Labelfreier Nachweis von DNA fur die Virusdetektion

Karsten Kleo, Andreas KapChristian Witte, Christoph Tersch, Fred Lis
BiosystemtechnikTechnische Hochschule Wildau, 15745 Wildau, Bahsina$se :

Einleitung

Vaccinia Viren besitzen eidoppelstrangiges DNA Erbgut und geen zu der Familie der Oropox
Viren. Im Volksmund bekannt als Kuhpocken, trat diese Botariante hauptsachlich bei Rindern
Jedoch ist dieser Erreger durchaus irids auch fiir andere Saugetiemne;Deutschland sind einige Fa
dokumentiert, bei denen es zu Infektionen von KgtZootieren und auch Menschen gekommen ist
Immunologisch spielt der Vaccinia Virus eine wigatiRolle bei der humanen Pockenschutzimg, da
er eine Immunantwort genert, welche den Patienten vor einer letalen PBrinfektion schutzt.
Bedauerlicherweise riickte der Vaccinia Virus jedadch als potentieller Kampfstoff, in den Fokus
Bioterrorismus. Deshalb konnte in den letzten Jahean erhdhtes Interesse inr Forschung und
Sensorentwicklung fur die Detektion von Vacciniaevi beobachtet werde

In dieser Arbeit beschreiben wir ein Sensorsysténdie indirekte Detektion von Vaccinia Vir
durch DNA-Hybridisierung Als Sensorsystem wurde die Quarzmikrowin Technologi (QCM) und
fur einen DNAAmplifikationsschritt die Polymeras&ettenreaktion (PCR) genutzt. Fir
Immobilisierung der FangddNA auf dem Sensorchipvurden verschiedene Strategien unterst
Zusatzlich wurde der Einfluss v Struktur und Langedes zu hybridisierenden Tars auf die Bindung an
den Sensotidp analysiert. Basierend auf diesen Ergebnissentkoein Sens-Durchflusssystem etablie
werden,dessen Sensitivitat sich im nanomolaren Konzentrabiereich bewegt und vergleichbet zu
anderen markierungsfreien Detektionsmethoden R.B]. Die resultierendDNA-Detektionszeit konnte,
verglichen mit klassischeiMethoden, deutlich reduziert werden. Fir die Analyon, durch PCI
erzeugte, dsDNA wurde eine Denaturierungsprozegiwickelt. Dadurch wird bereits bei einer PCR
10 zZyklen ausreichend einzelstgiges Probematerial fir eine sensitive QC-Detektion bereitgestellt.
Die Spezifitat des QCMignals und die Signalhéhe kann zuséatzlich verst@deden. Dies geschie
durch einen zweiten Hybridisieruncchritt mit einem Au-Nanopartikelmarkierten spezifische
Oligonukleotid.

Darlberhinaus kann didmpedanzspektroskopie als alternati@stektionsverfahren voDNA-
Hybridisierungseeignissen genutzt werd:
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Bild 1 Prinzip des massenempfindlichen D-Nachweises: Die Analyse basiert auf die Hybridisieru

komplementarer ssDNA mit einer Fanger ssDNA (26mern einem mikrofluidishen System. Das
Hybridisierungseeignis kann als lassenzunahme auf dem Quarzchip duricte é-requenranderung detektiert
werden. Ein zweiter Hybridisierungsschritt kann ddesssignal verstarken und zusatzlich die Spetifitér

Detektion verifizieren.
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QCM Sensorprinzip

Das Messprinzip basiert im Grundsatz auf der Hykigdung von komplementaren DNA-Sequenzen
(Bild 1). Um diesen Hybridisierungsereignis zu #é&sren wurde in dieser Arbeit zunachst die
Quarzmikrowaage eingesetzt. Die QCM ist ein Instom mit dessen Hilfe durch Kkleinste
Massenanderungen verursachte Frequenzanderung emaebgn werden konnen. Im Zentrum der
Quarzmikrowaagen-Technologie steht ein Schwingqudge durch Anlegen einer Wechselspannung zu
einer resonanten Schwingung angeregt wird. Durcim den Sauerbrey abgeleiteten linearen
Zusammenhang zwischen Frequenzandertihgind Massenbeladundm erlangte die QCM grol3e
Bedeutung in der Analytik [4,5]. Die Anwendungsbeine fir die Quarzmikrowaage reichen von der
Charakterisierung von Oberflachenmodifikationen éuborptionsprozessen Uber die Charakterisierung
von Interaktionen von Biomolekilen [6,7] bis hinRetektionen von komplexen biologischen Strukturen,
wie zum Beispiel Vieren, Bakterien oder Zellen9,&0].

In dieser Arbeit wurde der QCM-Sensorchip in eimaghrstufigen Prozess aufgebaut. Nach einer
chemischen Reinigung wurde das Gold auf dem Senipozam Aufbau einer SAM (engl. Selfassembled
Monolayer) mit MPA (engl. mercaptopropionic acid)esbhichtet. AnschlieRend werden die
Carboxylgruppen durch die Inkubation mit N-hydraxyssuccinimide (NHS) und 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) aktiviert. abei werden die Carboxylgruppen zu Amin-
reaktiven NHS Estern umgewandelt. Diese stellea girte Abgangsgruppe dar und lassen sich durch die
Reaktion mit Neutravidin austauschen. Das an didd-Gderflaiche gebunden Neutravidin liefert
schlie3lich den Bindungspartner flr die Biotin-gegelten ssDNA Fangermolekul. Wahrend samtliche
Schritte in einer Batchzelle durchgefiihrt werdemfolgt die Neutravidin-Kopplung, sowie die
Fangermolekil Immobilisierung in einer Microflie®ee Nach erfolgreicher Fangermolekil- Kopplung
an der Sensoroberflaiche (Belegungsdichte ca. 11/gmf) ist der Chip bereit fur die Detektion von
Hybridisierungsereignissen komplementarer ssDNA.

QCM Sensorcharakterisierung

Zunachst wurde der strukturelle Einfluss des Fangkakils auf das Hybridisierungssignal untersucht.
Dabei wurden zwei verschiedene Immobilisierungssgiian fir das Fangermolekil untersucht. Bei der
ersten Immobilisierungsvariante wurde die FangeARIirekt durch eine Biotin-Neutravidin Bindung an
die Sensoroberflaiche gekoppelt. Um mehr Abstandctvein der Oberfliche und dem Fangermolekiil zu
erzeugen wurde eine 27mer Linker-Sequenz (polyiigedligt. Mit beiden Immobilisierungsvarianten
wurden anschlieRen eine DNA-Hybridisierung durchibef Das Einfligen einer Linker-Sequenz fiihrte
jedoch nicht zu einer Verbesserung des Hybridisigsaignals (Bild 2A). Daher wurde fiir die folgenden
Studien die erste, direkte Immobilisierung der FEEAGNA gewahlt.

Um anschlieRend den strukturellen Einfluss (Langd Struktur) der Target-Sequenz auf das
Hybridisierungssignal zu untersuchen, wurden veesteme Targetsequenzen mit 5° -Uberhang, 3° -
Uberhang oder 5" und 3" -Uberhangen an den DNA@dngridisiert. Hierbei wurde festgestellt, dass
alle untersuchten Varianten sich mit der QCM naéberelassen. Die Ausrichtung der Sequenziiberhange
scheint jedoch keinen unmittelbaren Einfluss au$ dagentliche Hybridisierungssignal zu haben.
Obgleich in allen Fallen eine Frequenzénderungkdete wurde, nimmt die Hybridisierungseffizienz
jedoch mit steigender Nukleotidzahl ab (Bild 2D).

Die Spezifitat dieses Sensorsystems konnte in rgthmtessungen gezeigt werden (Bild 2C).
Auch die Sensitivitat dieses DNA-Sensors wurde ngoieht und bewegt sich im nanomolaren Bereich,
zwischen 1 und 10000 nM (Bild 2B). Mit dieser Enmgfiichkeit kann DNA nach Amplifikation detektiert
werden.

QCM Detektion von PCR-Produkten

Fur eine DNA-Detektion auf der Basis einer Hybiiglisng bendtigt man einzelstrangige DNA. Da
wahrend einer normalen PCR doppelstrangige DNA ugrzewnird, war zunachst ein effizientes



Denaturierungsverfahren (Hiti@enaturierung und schnelles Kihlen mit kaltem Pufferzu entwickeln.
Erst dadurch konnte ausreichend ssC-Probenmaterial erzeugt werden um Vac-Virus-PCR-
Produkte, bereits nach einer 10 Zyklen PCR, eréitgrund spezifisch nachzuweisen (BIE/F).

Um einen zusatzlich&ignalverstarkung zu erreichen \de ein zweiter Hybridisierungchritt
durchgefihrt. Hierbei wurde nach der Bindures PCRProduktes an der Sensberflache eine zweite
Au-Nanopartkel markierte Enhanceequenz (ber die Chiperfliche geleitet. Diese zite
Hybridisierung an demgekoppelten PCR-Produkt fiihrte zu einer ugétzlichen spezifische
Signalerhéhung (Bild 2E/F).
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Bild 2 DNA Detektion durch eine Quarzmikrowai; (A) Struktureller Einfluss von FAn¢-DNA (26mer), mit poly-
T-Linker (a) und ohne poly-T4ibhker (b) zwischen Fang-DNA und dem QCMechip, auf die Hybridisierung vo
komplementarer ssDNA. (B3ensorempfindlichkeit bei HybridisierurverschiedeneKonzentratione von 52mer
ssDNA mit 5"Uberhang. (C) Kontllmessungemnit dsDNA, nicht komplementare ssDNA (18n im Vergleich
zu komplementare ssDNA (26m. (D) Hybridisierungseffizien£#lr den Nachweis der Bindunverschiedener
Targets. (E) Detektion von P@Rodukten (129mer) aus verschiedenen R$Ken und die anschlieRender
Signalverstarkung durch einen zweiten Hybridisigsschritt, durch eine anAu-Nanopartikel gekoppelte
Enhancersequenz (e-seq). @mline-Sensorgramm der DNA-Detekti@) Erste Hybridisierung von 129bp ssD,

b) Zweite Hybridisierung mit deku-Nanopartikel gekoppelte Enhancersequenz umtatiumphosphat Puffe

Impedimetrische DNA Detektior

Eine weitereMethode zur Detektiorder Hybridisierung komplementar&NA-Sequenzen bietet die
ImpedanzspektroskopieMit dieser Methode lassen sistrukturabhangigeglektrische Eigenschafte
eines Elektrodenstems charakterisieren. Aus den erhaltenen Spektinnen Ruickschllisse ¢
elektrische Transportmechanismen soWMaterialeigenschaftergezogen werdenKommt es auf der
Sensoroberflachte zu rmam  Hybridisieruncereignis zwischen der Fang-DNA und ihrer
komplementéren DNAfuhrt dies zu einer Veranderung der Ladung aufSkmsoroberflache [Bild],
welche sich insbesondere &iner Erhdhung deAustauschwiederstandd®.) widerspiegelt. Dieser
Austauschwiderstandkann als analytisches Messsignal erfasst werdere $Sensitivitat, der ai
Impedanzspektroskopibasierenden Sensiektrodenist vergleichbar mit der auf QCM basierent
Detektionsmethode. Das impedimetrische Messsignal weeinflusst durch die Oberflachenbelegian
Fanger-DNA. Bei einerFange-DNA Belegungsdichte von ca. 1Pmol/cn? erhéht sich der
Austauschwiderstand (fRauf tber 400 % nach einer Hybridisierung [Bild Alich dieses Senssystem
ist leicht zu regenerieneund erlaubt eine mehrfache Nutzung der S«elektrode [2].
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Bild 3 Prinzip der Impedanzspektroskopie; Bei Hybridisierung von DNA auf der Sensoroberfladmanmt es zu
einer Veranderung der spezifischen Impedanz. Netmm Elektroden-Kapazitat (C1) wird hauptséchlichr de
Austauschwiderstand (R1) maRgeblich beeinflusst. Idsungswiderstand (R2) ist unverandert. Als Raegstem
wird Kaliumhexacyanoferrat verwendet.
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Bild 4 DNA Detektion durch die Impedanzspektroskopi@) Sensorempfindlichkeit bei Hybridisierung
verschiedener Konzentrationen von 18mer ssDNAR@&htive Anderung des Austauschwiderstandes vomacti
Hybridisierung in Abhangigkeit von der Oberflachetdgung.

Zusammenfassung

In dieser Arbeit beschreiben wir zwei markierungi&frNachweisverfahren zur DNA-Hybridisierung. Die
Sensitivitdt dieser Methoden bewegt sich im nanamesl Bereich, dies gilt sowohl fir auf QCM
basierenden DNA-Nachweis als auch fur die impediswte DNA-Detektion.

Nach einer Denaturierung lassen sich PCR-Prodyidegifisch und in wenigen Minuten mit einem DNA-
Sensor nachweisen. In der QCM lasst sich das Mgwasidariiber hinaus, durch einen zweiten
Hybridisierungsschritt, mit einer Au-Nanopartikebdifizierte Sequenz spezifisch verstarken. Dureh di
Mdglichkeit der Chipregenerierung (Denaturierungdsen sich die Sensorsysteme mehrfach benutzen,
was als ein weiterer Vorteil angesehen werden kBi@.Kombination aus Amplifikation und direkter
Detektion bietet eine schnelle, sensitive und $isehie Methode fiir den Nachweis von Vaccinia Viren.
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