie Hybridisierung liegen und diese somit frei
zuganglich bleiben. Weiterhin wurde die Verwendung eines Spacers untersucht, der
zwischen der Thiol-Gruppe und den Nukleotiden angebracht ist, um sterische Hinderungen
zu verringern und mehr Faltungsflexibilitat durch eine langere Sequenz zu gewahrleisten.
Der gewihlte Spacer besteht aus 25 Adenin-Nukleotiden (Azs), da seine Verwendung
aufgrund der Adenin-Gold-Affinitat vorteilhaft ist [6], [70].

Folgende Parameter wurden fiir alle Konjugationsparameter konstant gehalten:

e Die AuNP wurden unbehandelt eingesetzt, d.h. der direkte Syntheseansatz

verwendet.

42



Experimenteller Teil

e Thiol-Oligonukleotide wurden zu den AuNP gegeben und der Konjugationsansatz
sofort durchmischt.

e Nach Beendigung der Konjugation wurde der Konjugationsansatz zentrifugiert, der
klare Uberstand abgenommen und das Konjugat-,Pellet” zweimal mit optimiertem
Puffer (siehe 4.3.1.1) resuspendiert und zentrifugiert. Nach der letzten Uberstands-
Abnahme wurde das Pellet nicht erneut resuspendiert, sodass final eine

Aufkonzentrierung der AuNP-Konjugate erfolgt.
4.3.1.1 Konjugation mittels pH-Erniedrigung

Diese Konjugationsmethodik basiert auf der Erniedrigung des pH-Werts, wodurch die
negativen Ladungen der Nukleotide ausgeglichen bzw. protoniert und elektrostatische
AbstoBungen verringert werden [70]. Dadurch kann die Konjugation der Oligonukleotide auf
AuNP mittels Thiol-Gruppe in kurzer Zeit erreicht werden. AuNP und Oligonukleotide
werden uber Nacht inkubiert, bevor durch Natriumcitratpuffer ein pH-Wert von 3
eingestellt wird. Zum einen verhilft die Protonierung der Basen zur Uberwindung der
repulsiven Krafte, zum anderen neutralisieren die Natrium-lonen die DNA und vermindern
die Krafte zusatzlich. Der niedrige pH-Wert wird nur fir wenige Minuten beibehalten, bevor
der Konjugationsansatz zentrifugiert wird. Der Axs-Spacer sollte sich positiv auswirken, da
Adenin von den 4 DNA-Basen die hochste Affinitdt zur Gold-Oberflache hat. Durch
Ausgleichen bzw. ein Verringern der Negativitit mittels pH-Anderung wird die Anlagerung

der Oligonukleotide mit affinen Adeninen zusatzlich beglinstigt [6], [116].
Folgende Parameter wurden fiir die pH-Erniedrigung untersucht und optimiert:

a. DNA-Konzentration
b. Volumen bzw. Salzkonzentration des Natriumcitratpuffers
c. Inkubationszeiten vor und nach Zugabe des Natriumcitratpuffers

d. Resuspensionspuffer fiir die Konjugate

Bei der Optimierung der Konjugation wurde die Konjugat-Ldsung zunédchst nach optischen
Merkmalen bewertet. Da bei jeder Konjugationsmethode reine AuNP bei gleicher
Behandlung (hier: Verringerung des pH-Werts) agglomerieren, weist eine rote Farbe des

Konjugats auf eine erfolgreiche Konjugation hin. Zur weiteren Optimierung wurden UV-Vis-
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Analysen und eine GroBenbestimmung mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS)
durchgefiihrt. Zu Beginn wurde das Thiol-modifizierte OTA-bindende Aptamer zur

Konjugation verwendet (Durchfiihrung unter B.6.1 beschrieben).
a. DNA-Konzentration

Zunachst wurde die notige DNA-Konzentration untersucht, dies geschah im Rahmen der
Bachelorarbeit von Corinna Brandt®. Laut Autoren der Konjugationsmethode sollen 3 uM
DNA verwendet werden [70]. Da jedoch gerade die SH-modifizierten Oligonukleotide einen
mafBgeblichen Kostenfaktor fiir LFAs darstellen, wurden verschiedene Konzentrationen
getestet: 0,5 uM, 1 uM, 2 uM sowie 4 pM. Bei Verwendung von 0,5 pM DNA waren die
Konjugate nur schwach rot und enthielten ein schwarzes Pellet. Die Konjugate mit 1, 2 oder
4 uM DNA wiesen alle eine vergleichbare rote Farbung auf, sodass fiir weitere Versuche

zunéchst aus Kostengriinden die niedrigste Konzentration (1 pM) eingesetzt wurden.
b. Volumen bzw. Konzentration des Natriumcitratpuffers

Zur Uberpriifung, ob die zugegebene Menge des Natriumcitratpuffers zur Neutralisation der
DNA-Ladung ausreicht oder mehr Salz-lonen die Konjugation beglinstigen, wurde das
dreifache Volumen des Natriumcitratpuffers zur Konjugation zugegeben. Die Konjugation
war zwar anhand der roten Farbe erfolgreich, wies aber keine Verbesserung auf, sodass
zugunsten der Aptamer-Stabilitdit und -Konformation das urspriingliche Volumen des

Puffers beibehalten wurde.
c. Inkubationszeiten vor und nach Zugabe des Natriumcitratpuffers

Die Konjugationsmethode beinhaltet zwei Inkubationszeiten: Nach Mischen von AuNP und
DNA (1.) sowie nach Zugabe des Natriumcitratpuffers (2.). Ublicherweise betrigt die
1. Inkubationszeit 16 h und die 2. 20 min. Eine Verkiirzung des 1. Inkubationsschritts war
nicht vorteilhaft, sondern flihrte zu mehr Agglomeraten. Eine Verdnderung des 2.

Inkubationsschritts war ebenfalls nicht forderlich: eine Verkiirzung auf 3 min fiihrte zur

5 .Entwicklung eines Aptamer-basierten Lateral Flow Assays zur Detektion von Ochratoxin A", Corinna Brandt, 2019 [156]
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ineffizienteren Konjugation, ebenso wie eine Verldngerung auf mehrere Stunden. Die

analytischen Daten dieser Konjugate sind unter 7.3 zu finden.
d. Resuspensionspuffer der Konjugate

Als Resuspensionspuffer wurde anfangs ddH,O verwendet. Die Verwendung des
Bindepuffers (A.3) des Aptamers wére vorteilhaft, damit alle ntigen lonen fiir eine korrekte
Aptamerfaltung vorhanden sind, um eine spatere Target-Bindung gewahrleisten zu kénnen.
Saccharose ist ein haufiger Zusatz fiir Konjugate [117], [118] und wurde auch daher mit
einer Konzentration von 2 % im Resuspensionspuffer getestet. Zur Stabilisation und
Funktionalitatsgewahrleistung der Konjugate wurde daher die Zugabe von Saccharose
sowie des Bindepuffers untersucht. Der Einsatz des Bindepuffers war zunéchst nicht
erfolgreich, nur bei starken Verdiinnungen auf 5-100% Bindepuffer trat keine
Agglomeration der Konjugate aufgrund der Salinitdt auf. Eine zugesetzte Saccharose-
Konzentration von 2 % konnte die Stabilitdt bei Einsatz des Bindepuffers nicht optimieren.
Mit den im verdiinnten Bindepuffer resuspendierten Konjugaten konnten erfolgreiche
Hybridisierungen auf Lateral Flow Assays erreicht werden. Kompetitive Verdrangungen
durch das Target OTA konnte jedoch nicht erreicht werden. Daher wurde untersucht, ob der
Bindepuffer um stérende Komponenten reduziert und dadurch mit hoherer Konzentration
eingesetzt werden kann, um die ideale Aptamer-Konformation zu gewahrleisten und die
OTA-Bindung zu erleichtern bzw. ermdglichen. Der Bindepuffer beinhaltet die Salze NaCl,
KCl sowie CaCl,. Monovalente lonen wie Na* und vor allem K* stabilisieren G-Quadruplexe
durch eine zentrale Bindung in der Struktur [24], [119]. Zwar zeigen Ergebnisse der CD-
Spektrometrie die Target-Bindung des Aptamers in Abwesenheit von Kalium [120], jedoch
tragt die Anwesenheit des Targets maBgeblich zur Bildung des G-Quadruplex bei. Um eine
effiziente G-Quadruplex Bildung auf dem LFA zu gewahrleisten, sollten die monovalenten
lonen daher zur Resuspension beibehalten werden. Zweiwertige lonen wie Ca2+ kdnnen die
AuNP-Stabilitat negativ beeinflussen und Aggregation hervorrufen [66], [121], [122]. Daher
wurde das Konjugat in Bindepuffer ohne CaCl, resuspendiert. Hierbei konnte 100 %
Bindepuffer mit 2 % Saccharose eingesetzt werden, ohne die Stabilitdt der Konjugate zu

beeintrachtigen.
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Durch den Einsatz des Bindepuffers ohne CaCl, und Saccharose konnten stabile Konjugate
erhalten werden. Als nachstes wurden mit dieser Methodik die Konjugationen folgender

Oligonukleotide verglichen:

e SH-Aptamer (A) - 61 Nukleotide
e SH-Azs-Aptamer (As-A) > 86 Nukleotide
® SH-Azs5-c0ligo (A;5-0) - 37 Nukleotide

Aufgrund der kurzen Sequenz (12 Nukleotide) des cOligos wurde ein Azs-Spacer eingebaut.
Dadurch kann gewdhrleistet werden, dass die komplementdaren Basen des konjugierten
cOligos zur Hybridisierung mit dem Aptamer zugéanglich sind und sterische Hinderungen
aufgrund direkter AuNP-N3he und benachbarter cOligos vermindert werden. Abbildung 24

zeigt die resuspendierten Konjugate mit charakteristischer Rotfarbung.

-0

Abbildung 24: Konjugate nach pH-Erniedrigung. Nach 1. Zentrifugation resuspendiert in Bindepuffer ohne
CaCl, mit 2 % Saccharose (siehe A.3).

Die Konjugate A und A2s-O waren deutlich rot und wiesen nur ein kleines schwarzes
Agglomerat auf, Azs-A hingegen war blasser rot und verfligte liber mehr Agglomerate. Diese
optischen Merkmale implizieren flir Azs-A eine weniger effiziente Konjugation als fiir die
anderen beiden Oligonukleotide. Fiir alle Konjugate wurde anschlieBend eine UV-Vis- und

DLS-Analytik durchgefiihrt.
Analytik der Konjugate mittels pH-Erniedrigung

Die Konjugate wurden mithilfe verschiedener Methoden analysiert. Anhand eines UV-Vis-
Spektrums erfolgte ein Vergleich der Konzentrationen sowie der kolloidalen Stabilitdt der
Konjugate (siehe Tabelle 4). Mithilfe der Dynamischen Lichtstreuung (DLS) wurde der
hydrodynamische Durchmesser (@ [nm]) und der Polydispersintatsindex (PDI [%)]) bestimmt,
ein Indikator fiir die Mono- oder Polydispersitat der Konjugate [123].

Fiir die Auswertung des hydrodynamischen Durchmessers wurde zundchst die theoretische

GroBe der Konjugate berechnet. Mittels REM konnte die GroBe der AuNP auf 17,4 nm
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bestimmt werden. Die theoretische Ldnge der Oligonukleotide wird mittels Multiplikation
von Nukleotidanzahl und NukleotidgréBe (ca. 0,34 nm) bestimmt. Diese Lange multipliziert
mal 2, addiert mit der Gr6Be des AuNP [124], ergibt den theoretisch maximal mdglichen
Durchmesser eines konjugierten AuNP, bei welchem die Oligonukleotide vollstdandig
gestreckt und nicht gefaltet vorliegen. Diese berechneten Durchmesser kdnnen jedoch nur
als Naherung herangezogen werden, da die Hydrathiille nicht einberechnet ist. Die Partikel-

Durchmesser sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Berechnete Durchmesser von Konjugaten bei unterschiedlichen Oligonukleotiden. Die verwendeten
AuNP sind 17,4 nm groB.

Oligonukleotid Nukleotidanzahl Sequenzlinge [nm] | berechneter Durchmesser der
Konjugate [nm]
A 61 21 ~ 60
Axs-A 86 30 ~ 78
Azs-0 37 13 ~ 44

Der mittels DLS bestimmte hydrodynamische Durchmesser beinhaltet die Hydrathiille eines
konjugierten AuNP, der durch die negativen Ladungen der Oligonukleotide und die
Sequenzldngen beeinflusst wird. Flir das Bestimmen des hydrodynamischen Durchmessers
beim DLS wird der Diffusionskoeffizient bestimmt, der sowohl von der Masse, der Form
sowie der Oberflichenbeschaffenheit des Partikels abhéngt [125]. Daher sollte der mittels
DLS bestimmte hydrodynamische Durchmesser etwas groBer sein als der
Partikeldurchmesser [123], [125]. Die Ergebnisse der analytischen Messungen sind in

Tabelle 4 dargestellt (Durchfiihrung des DLS unter B.5.3.2).

Tabelle 4: Analytik der Konjugate nach pH-Erniedrigung. Konjugate A, A2s-A und A2s-0. Analytische Daten
von AuNP sind ebenfalls aufgefiihrt.

A Ass-A As-0 AuNP
SPR Maximum [nm] 526 524 526 524
Anmax 0,71 0,37 1,44 0,29
PPI (Asso/Asoo) 5,78 3,39 10,35 2,37

@ [nm] ‘ . ‘ .

90 106,5 75,1 26,6
PDI [%)] 229 27,5 24,4 16

47



Experimenteller Teil

Das SPR Maximum verschob sich wie erwartet durch Anlagerung der Oligonukleotide an die
AuNP-Oberflache in héhere Wellenldngen. Das SPR Maximum der reinen AuNP lag bei
524 nm, nach der Konjugation mit A sowie A2s-0 lag es bei 526, mit A2s-A hat es sich jedoch
entgegen der Erwartung nicht verschoben. Das hochste Absorptionssignal (Amax) sollte nach
der Konjugation um ein Vielfaches hoher sein, da eine 10-fache Aufkonzentrierung der
AuNP erfolgte. Flir A25-0 ist das Amax fast 5mal erhoht, fiir A mehr als 2-mal und fiir A2s-A
nur minimal. Beide Daten deuten fiir A2s-A auf eine wenig effiziente Konjugation hin, davon
war aufgrund der schwach roten Farbe des Konjugats bereits auszugehen. Die beiden
anderen Konjugationen waren erfolgreicher, wobei die Konjugation von Azs-O die besten
Ergebnisse liefert. Der PPl (Primary Particle Index) gibt aufgrund des Verhiltnisses der
Interband Absorption der Konjugate (Asso) und des Streuungssignals von Aggregaten (Asoo)
die Stabilitdt des Konjugats oder der AuNP an [126]. Je héher der PPI, desto weniger
Agglomerate liegen vor und die Dispersion ist stabiler. Alle drei Konjugate haben einen
hoheren PPl als die reinen AuNP und sind dementsprechend stabiler. Der PPl von Azs-A war
nur leicht hoher als der PPl der AuNP, wobei der PPl von A mehr als 2-mal so hoch war. Azs-
O hat den weitaus hdochsten PPI, mehr als 4-mal so hoch, und stellt dadurch das stabilste
Konjugat dar. Aufgrund der kiirzesten Sequenz und dadurch geringsten negativen Ladung
wurde die Konjugation dieses Oligonukleotids vermutlich beglinstigt.

Anhand der DLS Daten zum hydrodynamischen Durchmesser und dem Polydispersitatsindex
(PDI) sind weitere Konjugat-Unterschiede ersichtlich. Der hydrodynamische Durchmesser
der reinen AuNP betrdgt 26,6 nm, fiir die Konjugate waére abhédngig von Sequenzlange eine
zunehmende GroBe zu erwarten. Der Effekt der Sequenzlange auf den hydrodynamischen
Durchmesser ist in den DLS-Werten zu erkennen, da A»s-0 75,1 nm grol3 ist, A etwas groBer
mit 90 nm und Azs-A am groBten mit 106,5 nm. Alle hydrodynamischen Durchmesser sind
weitaus groBer als die maximal berechneten Durchmesser, was durch die dort nicht
einberechnete Hydrathille zu erklaren ist. Bei der Betrachtung des PDI gilt, je geringer,
desto homogener ist die vorliegende Dispersion. Alle Konjugate haben einen PDI zwischen
22 und 28, dieser liegt damit etwas oberhalb des PDI der unkonjugierten AuNP und
impliziert eine hohere Agglomerat-Menge als bei reinen AuNP. Anhand der passenden
hydrodynamischen Durchmesser und des moderaten PDI ist insgesamt jedoch von
erfolgreicher Konjugation auszugehen. Die Konjugation flhrt aber auch zu teilweiser

Agglomerat-Bildung der AuNP, da der PDI der Konjugate hoher ist als bei den reinen AuNP.
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Bei dieser Konjugation mittels pH-Erniedrigung wéare zu erwarten gewesen, dass sich der
Ass-Spacer positiv auf die Konjugation des Aptamers auswirkt [6]. Denn Adenin liegt bei
einem pH-Wert von 3 protoniert vor und reduziert dadurch die negative Ladung des
gesamten Oligonukleotids, vor allem jedoch den Sequenzbereich direkt an der Thiol-Gruppe,
wodurch eine gerichtete Konjugation angestrebt wird [6], [116]. Weiterhin hat Adenin von
den 4 DNA-Basen die hochste Affinitat zur AuNP-Oberflache [6], [67], [72]. Azs-A resultierte
hier anhand von Amax und des PDI in ein instabileres Konjugat als A. Das A;s-0-Konjugat
hingegen war wiederum stabiler und starker konzentriert als das A-Konjugat. Daher war
eventuell nicht der Ajs-Spacer problematisch fiir die Aptamer-Konjugation, sondern
lediglich die resultierende lange Sequenz. Eine langere Sequenz entspricht mehr negativer
Ladung, wodurch die Anlagerung des Oligonukleotids erschwert wird. Durch den Adenin-
Spacer ware es moglich, dass einige Adenine adsorptiv auf der AuNP-Oberflache gebunden
haben und dadurch weniger freie Oberflache fiir eine mittels Thiol gerichtete
Immobilisierung zur Verfligung stand. Welcher Faktor bei dieser Methodik ausschlaggebend
ist, kann mit den zugrunde liegenden Oligonukleotiden nicht ermittelt werden, daflir ware
ein bspw. randomisierter Spacer mit 25 Nukleotiden erforderlich. Die Vor- oder Nachteile
des Azs-Spacers werden bei den folgenden Konjugationsmethoden (4.3.1.2 und 4.3.1.3) noch
untersucht.

Zur weiteren Analyse sollte die Menge gebundener Oligonukleotide pro AuNP bestimmt
werden. Als erstes wurde daher berechnet, wie viele Oligonukleotide theoretisch auf einem
AuNP immobilisiert werden konnen. Diese Berechnung bietet aufgrund des ungewissen
Faltungsverhaltens und sterischer Hinderungen auf der AuNP-Oberfliche nur eine
Schatzung.

Da die Oligonukleotide mittels Thiol-Modifizierung an AuNP binden, wird zunachst der
Durchmesser eines Schwefel-Atoms betrachtet, dieser betrdgt 0,206 nm. Am Schwefel-
Atom sind jedoch Nukleotide gebunden, diese messen in der Linge ca. 0,34 nm [127], dieser
Wert wird aufgrund unterschiedlicher Ausrichtungen der Oligonukleotide auf der AuNP-
Oberflache zur Berechnung herangezogen. Ein Nukleotid bendtigt zum Immobilisieren
entsprechend 0,1156 nm? AuNP-Oberflache. Ausgehend von der dichtest mdoglichen
Kugelpackung [128] kénnen 74 % der AuNP-Oberfliche mit Oligonukleotiden bedeckt

werden, die Oligonukleotid-Anzahl wird entsprechend mit Formel (4) berechnet.
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Bei einer Bedeckung von 74 % konnen demnach maximal 6089 Oligonukleotide pro AuNP
immobilisiert werden. Hierbei sind sterische Hinderungen durch Faltungen und
elektrostatische Wechselwirkungen, die mehr Immobilisierungsflache pro Oligonukleotid
erfordern bzw. zu nicht-immobilisierbaren Raumen fiihren, nicht einberechnet. Daher ist die
berechnete Anzahl der Oligonukleotide pro AuNP als maximaler Grenzwert zu betrachten.
Je nach Oligonukleotid-Lange und Beschaffenheit (Ladung aufgrund der Sequenz,
Faltungsmotive) bendtigen Oligonukleotide unterschiedlich viel Platz, bzw. ist nur eine
bestimmte Anzahl an Oligonukleotiden pro AuNP mdglich. Weiterhin wird die
Immobilisierung von Oligonukleotiden mit zunehmender Bedeckung aufgrund der negativen
Ladung und sterischen Hinderungen erschwert. In der Literatur werden bei erfolgreicher
Konjugation auf einem 13 nm groBen AuNP 70 - 110 Oligonukleotide immobilisiert [6], auf
den vorliegenden ca. 18 nm groBen AuNP wéare anhand der groBeren Oberflache die
doppelte Zahl an Oligonukleotiden (140 - 220) fiir eine erfolgreiche Konjugation zu
erwarten. Das entspricht einer weitaus geringeren Oligonukleotid-Bedeckung auf AuNP als
maximal berechnet, zum Vergleich der praktisch ermittelten Bedeckung wird dieser
Literaturwert jedoch herangezogen.

Die Uberstinde der Konjugate wurden nach den Zentrifugationsschritten untersucht.
Mithilfe einer Kalibrationsgerade der Oligonukleotide wurde die Stoffmenge der freien,
ungebundenen Oligonukleotide in den Uberstinden ermittelt (siehe B.7). Mithilfe der mit
Formel (3) ermittelten AuNP-Konzentration von 3,88 nM (4.2.2.3) konnte schlieBlich die
Anzahl der gebundenen Oligonukleotide berechnet werden. Die errechneten Daten sind in

Abbildung 25 dargestellt.

AZS-O 148 —
A,-A |50 PES—
Alg
0 50 100 150

Oligonukleotide pro AuNP

Abbildung 25: Anzahl der gebundenen Oligonukleotide pro AuNP fiir die Konjugate A, A2s-A und Azs-0 nach
pH-Erniedrigung. Bei der Konjugation wurde jedes Oligonukleotid in einer Konzentration von 1 uM eingesetzt,
was einem Vielfachen der immobilisierten Menge entspricht.
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Je nach Konjugat wurden unterschiedlich viele Oligonukleotide pro AuNP immobilisiert.
Beim A25-0 wurden 148 cOligos konjugiert, bei den Aptamer-Konjugaten sind es deutlich
weniger Molekiile. Aufgrund der hohen Standardabweichung beider Aptamer-Konjugate ist
von dhnlich vielen immobilisierten Molekiilen auszugehen, dabei ist die Zahl deutlich
geringer als bei den c0ligos. Insgesamt wurden mit der pH-Erniedrigung, verglichen mit der
mdglichen Anzahl an Molekiilen, recht wenig Oligonukleotide konjugiert. Nur bei der
Konjugation von A2s-O liegen die gebundenen 148 Molekiile im erwarteten Bereich
(verglichen mit den Literaturwerten). Die geringe Anzahl gebundener Oligonukleotide kann
die geringe Stabilitat (PPI) sowie die geringe Ausbeute bei der Konjugation der Aptamer-
Varianten erkldren. Die geringere Dichte des Aptamers gegeniiber des cOligos auf der AuNP-
Oberflaiche kann durch die Sequenzldnge und einhergehende Faltungsmotive erklart
werden. Durch die langere Sequenz hat das Aptamer eine starker negative Ladung und die
Anndherung an einen ebenfalls negativen AuNP wird erschwert. Beziiglich der Bedeckung
erwies sich der Ass-Spacer beim Aptamer jedoch nicht nachteilig, da in etwa die gleiche
Anzahl bzw. sogar mehr Axs-Aptamere als Aptamere ohne Spacer immobilisiert werden
konnten, lediglich die Stabilitdt der Konjugate unterscheidet sich. Mit der pH-Erniedrigung
konnten fiir alle 3 Oligonukleotid-Varianten erfolgreiche Konjugate hergestellt werden. Um
spezifische Aussagen zur Konjugationseffizienz zu treffen, wurden zunachst die anderen

Konjugationsmethoden untersucht und abschlieBend werden die drei Methoden verglichen.
4.3.1.2 Konjugation mittels Salt Aging

Beim Salt Aging werden AuNP und Oligonukleotide zunédchst tGber Nacht inkubiert, bevor
eine schrittweise Zugabe von NaCl erfolgt. Durch die Natrium-lonen wird die negative
Ladung der DNA ausgeglichen, sodass die repulsiven Krafte vermindert werden und sich
AuNP und DNA anndhern kénnen. Die Bindung der Oligonukleotide kann dann mittels Thiol-
Gruppe an die AuNP-Oberflache stattfinden, wodurch die AuNP stabiler und salztoleranter
werden. Durch schrittweise Erhdhung der Salz-Konzentration kann schlieBlich die
Oligonukleotid-Dichte auf den AuNP erhoht werden und es entstehen stabile Konjugate.
Der Salt Aging Prozess hat durch lange Inkubationszeiten die ldngste Dauer von 3 Tagen.

Laut Autoren [72] soll final eine NaCl-Konzentration von 1 M erreicht werden. Dafiir sind
zahlreiche NaCl-Zugaben notig, bei den ersten 2 Zugaben erfolgt eine geringere NaCl-

Zugabe als bei den folgenden, damit die Salinitat der Dispersion nicht zu stark erhoht wird
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und Agglomeration verhindert wird. Die Konjugate werden nach jeder NaCl-Zugabe fiir
wenige Sekunden im Ultraschallbad inkubiert, um mdogliche kleine Agglomerate wieder zu
resuspendieren. Nach der letzten NaCl-Zugabe werden die Konjugate nochmals liber Nacht
inkubiert, bevor durch Zentrifugation ungebundene Oligonukleotide von den Konjugaten
abgetrennt werden.

Die folgenden Parameter wurden beim Salt Aging optimiert, um stabile und funktionale

Konjugate zu erhalten:

a. Salze und ihre Zusatze

b. Anzahl und Konzentration der Salz-Zugaben

Ein zu hoher Bedeckungsgrad auf den AuNP ist nicht immer erwiinscht, da dieser zu
sterischen Hinderungen sowie Sensitivitatsproblemen (bei TID-Systemen durch Aviditat) auf
dem spateren LFA flihren kann. Daher wurden verschiedene Konzentrationen und die Anzahl

der Salz-Zugaben variiert.
a. Salze und ihre Zusitze

In der Ursprungsmethode wird NaCl verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben NaCl
der Einsatz von MgCl; untersucht. Da MgCl, zweiwertige Kationen enthalt, kdnnte der Salt
Aging Prozess mit geringerer Konzentration und zeitlicher Dauer erreicht werden. Jedoch
kébnnen zweiwertige lonen zur Agglomeration der AuNP fiihren, das wurde im vorigen
Kapitel fiir CaCl, bestatigt und ware fiir MgCl, auch zu erwarten. Bei einem Salt Aging
Prozess mit drei MgCl,-Zugaben sind instabile Konjugate entstanden, daher wurde auf
weitere Versuche mit MgCl, verzichtet und stattdessen NaCl verwendet. Als Zusatze der
verwendeten 2 M NaCl-L6sung eignen sich Tenside wie SDS oder Tween 20 [47], [129]. Da
Tween 20 bereits flir vorherige Versuche erfolgreich verwendet wurde, wurde der Zusatz
von 0,05 9% Tween 20 untersucht. Durch das Tensid kann ein hdherer Bedeckungsgrad
erreicht werden, bessere Reproduzierbarkeit und vor allem weniger Agglomeration [72]. Die
2 M NaCl-Lésung mit 0,05 % Tween 20 flihrte gegeniiber der Salz-Lésung ohne Tensid zu
stabileren Konjugaten und wurde daher fiir folgende Versuche verwendet.

Weiterhin konnte der Resuspensionspuffer der Konjugate auf Basis der Versuche aus 4.3.1.1
optimiert werden. Dieser beinhaltet den unverdiinnten Bindepuffer ohne CaCl; und 2 %

Saccharose (A.3).
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b. Anzahl und Konzentration der Salz-Zugaben

Beim Salt Aging sollen zundchst zwei NaCl-Zugaben fiir eine Konzentrationserhdhung des
Konjugationsansatzes um 0,05 M NaCl erfolgen. Danach folgen schrittweise
Konzentrationserhohungen von 0,1 M NaCl bis nach 11 Zugaben eine Konzentration des
Konjugationsansatzes von 1 M NaCl erreicht wird [72]. Der Ablauf des Salt Agings mit

Volumen-Angaben ist in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Ablauf des Salt Aging Prozesses. Die angegebenen Zugabe-Volumen der 2 M NaCl-Lésung beziehen
sich auf ein Startvolumen des Konjugationsansatzes von 1 mL. Durch die 11 Zugaben wird ein finales Volumen
von 2 mL erreicht. Nach jeder Zugabe erfolgt eine Behandlung des Konjugationsansatzes im Ultraschallbad
fiir 10 s und eine 10-miniitige Inkubationszeit.

Zugabe Zugegebenes Volumen der 2 M | Resultierende NaCl-Konzentration

NaCl-Lésung [pL] des Konjugationsansatzes [M]
1 256 0,05
2 27,0 0.1
3 58,5 02
4 654 03
5 73,5 0.4
6 83,3 05
7 95,2 06
8 109,9 07
9 128,2 08
10 151,5 0.9
1 181,8 1

Bei einer Konzentration von 0,7 M NaCl (nach 8 NaCl-Zugaben) wird laut Autoren bereits
nahezu der hochste Bedeckungsgrad erreicht. Fiir eine maximale Bedeckung sollte der Salt
Aging Prozess daher bis mind. 0,7 M NaCl durchgefiihrt werden [72].

Die Konjugation mittels Salt Aging wurde wie bei der pH-Erniedrigung mit dem Aptamer,
Azs-Aptamer sowie Ajs-cOligo mit final 0,7 M NaCl durchgefiihrt. Die analytischen
Ergebnisse nach UV-Vis- und DLS-Analyse sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Analytik der Konjugate A, A2s-A und A2s-0 nach 0,7 M Salt Aging.

A A25—A A25-O AuNP
SPR Maximum [nm] 526 531 528 524
Amax 2,1 6,8 2,7 0,29
PPl (Asso/Asoo) 11,5 22,8 8.1 2,37
@ [nm] o O o o
92,9 65,5 64,9 26,6
PDI [%] 27,3 11,8 249 16
A,5-0 (314 o
Ays-A 1105 HH
A|214
0 160 260 360

Oligonukleotide pro AuNP

Abbildung 26: Anzahl gebundener Oligonukleotide pro AuNP nach Konjugation mittels Salt Aging.

Neben der charakteristischen Rotfarbung des Konjugats weisen die analytischen Daten auf
eine erfolgreiche Konjugation bei allen Konjugaten hin. Das SPR Maximum hat sich fiir alle
3 Konjugate wie erwartet verschoben. Das Amax fiir A und A2s-0 hat sich im Vergleich zu
den AuNP vervielfacht, zwar nicht um den Faktor 10 der Aufkonzentrierung, jedoch um
mehr als 7. Das zeigt eine wesentlich hohere Ausbeute der Konjugation als bei der pH-
Erniedrigung, hier konnte das Amax nur um das 5-fache erhdht werden. Beim Azs-A wurde
ein mehr 20-faches Signal flir Amax erhalten. Das Signal liegt damit liber dem erwarteten
Signal, aufgrund einer nicht vollstdndig homogenen Dispersion kdénnen lokale
Konzentrationsunterschiede auftreten und eine entsprechende Signalerhéhung auftreten.
Alle drei Konjugate weisen laut PPl eine hohe Stabilitat auf, dabei hat A;s-0O mit 8,1 die
geringste Stabilitat und A2s-A mit 22,8 die weitaus hochste. A2s-A hat auBBerdem den besten
PDI-Wert, dieser liegt mit 11,8 noch unter dem PDI von reinen AuNP (16). Die anderen
Konjugate weisen weniger Homogenitdt auf. Der hydrodynamische Durchmesser fiir die
Konjugate Azs-A und A2s-0 liegt bei ca. 65 nm, fiir A bei ca. 93 nm. Die Konjugat-GroBen

von A und As-0 sind daher vergleichbar zur pH-Erniedrigung. A2s-A hat hingegen einen
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sehr viel niedrigeren Wert beim Salt Aging, dieser liegt sogar unter dem berechneten
maximalen Durchmesser (78 nm). Er ist durch Aptamer-Faltung jedoch als realistisch
einzustufen, da der maximale Durchmesser fiir ungefaltete Oligonukleotiden berechnet
wurde und das Aptamer bestenfalls eine G-Quadruplex Struktur auf den AuNP einnimmt.
Dieser vergleichbar geringe hydrodynamische Durchmesser kann auf die gute Homogenitat
und geringe Agglomeratbildung zuriickzufiihren sein. Gegensatzlich zur pH-Erniedrigung
scheint beim Salt Aging die Konjugation von A;s-A das stabilste Konjugat mit hdchster
Ausbeute zu liefern.

Die ermittelten Werte zur gebundenen DNA-Menge (Abbildung 26) sind schliissig beziiglich
der Methode des Salt Agings: Bei dem ldngsten Oligonukleotid Azs-A (86 nt) wurde die
geringste Menge immobilisiert, 105 Oligos pro AuNP. Bei A (mit 25 Nukleotiden weniger)
konnten etwa 214 Molekiile und bei A;s-0 (mit wiederum 24 Nukleotiden weniger) die
meisten Molekiile, 314, immobilisiert werden. Von den kurzen cOligos konnten durch die
0,7 M NaCl am meisten Molekiile konjugiert werden, mit zunehmender Sequenzldnge
konnten vermutlich aufgrund der sterischen Griinde und negativen Ladung weniger
Molekiile immobilisiert werden. Mehr gebundene DNA-Molekiile bedeuten jedoch nicht
mehr Stabilitat, beim A2s-A reichen rund 100 Molekiile fiir eine hohe Konjugatstabilitat aus.
Vermutlich ermdglichen die langen Sequenzen durch elektrostatische AbstoBungen den
groBten Abstand zwischen den einzelnen AuNP, sodass die Dispersion insgesamt weniger
agglomerien kann und stabiler ist.

In einem spateren Kapitel wurden alle drei Konjugate auf ihre Funktionalitat Gberpriift
(4.3.2). Eine Hybridisierung mit dem komplementidren DNA-Molekiil wurde mit diesen
Konjugaten erfolgreich festgestellt, jedoch konnte keine kompetitive Verdrangung durch
das Target OTA erreicht werden. Ein Grund kann eine zu hohe DNA-Bedeckung der AuNP
sein. Diese kann zu Faltungsproblemen fiihren [130] und aufgrund vielfacher
Bindungspartner pro AuNP die Aviditat des konjugierten AuNP erhdhen. Durch eine starke
Aviditat kann die TID-Reaktion durch das Target erschwert werden [131]. Als néchstes
wurde daher untersucht, wie die DNA-Bedeckung beim Salt Aging deutlich reduziert werden
kann.

Um ein funktionales und dennoch stabiles Konjugat zu erhalten, wurden daher die

Parameter Zugabe-Anzahl sowie -Volumen (Tabelle 7) beim Salt Aging angepasst.
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Tabelle 7: Variierte Parameter beim Salt Aging zur Verringerung der DNA-Bedeckung der AuNP.

Finale NaCl-Konzentration [M] ‘ 0,7 ‘ 0,2 ‘ 0,084

Anzahl Zugaben der 2 M
Stammldsung

11 ‘ 4 ‘ 8

Der vorige Einsatz von 0,7 M NaCl wurde zur Vergleichbarkeit wiederholt, ebenso wurden
nur 4 NaCl-Zugaben fiir eine finale Konzentration von 0,2 M NaCl durchgefiihrt. AuBerdem
sollte noch eine weitaus geringere NaCl-Konzentration getestet werden. Da normalerweise
Zugaben in 0,05 bzw. 0,1 M Schritten erfolgen, musste hierfiir das Volumen angepasst
werden, woraus 8 Zugaben gleichen Volumens resultieren.

Fiir diesen Vergleich wurden nur Axs-A und Ays-O Konjugate untersucht, da der
Bedeckungsgrad bei Axs-A bereits geringer ist, als bei A und das Konjugat auBerdem eine
bessere Stabilitdt aufweist. In Tabelle 8 werden zunachst die analytischen Ergebnisse mittels

UV-Vis- und DLS-Analyse fiir die verschiedenen A2s-A Konjugate dargestellt.

Tabelle 8: Analytik der A2s-A Konjugate nach variiertem Salt Aging.

0,7 M 02 M 0,84 M
SPR Maximum [nm] 526 526 526
Amax 2 1,8 1.9
PPI (Asso/Asoo) 9,3 11,7 12,5
 nm] O O O
66,4 57.1 57,6
PDI [%] 12,3 13,7 9,5
0,084 M |28
02M[27
0,7 M [179 —
0 50 100 150 200

Oligonukleotide pro AuNP

Abbildung 27: Anzahl gebundener Oligonukleotide (A2s-A) pro AuNP nach Konjugation mittels Salt Aging.
Jeweils flir Salt Aging mit 0,7 M, 0,2 M und 0,084 M NaCl.
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Die Werte des A2s-A Konjugats nach erneutem Salt Aging mit 0,7 M NaCl weichen von den
vorigen ab. Der SPR-Shift ist geringer, das Amax ebenfalls und der PPl auch. Der
hydrodynamische Durchmesser sowie der PDI sind jedoch dhnlich. Der Bedeckungsgrad
(Abbildung 27) ist mit 179 zu 105 Molekiilen hoher als bei der vorigen Durchfiihrung. Es
wurde dieselbe AuNP-Charge verwendet, ebenso dieselbe NaCl-Lésung und der gleiche
Resuspensionspuffer. Der Salt Aging Prozess fiir das Ass-Aptamer scheint nicht ganzlich
reproduzierbar zu sein.

Die Konjugation mit geringerer NaCl-Konzentration (0,2 und 0,084 M) fiihrte ebenfalls zu
stabilen Konjugaten, die Absorptionssignale aller 3 As-A Konjugate sind vergleichbar, die
PPIs ebenfalls. Der hydrodynamische Durchmesser fiir die Konjugate mit geringerer Salz-
Konzentration ist aufgrund der geringeren Bedeckung kleiner und der PDI zeigt mit unter
15 9% erneut eine homogene Dispersion. Beziiglich der DNA-Bedeckung sind deutliche
Unterschiede zwischen dem Konjugat mit 0,7 M NaCl und den Konjugaten mit weniger NaCl
zu verzeichnen. Mit final 0,2 M NaCl und 0,084 M NaCl konnte auf den AuNP die gleiche
und eher geringe Anzahl an DNA-Molekiilen, ca. 28, konjugiert. Der hydrodynamische
Durchmesser ist mit ca. 57 nm fiir beide Konjugate gleich und bekraftigt die ermittelte

DNA-Bedeckung der AuNP.

Die Salt Aging Konjugation des cOligos wurde mit der gleichen Methodik untersucht, die

Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Analytik der A2s-0 Konjugate nach variiertem Salt Aging

1(0,7 M) 2 (0.2 M) 3 (0,084 M)
SPR Maximum [nm] 526 526 526
Amax 19 19 16
PPI (Ass0/Asoo) 12,4 12,8 10,2
o o o o
45,5 40,1 42,2
PDI [%] 6,9 12,9 8,2
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0,084 M [87
0,2 M |74
0,7 M [311 "
0 160 260 360

Oligonukleotide pro AuNP

Abbildung 28: Anzahl gebundener Oligonukleotide (A25-0) pro AuNP nach Konjugation mittels Salt Aging.
Jeweils flir Salt Aging mit 0,7 M, 0,2 M und 0,084 M NaCl.

Auch fiir A2s-0 mit 0,7 M NaCl wurden nach Wiederholung abweichende analytische Daten
erhalten. Das Konjugat wies bei zweiter Durchflihrung zwar eine geringere Konzentration
auf, war jedoch anhand des PPl von 12,4 gegeniiber zuvor 8,1 stabiler. Der hydrodynamische
Durchmesser war geringer, die Polydispersitat ebenfalls. Trotz dieser Unterschiede war die
Menge der gebundenen DNA-Molekiile (Abbildung 28) fast gleich, unterschied sich bei sehr
geringer Standardabweichung eines Messwerts iber 300 nur um 3 DNA-Molekiile pro AuNP.
Durch die Verwendung von weniger NaCl beim Salt Aging wurden fiir alle Konjugate
ahnliche Daten der UV-Vis-Analyse sowie beim DLS erhalten. Der hydrodynamische
Durchmesser entsprach hier in etwa dem maximal berechneten Durchmesser von 44 nm.
Die DNA-Dichte pro AuNP wurde durch eine geringere NaCl-Konzentration auch hier
vermindert, betrdgt ca. 80, gegeniiber 300 Molekiilen mit 0,7 M NaCl. Durch Verwendung
der geringsten Salz-Menge wurden sogar ca. 10 Molekiile mehr konjugiert als durch die
vielfache Menge von 0,2 M. Mit diesen variierten Salt Aging Methoden wurden fiir A2s-A
sowie A25-0 Konjugate mit geringer DNA-Bedeckung und dennoch hoher Stabilitat erhalten,
welche fiir einen gewlinschten sensitiven Assay erforderlich sind.

Ob die geringere DNA-Bedeckung auch den gewiinschten funktionalen und sensitiven Effekt

hat, wurde erneut mittels Funktionalitdtsassay untersucht (unter 4.3.2).
4.3.1.3 Konjugation mittels Einfrieren

Als letzte Konjugationsmethode wurde das Einfrieren untersucht. Diese Methode bendtigt
keine Vorinkubation von AuNP und Oligonukleotid sowie keine zusdtzlichen Reagenzien wie
Salz oder Tenside. Der Konjugationsansatz wird fiir kurze Zeit eingefroren und danach bei
Raumtemperatur langsam aufgetaut. Beim Einfrieren erhdhen sich lokal die
Konzentrationen der AuNP und Oligonukleotide durch Kristallbildung des umgebenden
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Wassers, wodurch die Distanz der Teilchen verringert wird. Bei reinen AuNP ohne
Oligonukleotide werden durchs Einfrieren und resultierende Distanzverminderung zwischen
AuNP die repulsiven, elektrostatischen Krafte (iberwunden und Agglomeration
hervorgerufen. Diese, fiir reine AuNP-Dispersionen, ungiinstige, gezwungene Uberwindung
der repulsiven Krafte wird fiir die Konjugation mit Oligonukleotiden genutzt. Werden
Oligonukleotide vor dem Einfrieren zu AuNP zugegeben, werden nach der Uberwindung der
repulsiven Kréfte (wie LadungsabstoBungen) die Oligonukleotide aufgrund der attraktiven
Krafte (z.B. Thiol-Gold-Bindung) auf den AuNP konjugiert. Beim Einfrieren liegen die
Oligonukleotide vermehrt gestreckt vor, wodurch zusatzlich eine gerichtete Immobilisierung
gefordert wird [73], [74], [132]. Die folgenden Parameter wurden fiir die Konjugation mittels

Einfrieren untersucht und optimiert:

a. Konzentration der Oligonukleotide

b. Einfrierdauer und -temperatur
a. Konzentration der Oligonukleotide

In der Methode von Liu et al. [73] werden ca. 3 uM DNA zur Konjugation eingesetzt, denn
bei weniger als 1,5 uM DNA konnte keine erfolgreiche Konjugation erreicht werden [74].
Jedoch wurden hier 13 nm groBe AuNPs eingesetzt sowie eine andere DNA-Sequenz [73].
Aufgrund des erfolgreichen Einsatzes geringerer DNA-Mengen bei den vorherigen
Konjugationsmethoden sowie einer gewiinschten geringen DNA-Bedeckung der AuNP
wurde auch hier eine niedrigere Konzentration getestet. Zunachst wurden Azs-A sowie Ags-
O Konjugate mit DNA-Konzentrationen von 0,5 pM, 1 uM und 3 pM hergestellt. Das
Einfrieren wurde bei -20 °C fiir 2 h durchgefiihrt. In Abbildung 29 sind die Konjugate

gezeigt.

Azs-A Azs-0 AuNP
0,5 1 S B 0,5 ' 1’ 3 /
w w W e o ¢

Abbildung 29: A2s-A und A2s-0 Konjugate mit je 0,5, 1 oder 3 uM Oligonukleotiden nach Abschluss der
Konjugation mittels Einfrieren. Als Kontrolle wurden AuNP ohne Oligonukleotide eingesetzt.
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Anhand der roten Farbe der Konjugate war die Konjugation fiir beide Oligonukleotid-
Konjugate erfolgreich. Es sind jedoch deutliche Unterschiede zwischen den Konzentrationen
sowie zwischen den verwendeten Oligonukleotiden zu erkennen. Alle As-A Konjugate
hatten eine rote Farbe, jedoch auch ein deutliches schwarzes Agglomerat. Beim 0,5 uM
A25-0 Konjugat ist keine rote Farbe, sondern nur ein schwarzes Agglomerat zu erkennen,
bei hoheren Konzentrationen weist das Konjugat jedoch eine dunkelrote Farbe ohne
Agglomerat auf. Die reinen AuNP sind wie erwartet agglomeriert. Zur genaueren Analyse
wurde eine UV-Vis-Analyse der Konjugate durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Tabelle 10
dargestellt.

Tabelle 10: UV-Vis Daten der A2s-A und Azs-0 Konjugate mit je 0,5, 1 oder 3 uM Oligonukleotiden nach der
Konjugation mittels Einfrieren. * Es handelt sich hierbei um eine andere AuNP-Charge als zuvor.

A25—A A25—0 AuNP*
DNA-Konzentration [uM] 0,5 1 3 0,5 1 3 -
SPR Maximum [nm] 524 524 523 520 526 525 520
Amax 1,8 2,3 1,5 0,2 2,4 3.4 0,7
PPI (Asso/Asoo) 4,8 6,3 4,8 1,1 6,1 8,1 3,1

Die Ergebnisse der UV-Vis-Analyse stimmten weitestgehend mit der optischen Beobachtung
der Dispersions-Farbung lberein. Bis auf das 0,5 uM As-0 Konjugat wiesen alle Konjugate
ein verschobenes SPR Maximum, ein hoheres Absorptionssignal sowie einen besseren PPI
auf. Die besten Werte wurden beim A2s-O Konjugat beim Einsatz von 3 uM DNA erreicht,
beim Azs-A Konjugat jedoch bei 1 uM DNA. Bei 1 uM lieferten beide Konjugate einen
vergleichbaren PPl von ca. 6, sowie ein Amax von ca. 2,3. Die hohe Absorption des Axs-A
Konjugats weicht von der optischen Beobachtung ab, kann aber folgendermaBen erklart
werden: Nach Abschluss der Konjugation kam es bei den Ays-A teilweise spater zur
.Resuspension” des Agglomerats, sodass die Dispersion sich intensiver rot verfarbte. Durch
Zentrifugation werden die konjugierten AuNP gezwungen eine unerwiinschte Nahe
einzugehen. Diese flihrt zu scheinbar reversiblen Agglomeraten, beim Salt Aging ,self-
aggregation” genannt [6], sodass die konjugierten AuNP durch die repulsiven Krifte eine
Distanz aufbauen und sich weitldufiger in der Dispersion verteilen. Vor allem die lange
Sequenz des Ass-A befahigt Basenpaarungen oder schwache Wechselwirkungen zwischen
Aptameren verschiedener AuNP, sodass bei hoheren Temperaturen (wie RT) solche

reversiblen Agglomerate maglich sind.
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Der Einsatz von mindestens 1 uM DNA fiihrte bei der Konjugationsmethode ,Einfrieren”
bei - 20 °C zu stabilen Konjugaten. Bei einem hoheren Einsatz des cOligos konnte die
Konjugation noch effizienter verlaufen bzw. wiirde durch hohere Bedeckung mehr Stabilitat
erreicht. Fur das lange Aptamer sind jedoch 1 uM DNA vorteilhafter, hohere
Konzentrationen beglinstigen womdglich Selbsthybridiserung und weniger konjugierte
AuNP liegen vereinzelt vor. Dadurch vermindert sich die Stabilitdt der Dispersion. Um
ebenfalls keine zu hohe DNA-Bedeckung bei cOligos zu erreichen, bietet sich der Einsatz
von 1 uM gegeniiber 3 uM DNA fiir weitere Versuche an. Da durch das Konjugieren mittels
Salt Aging weitaus bessere Stabilitaten (PPI) erreicht wurden, wurde der Einfluss der

Einfrierdauer und -temperatur beim Einfrieren zur Optimierung der Methode untersucht.
b. Einfrierdauer und -temperatur

Bei den anderen Konjugationsmethoden werden AuNP und DNA iiber mehrere Stunden
inkubiert und mittels Salzzugabe werden die repulsiven Krafte Giberwunden. Bei der pH-
Erniedrigung werden die negativen Ladungen neutralisiert und die Konjugation erfolgt in
wenigen Minuten, beim Salt Aging wird die DNA-Dichte schrittweise erhoht. Beim
Einfrieren hingegen werden die Konzentrationen aller Komponenten lokal erhéht und die
repulsiven Krafte dadurch lberwunden. Durch die in der AuNP-Dispersion vorhandenen
positiven Natrium-lonen kann ein Teil der negativen DNA-Ladung ebenfalls neutralisiert
werden und die attraktiven Krafte werden dadurch verstarkt. Die Konjugation wird ohne
Vorinkubation durchgefiihrt. Daher kann die Einfriertemperatur die Konjugationseffizienz,
aufgrund der unterschiedlich langen Zeit des Einfrierprozesses der Dispersion, beeinflussen.
Zur Uberpriifung dieser These wurden die AuNP-DNA-Dispersionen bei - 80 °C eingefroren.
Fiir eine weitere Analyse des Konjugationsprozesses wurden DNA-Konzentrationen von
1 uM und 2 uM eingesetzt.

Es wurden, wie bei den anderen Konjugationen, drei Oligonukleotide untersucht: A, Ass-A
und A25-0. Das A-Konjugat war jedoch stets instabiler als das A2s-A Konjugat, die Ergebnisse
zum A-Konjugat sind zur besseren Ubersicht nur im Anhang zu finden (unter 7.4), die

restlichen Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgelistet.
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Tabelle 11: Konjugation von Azs-A und A2s-0 mittels Einfrieren, bei - 20 sowie — 80 °C. Wenn nicht anders
angegeben, wurde 1 uM des Oligonukleotids zur Konjugation eingesetzt.

Axs-A
-20°C -80°C -80°C, 2 uM
SPR Maximum [nm] 527 527 526
Amax 1,3 1.4 2,1
PPl (Asso/Asoo) 8,9 9,7 12,7
ot o (o
184,6 81,4 74,3
PDI [%] 27 24,7 12,9
A25_0
-20°C -80°C -80°C, 2 uM
SPR Maximum [nm] 532 527 527
Amax 6 2 1,8
PPl (Asso/Asoo) 12,1 11,7 12,1

oo o o | (@
114 80,5 57,7
PDI [%%0] 26 24,4 232
o -20°C |87 ]
& -socclimo +
-80°C, 2 uM |409 +
< -20°C [180 +
& oo
-80°C, 2 uM [271 +
0 100 200 300 400

Oligonukleotide pro AuNP

Abbildung 30: Anzahl gebundener Oligonukleotide pro AuNP nach Konjugation mittels Einfrieren. Es wurden
die Oligonukleotide A2s-A und A2s-0 verwendet. Zum Einfrieren wurden die Temperaturen -20 °C und - 80 °C
mit je 1 uM DNA getestet, sowie — 80 °C mit 2 pM DNA.

Bei allen Konjugaten hat sich wie gewohnt das SPR Maximum verschoben, was ein erster
Hinweis flir den Erfolg der Konjugation ist. Beim A25-0 Konjugat, das bei - 20 °C hergestellt
wurde, trat der groBte Shift auf und das Amax war mit einem Wert von 6 am hdchsten. Auch
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hier konnen aufgrund der Polydispersitat Konzentrationsunterschiede innerhalb der Probe
auftreten und eine entsprechend extreme Signalerhohung hervorrufen. Der PPl aller
Konjugate liegt ca. zwischen 9 und 13, demnach weisen alle eine gute Stabilitat auf, die
vergleichbar mit dem Salt Aging ist. Der hydrodynamische Durchmesser von den bei - 20 °C
eingefrorenen Konjugaten war deutlich héher als bei anderen Methoden und als berechnet,
hier lagen auch die hochsten PDIs vor. Der hydrodynamische Durchmesser bei - 80 °C beim
Einsatz von 2 uM fallt geringer aus als bei 1 uM. Der PDI verbesserte sich zwar in gleicher
Abhdngigkeit wie der hydrodynamische Durchmesser, lag meist jedoch zwischen 20 und
30 %. Nur durch das Einfrieren von A2s-A bei - 80 °C konnte eine Polydispersitat erreicht,
die mit vorherigen Methoden vergleichbar ist (PDI 12,9).

Die Anzahl gebundener Oligonukleotide pro AuNP (Abbildung 30) lag grob im erwarteten
Bereich, von unter 100 bis tiber 200 (Aptamer) bzw. 400 (cOligo). Auffallig ist jedoch, dass
durch das Einfrieren bei - 20 °C beim A2s-A mit 180 Molekiilen ein Vielfaches von den 20
Molekiilen durch die Einfriertemperatur - 80 °C konjugiert wurden. Eventuell ist die kurze
Einfrierdauer bei der langen Aptamer-Sequenz fiir eine hohe Bedeckung nicht ausreichend.
Bei doppelter Konzentration wurden bei — 80 °C mit 271 die meisten gebundenen Molekiile
flir das Ags-A erreicht. Beim cOligo wurden hingegen bei - 20 °C nur 87 Molekiile
immobilisiert und damit weniger Molekiile als beim Aptamer. Durch das Einfrieren bei
- 80 °C und hdohere Konzentrationen wurden jedoch 170 bzw. 409 cOligo-Molekiile
gebunden, diese Anzahl entspricht wieder den Erwartungen.

Mit der Konjugation mittels Einfrieren bei - 80 °C mit 1 uM eingesetzter DNA kdnnen fir
Azs-A und Azs-0 geringe Bedeckungen und dennoch stabile Konjugate erreicht werden.
Zwar haben die Konjugate mit dieser Methode recht hohe PDI, da aber laut PPI eine
ausreichende Stabilitdt gegeben ist, kdnnten sich die Konjugate fiir einen diagnostischen
Einsatz eignen und stellen aufgrund der einfachsten und schnellsten Konjugationsmethodik
einen relevanten Vorteil gegeniber den vorherigen Methoden dar. Die
Konjugationsmethoden  wurden  mittels Agarose-Gelelektrophorese abschlieBend
verglichen, bevor die Funktionalitdtsiberpriifung der Konjugate in 4.3.2 vorgenommen

wurde.
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4.3.1.4 Vergleich der Konjugationsmethoden mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird in der Literatur oftmals zur Ermittlung der
Molekiilmenge pro AuNP sowie zum Uberpriifen des Konjugationserfolges von DNA auf
AuNP herangezogen [133]-[136]. Die Migrationsstrecke von AuNP-Konjugaten in einem
Agarosegel hangt von der GroBe und Ladung ab. Beide Faktoren werden von der DNA-Dichte
der AuNP beeinflusst, denn je mehr DNA-Molekiile immobilisiert sind, desto groBer kann
der Durchmesser des Partikels werden und weiterhin erhoht sich die Ladung durch die
negativ geladenen DNA-Molekile. Die Wanderungsgeschwindigkeit nimmt mit
zunehmender GroBe ab, durch mehr Ladung jedoch zu, die Migrationsstrecke hdangt somit
von mehreren Faktoren [134]. Mittels Agarose-Gelelektrophorese kann zudem erneut die
Polydispersitat von Konjugaten analysiert werden, indem die Anzahl der Banden bzw.
.Schlierenbildung” betrachtet wird. Die Agarose-Gelelektrophorese wird als zusatzliche
Analytik zum Vergleich der Konjugate vorgenommen, um die Polydispersitat, Stabilitdt und
Konzentration zu bewerten. Die indirekte Bestimmung der konjugierten Oligonukleotid-
Menge durch Bestimmung der nicht-konjugierten DNA aus dem Konjugationsiiberstand,
ahnlich zur Analytik mittels Nanodrop, ware ebenfalls madglich. Nach dem
Konjugationsprozess wird das Konjugat zentrifugiert und der klare Uberstand entnommen,
die konjugierten AuNP werden daraufhin in Pufferldsung resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Dieser Resuspensionschritt wird wiederholt und nach einer zusatzlichen
dritten Zentrifugationsschritt wird nach Uberstandsentnahme das Konjugat nicht
resuspendiert. Die Quantifizierung der DNA in den Uberstinden wurde fiir einige Konjugate
im Agarose-Gel untersucht. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht konnten DNA-Banden im
1. Uberstand mittels Image) ausgewertet werden, die etwas schwicher waren als die zur
Konjugation eingesetzte DNA-Menge von 1 uM. Fiir den 2. Uberstand konnten nur teilweise
sehr schwache Banden beobachtet werden und fiir den 3. Uberstand keine Banden.
Demnach geniigen die 3 verwendeten Zentrifugtionsschritte zum Entfernen der freien DNA
aus den Konjugaten. Eine genauere Quantifizierung war aufgrund unscharfer Fokussierung
und insgesamt schwacher Banden aufgrund der geringen DNA-Konzentration nicht
mdglich, jedoch bestdtigen die Beobachtungen die Analytik der UV-Vis-Spektroskopie der
Uberstinde.

Reprasentative Konjugate der 3 Konjugationsmethoden wurden mittels Agarose-

Gelelektrophorese untersucht. Konjugate mittels pH-Erniedrigung, des 0,7 M Salt Aging und
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des Einfrierens bei - 80 °C mit 1 pM DNA, jeweils in den Varianten Ass-A, A und Azs-0

wurden mit dieser Methode vermessen (Abbildung 31).

AuNP | pH-Erniedrigung Salt Aging Einfrieren

2 T Y @ : @7{4&:6 . Mﬁ)@r |

Abbildung 31: Agarose-Gelelektrophorese von Konjugaten verschiedener Methoden. 2 % Agarose, 100V,
25 min.

Reine AuNP agglomerierten direkt beim Auftragen in die Geltasche, daher konnte fiir die
AuNP keinerlei rote Bande beobachtet werden und die AuNP dienen als Negativkontrolle.
Die aufgetrennten konjugierten AuNP sind erkennbar an der roten Farbe, aber die Banden
der Konjugate unterscheiden sich. Die Konjugate der pH-Erniedrigung weisen eine
durchgangige rote Bande uber die komplette Laufstrecke auf. Das A-Konjugat hat dabei die
weiteste Strecke zuriickgelegt, das Azs-A-Konjugat die kiirzeste, diese Tendenz ist
methodeniibergreifend zu finden. Vermutlich konnen die Konjugate A und A2s-0 dhnlich
gut durch die Poren des Gels migrieren, fiir A2s-A sind die Poren etwas zu klein, sodass durch
den gréBeren hydrodynamischen Durchmesser und die hohe Ladung die kiirzeste Strecke
resultiert. Die Auftrennung im Gel hdngt von Ladung und GréBe ab, die A-Konjugate hatten
immer eine geringere DNA-Bedeckung als die A2s-O Konjugate. Zwar durch die langere
Sequenz auch mehr Ladung pro Oligonukleotid, jedoch durch die geringere Bedeckung ein
kleineres Volumen des konjugierten AuNP, das vorteilhafter fiir die Migration durch die
Gelporen ist und gegeniiber der Ladung offenbar liberwiegt. Verglichen mit den restlichen
Konjugaten haben die Konjugate nach pH-Erniedrigung die weiteste Distanz zuriickgelegt,
jedoch sind die Konjugate nicht in einer Bande konzentriert, sondern (iber den GroBteil der
Laufstrecke. Das deutet darauf hin, dass eine stark heterogene Verteilung der Bedeckung
vorliegt und AuNP mit sehr wenigen Oligonukleotiden eine weitere Strecke zuriicklegen als
die AuNP mit mehr Oligonukleotiden. Die Konjugate mittels Salt Aging und Einfrieren

weisen am Ende der Laufstrecke rote, hoherkonzentrierte Bereiche auf und eine weniger
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starke Verteilung der Konjugate uber die gesamte Laufstrecke. Die ,Bandenbildung” ist beim
Salt Aging am starksten ausgepragt. Die Bande des A-Konjugats nach Einfrieren war sehr
schwach, die analytische Auswertung diese Konjugats wies ebenfalls auf ein instabiles
Konjugat hin. Die Konjugate des Salt Agings zeigen durch die starke Bandenbildung eine
hohe Homogenitdt und Stabilitat, die PDIs sowie PPls der vorherigen Untersuchungen
unterstiitzen das ebenfalls. Da die Konjugate des 0,7 M Salt Agings gegeniiber den anderen
Konjugaten eine hohere Anzahl gebundener Oligonukleotide aufweisen, ldsst sich deren
Stabilitdt und gute Bandenbildung im Gel erkldren. Die Konjugate sind durch die hohe
Bedeckung sehr salztolerant und durch die Konjugationsmethodik sehr homogen, die
Untersuchung im Gel bestdtigt somit die analytischen Daten. Die Banden der Konjugate
nach Einfrieren sind weniger stark ausgepragt. Die PDIs und PPIs waren zwar vergleichbar,
aber die GroBe der Konjugate (nach DLS) war héher als erwartet und hier ist von etwas
weniger homogenen Konjugaten auszugehen. Insgesamt stiitzen die Ergebnisse der
Agarose-Gelelektrophorese erneut die analytischen DLS Daten: Die Konjugation mittels pH-
Erniedrigung resultiert in minderwertige Konjugate mit hoher Polydispersitat und geringerer
Ausbeute. Das Salt Aging liefert homogene Konjugate mit hoher Ausbeute und hoher DNA-
Bedeckung. Die Konjugation mittels Einfrieren erzeugt zwar eine geringere Bedeckung als
das Salt Aging, dadurch eine abgeschwachte Stabilitdt und etwas mehr Polydispersitat, die
Konjugate sind jedoch groBtenteils vergleichbar mit denen des Salt Agings. Bei allen 3
Konjugationsmethoden wurde durch kiirzere Sequenzen eine hdhere DNA-Bedeckung
erreicht. Weiterhin wirkte sich der Adenin-Spacer bei der Konjugation mittels Einfrieren
vorteilhaft aus. Beim Salt Aging sowie bei der pH-Erniedrigung konnte der Einfluss der
Nukleotidabfolge des Spacers nicht bestimmt werden, hier konnte lediglich der Einfluss der

Sequenzldnge ermittelt werden.

Die Einsetzbarkeit der hergestellten Konjugate fiir diagnostische Zwecke wurde als nachstes
mit Funktionalitatsiiberpriifungen mittels Bindungsassay und Dot Blot getestet, bevor

abschlieBend die Ubertragung auf den Lateral Flow Assays erfolgte.
4.3.2 Funktionalitatsiiberpriifung der Konjugate

Im vorigen Kapitel wurde die Konjugation fiir das Aptamer sowie cOligo optimiert. Eine

erfolgreiche Konjugation gewahrleistet aber nicht zwangsldufig die Funktionalitat der
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Konjugate. Daher werden die Konjugate in diesem Kapital beziiglich Funktionalitat fir den
spateren diagnostischen Einsatz (lberprift. Mit einem Bindungsassay wird die
Hybridisierungs- und die Kompetitionsfahigkeit liberpriift und zuletzt mit dem Dot Blot eine

Anndherung an den Lateral Flow Assays getestet.

4.3.2.1 Bindungsassay

Die Entwicklung der funktionalisierten AuNP-Konjugate beinhaltete wie zuvor beschrieben
die Konjugation, Funktionalitatsiberprifung und Lateral Flow Assays. Der folgende
Bindungsassay wurde bei der Optimierung des Konjugats nach pH-Erniedrigung
durchgefiihrt und diente als Anhaltspunkt, ob die resultierenden Konjugate funktional sind.

Die Durchfiihrung des Assays ist unter B.8 beschrieben und in Abbildung 32 dargestellt.

‘ Aptamer-Konjugat Inkubieren und Uberstand  freie
T .
Zentrifugieren vermessen  ermittein
Cy5-cOligo

o o

Abbildung 32: Prinzip des Bindungsassays mit Aptamer-AuNP und Cy5-markierten cOligos.

Aptamer-AuNP wurden zusammen mit Cy5-markierten cOligos in verschiedenen
Konzentrationen inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Danach befanden sich im roten
.Pellet" die AuNP mit hybridisierten Cy5-cOligos, die freien Cy5-cQOligos verblieben im
Uberstand. Dieser wurde entnommen und anhand des gemessenen Fluoreszenz-Signals
konnten die freie Menge und resultierend daraus die gebundene Menge an Cy5-cOligo
ermittelt werden.

Zur Ermittlung der TID-Reaktion wurde in einer weiteren Ausfiihrung einer Probe zuséatzlich
zum Cy5-cOligo das Target OTA zugegeben. Das Target bindet an die Aptamere des
Konjugats und dadurch werden Bindestellen fiir das cOligo blockiert. Somit liegen hier mehr

freie Cy5-cOligos vor und es wird ein hoheres Fluoreszenzsignal ermittelt.
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Das Cy5-cOligo wurde im Bereich 0,4 - 560 pmol eingesetzt. Eine TID-Reaktion wurde mit
der zweithochsten Konzentration (280 pmol, 20 puM) durch einen Uberschuss an OTA
(560 pmol, 40 uM) untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Ergebnisse des Bindungsassays mit Aptamer-AuNP und Cy5-markierten cOligos, dargestellt ist
die Menge hybridisierter cOligos [pmol] in Abhingigkeit der eingesetzten cOligos von 0,4 - 560 [pmol].
Messpunkte in grau zeigen die Hybridisierung, roter Messpunkt zeigt die kompetitive Verdrangung durch 560
pmol OTA bei 280 pmol eingesetzten cOligos. Logarithmische Auftragung der Messwerte.

Betrachtet man den Kurvenverlauf wird deutlich, dass ab 140 pmol des Cy5-cOligos
(3. hochste Konzentration) eine Sattigung des Konjugats erreicht wurde. Zwar besitzen die
Werte teilweise eine hohe Standardabweichung durch die Messmethode, jedoch zeigen die
Werte insgesamt den Sattigungsverlauf. Der entstandene sigmoidale Kurvenverlauf ist
bereits aus den MST-Experimenten bekannt. Erst ab einer Konzentration héher 3,5 pmol
wurde ca. die Halfte der eingesetzten cOligos an die konjugierten Aptamere hybridisiert, bis
bei ca. 140 pmol eine Sattigung der Aptamere durch ca. 60 pmol cOligos erreicht wurde.
Der Einsatz von 560 pmol OTA verminderte die Bindung des cOligos an die Aptamer-
Konjugate um ca. 80 %, von ~ 61 auf 13 pmol.

Anhand dieses Bindungsassays konnte zum einen die Hybridisierungsfahigkeit der
konjugierten Aptamere an freie cOligos gezeigt werden, sowie die erfolgreiche kompetitive
Verdrangung der cOligos durch das OTA. Demnach wurden durch die Konjugation
funktionale Konjugate erstellt, die sich flr einen diagnostischen Einsatz eignen konnten.
Aufgrund hoher Kosten des Assays (hoher Verbrauch an Thiol- sowie Cy5-markierten
Oligonukleotiden) wurde er nach den aufgefiihrten Ergebnissen nicht fiir weitere Konjugate
durchgefiihrt. Die Funktionalitat der Konjugate in Losung konnte gezeigt werden, mittels
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Dot Blot sollte als nachstes die komplexere Reaktion von immobilisierten Bindungspartnern

untersucht werden.

4.3.2.2 Dot Blot

Der Dot Blot stellt ein zum LFA dhnliches Format dar, bei dem die Interaktion der Konjugate
mit dem Target und dem immobilisierten komplementdren Molekil untersucht werden
kann [137]-[139]. Die komplementare DNA wird auf einer Membran immobilisiert, hierbei
eignen sich PVDF-[140] sowie Nitrozellulose-Membranen [138], [139]. Auf Microarrays hat
sich bereits die erfolgreiche Kupplung von Oligonukleotiden mittels Streptavidin-Biotin auf
Nitrozellulose gezeigt (siehe 4.1.3). Daher wurde diese Immobilisierungsart und ebenfalls
das adsorptive Immobilisieren der Oligonukleotide getestet.

Bei der Durchflihrung des Dot Blots wurden Oligonukleotide auf der Membran immobilisiert
und daraufhin fiir ca. 16 h mit den komplementéren Konjugaten und ggf. OTA inkubiert.
Die Amino-modifizierten Oligonukleotide fiihrten auf den Dot Blots zu keiner Reaktion mit
den Konjugaten, zum einen kdnnte die Hybridisierungsfahigkeit aufgrund der Adosprtion
der Nukleotide auf der Nitrozellulose beeintrachtigt sein. Zum anderen kdnnten die
Oligonukleotide durch die Hybridisierungsreaktion mit der komplementdaren DNA von der
Nitrozellulose gelost werden. In beiden Fallen kann keine Rotfarbung des Bindungsbereichs
erfolgen. Bei der Immobilisierung mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung konnten jedoch
Rotfarbungen detektiert werden. Daher ist bei den folgenden Versuchen die Streptavidin-
Biotin-Kupplung verwendet worden.

Nach Optimierungsschritten der Konjugation (unter 4.3.1) wurden Dot Blots durchgefiihrt,
um die Hybridisierung der komplementaren Oligonukleotide sowie die Verdrangung durch
das Target OTA zu untersuchen. Die Hybridisierung konnte bei nahezu jedem Konjugat
festgestellt werden, Abbildung 34 zeigt fiir die drei optimierten Konjugationsmethoden des

A;s-Aptamers Dot Blots zur Hybridisierung (Versuchsdurchfiihrung unter B.10 beschrieben).
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pH-Erniedrigung Salt Aging [0,7 M] Einfrieren, 1 uM, -80 °C
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Abbildung 34: Dot Blot des A2s-A Konjugats nach verschiedenen Konjugationen. Auf Nitrozellulose wurde
mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung das cOligo immobilisiert.

Die roten Spots zeigten die Bindung des an AuNP konjugierten Ass-Aptamers an das
Membran-gebundene cOligo. Die Nitrozellulose-Membran wurde vor Inkubation mit dem
Konjugat mit Casein geblockt, dennoch trat beim Konjugat durch pH-Erniedrigung
unspezifische Bindung auf bzw. wurde die Membran rétlich verfarbt. Diese unspezifische
Reaktion war ebenfalls fiir das cOligo-Konjugat zu verzeichnen (nicht dargestellt). Bei den
Konjugaten der anderen Konjugationsmethoden sind die Bindungsbereiche klar auf der
Membran abgegrenzt. Die Konjugation mittels pH-Erniedrigung lieferte bei der UV-Vis- und
DLS-Analyse ebenfalls die schlechtesten Ergebnisse. Daher wurden keine weiteren Dot Blot
Analysen mit den Konjugaten der pH-Erniedrigung durchgefiihrt. Insgesamt sind jedoch alle
3 Konjugate funktional bzw. befdhigt die komplementdre DNA zu binden, da rote Spots
vorliegen.

Wahrend des Optimierungsprozesses der Konjugation wurden stetig Dot Blots angefertigt,
jedoch konnte meistens nur eine starke Hybridisierung und keine kompetitive Verdrangung
durch OTA beobachtet werden. Die zugrunde liegende Problematik ist die Aviditat der
konjugierten AuNP. Fiir die Bindung eines konjugierten AuNP an die biotinylierte DNA wird
lediglich ein DNA-Molekiil pro AuNP bendtigt, welches dann eine Rotfarbung hervorruft.
Wenn also beim Azs-A Konjugat alle Aptamere OTA gebunden haben, auBBer bspw. nur eins,

wird eine Hybridisierung ermdglicht, dieser Fall wird in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Mdgliche Bindungen auf dem Dot Blot mit dem A2s-A Konjugat und immobilisierten cOligos
(mittels Streptavidin-Biotin Kupplung). Links: Reaktionen auf dem Dot Blot ohne OTA, rechts: Reaktionen mit
OTA-Zugabe (OTA: orangenes Pentagon).
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Bei biotinylierten Aptameren ist es wahrscheinlich, dass aufgrund sterischer Griinde nicht
an jedes Aptamer ein cOligo-AuNP hybridisieren kann. Da OTA im Vergleich zu den
restlichen Molekiilen sehr klein ist, konnte es an jedes freie Aptamer binden. Wenn dennoch

gelegentlich ein cOligo gebunden wird, tritt weiterhin eine Rotfarbung auf (Abbildung 36).

Abbildung 36: Mdgliche Bindungen auf dem Dot Blot mit dem A2s-0 Konjugat und immobilisierten Aptameren
(mittels Streptavidin-Biotin Kupplung). Links: Reaktionen auf dem Dot Blot ohne OTA, rechts: Reaktionen mit
OTA-Zugabe (OTA: orangenes Pentagon).

Zur Losung des Problems sollte die DNA-Bedeckung der AuNP mit Oligonukleotiden
verringert werden (siehe 4.3.1.2), damit insgesamt weniger Molekiile fiir eine Bindung bzw.
Rotfarbung zur Verfligung stehen und ein sensitiverer Assay erzeugt werden kann.

Zur abschlieBenden Analyse der optimierten Konjugate von Azs-A und A2s-0 des Salt Agings
und des Einfrierens aus 4.3.1 wurden erneut Dot Blots durchgefiihrt. Ziel war es dabei die
kompetitive Verdrangung zu optimieren, indem die Anzahl der Bindungen zwischen
konjugierten AuNP und auf der Membran immobilisierten Oligonukleotiden verringert
wurde. Dafiir wurde die Dichte des immobilisierten Oligonukleotids reduziert. 4
verschiedene Dichte-Verhaltnisse wurden durch Verminderung der Biotin-Oligonukleotid-
Konzentration bei gleichbleibender Streptavidin-Konzentration getestet. Folgende molare
Streptavidin-Biotin-DNA-Verhaltnisse wurden eingesetzt: 1:2, 1:1, 10:1, 100:1. Fiir jedes
Konjugat und Verhaltnis wurde die reine Hybridisierung (H) mit der komplementidren DNA
getestet sowie durch Zugabe des Targets OTA (20 uM) die kompetitive Verdrangung (V). Das
Dot Blot Format bzw. die GréBe wurde zum vorherigen verdndert, die genaue
Versuchsdurchfiihrung ist unter B.10 beschrieben und alle Dot Blots sind unter 7.5 zu
finden.

Geniigend sichtbare Spots waren bei allen Konjugaten der Bedingungen 1:2 sowie 1:1 zu
verzeichnen, bei den restlichen Verhdltnissen waren nur teilweise und sehr schwache Spots
zu sehen, diese konnten mitttels Bild-Auswertung nicht ausreichend ausgewertet werden
und werden daher zunachst vernachlassigt. In Abbildung 37 sind die Dot Blots sowie die

mittels ImageJ) ausgewerteten Signale aller Konjugate fiir die Streptavidin-Biotin-DNA
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Verhdltnisse 1:2 und 1:1 dargestellt. Bei erfolgreichen Verdrangungsreaktionen sind

Prozentangaben angegeben.
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Abbildung 37: Dot Blots der Ass-Aptamer und Azs-cOligo Konjugate nach Salt Aging (0,7 M, 0,2 M oder
0,084 M) oder Einfrieren bei - 80 °C. Auswertung mittels ImageJ zur Hybridisierung (H) und kompetitiven
Verdringung (V). Relevante Signalunterschiede zwischen H und V sind in Prozent angegeben.

Die Bild-Auswertung ist aufgrund folgender Faktoren fehlerbehaftet:

1. Die Oberflachen-Beschaffenheit der befestigten Dot Blots erschwerte den Vergleich
der Signale.

2. Durch die manuelle Auftragung der Spots ergeben sich verschiedene Spot-GréBen,
die zu unterschiedlichen Dichten der aufgegebenen Komponente fiihren kdnnen.

Dadurch werden die Signalintensitat sowie die Verdrangbarkeit beeinflusst.

In den ausgewerteten Signalen nicht zu erkennen, jedoch eindeutig mit bloBem Auge, ist
dass die A25-0 Konjugate eine starkere Rotfarbung hervorrufen als die A2s-A Konjugate. Dies
kann durch sterische Hinderungen erklart werden. Wie bei Microarrays unter 4.1.3.1 kdnnen
.freie” cOligos (in diesem Fall an AuNP konjugiert) aufgrund der geringeren GroBe einfacher
an Membran-gebundene Aptamere binden als im umgekehrten Fall. Die gréBeren Aptamere
haben mehr LadungsabstoBungen untereinander beim Anndhern an die Membran-
gebundenen cOligos, sodass weniger Aptame-konjugierte AuNPs als cOligo-konjugierte
AuNPs binden konnen. Dies fiihrt zu einer verminderten Hybridisierung und geringeren

Rotfarbung.
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Als nachstes fallt auf, dass die Signale des Verhaltnisses 1:1 sowohl ausgewertet als auch
optisch sichtbar stets hoher sind als die des Verhaltnisses 1:2. Dieser Effekt entsteht
vermutlich  ebenfalls aufgrund sterischer Hinderungen und elektrostatischer
Wechselwirkungen, da bei 1:2 jedes Streptavidin-Molekiil theoretisch 2 biotinylierte DNA-
Molekiile gebunden hat, gegeniiber nur einem Molekiil bei 1:1. Beim Streptavidin-Biotin-
DNA Verhiltnis von 1:2 sind die DNA-Molekiile zu nah aneinander, sodass durch
AbstoBungen und DNA-Faltungen die komplementdren Basen der biotinylierten
Oligonukleotide nicht zugdnglich sind fiir die Oligonukleotide auf den AuNP. AuBerdem ist
durch mehr DNA-Molekiile die Gesamtladung auf der Membran hoher und diese fiihrt zu
zusatzlichen LadungsabstoBungen. Daher kdnnen insgesamt mehr AuNP bei einer
geringeren Anzahl an biotinylierten Oligonukleotiden gebunden werden und somit eine
starkere Rotfarbung hervorrufen. Betrachtet man jedoch die Ergebnisse der
Verdrangungsreaktion durch OTA zeigt das Verhdltnis 1:2 bessere Ergebnisse. Die
Signaldifferenz zwischen Hybridisierung und Verdrangung ist in Prozent liber der jeweiligen
Séaule angegeben. Fiir die Axs-A Konjugate wurden bei 1:2 Verdrangungen verzeichnet und
der TID-Mechanismus zwischen Aptamer, cOligo und OTA nachgewiesen. Bei dem Verhaltnis
1:1 wurde nur bei dem Azs-A Konjugat mittels Einfrieren eine Verdrdngung erzielt. Bei einem
spateren LFA der Endverbraucher wird das Ergebnis rein visuell ausgewertet, daher wurde
auch hier die subjektive visuelle Wahrnehmung untersucht. Visuell konnte fiir die Azs-A
Konjugate des 0,2 M Salt Agings (S.A.) sowie des 0,084 M S.A. fiir 1:2 eine Verdringung
bestatigt werden, jedoch mit geringerem AusmaB als bildtechnisch ausgewertet. Fiir das
Konjugat S.A. 0,7 M war keine Verdriangung ersichtlich, auch ausgewertet ist die
Verdrangung nur mit 1 % angegeben. Visuell und ausgewertet wurde fiir das Konjugat
mittels Einfrieren bei beiden Verhaltnissen eine Verdrangung festgestellt.

Beim A2s-0 Konjugat konnte bei den Salt Aging Konjugaten mit 0,7 M und 0,2 M NaCl
Entfarbung durch OTA mittels Image) festgestellt werden. Visuell konnte die
Verdrangungsreaktion von A2s-0 nach S.A. 0,7 M jedoch nicht bestédtigt werden, fiir S.A.
0,2 M hingegen schon. Durch eine geringere Oligonukleotid-Dichte auf den AuNP konnte
eine niedrigere Aviditat erreicht werden und eine bessere Verdrangbarkeit der konjugierten
AuNP generiert werden. Auch hier lieferte das Verhaltnis Streptavidin-Biotin-Aptamer 1:2
erneut die besseren Werte fiir die Verdrangung. Die Dot Blots vom S.A. 0,084 M wurden

beim Einscannen stark belichtet und es konnte keine Verdrangung ermittelt werden, dies
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wurde visuell gleich bewertet. Beim Konjugat mittels Einfrieren wurde nur bei 1:1 eine
Verdrangung ausgewertet, durch die Oberflachen-Beschaffenheit wurde die Auswertung
von 1:2 erschwert, visuell wurde hier eine deutliche Verdringung festgestellt (Dot Blots

erneut dargestellt in Abbildung 38).

Abbildung 38: Dot Blots mit dem Axs-O Konjugat mittels Einfrieren. Streptavidin-Biotin-Aptamer im
Verhaltnis 1:2. Links: Hybridisierung, rechts: kompetitive Verdrangungsreaktion mit OTA.

Bei diesem Konjugat ist die Verdrangung demnach fiir beide Verhaltnisse Streptavidin zu
Biotin-Aptamer erfolgreich gewesen.

Zusammengefasst war bei den S.A. 0,7 M Konjugaten aufgrund hoher Aviditat keine
Verdrangung zu verzeichnen, ebenso bzw. nur sehr schwach fiir die Konjugate S.A. 0,084 M.
Beim Konjugat S.A. 0,2 M kann ausgewertet sowie optisch eine Verdrangung bestatigt
werden, jedoch nur in geringem AusmaB. Eindeutig ist nur eine Verdrangung bei beiden
Konjugate mittels Einfrieren ersichtlich, in einem optischen AusmaB, das fiir diagnostische
Zwecke Uiberhaupt erst relevant ist. Aufgrund des positiven Effekts des Adenin-Spacers bei
der Konjugation mittels Einfrieren gegeniiber dem Salt Aging, kann davon ausgegangen
werden, dass die Konjugation beim Einfrieren 6fter gerichtet stattfindet. Beim Einfrieren
liegen die Oligonukleotide weitgehend gestreckt vor [74], wodurch eine mittels Thiol-
gerichtete Immobilisierung durch den Adenin-Spacer zusatzlich erleichert wird. Beim
Aptamer-Konjugat wird durch eine gerichtete Konjugation die Targetbindung und somit
eine TID-Reaktion erleichtert. Beim cOligo-Konjugat bendtigen AuNP mit adsorptiv
immobilisierten cOligos mehr Platz fiir eine Hybridisierungsreaktion mit dem Membran-
gebundenen Aptamer, durch die ndtige Ndhe zum Aptamer gegeniber ,gestreckten”
(gerichtet immobilisierten) cOligos. Dadurch kénnen weniger AuNP mit dem Aptamer
interagieren und die TID-Reaktion wird im Vergleich zu gerichtet immobilisierten cOligo-
Konjugaten durch die geringere Anzahl an Konjugaten erschwert. Dieses Phdnomen (bessere
TID-Ergebnisse bei mehr bindenden/ hybridisierenden Molekilen und Unterschiede bei
adsorptiver und gerichtet immobilisierter DNA) war bereits bei TID-Reaktionen auf
Microarrays beobachtet worden (4.1.3.2). Die Konjugate mittels Einfrieren sind demnach
trotz etwas hoherer DNA-Bedeckung aufgrund der DNA-Ausrichtung besser fiir
Verdrangungsreaktionen geeignet als Konjugate des Salt Agings.
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Betrachtet man die Konzentrationen und Verhaltnisse der Komponenten, wird aber eine
Problematik des Assays sichtbar: OTA wurde fiir die Verdrangung in einer Konzentration von
10 uM eingesetzt, das entspricht 500 pmol. Beim Streptavidin-Biotin-DNA Verhaltnis 1:2
wurde die biotinylierte DNA mit 5 pmol eingesetzt, bei den drei weiteren Verhdltnissen
demnach mit weniger Menge. Bei einem 100- oder mehrfachen Uberschuss von OTA
gegeniiber dem biotinylierten cOligo konnte nur eine schwache Verdrangung beim Einsatz
des As-A Konjugats erreicht werden. Die Menge der eingesetzten konjugierten Aptamere
liegt im Bereich von 7 - 53 pmol (Berechnungen unter 7.5). Beim Einsatz von 500 pmol OTA
sollte daher die Bindung der Aptamere ans Target um ein Vielfaches gegentiber der Bindung
ans cOligo liberwiegen, anhand der jedoch nur geringen Abschwéchung der Rotfarbung ist
dies scheinbar nicht der Fall, da ein GroBteil der konjugierten AuNP weiterhin an die
biotinylierten cOligos binden. Die starke Aviditat der Aptamer-konjugierten AuNP fiihrt
auch bei Vorhandensein von OTA zu Bindungen an die cOligos, dabei ist bspw. eine Aptamer-
cOligo-Bindung pro AuNP ausreichend fiir eine Rotfarbung, die restlichen Aptamere
konnten OTA gebunden haben. Beim umgekehrten Fall, dem Einsatz des A2s-O Konjugats
sind je nach Konjugat ca. 22 - 91 pmol cOligos eingesetzt worden, gegeniiber den 5 pmol
oder weniger biotinylierten Aptameren. Die 500 pmol OTA sollten auch hier aufgrund
hoherer Affinitat die Bindestellen der Aptamere vollstdndig belegen und keine Rotfarbung
ermoglichen. Zwar wird in diesem Fall eine starkere Verdrangungsreaktion beobachtet,
jedoch verglichen mit der hohen OTA-Konzentration keineswegs eine sensitive. Auch hier
wirkt sich die Aviditdt der konjugierten AuNP als hinderlich aus und erschwert die
Verdrangungsreaktion.

Durch die Verminderung der Oligonukleotid-Dichte der Konjugate (in 4.3.1) konnte
insgesamt eine relevante Reduzierung der Aviditat erfolgen und diese resultierte bei den
Dot Blots in eine erfolgreiche Verdrangungsreaktion. Aufgrund der fir eine Verdrangung
notwendigen OTA-Konzentration sind die positiven Ergebnisse aber noch nicht fiir einen
sensitiven diagnostischen Assay einsetzbar, zeigen jedoch die generelle Funktionalitdt des

gewahlten Assays.
4.3.3 Funktionalisierte Konjugate zum diagnostischen Einsatz beim Lateral Flow Assay

Nach ersten erfolgreichen Ergebnissen zur Konjugationsoptimierung und auf dem Dot Blot

wurden ebenfalls Lateral Flow Assays durchgefiihrt. Ein LFA hat ein typisches SetUp und
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bendtigt gepufferte Systeme. Der Aufbau und die Zusammensetzungen wurden in den
folgenden Unterkapiteln untersucht und optimiert. SchlieBlich wurde die Funktionalitat der

Konjugate beziiglich Hybridisierung und Kompetition mit OTA untersucht.

4.3.3.1 Aufbau des Lateral Flow Assays

Ein Lateral Flow Assay ist grundlegend aus 3 Teilen aufgebaut: Dem Conjugate Pad, auf
welchem das Konjugat vorgelegt ist, der Nitrozellulose-Membran, auf der sich die Test- und
Kontrollzonen des Testergebnisses befinden, und dem Absorbent Pad (AP) zur
Aufrechterhaltung der Kapillarkrafte und der Aufnahme der Probenflissigkeit. In Abbildung

39 ist der verwendete Aufbau des entwickelten LFAs dargestellt.

Testlinie  Kontrolllinie Testllnie Kontiolllinie
2o ey A OF
By [ &
Nitrozellulose-Membran Absorbent Pad Nitrozellulose-Membran Absorbent Pad

Conjugate Pad Conjugate Pad

A

A

E Aptamer ¢~ gefaltetes Aptamer cOligo . AuNP
M Streptavidin e Biotin ¢ Kontroll-Oligo OTA

Abbildung 39: Aufbau und Funktionsprinzip des angestrebten LFAs. Links: mit Aptamer-Konjugat, rechts: mit
cOligo-Konjugat. 1: Vor Probenaufgabe, 2: nach Durchfiihrung mit einer Probe ohne OTA (negatives
Testergebnis, rote Testlinie), 3: nach Durchfiihrung mit einer Probe mit OTA (positives Testergebnis, keine rote
Testlinie). (VergroBerte Darstellung unter B.11 zu finden).

Dabei kann entweder Aptamer- oder cOligo-Konjugat verwendet werden. Bei beiden
Konjugat-Varianten ist bei einem negativen Testergebnis eine rote Testlinie und bei einem
positiven Testergebnis keine rote Testlinie zu verzeichnen. Das Ausbleiben der Testlinie beim
positiven Tesetergebnis unterscheidet sich grundlegend von den meisten kommerziellen
LFAs, da der angestrebte LFA zur Detektion von OTA auf einem kompetitiven Testaufbau und

nicht auf einem Sandwich-Prinzip basiert.
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Nitrozellulose-Membranen wurden spezifisch fir
LFAs entwickelt, getestet wurden die Typen CN 95, 140 und 180, alle mit Polyester-Backing.
Die Membran-Typen besitzen mit aufsteigender Bezeichnungszahl eine kleinere PorengréBe
und hohere Kapillargeschwindigkeit [141]. Die Kapillargeschwindigkeit wirkt sich auch auf
die Sensitivitdt aus, mit aufsteigender Bezeichnung nimmt die Sensitivitat von ,gut" liber
.sehr gut” zu ,sehr hoch" zu. Die Membran 180 eignet sich jedoch etwas schlechter fiir
viskose Proben, als die Membranen 95 und 140 [142]. Bei der Entwicklung der LFAs in dieser
Arbeit wurden alle Membranen getestet, die Membran 95 lieferte aufgrund der hohen
Geschwindigkeit und resultierenden kiirzeren Reaktionszeit keine so sensitiven Ergebnisse
wie die restlichen Membranen, daher wurde sie nicht weiterverwendet. Die Membran 180
flihrte zu breiteren Testlinien, ansonsten konnte kein Unterschied zur Membran 140
festgestellt werden. Um bei zukiinftigen Anwendungen auch viskose Proben untersuchen
zu konnen, wurde weiter mit der Membran 140 gearbeitet. Wenn nicht weiter vermerkt,
beziehen sich alle folgenden Ergebnisse auf LFAs mit dieser Membran.

Fiir ~ einen  erfolgreichen und  sensitiven Assay werden unterschiedliche
Pufferzusammensetzungen bei einem LFA verwendet, ihr Einsatz wurde im folgenden
Kapitel untersucht. Dabei sind oftmals LFAs oder nur Ausschnitte gezeigt. Da der Assay
vertikal durchgefiihrt wurde, sind die LFAs auch hier senkrecht dargestellt, in Laufrichtung

der Probenflissigkeit von unten nach oben.
4.3.3.2 Zusammensetzung und Pufferoptimierungen des LFAs

Auf dem Conjugate Pad (CP) ist das Konjugat vorgelegt, welches durch Zugabe der
Probenfliissigkeit rehydriert wird und durch Kapillarkrafte Gber den Teststreifen wandert.
Damit das Konjugat optimal aus dem CP gel6st wird und mit den Zielmolekiilen reagieren
kann, sind Zusédtze im Laufpuffer entscheidend sowie eine Vorbehandlung des CP. Das CP
besteht aus Glasfaser und aufgrund der Struktur werden Reagenzien zum Blockieren
bendtigt, ansonsten verweilen die Konjugate sehr lange im CP und die Kapillarkrafte reichen
nicht fiir den Transport der Probenfllssigkeit aus. Weiterhin kdénnen durch die
Vorbehandlung des CPs Zusdtze vorgelegt werden, welche bspw. den pH-Wert der Probe
anpassen und dem Konjugat lonen zur optimalen Bindung ans Target liefern konnen. In

Tabelle 12 werden die vorgenommenen Optimierungen des Conjugate Pads aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Optimierungen des Conjugate Pads. Die Anpassungen fanden nacheinander von oben nach unten
statt, nur Anderungen zu den zuvor verwendeten Bedingungen wurden aufgefiihrt.

Anpassungen Effekte Verbleibende Problematik
Tris-HCI, pH 8 o Rehydrieren des Konjugats o Riickstande des Konjugats im CP
1 9% BSA

0,05 % Tween 20

OVA statt BSA o Wechselwirkungen zwischen BSA | e Riickstande des Konjugats im CP
und OTA werden unterbunden e Magliche Wechselwirkung von OVA und OTA muss

iberpriift werden

PBS statt Tris-HCI, | « Nahezu komplettes Rehydrieren o Bindepuffer des Aptamers beinhaltet Tris-HCl,

2 9 Sac. des Konjugats eventuell schwachere Bindung an OTA

Bindepuffer ohne o Gutes Rehydrieren des Konjugats | e Ca*-lonen stabilisieren DNA-Faltungen, eventuelle
CaCl; statt PBS Beeintrachtigungen der Aptamer-Faltung
e Aber bei Zugabe von CaCl> weniger Konjugat-

Stabilitdt vorhanden

Zuerst wurden die in der Literatur standardmaBige Zusammensetzung zum Blockieren des
CP getestet [141]. Die Verwendung von Tris-HCI, pH 8, 1 % BSA und 0,05 % Tween 20
fiihrte zu erfolgreichen Hybridisierungen, jedoch nicht zu Entfarbungen durch die TID-
Reaktion auf der Testlinie. AuBerdem verblieben einige Riickstdnde des Konjugats auf dem
CP. Da jedoch fiir das Rehydrieren auch der Laufpuffer und das Konjugat entscheidend sind,
wurde dieser Faktor zundchst vernachldssigt. Recherchen ergaben, dass OTA eine starke
Wechselwirkung mit BSA und generell Albuminen aufweist, im menschlichen Kérper wird
es an HSA gebunden transportiert [143]. Casein als alternatives Blocking-Reagenz stellte
sich als ungeeignet heraus, da die Rehydrierung der Konjugate ineffizient war. AuBerdem
wurde Ovalbumin (OVA) getestet. Bei OVA handelt es sich ebenfalls um ein Aloumin handelt,
es wurde aber auch in anderen Studien mit OTA verwendet [144], [145]. Der Einsatz von
OVA war erfolgreich und wurde daher fiir weitere Versuche zum Blocken eingesetzt. Es
verblieben aber weiterhin Riickstdnde des Konjugats im CP.

Als weitere Puffervariante wurde eine Pufferzusammensetzung mit Phosphatsalzen anstelle
von einer Tris-Base getestet, als Zusdtze wurden wie zuvor OVA und Tween 20 verwendet
und zusatzlich 2 % Saccharose [145]. Hiermit konnte eine fast vollstandige Rehydrierung
des Konjugats erreicht werden. AuBerdem wurden erfolgreiche Hybridisierungen detektiert,

jedoch keine Verdrangungsreaktionen durch OTA. Als weitere Anpassung wurde daher statt
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PBS der Bindepuffer des Aptamers (auf Tris-HCI Basis, pH 8,5) verwendet, um die
dreidimensionale Aptamerfaltung zu gewahrleisten. Hierbei wurde zu Beginn auf das CaCl,
im Puffer verzichtet, da sich die zweiwertigen lonen negativ auf die Konjugat-Stabilitat
auswirken (siehe 4.3.1.1). Mit diesem Blocking-Puffer wurden ein gutes Rehydrieren der
Konjugate sowie ein gutes Gesamtergebnis des LFAs erreicht.

Weiterhin wurde die Testlinie auf der Nitrozellulose-Membran optimiert. Industriell werden
Test- und Kontrolllinien mit einer speziellen Apparatur auf die NZ-Membran aufgespriiht.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Testlinien per Hand aus mehreren 0,1 pL Tropfen
erstellt, daher kommt es zu unterschiedlichen Ausfiihrungen. Anfangs wurden 8 Tropfen
aufgegeben, um die komplette Breite des LFAs abzudecken, jedoch konnte auch mit 5
Tropfen eine ausreichende ,Linie" erhalten werden. Das Aufgabeprinzip ist in Abbildung 40

dargestellt.

TL KL

cP—> — AP

Abbildung 40: Aufgeben der Testlinie der LFAs. Vereinfachte Darstellung des LFA, sichtbar ist die
Nitrozellulose-Membran mit Testlinie (TL) und Kontrolllinie (KL), das Conjugate Pad (CP) und das Absorbent
Pad (AP) sind angelagert. Die Kontrolllinie wurde nicht aufgegeben, wire aber an dieser Position zu finden.
Die aufgegebenen Tropfen sind in hellblau dargestellt.

Als TL wurde die Kupplung mittels Streptavidin-Biotin verwendet. Die Testlinie fiihrte zur

erfolgreichen Hybridisierung, 2 Beispiele sind nachfolgend dargestellt.

Abbildung 41: Erfolgreiche Testlinien des LFAs. TL bestehen aus 0,8 ulL Streptavidin (17 pM)-Biotin-cOligo
(17 uM) in Bindepuffer, zur Hybridisierung wurde Azs-A Konjugat mittels pH-Erniedrigung verwendet. Der
grdulichere Strich am Rand dient nur als Markierung.

Wie in Abbildung 41 zu sehen, sind die Testlinien zwar erkennbar, jedoch sehr breit und
wenig intensiv. Um die Testlinie schmaler und intensiver zu gestalten, wurde ein Zusatz von
2 % Trehalose getestet. Trehalose vermindert negative Trocknungseffekte von Molekiilen

[146], [147]. Der Zusatz fiihrte zu geraden und schmaleren Linien, die aber immer noch
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intensitatsschwach waren. Fir eine stdrkere Bindung auf der Testlinie wurden die
Konzentrationen von Streptavidin und der biotinylierten DNA erhoht und die DNA dabei
doppelt so konzentriert eingesetzt. Dadurch wurde eine deutlichere TL erhalten

(Abbildung 42).

Abbildung 42: Erfolgreiche Testlinien des LFAs. TL bestehen aus 0,8 ulL Streptavidin (25 pM)-Biotin-cOligo
(50 uM) in Bindepuffer, zur Hybridisierung wurde Azs-A Konjugat mittels pH-Erniedrigung verwendet.

Zu einem spateren Zeitpunkt wurde die Testlinie aufgrund unzureichender Verdrangungs-
Reaktionen erneut verdndert. Dabei wurde die Konzentration von Streptavidin und
biotinylierter DNA mehrmals um je die Halfte reduziert. Fiir die DNA von 50 auf 25, 12,5,
6,25 und 3,125 puM. Streptavidin wurde wie zuvor halb so konzentriert wie die DNA
zugegeben. Die Ergebnisse zur Konzentrationsverminderung sind in Abbildung 43

dargestellt.

Abbildung 43: Erfolgreiche Testlinien von LFAs. TL bestehen aus 0,5 pL Streptavidin-Biotin-Apamer im
Verhaltnis 1:2 mit 2 % Trehalose. Konzentrationen von Streptavidin und Biotin-DNA von links nach rechts
(1 - 5), 25:50 pM, 12,5:25 uM, 6,25:12,5 uM, 3,13:6,25 pM, 1,6:3,13 pM. Zur Hybridisierung wurde A2s-0
Konjugat mittels Einfrieren bei - 20 °C verwendet.

Die Rotfarbung nahm wie erwartet mit abnehmenden Konzentrationen von Streptavidin
und Biotin-DNA ab. Fiir eine spatere visuelle Auswertung des Endverbrauchers waren die
Testlinien von 4 und 5 zu schwach, 1 - 3 sind hingegen stark genug. Fiir weitere Versuche
wurde das Konzentrationsverhaltnis von 2 verwendet, da eine intensive TL wie von 1 die

Verdrangbarkeit erschweren kann und Ergebnisse von 3 bei schwachen TL schwer zu

detektieren waren.

Die manuell erstellten Testlinien unterscheiden sich in ihrer Form voneinander und fiir eine

Verdrangungsreaktion wére eine schmalere, geradlinige Testlinie wiinschenswert. Daher
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wurde mittels Nano-Plotter die Testlinie aufgegeben, die resultierenden TL sind in

Abbildung 44 dargestellt.

140 180

Abbildung 44: Erfolgreiche Testlinien auf LFAs. Testlinien aufgegeben mit GeSiM Nano-Plotter. Auf CN 140
und CN 180 Membran.

Zum Vergleich der Sensitivitat der CN 140 und CN 180 Membranen wurde auf beide
Membranen die Testlinie aufgegeben. Auf beiden Membranen ist eine deutliche, gerade und
rotgefarbte Testlinie sichtbar, die TL auf der 180er Membran ist jedoch ca. doppelt so breit,
vermutlich da diese Membran eine geringere PorengroBe hat. Die Breite kdnnte fiir eine
spatere visuelle Auswertung vorteilhaft sein, jedoch ist sie dadurch insgesamt inhomogener
gefarbt. Vor allem bei nur schwachen Verdrangungsergebnissen, wie auf den Dot Blots
beobachtet, kdnnte die Auswertung dadurch erschwert sein. Weiterhin wurde die gesamte
180er Membran leicht rétlich verfarbt, die 140er Membran hingegen nicht bzw. schwécher.
Die Auftragung der TL mittels Nanospotter war insgesamt erfolgreich. Durch die
aufwendigere Auftragung wurde bei vielen folgenden Versuchen jedoch darauf verzichtet,
da zundchst ein ,ja" oder ,nein" Ergebnis beziiglich einer roten Testlinie erreicht werden

sollte.

Eine Kontrolllinie fir den LFA konnte im Rahmen einer Abschlussarbeit® ebenfalls entwickelt
werden. Diese basiert auf einer Tos-Sequenz, die mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung auf
der NZ aufgebracht worden ist. Oligonukleotide, die mit einem A,s-Spacer an die AuNP
konjugiert wurden, kdnnen daran binden. Dabei ist die Bindung an die KL unabhangig von
einer Targetbindung, da der komplementare Bereich der Adenine nicht fiir die Targetbindung

bendtigt wird.

6 Entwicklung eines Aptamer-basierten Lateral Flow Assays zur Detektion von Ochratoxin A", Corinna Brandt, 2019
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TL

Abbildung 45: Lateral Flow Assay mit einer Testlinie und einer Kontrolllinie. A2s-A Konjugat, hergestellt mittels
pH-Erniedrigung. Die Oligonukleotide der TL und KL sind mittels Streptavidin (25 uM)-Biotin (50 uM)-Kupplung
immobilisiert. Als TL sind cOligo-Molekiile immobilisiert, als KL Tzs-Molekiile.

In Abbildung 45 ist neben der roten Testlinie ebenfalls eine rote Kontrolllinie zu sehen. Bei
Verwendung von konjugierten Oligonukleotiden mit einem Adenin-Spacer konnte die

Kontrolllinie auf Basis eines Thymin-Spacers erfolgreich eingesetzt werden.

Als letzte Komponente wurde der Laufpuffer der LFAs optimiert, die Anpassungen sind in
Tabelle 13 aufgefiihrt. Dabei wurde zundchst nur die Hybridisierung betrachtet, d.h. die
Rotfarbung der Testlinie durch Bindung von Aptamer und cOligo. Aufgrund der Verwendung

eines neuen Scanners unterscheiden sich die Aufnahmen der LFAs voneinander.

Tabelle 13: Optimierungen des Laufpuffers des LFAs. Die Anpassungen fanden nacheinander von oben nach
unten statt, nur Anderungen wurden aufgefiihrt.

Zusammensetzung Effekte Verbleibende Problematik
o Bindepuffer o Erfolgreiche Testlinien |  Mit BSA starkere Testlinie, jedoch wird 85
o Mit 1 % BSA oder komplette Membran rétlich gefarbt

ohne BSA
e Bindepuffer o Erfolgreiche Testlinie | o Testlinie kdnnte deutlicher sein g

e 1 0o OVA statt BSA Keine rotlich

verfarbte Membran

e PBS mit 2 % Tween

Erfolgreiche Testlinie | o Salz-lonen des Bindepuffers konnten fiir

20, 1 % SDS, o Keine signifikante Aptamer-OTA-Bindung entscheidend
5 mM MgS0s4 Verbesserung sein
o Bindepuffer mit o Erfolgreiche Testlinie | @ Roter Rander oberhalb der TL, entstehen
oder ohne CaCl; vermutlich jedoch beim Schneiden der
® 2 0p Sac. LFA-Streifen, da auch unter anderen

Bedingungen vorhanden -
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Zu Beginn wurde unverdiinnter Aptamer-Bindepuffer (A.3) verwendet. Dem Laufpuffer wird
oftmals auch ein Blocking-Reagenz [141], [148] zugesetzt, zunédchst wurde 1% BSA
getestet. Es verstarkte zwar die Testlinie, verfarbte aber die Nitrozellulose-Membran rotlich.
Die Verfarbung entstand vermutlich aufgrund der Interaktion von BSA und AuNP [149],
[150]. BSA wurde zum Blockieren der Poren auf der NZ eingesetzt und an diese Molekiile
haben dann AuNP gebunden, die vermutlich nur eine geringe Oligonukleotid-Dichte hatten,
da BSA mit der freien (bzw. mit Citrat-lonen bedeckten) Gold-Oberfliche interagiert.
Nachdem beim CP BSA durch OVA ausgetauscht wurde, wurde auch im Laufpuffer OVA
verwendet. Hierdurch wurden unerwiinschte Rotfarbungen der NZ minimiert und dariiber
hinaus eine erfolgreiche Testlinie erhalten. Zum Vergleich eines weiteren Laufpuffers wurde
ein Puffer auf PBS-Basis getestet [145]. Die Ergebnisse des PBS-Puffers waren vergleichbar
mit denen des Bindepuffers, es konnte jedoch keine signifikante Verbesserung der
Testlinien-Ausbildung erreicht werden. Damit die korrekte Aptamerfaltung gewahrleistet
werden konnte, wurde daher wieder der Bindepuffer verwendet. Als Zusatz wurde, wie zur
Behandlung des CP, 2 % Saccharose zugesetzt, um das Losen des Konjugats aus dem CP zu
unterstiitzen [146], [151]. Der Einsatz oder Verzicht von CaCl, hatte beim Laufpuffer keinen
Einfluss auf die Hybridisierung an der Testlinie, vermutlich wurde das gesamte System des
LFAs durch Zusatze zum Konjugat und den Puffern ausreichend stabilisiert. Die Testlinie mit
dem optimierten Laufpuffer war zufriedenstellend rot, die NZ wurde bis auf die Rander nicht
rot verfarbt. Die Farbung der Rander entsteht vermutlich durch die Schnittkanten und trat

hiufig auf, beeintrachtigte die Ergebnisse jedoch nicht [141].

Nachdem die Komponenten Conjugate Pad, Testlinie und Laufpuffer des LFAs optimiert
wurden, sollte abschlieBend die Funktionalitdt des LFAs beziiglich Verdrangung durch das

Target OTA untersucht werden.
4.3.3.3 Detektion von Ochratoxin A

Mit den vorigen Methoden MST, Microarray, Bindungsassay und Dot Blot konnte die
Hybridisierung des Aptamers mit dem cOligo sowie die Verdrangung durch OTA festgestellt
werden. Die Hybridisierung auf dem Lateral Flow Assay wurde durch Pufferoptimierungen
in diesem Kapitel ebenfalls erfolgreich etabliert. Die Verdrdngungsreaktionen auf den Dot

Blots haben gezeigt, dass lediglich eine Abschwéchung der Rotfarbung durch OTA erreicht
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wird, obwohl OTA im Uberschuss vorlag und eine ausreichende Inkubationszeit (16 h)
gegeben war. Auf LFAs betrdgt die Reaktionszeit von Konjugat, OTA und Testlinie nur einige
Sekunden bis Minuten, eine komplette Entfarbung der Testlinie ist daher vermutlich schwer
zu erreichen. Die ersten Ergebnisse von Verdrdngungsreaktionen zeigten keinerlei
Abschwadchung der Rotfarbung nach OTA Zugabe. Dabei wurden beide SetUps verwendet,
also cOligo- oder Aptamer-Konjugat und das OTA mit hoher Konzentration (10 pM) in den
Laufpuffer gegeben. Folgend sind alle Parameter dargestellt, die zum Erreichen einer

Verdrangung getestet wurden.

Tabelle 14: Problemstellungen und L6sungsansétze en zur Etablierung einer Verdrangungsreaktion auf LFAs,
alle genauen Angaben sind unter B.11.4 zu finden.

Problemstellung Lésungsansatz
e Ldslichkeit von OTA verbessern e DMSO / EtOH in Laufpuffer
e Gleichgewicht auf Bindung von OTA e Konzentration OTA vierfach erhohen
verschieben (40 pm)

e CP-Struktur und Zusitze stéren e Kein CP, Konjugat in LP

e Reaktionszeit verlangern e Konjugat im LP vorinkubieren

o Aptamer-Faltung auf Membran erméglichen | ® LFA mit LP vorinkubieren

e Hybridisierung abschwichen o LFAs/LP erwdrmen

e Aptamer-Faltung begiinstigen e Mehr KCl in LP

e Aptamer [ cOligo-Dichte verringern e Co-Immobilisierung auf AuNP mit anderen
Oligonukleotiden (siehe 7.5)

e Salt Aging Konjugationen mit 0,2 M oder

0,084 M statt 0,7 M NaCl (4.3.1.2)

Trotz aller Anderungen aus Tabelle 14 konnte keine Entfirbung der TL durch die TID-
Reaktion erreicht werden. Aufgrund von hohen Materialkosten (Thiol-modifizierte DNA)
konnte nicht mit jedem optimierten Konjugat jede Anderung zur Verdringungsreaktion
durchgefiihrt werden. Nur nach Optimierungserfolgen (durch analytische Daten zur
Stabilitat und Homogenitat oder einer geringeren Oligonukleotid-Dichte) eines Konjugats

wurden entsprechende LFAs durchgefiihrt.
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Um auszuschlieBen, dass eine Problematik mit OTA und den Materialien des LFAs vorliegt,
wurden Hybridisierungs- und Verdrangungs-Teststreifen anschlieBend mit UV-Licht
(254 nm) bestrahlt, um die Verteilung von OTA aufgrund der Fluoreszenz im UV-Bereich

sichtbar zu machen.

CP TL AP

- T a
- <a

Abbildung 46: LFAs zur Hybridisierung (oben) und Verdrdngung (unten) durch OTA (40 uM), bestrahlt mit
UV-Licht (366 nm). CP=Conjugate Pad, TL= Testlinie, AP=Absorbent Pad. A2s-0 Konjugat mittels Einfrieren
bei - 20 °C, CP vorbehandelt mit BB ohne CaClz, 1 % OVA, 2 % Saccharose.

Das CP fluoresziert ebenfalls im UV-Bereich, dies konnte durch Bestrahlung eines
ungetesteten LFA-Streifens bestatigt werden. Durch die UV-Bestrahlung der Streifen aus
Abbildung 46 konnte festgestellt werden, dass OTA mit der Probenfliissigkeit durch den
kompletten Streifen migriert und nicht z.B. im CP durch Wechselwirkungen zuriickgehalten
wird. Beeintrachtigungen der TID-Reaktion aufgrund des LFA SetUps konnten somit
ausgeschlossen werden.

Als weiterer Losungsansatz wurde die Aptamer-Testlinie zuvor mit OTA inkubiert. Denn beim
Dot Blot mit Inkubationszeiten von mehreren Stunden konnten teilweise abgeschwachte
Rotfarbungen erreicht werden. Lange Inkubationszeiten des Aptamer-Konjugats im
Laufpuffer mit OTA hatten auf LFAs hingegen keinen Verdrangungs-Effekt. Die Streptavidin-
Biotin-Aptamer Losung wurde fiir 3 h mit OTA inkubiert und danach als TL aufgetragen.
AnschlieBend wurde der Teststreifen mit cOligo-Konjugat getestet. Durch die Vorinkubation
von Aptamer und OTA konnte eine signifikante Verminderung der Testlinie erreicht werden

(Abbildung 47).

LP=BB mit 2 % Sac. LP=BB mit 2 % Sac. Und 100 mM KClI
1 2 1 2 3
! {
| _y -4 |
Verminderung [%]: 48 Verminderung [%]: 44 38

Abbildung 47: LFAs mit cOligo-Konjugat. Testlinien mit Biotin-Aptamer. 1=Hybridisierung, normale Testlinie
(12,5 uM Streptavidin + 25 pM Biotin-Aptamer), 2=vorinkubierte Testlinie mit 50 uM OTA, 3=vorinkubierte
Testlinie mit 50 uM OTA und zusétzlich 40 uM OTA im LP. Verwendet wurde A;s-O Konjugat, hergestellt
mittels Einfrieren-Konjugation.
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Diese ist mit dem bloBen Auge ersichtlich und konnte auch mittels ImageJ ausgewertet
werden; die Verminderung der Rotfarbung ist in Prozent unterhalb des Streifens angegeben.
Der Einfluss von mehr Kalium-lonen zur Stabilisierung des G-Quadruplex des Aptamers
wurde ebenfalls untersucht. Es konnte jedoch keine Verbesserung der Verdrangungsreaktion
beobachtet werden. Die unterschiedlich starken Rotfarbungen der Testlinien ohne bzw. mit
mehr KCl ist auf unterschiedliche Chargen des cOligo-Konjugats zurlickzufiihren. Bei einem
Teststreifen (Abbildung 47 (3)) wurde zusatzlich OTA in den Laufpuffer gegeben, dadurch
konnte aber keine starkere Verminderung erreicht werden.

Durch diesen Versuch konnte jedoch gezeigt werden, dass die biotinylierten Aptamere OTA
binden kénnen und dadurch das Hybridisieren vom cOligo-Konjugat reduziert werden kann.
Betrachtet man die GroBen der Molekiile und Partikel, ergibt sich eine Erkldarung fiir die
erfolgreiche Vorinkubation der Streptavidin-Biotin-Aptamer Ldsung und OTA. Ein
Streptavidin-Biotin Komplex ist wenige Nanometer groB (ca. 4 nm an der schmaleren Seite
und ca. 6 nm an der ldngeren Seite) [152], [153]. Das Aptamer (21 nm lang [4.3.1.1)] liegt
optimalerweise aufgerichtet am Biotin vor. Der mit cOligos konjugierte AuNP ist ca. 40 -
80 nm groB (hydrodynamischer Durchmesser aus 4.3.1). Daher kann nicht an jedes Biotin-
Aptamer ein konjugierter AuNP binden und die Hybridisierungs-Rotfarbung wird nur durch
einen kleinen Teil der Biotin-Aptamere ermdglicht. Bei einer reqularen LFA-Durchflihrung
treffen Konjugat und Target zeitgleich auf die Testlinie. Hier binden aufgrund der hohen
Affinitat viele Aptamere OTA, jedoch gehen einige Aptamere aufgrund der starken Aviditat
der cOligo-AuNP eine Hybridisierungsreaktion ein. Binden bei der Vorinkubation der
Streptavidin-Biotin-Aptamer Losung mit OTA bspw. die Hélfte der Aptamere das Target,
steht danach nur noch die andere Halfte der Aptamere flr eine Hybridisierung zur
Verfligung. Aufgrund der GroBe der konjugierten AuNP und weniger freien Moglichkeiten,
konnen insgesamt weniger cOligo-AuNP binden und die Rotfarbung wird abgeschwacht. Im
umgekehrten Fall, bei Aptamer-AuNP und Biotin-cOligos, wurde ebenfalls eine
Vorinkubation der Aptamere mit OTA getestet. Wenn dort ebenfalls die Halfte der Aptamere
OTA gebunden haben, genligt die restliche Halfte freier Aptamere aufgrund der starken
Aviditat dennoch fiir eine intensive Rotfarbung. Fir eine Abschwéachung der Rotfarbung

misste bei den Aptamer-AuNP die Aptamer-Dichte weiter reduziert werden.

86



Experimenteller Teil

Die vorliegenden Versuche haben jedoch eine grundsatzliche Kompetition (nach dem TID-
Mechanismus) auf dem LFA mit cOligo-Konjugat und Membran-gebundenen Aptameren

durch das Target OTA bestatigt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Gold-Nanopartikel fiir diagnostische Anwendungen mit
Aptameren funktionalisiert werden. Die Funktionalitdt eines kompetitiven Assays bestehend
aus einem Aptamer, einem komplementéren Oligonukleotid (cOligo) und dem Mykotoxin

Ochratoxin A (OTA) als Zielmolekil wurde mit einem Lateral Flow Assay untersucht.

Zuerst wurde die Bindung von OTA an ein bereits selektiertes Aptamer charakterisiert.
Mittels CD-Spektroskopie konnte festgestellt werden, dass sich die dreidimensionale
Struktur des Aptamers durch Targetbindung etwas verdndert, jedoch in beiden Fillen (mit
und ohne OTA) eine G-Quadruplex Formation vorliegt.

Mithilfe der Microscale Thermophoresis wurde die Ky von Aptamer und Target von 33,5 nM
bestimmt und damit eine sehr affine Bindung bestatigt. Aufgrund der geringen GroBe des
OTA sollte ein kompetitiver Assay nach dem TID-Mechanismus entwickelt werden. Als
3. Komponente wurde daher ein zum Aptamer komplementares Oligonukleotid untersucht.
Mit einer Ky von 119 nM wies das Aptamer eine deutlich schwachere Bindung zum cOligo
als zum OTA (Ky = 33,5 nM) auf. Aufgrund der geringeren Affinitat des cOligos eignen sich
die 3 Komponenten fiir den TID-Mechanismus. Die Verdrangung des cOligos vom Aptamer
durch das Target OTA konnte ebenfalls mithilfe von MST-Messungen bestatigt werden. Um
darauf aufbauend einen LFA entwickeln zu konnen, wurde die kompetitive
Verdrangungsreaktion mit weiteren Methoden untersucht.

Bei einem LFA sind die Oligonukleotide auf einer Oberflache immobilisiert, die Funktionalitat
von immobilisierten Oligonukleotiden wurde als nachstes mithilfe von Microarrays
tberpriift. Bei dieser Methode konnte ebenfalls die Hybridisierung des Aptamers und cOligos
festgestellt werden, sowie eine Kompetition durch OTA. Es wurden sowohl die
Immobilisierung von Amino-modifizierten Oligonukleotiden auf Nitrozellulose-Slides, als
auch die Immobilisierung mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung getestet. Beide
Immobilisierungsformen  konnten die Funktionalitdit fir beide immobilisierten
Oligonukleotide - Aptamer und cQOligo - belegen. Die TID-Verdrangungsreaktion konnte bei
der Streptavidin-Biotin-Kupplung ausgeprdgter detektiert werden als bei der
Immobilisierung mittels Amino-Gruppe.

Nachdem die Verwendung der Oligonukleotide und des OTA erfolgreich fiir einen TID-Assay

etabliert werden konnte, wurden fiir einen diagnostischen Assay signalgebende Gold-

88



Zusammenfassung und Ausblick

Nanopartikel (AuNP) hergestellt und analysiert. Zundchst wurden 2 Synthesemethoden
verglichen. Die 13 nm groBen Citrat-stabilisierten AuNP mit einer Edukt-Zugabe wiesen
eine inhomogenere GréBenverteilung und starkere Agglomeratbildung auf als die ca. 17 nm
groBen AuNP nach dreimaliger Edukt-Zugabe. Aufgrund der Homogenitat sowie der guten
kolloidalen Stabilitdt wurden die 17 nm groBen AuNP fiir weitere Versuche ausgewahlt.
Zur Funktionalisierung der AuNP mit den Oligonukleotiden wurden 3 Konjugations-
methoden untersucht und optimiert. Es sollten sowohl Aptamer-Konjugat als auch cOligo-
Konjugat getestet werden. Die Oligonukleotide wurden fiir eine gerichtete Konjugation mit
einer Thiol-Gruppe am 5'-Terminus modifiziert und weiterhin wurde die Verwendung eines
Adenin-Spacers (Azs) getestet. Zuerst wurde eine Erniedrigung des pH-Werts auf 3
untersucht, damit die Oberflache der AuNP durch Protonierung der Citrat-Anionen weniger
stark negativ geladen war und somit eine Konjugation vereinfacht stattfinden kann. Hierbei
hat sich herausgestellt, dass Puffersysteme mit zweiwertigen lonen zur Agglomeration von
AuNP fiihren kdnnen und Saccharose als Zusatz stabilisierende Effekte hat. Trotz
Optimierung des verwendeten Puffers konnten mithilfe dieser Methode nur Konjugate in
geringer Ausbeute und mit erhdhter Polydispersitat erhalten werden.

Als 2. Methode wurde die Konjugation mittels Salt Aging getestet, bei der durch schrittweise
Erhéhung der NaCl-Konzentration eine Konjugation der Oligonukleotide angestrebt wird.
Bei einer finalen NaCl-Konzentration von 0,7 M konnten stabile Konjugate hergestellt
werden. Dabei konnte eine hohere DNA-Bedeckung der Oligonukleotide als bei Verwendung
der pH-Erniedrigung erzielt werden. Hierbei wirkte sich eine langere Oligonukleotid-
Sequenz positiv beziiglich Stabilitdt und Homogenitat der Konjugate aus, jedoch konnten
mit kiirzeren Sequenzen héhere Bedeckungen der AuNP erreicht werden. Ein Vorteil des
Adenin-Spacers konnte anhand dieser Ergebnisse nicht beobachtet werden. Durch die hohen
Oligonukleotid-Dichten auf den AuNP konnten zwar sehr stabile Konjugate erhalten
werden, bei spateren Versuchen fiihrte die hohe Zahl an Oligonukleotiden aber zu
Sensitivitits-Problemen. Mit reduzierten NaCl-Konzentrationen von 0,2 bzw. 0,084 M
konnten bei vergleichbarer Ausbeute, Stabilitat und Homogenitat weitaus geringere DNA-
Dichten auf den AuNP erreicht werden. Diese Konjugate eignen sich aufgrund der
verringerten Aviditat besser fiir einen sensitiven Assay.

Als 3. Konjugationsmethode wurde das Einfrieren der AuNP-Oligonukleotid-Dispersion

verwendet. Durch die erzwungene Nahe der AuNP zu den Oligonukleotiden durch
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Kristallbildung sowie durch die damit einhergehende Konzentrationserhéhung sollten die
repulsiven Krafte Gberwunden werden. Durch das Einfrieren bei - 20 °C wurden recht
stabile Konjugate erhalten, die jedoch eine hohe Polydispersitat aufwiesen. Ein schnelleres
Einfrieren durch eine niedrigere Temperatur von - 80 °C lieferte Konjugate mit einer
hoheren Homogenitdt und guten Stabilitdt, obwohl eine geringere Bedeckung erzielt
werden konnte. Beim Einfrieren erwiesen sich die Oligonukleotide mit A,s-Spacer als
stabiler gegenuiber Agglomeration. Die Affinitat der zusdtzlichen Adenine am 5'-Terminus
des Oligonukleotids zur AuNP-Oberflache fiihrt beim Einfrieren somit zu einer stabileren
Konjugation. Da bei dieser Konjugationsmethode keine zusatzlichen Reagenzien verwendet
werden, ist die Sequenz und die resultierende Affinitat der Oligonukleotide entscheidend.
Ein Adenin-Spacer ist beim Einfrieren aufgrund seiner Affinitdt zur Oberflache der AuNPs
empfehlenswert. Die Sequenzlange wirkte sich auf die Oligonukleotid-Dichte aus. Mit dem
kiirzeren cOligo wurden namlich vielfach mehr Molekiile immobilisiert, auch wenn Stabilitat
und Polydispersitat der Aptamer- und cOligo-Konjugate dhnlich waren.

Insgesamt unterscheiden sich die 3 Konjugationsmethoden in ihrer Effizienz und Ausbeute.
Die Konjugation mittels pH-Erniedrigung erwies sich als problematisch, da inhomogene
Konjugate mit geringerer Stabilitat hergestellt wurden. Die Ergebnisse des Salt Agings sowie
des Einfrierens sind fiir die Aptamer- und cOligo-Sequenzen mit Azs-Spacer vergleichbar.
Durch Variation der finalen NaCl-Konzentration im Zuge des Salt Agings kann gezielt ein
Bedeckungsgrad eingestellt werden. Das Konjugieren mittels Einfrieren ermdglicht eine
Reagenzien-freie und sehr schnelle Konjugation. Mithilfe von unterschiedlich schnellem
Einfrieren kann der Bedeckungsgrad ebenfalls eingestellt werden. Die Konjugation mittels
Einfrieren ist Sequenz-abhdngig, das Salt Aging hingegen nicht. Die Sequenzlange der
Oligonukleotide beeinflusst bei allen Konjugationsmethoden die DNA-Bedeckung. Mit

zunehmender Sequenzldange sinkt die Immobilisierungsrate der Oligonukleotide.

Nachdem die Konjugationen des Aptamers und cOligos optimiert wurden, konnte mit einem
Bindungsassay in Losung die Hybridisierung des Aptamer-Konjugats mit dem cOligo sowie
der Kompetition durch OTA nachgewiesen werden.

Bei der Funktionalitatsiiberprifung mittels Dot Blot konnte die sehr gute
Hybridisierungsfahigkeit aller hergestellten Konjugate bestdtigt werden. Die

Verdrangungsreaktion war hingegen nur fiir wenige Konjugate erfolgreich. Mit den
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Konjugaten mit geringen DNA-Bedeckungen konnte sowohl fiir Aptamer-Konjugate als
auch fiir cOligo-Konjugate eine kompetitive Verdrangung des cOligos durch OTA erreicht
werden.

Zuletzt wurde der Versuchsaufbau auf einen Lateral Flow Assay ubertragen. Durch
Optimierungen der Blocking-Losung des Conjugate Pads, des Laufpuffers sowie der Testlinie
konnten erwiinschte rote Testlinien auf dem LFA erzeugt werden. Hierbei zeigten die bereits
bei der Konjugation verwendeten stabilisierenden Reagenzien Tween 20 und Saccharose
einen positiven Effekt.

Fiir die kompetitive Verdrangung des cOligos durch OTA wurden zahlreiche
Versuchsaufbauten, Puffersysteme sowie verschiedene Konjugate untersucht. Dennoch
konnte keine geschwachte Rotfarbung der Testlinie erreicht werden. Zuvor hatten die Dot
Blots gezeigt, dass auch bei einem starken Uberschuss des Targets OTA eine Kompetition
auf Grundlage des TID-Mechanismus mit immobilisierten Oligonukleotiden unvollstandig
verlauft. Fiir eine Signal-Verminderung ist es bei Aptamer-Konjugaten nétig, dass OTA-
Molekiile an mdglichst viele Aptamere eines AuNP gebunden sind. Nur dann kénnen die
Konjugate nicht an die Testlinie binden, sondern migrieren weiter bis ins Absorbent Pad.
Beim Einsatz von cOligo-Konjugat muss OTA zur Abschwéchung der Testlinie an die
biotinylierten Aptamere binden, damit das Konjugat keine Testlinie generiert. Der Dot Blot
hat gegeniiber den LFAs eine langere Inkubationszeit (Stunden gegeniiber Minuten) der
Komponenten, sodass sich das Gleichgewicht nur langsam zugunsten der Verdrangung
durch OTA verschieben kann. Das Aptamer bendtigt zur Targetbindung die G-Quadruplex
Struktur, welche durch bestimmte lonen stabilisiert wird. Solange die komplementare
Region nicht abgeschirmt vorliegt, kann die Hybridisierung mit dem cOligo jedoch auch in
einem anderen Faltungsmotiv des Aptamers eine Bindung des cOligos erfolgen. Dadurch ist
diese Bindung gegeniiber der ungefahr 3-fach starkeren Aptamer-OTA Bindung unter nicht-
idealen Bedingungen beglinstigt. Aufgrund der aufgefiihrten Punkte und der starken
Aviditat der konjugierten AuNP kann die Aptamer-OTA Bindung nur bei starkem OTA
Uberschuss und langer Inkubationszeit (wie auf Dot Blots) deutlich tiberwiegen.
Funktionalisierte Nanopartikel werden aufgrund ihrer starken Aviditiat fiir diagnostische
Zwecke eingesetzt. Dadurch kann die schwache Affinitat eines einzelnen Aptamers durch
dessen Immobilisierung auf einem Nanopartikel in eine starke Aviditat des mit Aptameren-

funktionalisierten, signalgebenden Nanopartikels umgewandelt werden. Bei dem
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untersuchten Lateral Flow Assay besteht eine hohe Affinitdt des Aptamers zum OTA.
Aufgrund der nur etwas schwacheren Affinitat des Aptamers zum cOligo und der zusatzlich
starken Aviditat der Konjugate konnte eine Verdrangungsreaktion durch das OTA unter den
beschriebenen Parametern nicht vollstandig erreicht werden. Durch die Verringerung der
DNA-Bedeckung der AuNP konnte zumindest die Aviditat der Konjugate verringert werden.
Dies ermdglichte auf Dot Blots eine deutliche Verminderung des Signals.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Komponenten Aptamer, cOligo und Target eignen sich
bisher jedoch nicht fiir einen kompetitiven LFA mit TID-Mechanismus, bei dem nach sehr

kurzer Inkubationszeit das Signal erzeugt wird.

Um mit den 3 erwdhnten Komponenten einen funktionalen LFA zu etablieren, sollte die
DNA-Bedeckung der AuNP weiter minimiert werden. Im Idealfall wéare pro AuNP nur ein
funktionales Aptamer/ cOligo konjugiert. Die Stabilitdit dieser AuNP konnte durch
Konjugation von PEG, Tween 20 oder einem anderen Oligonukleotid erhoht werden. Auch
bei geringer Affinitdt der Oligonukleotide kommt es aufgrund der starken Aviditat der
Partikel zu zahlreichen Bindungen, die zu Signalen fiihren. Bei der Wahl eines zusatzlichen
Oligonukleotids sollte zielgerichtet eine Sequenz ausgewahlt werden, welche keine
Basenpaarungen mit dem Aptamer und cOligo eingehen kann. Alternativ kdnnte die
Affinitdt von Aptamer und cOligo durch kiirzere komplementére Bereiche verringert werden.
Es ware denkbar, die bisherige Anzahl von 10 auf 5 - 8 Nukleotide zu verkiirzen.

Dariiber hinaus sollten die Komponenten des LFAs tiefgriindiger untersucht werden. Bei der
Testlinie sollten ideale Konzentrationen von Streptavidin und biotinylierter DNA fiir die

neuen Konjugate gefunden werden, um sensitive Signale zu erhalten.

Die in dieser Arbeit optimierten Konjugationsmethoden ermdglichen die Immobilisierung
von Oligonukleotid-Sequenzen unterschiedlicher Lange, in hoher Ausbeute und Stabilitat
der Konjugate. Trotz funktionaler Konjugate und zahlreichen Optimierungsschritten konnte
kein sensitiver Lateral Flow Assay zur Detektion von Ochratoxin A erreicht werden. Die im
letzten Absatz beschriebenen Optimierungen kdnnen in Zukunft dazu beitragen, einen
kompetitiven Assay aufzubauen. Dadurch wird ein Zugang zur Detektion von Targets
ermdglicht, die mit bisherigen kommerziellen Methoden auf diese Weise nicht

nachgewiesen werden kdnnen.
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7 Zusatzliche experimentelle Daten

7.1 SYBR-Farbung zur Immobilisierung von Oligonukleotiden

zu 4.1.3

Abbildung 48: Microarray Block NH2-modifizierter Aptamere und cOligos, immobilisiert auf einer 3D-Aldehyd-
Oberfldache. Gespottet in 3xSSC: Reihen von links nach rechts: Aptamer 25uM, 10uM, 5uM, 1uM, cOligo 25uM,
10uM, 5uM, 1uM. Angefarbt mit SYBR Green. Anregung 532nm, 33% Laserpower, PMT500.

I 3xSSC
3500 PBs

3000

2500

2000

Signalintensitat

1500

1000 -

500

04

25uM  10uM  5uM 1uM  25uM  10uM  SuM 1uM
Aptamer c-Oligo

Abbildung 49: Mittelwerte der Signalintensitdten der Immobilisierung auf 3D-Aldehyd. Gespottete
Konzentrationen Aptamer/c-Oligo: 25uM, 10uM, 5uM, 1uM in PBS und3xSSC. Gefarbt mit SYBR Green.

Diese Ergebnisse sind im Rahmen der Bachelorarbeit von Jasper Schrammel [154] erhalten

worden.
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7.2 Hybridisierung von Oligonukleotiden auf einer 3D-Aldehyd-Oberflache

zu 4.1.3.1

Diese Ergebnisse sind im Rahmen der Bachelorarbeit von Jasper Schrammel [154] erhalten

worden.
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Abbildung 50: Mittelwerte der Signalintensitdten der Hybridisierung auf einer 3D-Aldehyd-Oberflache.
Gespottete Konzentration Aptamer/cOligo: 25 uM. Aptamer-Spots behandelt mit 500, 250, 100, 50, 10, 1,
0,5 nM Cy5-cOligo. cOligo Spots behandelt mit 500, 250, 100, 50, 10, 1, 0,5 nM Cy5-Aptamer.

7.3 Inkubationszeiten vor und nach Zugabe des Natriumcitratpuffers

zu 4.3.1.1¢

Die Inkubationszeiten der Konjugation mittels pH-Erniedrigung wurden variiert. Nach
Zugabe der Oligonukleotide zu den AuNP erfolgt normalerweise eine Inkubationszeit von
16 h, diese wurde auf 20 min bzw. 1 h verkiirzt. Die Inkubationszit nach Zuhabe des
Natriumcitratpuffers betrdgt normalerweise 20 min, diese wurde auf 3 min verkirzt oder
auf 24 h verlangert. Zur Konjugation wurde das As-A verwendet. Die resultierenden

analytischen Daten sind folgend dargestellt.
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1. Inkubationszeit | 2. Inkubationszeit | SPR-Max [nm] Amax @ [nm] PDI
20 min 3 min
20 min 20 min 527 103 259
20 min 24 h 526 0,108 46,9 20,2
1h 3 min 525 0,188 108,6 22,7
1h 20 min 526 0,054 1031 27,6
1h 24 h 526 0,086 50,4 27
16 h 3 min 526 137,95 20
16 h 20 min 527 0,075 115,6 16,3
16 h 24 h 526 0,242 61,4 26,8

7.4 Einfrierdauer und -temperatur bei der Konjugation mittels Einfrieren
zu 4.3.1.3 b.

In Tabelle 15 sind die analytischen Daten des A-Konjugats dargestellt.

Tabelle 15: Analytische Daten des A-Konjugats nach verschiedenen Konjugationen mittels Einfrieren

A
-20°C -80°C -80°C, 2 uM
SPR Maximum [nm] 527 527 527
AT 0,26 0,32 1,36
PPI (Asso/Asoo) 2,5 1,5 6,1
@ [nm] 488 535 134
PDI [9%0] 28,5 27,2 26

7.5 zu 4.3.2.2 Dot Blots

- Zum Vergleich zur Immobilisierung der Oligonukleotide auf der Membran mittels
Strptavidin-Biotin-Kupplung wurden auch Amino-modifizierte Oligonukleotide getestet. In
Abbildung 51 sind 2 Dot Blots dargestellt, bei denen das Amino-modifizierte Aptamer
(50 uM) auf die Nitrozellulose-Membran (CN 140) aufgegeben wurde. Links sollte eine
Hybridisierung mit dem Ays-0 Konjugat stattfinden und rechts eine kompetitive

Verdrangungsreaktion mit zusatzlich 100 nM OTA.
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Abbildung 51: Dot Blots mit Amino-modifizierten Aptameren und A2s-O Konjugat mittels Einfrieren
bei - 20 °C

Es konnten keine bzw. nur sehr schwache rote Spots beobachtet werden, die
Immobilisierung mittels Streptavidin-Biotin-Kupplung lieferte weitaus bessere Ergebnisse

und wurde daher stets weiterverwendet.

- Die durchgefiihrten und ausgewerteten Dot Blots der optimierten Konjugate sind folgend
dargestellt (Abbildung 52), dabei ist das Konjugat angegeben (auf NZ wurde das
komplementére Oligonukleotid immobilisiert). Fiir jedes Konjugat liegen 8 Dot Blots vor, da
4 Verhaltnisse von Streptavidin und Biotin-DNA getestet wurden. Von links nach rechts sind
1:2 Hybridisierung (H) und kompetitive Verdrdngung (V), 1:1 H und V, 10:1 H und V
und100:1 H und V dargestellt.

immobilisierte cOligos, mit reinen AuNP inkubiert
immobilisierte Aptamere, mit reinen AuNP inkubiert
Azs-A, Salt Aging 0,7 M
Azs-A, Salt Aging 0,2 M
Azs-A, Salt Aging 0,084 M
Axs-A, Einfrieren
Azs-0, Salt Aging 0,7 M
Azs-0, Salt Aging 0,2 M
A2s-0, Salt Aging 0,084 M
Az5-0, Einfrieren - ~Y

Abbildung 52: Dot Blots mit optimierten Konjugaten
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- Berechnungen der Aptamer- und cOligo-Mengen auf den Dot Blots:

eingesetzte Konzentration Volumen [uL] Menge [pmol]

OTA 10 pM in 50 500
Biotin-DNA 25 uM 0,2 5

12,5 uM 0,2 2,5

1,25 uM 0,2 0,25

0,125 uM 0,2 0,025
AuNP 5,85 nM 1in 50 pL 0,293

Oligos/AuNP x AuNP-Menge | Menge Oligos [pmol]

As-A Konjugat
-S.A 07 M 179 52,3
-SAA 02 M 28 8.2
-S.A. 0,084 M 27 7.8
- Einfrieren, -80°C 42 12,2
A;5-0 Konjugat
-S.AA.07 M 311 90,9
-SAA 02 M 87 254
-S.A. 0,084 M 74 21,6
- Einfrieren, -80°C 167 48,9

7.6 Co-Immobilisierung auf AuNP mit anderen Oligonukleotiden
zu 4.3.3.3

Die Thiol-modifizierten Oligonukleotide Azs-A, A sowie Axs-0 wurden zusammen mit einem
Oligonukleotid (X) im Verhaltnis von 30 zu 70 % mittels Einfrieren bei - 20 °C, 1 uM DNA
konjugiert. Das Oligonukleotid X war ebenfalls Thiol-modifiziert und hat folgende Sequenz:
5'-GGT TGC GGT TCT TCC GAT CT -3'

Aufgrund einiger aufeinander folgenden komplementarer Basen kann es zu Basenpaarungen
kommen, diese sind jedoch maximal 3 Basen lang. Somit sollte eine geringe Affinitat
zwischen den Oligonukleotiden bestehen und nur geringfiigig Selbst-Hybridisierung zweier
Sequenzen auf demselben AuNP vorkommen.

Von den resultierenden Konjugaten wurden keine analytischen Daten aufgenommen,
sondern sie wurden direkt auf dem Lateral Flow Assay getestet. Das Konjugat mit dem Aas-

O war jedoch am intensivsten rot gefarbt.
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Als Laufpuffer wurde 100 % Bindepuffer mit 2 % Saccharose verwendet, zur kompetitiven
Verdrangungsreaktion wurden 40 uM OTA in den Laufpuffer gegeben. Das Conjugate Pad
war zuvor mit 100 % Bindepuffer, 2 % Saccharose, 1% OVA sowie 0,25 % Tween 20
behandelt worden. Es wurden 2 uL Konjugat pro LFA verwendet. Die resultierenden

Testlinien sind in Abbildung 53 dargestellt.

Azs-A A Azs-0

Abbildung 53: Testlinien der Co-Immobilisierung verschiedener Oligonukleotide.

AuBerdem wurden das Konjugat sowie der Laufpuffer einzeln auf ca. 40 °C erwarmt, bevor

der LFA durchgefiihrt wurde. Die resultierenden Testlinien sind in Abbildung 54 dargestellt.

Azs-A A Azs-0

—~

Abbildung 54: Testlinien der Co-Immobilisierung verschiedener Oligonukleotide mit zuvor erwarmtem
Konjugat sowie Laufpuffer.

Fiir die Aptamer-Konjugate konnten nur sehr schwache Testlinien beobachtet werden. Beim
A2s-0 Konjugat entstanden starkere Testlinien, jedoch konnte hier keine wesentliche

Verdrangungsreaktion durch OTA festgestellt werden.

108



Material

A Material

Fiir doppelt-deionisiertes Wasser wird die Bezeichnung ddH.0 verwendet. Dieses stammt
aus dem Reinstwassersystem arium® 611.

Die pH-Werte der Losungen und Puffer wurde bei Raumtemperatur eingestellt.

A.1 Gerdte und Software

Tabelle 16: Verwendete Laborgerate.

Laborgerate Hersteller

Epoch Mikroplatten-Spektralphotometer BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA
Feinwaage (Pioneer™) Ohaus Corp., Parsippany, USA

GenePix 4000B Microarray-Scanner Axon Instruments, Foster City, CA, USA
J-815 Circular Dichroism Spectrometer JASCO

Litesizer™ 500 Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich

Magnetriihrer mit Temperaturkontrolle (MR | Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,

Hei-Mix L) Schwabach, DE

Mikrowellenherd GoldStar, Siidkorea

Monolith NT. 115 Nanotemper Technology, Miinchen, DE

Mupid™-One Electrophoresis System NiPPON Genetics EUROPE GmbH, Diiren, DE

NanoDrop-ND1000 PeEQLAB Biotechnologie GmbH, VWR
International GmbH, Darmstadt, DE

NanoSight LM 10 Malvern Panalytical

Nano-Plotter™ GeSiM mbH, Radeberg, DE

pH-Meter HI 110 Hanna Instruments Deutschland GmbH,
V6hringen, DE

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, DE

(0,5-10 L, 10-100 pL, 20-200 pL, 100—

1000 pl)

Schiittler IKA Vibrax VXR Basic

Take3-Mikrovolumenplatte BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA

Thermomixer comfort Eppendorf

Ultraschallbad Sonorex Super R4 510 H BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin DE
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Vortex Mischer
Zentrifugen:

-Micro Star 17R

- Mini-Zentrifuge ROTILABO®

Tabelle 17: Verwendete Software.

Anwendung

VWR

Software

VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Hersteller

Bildauswertung

Imagel

Datenanalyse

MS Excel (Office 365)

Microsoft Corporation,

Redmond, USA

Datenanalyse

OriginPro®

OriginLap Corporation,
Northhampton, USA

Microscale Thermophoresis

MO-Control und NTAffinity

Nanotemper Technology,

Auswertung Analysis Miinchen, DE
Litesizer™ 500 Analyse Kalliope ™ Anton Paar GmbH, Graz,
Osterreich
Literaturverwaltung Mendeley Mendeley, London, Vereinigtes
Konigreich
A.2 Verwendete Chemikalien

Tabelle 18: Verwendete Chemikalien.

Chemikalien Hersteller
5X Green GoTaq® Reaction Buffer Promega
Agarose Standard Carl Roth

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, - 2H,0)
Caseinhydrosylat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na,HPO, - 2H,0)

DNA (Aptamer/c-0ligo)

Fluka Analytical

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Integrated DNA Technologies (IDT) / IBA
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Ethanol (EtOH)

Konzentrierte Essigsaure (CH;COOH)
EDTA

Gold(lll)-chlorid-Hydrat

(AUC|3 ) Hzo)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid Hexadydrat

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumacetat (CH;COONa)
Natriumborhydrid (NaBH,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nuclease-Free Water for Molecular Biology
Ochratoxin A (OTA)

Konzentrierte Salpetersiure (HNO)
Konzentrierte Salzsdure (HCI)
ROTI®GelStain

Saccharose

Streptavidin

TRIS

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
(CeHsNa3z07*2H,0)

Tween® 20

Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka Analytical

Carl Roth

VWR

Carl Roth
Merck Millipore
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fluka Analytical
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
IBA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

AppliChem PanReac

A3 Puffer und weitere Lésungen

Tabelle 19: Verwendete Lésungen.

Reagenzien

‘ Zusammensetzung

‘ Menge

‘ 3 M NaCl

‘ 8,77 g
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300 mM Tri - 441 g
20x SCC Natriumcitrat-Dihydrat
(Stocklésung, 50 mL, pH=7) 1 M HCI Bis pH 7
OTA-Aptamer-Bindepuffer 10 mM TRIS 1,21 g/L
(pH=8,5) 120 mM NaCl 7,01 g/L
20 mM CaCl, - 2H,0 2,94 g/L
5 mM KCl 0,37 g/L
1M HCI Bis pH 8,5
Citrat_Puffer Tri-Natriumcitrat- 735 g
(45 mL, pH=5) Dihydrat
1 M HCI Bis pH 5
NaCl-Losung NaCl 11699
(2 M, 100 mL) ddH,0 100 mL
1x PBS 137 mM NaCl 8,00 g/L
(pH=7,4) 2,7 mM KClI 0,20 g/L
10 mM Na,HPO, - 2H,0 | 178 9/L
2 mM KH,PO, 0,27 g/L
NaBH4-Losung (zum NaBH, 0,1
Blockieren des Microarray- 1xPBS 30 mL
Chips, 40 mL)
NaBH4-Losung (zum EtOH 10 mL

Blockieren des Microarray-

Chips, 40 mL)

Konigswasser (zum Reinigen

von GlasgefiBen)

Konzentrierte (37 %ige) HCl und konzentrierte (65 %%bige)

HNO; im Verhaltnis 3:1

50x TAE-Puffer 2 M TRIS 242 gL
(Stockisung, pH=8) 50 mM EDTA 100 mLL
Konz. Essigsaure Bis pH=8
PBTS-L6sung 1x PBS 10 mL
5 %% Casein 500 pL
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(zum Blockieren der NC- 0,05 % Tween 20 5 uL
Membran, 10 mL)
A.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 20: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

3D-Aldehyd-Objekttrager
96-Well-Platte
Inkubationskammer

Glasschale

Microarray-Kammer
Standard-MST-Kapillaren
Nitrocellulose (NC)-Membran
Pipettenspitzen

(1 L, 10 pL, 200 plL und 1000 pL)
Gefaltete Einweg-Kapillarzelle
ReaktionsgefdBe (1,5 und 2 ml)
100 mL-Zweihalskolben

A5 Oligonukleotide

PolyAn

Brand GmbH &t Co. KG, Wertheim, DE
SCHOTT NEXTERION®

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Schott

Nanotemper Technology

Sartorius, Gottingen, DE

Brand GmbH &t Co. KG, Wertheim, DE

Malvern Panalytical GmbH, Kassel, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Lenz, Pfeuffer

Die Sequenzen des verwendeten Aptamers sowie des entsprechenden komplementdren

Oligonukleotids (cOligo) und weiteren Oligonukleotiden sind in der Tabelle 21 aufgefihrt.

Fiir die verschiedenen Experimente wurden einige Oligonukleotide mit je einer funktionalen

Gruppen modifiziert: dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 5 (Cy5), einer terminalen

Aminogruppe, einer Thiolgruppe, einem Poly-A-Linker oder einem Biotin.
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Tabelle 21: Verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid

Sequenz (5'—3’)

Hersteller

Aptamer

TGG TGG CTG TAG GTC AGC ATC TGA TCG GGT
GTG GGT GGC GTA AAG GGA GCA TCG GAC AACG

gekiirztes Aptamer

GAT CGG GTG TGG GTG GCG TAA AGG GAG CAT CGG
ACA

cOligo

TAT GTC CGA TGC

GGT TGC GGT TCT TCC GAT CT

Integrated DNA
Technologies
(IDT) / IBA
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B Methoden

B.1 Konzentrationsbestimmung von Oligonukleotiden

Die Konzentration von Oligonukleotiden wurde unter Verwendung des Lambert-Beer'schen
Gesetzes (Gleichung 2) ermittelt.

A260 nm

A260 nm=€260 nm "C"d Q C= V

€260 nm 'd
Bendtigte und gegebene Daten sind: Aygp nm= Absorption des Oligonukleotids bei 260 nm,
€960 nm = Extinktionskoeffizient des Oligonukleotids, d= durchstrahlte Schichtdicke = 1 cm

und V= Verdiinnungsfaktor.

In ddH,0 (Nuclease-Free Water for Molecular Biology, Sigma-Aldrich) aufgenommene
Oligonukleotide wurde an einem NanoDrop-ND 1000 (PeqLab) photometrisch vermessen, um
die Absorbanz bei 260 nm zu ermitteln und mithilfe von Gleichung (2) die resultierende

Konzentration zu berechnen.

B.2 Untersuchung der strukturellen Eigenschaften der Aptamere mittels CD-

Spektroskopie

Sekundarstrukturen von Aptameren und die Konformationsanderung der Aptamere bei
Targetbindungen konnen mittels CD-Spektroskopie analysiert werden. Die Fahigkeit,
Elliptizitdt, der chiralen Probe linear polarisiertes Licht in elliptisch polarisiertes Licht
umzuwandeln wird Gblicherweise in Milligrad (engl. millidegree, mdeg) angegeben [97],

[99].

Zur Analyse der Oligonukleotide wurden diese auf eine Konzentration von 20 uM verdiinnt
und kurz bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Target OTA in einer Konzentration von
20 uM zugegeben und die Aptamer-Target-Losungen (Gesamtvolumen: 250 uM,
Endkonzentration des Aptamers bzw. des Targets: 10 uM) Gber Nacht bei RT und unter
Lichtausschluss inkubiert. Die CD-Spektroskopie Messungen wurden mit einem JASCO J-
860-Spektrophotometer (JASCO, Tokio, Japan) und einer Quarzkiivette (optische

Weglange = 10 mm) durchgefiihrt. Es wurde im Wellenl4dngebereich von 190 nm - 320 nm
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gemessen und die Scangeschwindigkeit auf 50 nm/min eingestellt. Es erfolgten drei

Messungen, die gemittelt wurden.

B.3 Untersuchung der Bindungseigenschaften der Aptamere mittels MST

Die MST-Experimente wurden mit einem Monolith NT. 115 (Nanotemper) durchgefiihrt. Bei
Verwendung der Cy5-Markierung wurde die rote Leuchtdiode (LED) als Anregungsquelle
ausgewahlt. Die Oligonukleotide und Targets wurden {iber 16 Konzentrationen im
Bindepuffer verdinnt, es wurde Tween 20 zugesetzt, um unspezifische hydrophobe
Wechselwirkungen an den Wandern der Glaskapillaren zu verringern. Zur Datenanalyse
wurden die Signale mit der zugehorigen Software ausgewertet und ein sigmoidaler Fit der

in Origin 2018b (OriginLab Corporation, USA) vorgenommen.

Durch einen IR-Laser wird ein Temperaturgradienten in einem kreisférmigen Bereich
erzeugt, der flir vorliegende Molekiile zur Diffusion auBerhalb des erwdarmten Bereichs in
umliegende kaltere Bereiche fiihrt (Thermophorese). Die Diffusion der Molekiile wird mittels
Fluoreszenz-Markierung verfolgt, da parallel zum I[R-Laser die Fluoreszenz der Probe
untersucht wird. Durch Bindung von Molekiilen verandert sich aufgrund der erhohten GroBe
die Geschwindigkeit der Thermophorese, diese kann mittels Fluoreszenz untersucht werden
und durch Analyse der 16 Konzentrationen kann die Bindungsaffinitat ermittelt werden. Zu
Beginn eines MST-Experiments wird ein Kapillarscan durchgefiihrt. Hierdurch werden
Proben, die eine Fluoreszenz-Abweichung > 10 9% haben von der spateren Analyse
ausgeschlossen. Weiterhin kdnnen uber die Form des Fluoreszenz-Peaks unerwiinschte

Adsorptionseffekte festgestellt bzw. ausgeschlossen werden.
B.3.1 MST-Bindungsexperimente mit dem OTA-Aptamer
B.3.1.1 Bindung des Aptamers an das Target OTA

Das Cy5-markierte FL-Aptamer wurde mit einer Konzentration von 50 nM zu einer
Verdiinnungsreihe von OTA (Anfangskonzentration: 10 uM) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 20 min bei RT und unter Lichtausschluss wurden die Proben (finale
Aptamer-Konzentration: 25 nM, finaler Konzentrationsbereich von OTA 153 pM - 5 uM,

Verdiinnungsfaktor 1:2) in Standard-Kapillaren Gberfiinrt und anschlieBend mit dem
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Monolith NT.115 analysiert. Die resultierende MST-Bindungskurve wurde zum Zeitpunkt

t=15 s ausgewertet.

Fir die Versuche mit dem komplexen Medium Kuhmilch wurde der Bindepuffer zum

gewtlinschten Anteil mit Milchpulver verdiinnt.
B.3.1.2  Bindung des OTA-Aptamers an das komplementare Oligonukleotide

Hierbei wurde das Aptamer in einer Verdiinnungsreihe (Startkonzentration 20 uM)
vorgelegt und das Cy5-cOligo (50 nM) zugegeben. Die Proben (finale Cy5-cOligo-
Konzentration: 25 nM, Aptamers: 306 pM - 10 uM, Verdiinnungsfaktor: 1:1) wurden 20 min
bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Messung erfolgte wie zuvor und die resultierende

MST-Bindungskurve wurde zum Zeitpunkt t=15 s ausgewertet.
B.3.1.3  OTA-induzierte Dissoziation des komplementaren Oligonukleotides (TID)

Fiir dieses MST-Experiment wurde das Aptamer mit einer konstanten Konzentration von
100 nM zu einer OTA-Verdiinnungsreihe (Anfangskonzentration: 40 uM) gegeben und nach
5 min Inkubationszeit wurde auBerdem Cy5-cOligo (Anfangskonzentration: 100 nM)
zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben (Aptamer- bzw. Cy5-cOligo-Konzentration:
25nM, OTA 153 pM - 25 puM, Verdiinnungsfaktor: 1:1) 20 min bei RT und unter
Lichtausschuss inkubiert. Die Messung erfolgte wie zuvor und die resultierende MST-Kurve

wurde zum Zeitpunkt t=15 s ausgewertet.
B.4 Microarray-Experimente
B.4.1 Immobilisierung der Oligonukleotide auf 3D-Aldehyd-Oberflachen

Fiir Microarray-Experimente wurden verschiedene Konzentrationen der NH>-modifizierten
Oligonukleotide (mit 3xSSC Puffer verdiinnt) erstellt und mit dem GeSiM-Nano-Plotter als
Spots in einer Reihe von links nach rechts in absteigender Konzentration auf einen
Microarray-Slide aufgetragen. Fiir jede Oligonukleotid-Konzentration wurden acht Tropfen
pro Spot abgegeben. Der Microarray-Slide wurde so entworfen, dass er 16 identische Blocke

mit acht Wiederholungen fiir jede Konzentration des OTA-Aptamers bzw. des cOligos
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enthilt. Nach dem Bedrucken wurde der Slide in einer feuchten Kammer mit einem

Reservoir gesittigter NaCl-Lésung (358 g/L) tiber Nacht gelagert.

B.4.2 Hybridisierung und kompetitive Verdrangung (TID) auf dem Microarray

Am darauffolgenden Tag wurde der Slide zum Blockieren, dem Inaktivieren der nicht
reagierten Aldehyd-Gruppen, in einer Glasschale mit einer NaBH4-Losung (0,1 g NaBH4 auf
30 mL 1x PBS und 10 mL Ethanol) fiir 1 h inkubiert. Danach wurde der Slide dreimal fiir 5
min mit 30 mL Aptamer-Bindepuffer gewaschen und fir korrektes Falten der Aptamere fir
1 h unter Schiitteln im Bindepuffer inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde der Slide in eine Inkubationskammer mit 16 Vertiefungen
eingespannt, die eine separate Behandlung jedes Blocks ermdglichen. Zur Anaylse der
Hybridisierung wurden jeweils 100 pL der Cy5-markierten Aptamer- und cOligo-Ldsungen
(Konzentrationen: 0,5 nM, 1 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM,) in eine Kammer
gegeben. Als Negativkontrolle wurden je 100 uL einer 1 pM OTA-LSsung in eine Kammer
gegeben.

Zur TID-Testung wurden in je 75 pL OTA-Lésungen (Konzentrationen 20nM, 200 nM und
2000 nM) zu 75 pL 10 nM Cy5-markierter Aptamer- bzw. cOligo-Losung gegeben
(Verdlinnungsfaktor 1:1). AnschlieBend wurde die Inkubationskammer des Slides mit
Klebefolie versiegelt, in eine Glasschale gelegt, mit Aluminiumfolie bedeckt und fiir 1 h auf
dem Schiittler inkubiert. Danach wurden die Inkubationslésungen entnommen und die 16
Blocke einzeln mit jeweils 150 uL OTA-Bindepuffer gewaschen. Um Antrocknen der
Flissigkeit auf dem Chip zu verhindern, wurde ziigig mit einer Mehrkanalpipette gearbeitet.
Das Waschen wurde insgesamt dreimal fiir jeweils 5 Minuten auf dem Schiittler
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Inkubationskammer entfernt und der Slice in einer
Glasschale drei weitere Male mit jeweils 40 mL Bindepuffer fiir 5 Minuten mit einem
lichtundurchlassigen Deckel auf dem Schittler gewaschen. Nach Trocknen mit Druckluft
wurde der Microarray mit einem GenePix 4000B-Gerat bei einer Wellenlange von 635 nm
und Laserstdrke von 33 % sowie einem PMT-Gain (engl. PhotoMultiplier Tube-Gain) von
400 gescannt. Das PMT-Gain wurde erhoht, bis gesattigte Pixel zu erkennen waren Die
Analyse und Auswertung des aufgenommenen Bildes erfolgte mit der Software GenePix Pro

7.  Fir jede  Oligonukleotid-Konzentration ~ wurden  die  durchschnittliche
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Fluoreszenzintensitat sowie Standardabweichung pro Spot der zehn Replikate bestimmt

und in Origin 2018b als Sdulendiagramm dargestellt.

B.5 Goldnanopartikel-Synthese

B.5.1 Synthese Citrat-stabilisierter AuNP nach Turkevich ef al.

Fiir die Synthese von AuNP sind riickstandslos saubere GefaB3e erforderlich. Daher wurden
die GlasgefaBe, der Riihrfisch und die bendtigte Glaspipetten mit Kénigswasser gereinigt
und anschlieBend mehrmals mit ddH.0 gewaschen. Zur Herstellung der AuNP wurden 49 mL
ddH20 und 1 mL HAuCls (50 mM) unter Riihren bis zum Rickfluss erhitzt. Dann wurden
zligig 5 mL Natriumcitrat (38,8 mM) zugegeben. Die Dispersion wurde 20 min weiter unter
Riihren erhitzt, nach einigen Minuten trat der charakteristische Farbumschlag von farblos
zu rot auf. Die Dispersion wurde anschlieBend unter Riihren abgekiihlt und unter

Lichtausschluss in einem Glasgefal3 gelagert.
B.5.2 Synthese Citrat-stabilisierter AuNP mit wiederholter Zugabe der Edukte

Vor Synthese wurden ebenfalls die bendtigten Gegenstande ebenfalls mit Kénigswasser
gesdubert. Die verwendete Methode zur Herstellung der Citrat-stabilisierten AuNPs basiert
auf der Forschungsarbeit von Bastus et al.

2,8 mL Natriumcitrat (38,8 mM) und 47,2 mL ddH.,0 wurden in einem 100 mL
Zweihalskolben vorgelegt, der mit einem Luftkiihler sowie Thermometer ausgestattet war

(Abbildung 55).

119



Methoden

Abbildung 55: Aufbau zur AuNP-Synthese.

Nach Erhitzen (unter Riihren) bis zum Riickfluss wurden 333 uL HAuCls (25 mM) zugegeben
und die Dispersion flir 30 min geriihrt. Innerhalb der ersten 5 min trat der Farbumschlag
von farblos zu rot auf. Nach Ablauf der 30 min wurde die Temperatur auf ca. 90 °C gesenkt
und dann der 1. Wachstums-Zyklus begonnen. Hierflir wurden 500 pL Natriumcitrat (38,8
mM) zum Syntheseansatz gegeben und 2 min spater wurden 333 uL HAuCls zwei Minuten
zugegeben. Die Dispersion wurde fiir weitere 30 min bei 90 °C geriihrt und die Synthese
durch 2 weitere Wachstums-Zyklen erweitert. Die Dispersion verfarbte sich nach jedem
Zyklus dunkler rot. Nach der letzten Zugabe der Edukte wurde die AuNP-Dispersion flir 20
min unter Rihren abgekiihlt und anschlieBend in einem Glasgefal3 unter Lichtausschluss

gelagert.

B.5.3 Charakterisierung der synthetisierten AuNP und AuNP-Konjugate

B.5.3.1  UV-Vis-Spektroskopie

Zur Analyse mittels UV-Vis-Spektroskopie wurden 2 uL der AuNP auf einen Take3-Einsatz
des Epoch  Mikroplatten-Spektralphotometer  gegeben. Die  Aufnahme  des
Absorptionsspektrums erfolgte in 1 nm Schritten im Wellenlangenbereich von 380 bis

810 nm. Die Bestimmung erfolgte in Dreifachmessung.
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Zur weiteren Analyse der GroBe und Konzentration wurde das Verhdltnis vom

Absorbtionsmaximum zum lokalen Minimum bei 450 nm ermittelt, dafiir wurden Werte aus

Tabelle 22 (von Haiss et al. [111]) verwendet.

Tabelle 22: Ermittelte Werte aus den Berechnungen von Haiss et al., die zur GréBenbestimmung der AuNP
aus den UV/Vis-Spektren verwendet werden kdnnen (d=Durchmesser eines AuNP). Zitiert und bearbeitet nach

[111].

Amax [ Auso d [nm] Amax [ Auso d [nm] Amax [ Auso d [nm]
1,10 3 1,46 9 1,73 20
1,19 4 1,50 10 1,80 25
1,27 5 1,56 12 1,86 30
1,33 6 1,61 14 1,92 35
1,38 7 1,65 16 1,96 40
1,42 8 1,69 18 2,00 45
Zur  Berechnung der  Konzentration AuNP-Dispersion ~ wurden  die

Extinktionskoeffizienten aus Tabelle 23 verwendet.

Tabelle 23: Werte der Extinktionskoeffizienten bei 450 nm, die zur Ermittlung der Konzentration der AuNP-

Dispersion eingesetzt werden konnen. (d=Durchmesser eines AuNP). Zitiert und bearbeitet nach[111].

d [nm] €450 nm[M-" cm-1] d [nm] €450 nm[M-? cm1]
11 8,27 - 107 16 2,67 - 108
12 1,09 - 108 17 3,24 - 108
13 1,39 - 108 18 3,87-108
14 1,76 - 108 19 4,60- 108
15 2,18 - 108 20 541-108

Die UV-Vis-Analyse der AuNP-Konjugate erfolgte ebenfalls mit dem Epoch Mikroplatten-

Spektrometer im gleichen Wellenlangen-Bereich. Hierfiir wurde das Konjugat fiir geringeren

Materialverbrauch im gleichen Verhaltnis mit ddH-0 verdiinnt (je 1 pL).
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B.5.3.2  Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Der hydrodynamische Durchmesser der AuNP wurde mit dem Partikel-Analysegerat
Litesizer™ 500 (Anton Paar) unter Verwendung der Kalliope™-Software ermittelt. Die
AuNP-Dispersion wurde im Verhaltnis 1:10 mit ddH,0 verdiinnt (Gesamtvolumen 350 ul).
Fiir die AuNP-Konjugate reichte aufgrund der hoheren Konzentration eine Verdiinnung im
Verhaltnis 1:100 aus. Die Messung der PartikelgroBe erfolgte in einer Einwegkiivette. In
Tabelle 24 sind Parameter der Messung des hydrodynamischen Durchmessers

zusammengefasst.

Tabelle 24: Verwendete Parameter zur Messung des hydrodynamischen Durchmessers mit dem Litesizer™
500.

Messwinkel Automatisch
Temperatur des Targets 20 °C
Equilibrierungszeit 1 min
Analysemodell Allgemein
Kumulationsmodell ISO 22412
Qualitat, Filter, Fokus Automatisch
Au

Brechungsindex : 0,1426

Material .
Absorption: 3,62821

Wasser
Brechungsindex : 1,33

Losungsmittel ] )
Viskositat: 0,001 Pa-s

B.5.3.3  Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Eine 5-fach verdiinnte AuNP-Dispersion wurde auf eine vorbereitete Graphitoberflache
aufgegeben und tber Nacht getrocknet. Die Aufnahmen wurden von Alahmad Abdalrahim
am JEOL JSM-6700 F (Feldemissions-REM der Physikalischen Chemie, AG Caro/ Feldhoff)
durchgefiihrt. Die PartikelgroBe anhand der Aufnahmen mittels Image) ermittelt. Die
Analyse der AuNP mittels REM wurde mit einer 150000x bzw. 200000x Aufldsung

durchgefiihrt. Fiir die Darstellung in der Arbeit wurde die Skalierung angepasst.
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B.6 Konjugation der AuNP mit Oligonukleotiden

Die Konjugation der AuNP wurde fiir 3 Methoden untersucht und optimiert, diese werden

nachfolgend beschrieben.
B.6.1 Konjugation mittels pH-Erniedrigung

Bei der Konjugation mittels pH-Erniedrigung wird ein Natriumcitratpuffer mit dem pH-Wert
von 3 verwendet, um die negativen Ladungen der DNA auszugleichen und eine Konjugation
zu ermoglichen. Dazu wurden AuNP in einem 1,5 mL Reaktionsgefa3 vorgelegt und 1 uM
(ggf. auch eine andere Konzentration) Thiol-modifiziertes Oligonukleotid in den Deckel des
GefdBes zugegeben. Nach SchlieBen des geschlossene GefidBes erfolgte eine sofortige
Durchmischung, um eine homogene Mischung zu gewahrleisten. Die Dispersion wurde tber
Nacht (ca. 16 h) unter Lichtausschluss und Riihren inkubiert. Nach der Inkubation wurden
pro 1 mL Konjugationsansatz 20 uL Citrat-Puffer (pH=3, 500 mM, finale Konzentration: 9,8
mM) zligig zugegeben und erneut sofort durchmischt. Der Konjugationsansatz wurde fiir
20 min weiter unter Rihren inkubiert und anschlieBenend fiir 30 min bei 12500 rpm
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde fast vollstindig abgenommen und fiir spatere
Messungen abgewogen. Das verbleibende Konjugat-,Pellet” wurde im Resuspensionspuffer
aufgenommen und zwei weitere Male nach gleicher Methodik zentrifugiert. Das Pellet nach
der 3. Zentrifugation wurde nicht resuspendiert und stellt das finale Konjugat dar. Das

Konjugat wurde lichtgeschiitzt und gekiihlt (4 °C) gelagert.
B.6.2 Konjugation mittels Salt aging

Beim Salt Aging wird durch mehrfache Zugaben der Salz-Konzentration eine langsame
Annzherung der AuNP und Oligonukleotide ermdglicht und eine tber Thiol-Modifizierung
eine gerichtete Konjugation erreicht. Wie bei der pH-Erniedrigung wurden tGber Nacht AuNP
und Oligonukleotid inkubiert. Am ndchsten Tag erfolgte die schrittweise Zugabe von NaCl.
Eine NaCl-Lésung (2 M, 0,05 % Tween 20) wurde zum Konjugationsansatz zugegeben, der
Ansatz flir 10 s im Ultraschallbad inkubiert und fiir 10 min inkubiert. Die Volumina der
Zugaben sowie die Anzahl der Zugaben wurde fiir 3 finale Salz-Konzentrationen, die
Parameter sind in Tabelle 25 aufgefiihrt. Nach der letzten Inkubationszeit wurde der

Konjugationsansatz tber Nacht unter Rihren und lichtgeschiitzt weiter inkubiert. Am
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darauffolgenden Tag erfolgte Aufbereitung des Konjugats wie bei der Methodik der pH-

Erniedrigung durch Zentrifugieren und Resuspendieren.

Tabelle 25: Konjugation mittels Salt Aging. Volumina und Zugabe-Anzahl bei verschiedenen finalen NaCl-
Konzentrationen. Die Angaben beziehen sich auf 1 mL Konjugationsansatz (AuNP + Oligonukleotid)

Finale NaCl-Konzentration [M] 0,7 0,2 0,084
Anzahl Zugaben der 2 M NaCl-
e 11 4 8
Stammldsung
1. Zugabe [pL] 25,6 25,6 5,5
2. Zugabe [L] 27 27 5.5
3. Zugabe [pL] 58,5 58,5 55
4. Zugabe [pL] 65,4 65,4 5,5
5. Zugabe [pL] 73,5 5,5
6. Zugabe [pL] 83,3 55
7. Zugabe [pL] 95,2 5,5
8. Zugabe [pL] 109,9 5,5

Das Salt aging wurde ebenfalls mit einer MgCl, statt NaCl durchgefihrt. Hierfiir wurden
nach Inkubationszeit von AuNP und Oligonukleotid zuerst 10 uL 1 mM MgCl, Losung
zugegeben, daraufhin 9 uL 10 mM MgClz-Lésung und zuletzt 10 uL 10 mM MgCl, Lésung
7. Zwischen den Zugaben wurden die gleichen Inkubationszeiten wie bei Verwendung von

NaCl eingehalten und das Konjugat wurde gleich aufbereitet.

B.6.3 Konjugation mittels Einfrieren

Beim Einfrieren von AuNP und Oligonukleotiden wird durch Eiskristall-Bildung eine
Anndherung der Molekiile erzwungen, bis eine kritische Distanz tberwunden wird und
Oligonukleotide auf der AuNP-Oberflache immobilisiert werden. Hierflir wurde, wie bei den
anderen Konjugationsmethoden, Oligonukleotid zligig zu einer AuNP-Dispersion zugegeben
und der Konjugationsansatz dann flir 2 h bei eingefroren. SchlieBlich wird der Ansatz

aufgetaut und durch Zentrifugieren und Resuspendieren das finale Konjugat erhalten. Das

7 Dieses Protokoll wurde im Rahmen eines ZIM-Projekts vom Kooperationspartner Universitat Duisburg-Essen
(Arbeitsgruppe Prof. Barcikowski) erarbeitet.
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Einfrieren wurde flir 2 Temperaturen untersucht: bei - 20 °C fiir 2 h sowie bei - 80 °C fiir

30 min.
B.7 Bestimmung der gebundenen Oligonukleotide auf AuNP

Zur Berechnung der gebundenen Oligonukleotide pro AuNP wurden die Uberstinde der
Konjugate mittels UV/Vis-Spektroskopie analysiert. Zum AbschlieBen der Konjugation
werden die Konjugate 3-mal zentrifugiert und der Uberstand entnommen und das Konjugat
resuspendiert. Das Volumen der Uberstinde wurde abgewogen und die Absorption
vermessen. Die Messungen erfolgten mit dem NanoDrop-ND1000-Spektrakphotomer mit 2
uL Probenvolumen. Die Extinktion wurde bei 260 nm gemessen, da dies dem
Absorptionsmaximum von DNA entspricht. Vor der Probenmessung wurde eine Blindprobe
(Blank) mit ddH20 durchgefiihrt. Anhand der Kalibrationsgeraden in Abbildung 56, den
erhaltenen Absorptionssignalen und den eingesetzten Volumina konnte schlieBlich die
Menge ungebundener Oligonukleotide berechnet werden. Alle Messungen erfolgten in

Dreifachbestimmung.
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Abbildung 56: Kalibrationsgeraden verschiedener Oligonukleotide. Bei jeder Konjugationsmethodik wurde
eine Kontrollprobe durchgefiihrt, die kein Oligonukleotid enthielt. Der Uberstand dieser Proben wurde zum
Ansetzen der Oligonukleotide fiir die Bestimmung der Kalibrationsgeraden verwendet, um eine gleiche lonen-
Zusammensetzung wie bei den untersuchten Oligonukleotiden in den Uberstinden der Konjugation zu
erreichen.

125



Methoden

Durch Division der errechneten gebundenen Oligonukleotid-Konzentration und der AuNP-
Konzentration aus 4.2.2.3 kann fiir jedes Konjugat die Menge gebundener Oligonukleotide

pro AuNP berechnet werden.
B.8 Uberpriifung der Konjugat-Funktionalitit mittels Bindungsassay

Der Bindungsassay diente als Uberpriifung der Funktionalitit der Aptamer-Konjugate zur
Hybridisierung sowie Bindung des Targets OTA an die konjugierten Aptamere. Daflir wurde
eine Verdiinngungsreihe des Cy5-cOligos im Bereich von 80 uM - 62,5 nM angesetzt (11
Proben, Verminderung der Konzentration um je die Halfte pro Probe) mit einem Volumen
von 7 uL. Zum Verdiinnen wurde auf 5,5 % verdiinnter Bindepuffer verwendet. Zusatzlich
wurde eine Probe mit 40 uM Cy5-cOligo sowie 80 uM OTA angesetzt. Als ndchstes wurden
zu jeder Probe 7 uL Aptamer-Konjugat gegeben und die Proben fiir 1,5 h inkubiert. Nach
der Inkubationszeit wurden die Proben fiir 20min bei 12.500 rpm und RT zentrifugiert. Der
klare bzw. blduliche Uberstand wurde daraufhin entnommen und die Fluoreszenz der Proben
in Mehrfachbestimmung bestimmt. Anhand der Kalibrationsgeraden aus Abbildung 57
konnte die freie Menge an Cy5-cOligo und resultierend die an den Aptameren-gebundene

Menge berechnet werden.
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Abbildung 57: Kalibrationsgerade der Cy5-cOligos

B.9 Charakterisierung der Konjugate mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur GréBenbestimmung von DNA-Fragmenten
verwendet. Die DNA wird im Agarosegel aufgrund ihrer Ladung durch eine elektrisches Feld
von - nach + geleitet, mithilfe einer Marker-Bande kann schlieBlich die GréBe bestimmt
werden. Die Gelelektrophorese von den in dieser Arbeit erstellten Konjugaten soll Aufschluss

tiber die Stabilitdt und Homogenitdt der Konjugate geben. Anhand der negativen Ladung
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der konjugierten DNA werden die Konjugate durch das elektrische Feld bewegt. Dabei ist
die Migrationsstrecke abhangig von der GroBe der DNA sowie der Menge der konjugierten
DNA. Eine GréBenbestimmung ist aufgrund der gegensatzlichen Effekte von GroBe und
Menge nicht mdglich. Stattdessen liefert die Bandenbildung der Konjugate Informationen
tiber die Konjugatbeschaffenheit. 2 %ige Agarose-Gele wurden durch Aufkochen von 2 g
Agarose in 100 mL 1x TAE-Puffer hergestellt. Nach Abkiihlen der Lésung auf ca. 60 °C
wurden unter Riihren 5 plL des Fluoreszenzfarbstoffs ROTI®GelStain zugegeben. Die
Gellésung wurde anschlieBend blasenfrei in eine horizontale Elektrophoresekammer
gegossen, die mit einem Kamm fiir 26 Proben ausgestattet war. Nach dem Erstarren wurde
das Gel mit 1x TAE-Puffer liberschichtet und der Kamm entfernt. Pro Tasche wurden 12 pL
Konjugat und 3 pL 5X Green GoTaq® Reaction Buffer aufgegebe. Die Proben wurden bei
einer angelegten Spannung von 100 V flir 25 min aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurde ein
Foto des Gels aufgenommen. Eine zusatzliche Beleuchtung mit UV-Licht wurde
durchgefiihrt, aufgrund der geringen DNA-Konzentrationen und des Quenchingeffekts der

AuNP konnten jedoch keine weiteren Informationen gewonnen werden.

B.10 Funktionalitatiiberpriifung der Konjugate mittels Dot Blot

Die Funktionalitdt der Konjugate wurde mittels Dot Blot Gberprift. Amino-modifzierte
Oligonukleotide (Konzentration 10 uM) waren nicht erfolgreich, daher wurde eine
Immobilisierung der Oligonukleotide mittels Streptavidin-Biotin verwendet. Biotin-
modifizierte Oligonukleotide wurden mit einer Streptavidin-Losung flir 2 h unter Riihren
inkubiert. Bei quadratischen Dot Blots (ca. 1 cm2) wurden 0,8 pL der inkubierten Losungen
aufgegeben, bei runden Dot Blots (Durchmesser ca. 0,5 cm) wurden 0,2 uL aufgegeben. Die
Dot Blots wurden anschlieBend fiir 1 h getrocknet. Bei den quadratischen Dot Blots wurde
ein Biotin-Streptavidin Verhéltnis von 2:1 eingesetzt (25 uM Biotin-DNA und 12,5 uM
Streptavidin). Bei den runden Dot Blots wurden die Verhaltnisse 2:1, 1:1, 1:10 sowie 1:100
getestet, die Streptavidin-Konzentration betrug dabei immer 12,5 uM, die Biotin-DNA-
Konzentration 25 uM, 12,5 uM, 1,25 uM oder 0,125 yM. Die Streptavidin-Biotin-DNA
Losung enthielt final 2 % Trehalose zur besseren Spot-Bildung. Nach der Trocknungszeit der
Dot Blots wurden diese mit 300 uL bzw. 80 puL PBST-Lésung fiir 1 h unter Schiitteln
behandelt. Danach wurden sie 3-mal je 5 min mit 300 uL bzw. 80 uL OTA-Bindepuffer (ohne

CaCly, mit 2 % Saccharose) ,gewaschen” und anschlieBend fiir 30 min im gleichen OTA-
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Bindepuffer inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Probeldsungen auf die Dot Blots
gegeben, hierflir wurden in 300 pL OTA-Bindepuffer 5 uL Konjugat gegeben bzw. in 50 pL
1 uL. Bei den Kontrollen mit reinen AuNP wurden 50 pL bzw. 10 uL AuNP statt Konjugat
eingesetzt. Fiir die Kompetition mit OTA wurden einigen Probenlésungen 10 uM OTA
zugesetzt. Die Dot Blots wurden fiir ca. 16 h mit der Probenldsung inkubiert. Danach wurden
die Dot Blots 3-mal je 5 min und 3-mal je 10 min mit OTA-Bindepuffer (ohne CaCl,, mit
2 % Saccharose) gewaschen und getrocknet. Die Auswertung der Spots erfolgte anhand von
Fotoaufnahmen. Die Intensitat der Punkte wurde mit ImageJ analysiert und ausgewertet,

die ausgewerteten Bereiche sind beispielhaft in Abbildung 58 dargestellt.

Abbildung 58: Auswertung mittels ImageJ von Dot Blots

Zur Auswertung wurde fiir jeden Dot Blot ein gleich groBer Bereich ausgewertet, der mittig
iber den Spot positioniert wurde. Die Flache unterhalb des resultierenden Signalpeaks
wurde ausgewertet. Bei den Streptavidin-Biotin-DNA Verhaltnissen 1:10 und 1:100 konnten
die schwachen Signale aufgrund der vielen Unreinheiten der Membran nicht ausreichend

analysiert werden.

128



Methoden

Lateral Flow Assays

B.11

VIO @  obyo-onuoy ;  ujoige  upineidens g
dNny @ 06109 ¢

Joweydy seje)ejeb oA

Jswe)dy m

ped Jusqiosqy

—

ueIquIa|\-aso|N||9Zo1IN

ped aebnluo)n

|

. cﬂ..ﬁ‘x Fm%

alullonuoy  sluIRsaL

ped JUegIosqy

[

UBIqUIB\-8S0|N|[8Z0IIN

I

v

X

alullonuoy  sluIRsaL

129



Methoden

B.11.1 Vorbehandlung der Conjugate Pads

Die Conjugate Pads wurden fiir optimale Konjugataufnahme und Probendurchfluss fiir 2 h
in einer Pufferlésung inkubiert und anschlieBend getrocknet. Die Pufferlosung wurde
optimiert auf den Bindepuffer ohne CaCly, 2 % Saccharose, 1 % OVA und 0,05 % Tween 20.

Nach der Inkubationszeit wurden die Conjugate Pads liber Nacht getrocknet.
B.11.2 Herstellung der Teststreifen

Auf einer selbstklebenden Backing Karte wurde zuerst mittig die Nitrozellulose (CN 95, 140
oder CN 180) verklebt, dann unten leicht liberlappend das vorbehandelte Conjugate Pad
und oben ebenfalls lberlappend das Absorbent Pad. AnschlieBend wurden Streifen von

4 mm Breite daraus geschnitten.
B.11.3 Auftragen der Testlinie

Als Testlinie wurden Amino-modifizierte Oligonukleotide (10 uM) untersucht, diese
lieferten jedoch nur schwache Signale. Stattdessen wurde wie bei den Dot Blots die
Immobilisierung mittels Streptavidin-Biotin vorgenommen. Die finale Streptavidin-Biotin-
DNA Losung enthielt 2% Trehalose und wurde fiir ca. 2h vorinkubiert. Die
Endkonzentration des Streptavidins betrug meistens 25 pM, die Konzentration der Biotin-
DNA 50 puM. Die Konzentrationen wurden teilweise verringert, dies ist bei den jeweiligen

Versuchen vermerkt.

Beim manuellen Auftragen wurden 5 -8 mal 0,1 uL der Losung in einzelnen Tropfen zu
einer Linie aufgegeben und fiir mind. 1 h getrocknet. Zum Auftragen wurde der Teststreifen
auf eine Vorrichtung gelegt, die eine Markierung fiir die Position der TL und KL hat, damit
diese immer in der gleichen Hohe aufgetragen werden. Die Markierung fiir die TL befindet

sich 3 cm liber dem CP, die der KL bei 5 cm.

Zum automatisierten Aufragen der Linien wurde der Nanospotter verwendet. Daflir wurde
das Spotting-Layout so verdndert, dass die normalerweise verwendeten 16 Bldcke

ineinander libergehen. Es wurden 6 Tropfen pro Replikat aufgegeben.
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B.11.4 Durchfiihrung des Lateral Flow Assays

Der Laufpuffer wurde mit einem Volumen von 100 plL in eine 96-Well-Platte vorgelegt. Das
Konjugat wurde mittig auf das CP gegeben (3 L, wenn nicht anders angegeben) und der
Teststreifen vertikal in den Laufpuffer gestellt. Nach ca. 15 min war fast das gesamte
Volumen im Absorbent Pad und der Teststreifen wurde aus der Platte genommen. Der

Streifen wurde anschlieBend eingescannt.
B.11.4.1 Anderungen zum Erreichen einer kompetitiven Verdringungsreaktion
Folgend sind die Anderungen aus Tabelle 14 beschrieben.

e DMSO / EtOH in Laufpuffer = das DMSO oder Ethanol wurden mit einer
Konzentration von 5 % in den Laufpuffer gegeben.

e Konzentration OTA vierfach erhéhen (40 uM) - statt 10 uM OTA wurden die
Konzentrationen 20 uM sowie 40 puM im Laufpuffer getestet.

e Kein CP, Konjugat in LP - der fertige LFA-Streifen wurde oberhalb des CPs
geschnitten und der verbleibende Streifen in den Laufpuffer gestellt.

e Konjugat im LP vorinkubieren = das Konjugat wurde in den Laufpuffer gegeben und
flir 10 min - 1,5 h inkubert.

e LFAs/LPerwarmen = Die LFA-Streifen sowie der Laufpuffer wurden auf ca. 40 °C
erwdrmt und anschlieBend erfolgte direkt die Versuchsdurchfiihrung

e Mehr KCI in LP - statt den vorhandenen 5 mM KCI wurden 100 mM KCI im

Laufpuffer verwendet.

e Co-Immobilisierung auf AuNP mit anderen Oligonukleotiden (7.6)
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