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Lebensmittelchemie 2011

Molekularbiologische Methoden in der Lebensmittelanalytik: Neben der seit einigen Jahren etablierten

Real-Time-PCR werden andere moderne DNA-basierte Analysenmethoden fiir die Lebensmittelanalytik

interessant. Besonders fiir die Detektion von geringen Sequenzunterschieden, bei der die PCR scheitert,

gibt es mittlerweile attraktive Alternativen.

@ Molekularbiologische Methoden
haben sich mittlerweile als gangige
Analysenmethoden in der Lebens-
mittelanalytik etabliert. Besonders
bei der Analytik von gentechnisch
veranderten Organismen (GVO) ist
die Detektion der DNA das Werk-
zeug der Wahl. Aber auch bei der
Authentizitdtskontrolle von tieri-
schen und pflanzlichen Produkten
sowie bei der Allergenanalytik sind
DNA-basierte
zum festen Bestandteil geworden.

Analysenmethoden

Sie spielen bei der Bestimmung von
mikrobiellen Lebensmittelkontami-
nationen und bei der Qualitatskon-
trolle von bewusst eingesetzten Mi-
kroorganismen (Produktionsstam-
men) in der Lebensmittelprodukti-
on eine grofse Rolle.

Neben den klassischen molekular-
biologischen Methoden, bei denen
die DNA als Analyt dient, ldsst sich
eine weitere Eigenschaft der DNA fiir
die Analytik nutzen: Einzelstrangige
DNA und RNA konnen in Abhangig-
keit von der Sequenz durch intramo-
lekulare Wechselwirkungen dreidi-
mensionale Strukturen ausbilden.
Diese Strukturen gehen analog zu
Antikorpern, Bindungen mit anderen
Molekiilen (z.B. Proteinen, Zellen,
niedermolekularen Substanzen) ein.
Diese Eigenschaft wurde von der Na-
tur abgeschaut und fur unterschiedli-
che Anwendungen nutzbar gemacht.
Die Aptamere dienen immer haufiger
dazu, entsprechende Zielmolekiile
spezifisch einzufangen, damit anzu-
reichern und zu detektieren. Die Ap-
tamertechnik wird am Ende des Be-
richts genauer beschrieben.

DNA als Analyt:
Die Sequenz als Basis

¢ Grundvoraussetzung dafir, ge-
richtete molekularbiologische Me-
thoden einzusetzen, ist die Kennt-
nis einer Target-DNA-(RNA)-Se-
quenz des zu detektierenden Orga-
nismus. Die schnelle Entwicklung
der Sequenzierstrategien (von der
klassischen Sanger-Sequenzierung
bis zur modernen Next-Generati-
on-Sequenzierung, siehe auch die-
se Nachr., Trendbericht Biochemie,
2011, S. 300) fuhrt dazu, dass ne-
ben mikrobiellen Genomen immer
mehr Sequenzabschnitte und kom-
plette, assemblierte Genome von
lebensmittelrelevanten ~ Pflanzen
und Tieren publiziert werden. Bei-
spielsweise sind mittlerweile die
Genome von Apfel, Gurke, Hirse,
Kakao, Kartoffel, Mais, Papaya,
Reis, Senf, Soja, Wein und Wald-
erdbeere sowie von Tieren wie
Huhn,
Rind sequenziert und offentlich zu-

atlantischer Dorsch und

ganglich.!™>

Aber auch, wenn keine ausrei-
chenden Sequenzinformationen fir
den nachzuweisenden Organismus
vorliegen, sind mittlerweile durch
eigene Sequenzierarbeiten grofSere
Sequenzabschnitte bis hin zu Plas-
tidengenomen in relativ kurzer Zeit
zu gewinnen.

Ein Beispiel, bei dem die neuen
Sequenzierstrategien schnell und
effektiv ein Ergebnis brachten, ist
der Ehec-Ausbruch in Deutschland
im Mai 2011. Um genauere Infor-
mationen tber den verursachenden

Escherichia-coli-Stamm zu erhal-
ten, entschliisselten zwei Arbeits-
gruppen mit unterschiedlichen Se-
quenziertechniken  (Ion-Torrent-
PGMTM-Technik und Pyrosequen-
cing) innerhalb kiirzester Zeit das
Genom des Erregers.'®!” Die Se-
quenzinformationen trugen dazu
bei, Aggressivitat und Resistenz des
Erregers besser zu verstehen und
den Ausbruch einzudammen.

Ein ebenfalls seit einigen Jahren
aufkommender Trend ist das Sam-
meln von Referenzsequenzen fiir
jegliche Art von lebenden Spezies in
(z.B.
Consortium for the Barcode of Life,

offentlichen  Datenbanken
www.barcodeoflife.org). Diese Bar-
code-Sequenzen bestehen aus DNA-
Abschnitten mit bis zu zirka 650 Ba-
sen. Die Sammlung einer oder meh-
rerer Barcodes fiir einen Organismus
sollen dessen eindeutige Identifizie-
rung ermoglichen (Barcode of Life).
Fur tierische Lebewesen ist als Bar-
code beispielsweise ein Sequenzab-
schnitt aus der mitochondriellen
Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit
I (COI) vorgeschlagen. Auch fur
Pflanzen werden entsprechende Se-

quenzabschnitte diskutiert. 81

DNA-Isolierung

@ Die wichtigste Voraussetzung fur
eine zuverlassige DNA-basierte Ana-
lyse ist eine Extraktionsmethode,
die DNA in ausreichender Qualitat
und Menge zur Verfugung stellt. Das
europaische Netzwerk der Laborato-
rien, die gentechnisch veranderte
Organismen nachweisen (European
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Network of GMO Laboratories,
ENGL), definiert die Qualitdt einer
isolierten DNA tber den Fragmen-
tierungsgrad und die chemische
Reinheit und empfiehlt, Ausbeute,
Fragmentierung und Reinheit der
DNA-Isolate zu bestimmen.*”

Im Gegensatz zu klinischen und
mikrobiologischen Proben sind Le-
bensmittelmatrizes komplex und fur
jedes Lebensmittel anders. Viele Le-
bensmittel enthalten Verbindungen,
die als enzymatische Inhibitoren
wirken und so enzymatische Verfah-
ren wie die Polymerasekettenreakti-
on (PCR) storen.”” Bei der Herstel-
lung eines Lebensmittels werden
héufig Prozesse eingesetzt, welche
die Struktur der DNA schadigen.*”
Hohe
onsprozesse,

Temperaturen, Fermentati-
saure oder basische
pH-Werte, aber auch mechanische
Scherkrifte bei der Lebensmittelver-
arbeitung fragmentieren die DNA.

Noch empfindlicher ist die RNA,
so dass RNA-Isolierung nur aus fri-
schen, unverarbeiteten Produkten
moglich ist. Die RNA-Isolierung
aus verarbeiteten Produkten wird
nur dazu eingesetzt, noch lebende
mikrobielle Lebensmittelkontami-
nanten nachzuweisen.

So vielfaltig die Lebensmittelma-
trizes sind, so umfangreich ist mitt-
lerweile das Angebot an kommer-
ziellen Kits fiir die DNA-Isolierung
aus  Lebensmitteln.  Prinzipiell
nutzt die DNA-Isolierung zwei Ei-
genschaften der DNA: Zum einen
lasst sich die DNA mit verschiede-
nen chemischen Verbindungen
(z.B.

bromid, CTAB, oder Isopropanol)

Cetyltrimethylammonium-

reversibel fallen und so von ande-
ren Bestandteilen der Matrix ab-
trennen. Zum anderen bindet die
DNA unter Hochsalzbedingungen
reversibel an Silica-Materialien.
Chromatographiesdulen mit Silica-
Material oder mit Silica beschichte-
tet magnetische Partikel kommen
hier am héufigsten zum Einsatz.
Die ,Amtliche Sammlung von Un-
tersuchungsverfahren nach § 64
Lebensmittel- und Futtermittelge-
setzbuch“ (LFGB) beschreibt nach
wie vor die DNA-Isolierung mit
CTAB als Referenzmethode.

Die DNA-Ausbeute lasst sich so-
wohl photometrisch als auch fluo-
rimetrisch tiberpriifen. Andere UV-
aktive Substanzen beeinflussen
leicht die photometrische Konzen-
trationsbestimmung tber die UV-
Absorption bei 260 nm. Die fluori-
metrische Konzentrationsbestim-
mung mit Fluorophoren, die spezi-
fisch mit DNA wechselwirken, lie-
fert hingegen zuverlassigere Ergeb-
nisse. Voraussetzung ist die Kali-
brierung mit einem DNA-Standard
bekannter Konzentration.

Die DNA-Ausbeute ist stark ab-
hingig von der Lebensmittelma-
trix; die Konzentration (in ng~pL’1)
muss ausreichend hoch sein fur die
anschlieffende Analytik. Werden
zum Beispiel fur die anschlieSende
PCR-Analytik 10 nguL™"  ge-
braucht, so sollte die Konzentrati-
on der isolierten DNA mindestens
genauso hoch sein.

Die DNA-Reinheit wird photo-
metrisch tber die Absorptions-
quotienten A260 nm/A280 nm und
A260nm/A230nm bestimmt. Soll
die extrahierte DNA fur quantita-
tive PCR-Bestimmungen einge-
setzt werden, empfiehlt sich zu-
dem ein Inhibitionstest mit Real-
Time-PCR 2329
Hierzu wird die isolierte DNA seri-

durchzufithren.

ell verdunnt (mindestens vier Ver-
dunnungen), und die jeweiligen
Ct-Werte der Verdiinnungen und
der unverdunnten DNA werden
bestimmt. Die Kalibriergerade
wird durch Auftragen der Ct-Wer-
te der Verdinnungen gegen den
Logarithmus des Verdunnungsfak-
tors erstellt, und der Ordinatenab-
schnitt wird mit dem ermittelten
Ct-Wert der unverdiinnten DNA
verglichen. Diese Abweichung
sollte weniger als 0,5 betragen.
Zudem sollte die Steigung der Ka-
libriergeraden zwischen —3,6 und
-3,1 liegen.

Der Fragmentierungsgrad der
isolierten DNA lasst sich tiber Aga-
rosegelelektrophorese mit DNA-
Markern bestimmen. Fur eine er-
folgreiche PCR-Analytik miissen
DNA-Fragmente
mindestens so grof$ sein wie die er-

die isolierten

wartete AmplikongrofSe.
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Abb. 1. a) Ergebnis der Scifinder-Datenbank-Recherche mit dem

Schlagwort ,,loop mediated isothermal amplification®; einge-

grenzt auf deutsche oder englische Publikationen; b) prozentualer
Anteil der Publikationen mit dem Schlagwort ,,Food*“ bzw. ,GMO*
in den Jahren 2000 bis 2010. (scifinder.cas.org. Stand 29.11.2011)

Real-Time-PCR

@ Die Real-Time-PCR ist mittler-
weile eine gingige Methode in der
Lebensmittelanalytik. Authentizitats-
und Qualitatskontrollen, aber auch
Allergen- und GVO-Analytik werden
unter anderem mit Real-Time-PCR
durchgefiihrt.
Aussagen ist es auch moglich, tber

Neben qualitativen

verschiedene Auswertestrategien zu
quantifizieren. Aufgrund der expo-
nentiellen Vervielfaltigung der DNA
detektiert und quantifiziert diese Me-
thode auch kleinste Mengen (unterer
ppm-Bereich). Diese hohe Empfind-
lichkeit nutzt besonders die Aller-
genanalytik. Je nach Frage hat man
die Wahl zwischen verschiedenen
Detektionssystemen  (unspezifisch
mit Interkalationsfluorophoren oder
spezifisch mit Sondensystemen) und
Auswertestrategien (absolut gegen
eine Kalibriergerade oder relativ ge-
gen ein Standardgen oder eine Stan-
dardprobe). =
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Immer zu berticksichtigen in der
Lebensmittelanalytik ist der Ein-
fluss der Matrix. Es empfiehlt sich,
bei der Methodenentwicklung auf
die Kriterien des ENGL zuriick zu

9 Wird ein gesetzlicher

greifen.
Grenzwert betrachtet, so sollte der
lineare Arbeitsbereich von einem
Zehntel des Grenzwerts bis zum
funffachen des Grenzwertes rei-
chen. Die Effizienz der Reaktion
sollte zwischen 89,57% und
110,12% (Steigung zwischen -3,6
und -3,1) liegen und die Linearitat,
ausgedriickt durch das Bestimmt-
heitsmafd R > 0,98 sein.

Aufgrund eines Urteils des Euro-
paischen Gerichtshofs vom Septem-
ber 2011 sind in Honig Pollen aus
gentechnisch veranderten Organis-
men (GVO) mit Real-Time-PCR zu

tiberwachen.”>?® Durch die Defini-
tion von Pollen als Zutat durch den
Gesetzgeber gelten fur Honige mit
GVO-Pollen die Regelungen der
Verordnung (EC)1829/2003. Das
heifSt fur Pollen aus GVO, die nicht
in der EU zugelassen sind, gilt die
Nulltoleranz, fir Pollen aus zuge-
lassenen GVO die 0,9-%-Regelung.

High Resolution Melting Analysis

¢ Schmelzkurvenanalysen dienen
bei klassischen Real-Time-PCR-
Methoden mit SYBR-Green-I-De-
tektion dazu, Amplifikate zu tber-
prufen und Primer-Dimere zu de-
tektieren. Weiterentwicklungen in
der optischen und thermischen
Prézision (high resolution) der Ge-
rate ermoglichen neuerdings die
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Abb. 2. Erste Reaktionsschritte einer Lamp: a) Lage der Bindungsstellen; b) und c) Anlagerung Primers 1-Fw an den

Einzelstrang nach initialer Denaturierung und Beginn der Elongation; d) Anlagerung und Elongation des Primers

2-Fw und Bildung der ersten Schleife; e) Zwischenprodukt mit Hantelstruktur (einseitig); f) Anlagerung und Elon-

gation von Primer 1-Rev; g) Hantelstruktur (zweiseitig), Ausgangsmolekiil fiir die Bildung von Reaktionsproduk-

ten héherer Ordnung (modifiziert nach Lit.?%).

Detektion von minimalen Schmelz-
temperaturunterschieden  zweier
Amplifikate.  SNPs,

und Methlyierungsgraden sind mit

Mutationen

der High Resolution Melting Ana-
lysis (HRM-Analytik) ebenfalls zu
identifizieren. Urspruinglich einge-
setzt in der medizinischen Diag-
nostik, gibt es mittlerweile auch
Anwendungen in der Lebensmittel-
analytik, beispielsweise die Au-
thentizitatskontrolle von Basmati-
reis oder siilen Kirschen, aber
auch GVO-Analytik 2%

Loop Mediated Isothermal
Amplification

@ Die Loop Mediated Isothermal
Amplification (Lamp) ist im Gegen-
satz zur PCR eine junge Methode.
Erstmals verdffentlichten Notomi
et al. sie im Jahr 2000.>” Seitdem
ist die Zahl der Publikationen, die
den Einsatz der LamP beschreiben,
nahezu exponentiell gestiegen (Ab-
bildung la).

Lamp ist eine Amplifikationsme-
thode, die im Gegensatz zur PCR
keine zyklischen Temperaturverlau-
fe benotigt. Durch den Einsatz von
Polymerasen mit Strangverdran-
gungsaktivitat ist es nicht erforder-
lich, die DNA thermisch zu denatu-
rieren. Die gesamte Reaktion kann
isothermal im Temperaturoptimum
der Polymerase durchgefithrt wer-
den. Dadurch ist kein Thermocycler
notwendig, ein Wasserbad reicht
aus. Diese Eigenschaft macht Lamp
zu einem hervorragenden Werk-
zeug fur die Vor-Ort-Analytik ohne
aufwendige apparative Ausstattung.

Voraussetzung fiir eine LAmP ist
ein  kompliziertes Primerdesign
(Abbildung 2): Fur jeden zu detek-
tierenden Organismus sind zwei
Primerpaare erforderlich. Diese

Primerpaare decken insgesamt
sechs Bindungsstellen ab. Das De-
sign der Primer fuhrt dazu, dass
sich eine Schleife (Loop) wahrend
der Reaktion bildet. In der Schleife
befindet sich eine der Bindungs-
stellen. Nach Hybridisierung des
Primers ist diese Position der An-
griffspunkt der Polymerase fur die

erneute Amplifikation. Der genaue
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Reaktionsablauf ist komplex und
ergibt eine Menge Reaktionspro-
dukte.***" Diese enorme Produkt-
bildung liefert zusatzlich als Reak-
tionsnebenprodukt eine hohe Kon-
zentration an Pyrophosphat, das
mit den im Reaktionsansatz vor-
handenen Magnesiumionen aus-
fallt. Positive Reaktionen sind an-
hand dieses Niederschlages mit
dem blofSen Auge sichtbar oder
konnen mit einem Turbidimeter
detektiert werden.*?

Lamp wird bislang tuberwiegend
zur Detektion von pathogenen Mi-
kroorganismen®” und zum GVO-

Nachweis*”

eingesetzt. Betrachtet
man die Gesamtzahl der Publika-
tionen zu LAaMP, so machen lebens-
einen

(Abbil-

dung 1b). Jedoch ist davon auszu-

mittelanalytische ~ Fragen

sehr kleinen Teil aus

gehen, dass sich in Zukunft ein

breites Anwendungsfeld ergibt.>>

Ligation-Dependent Probe
Amplification

¢ Klassischen Restriktionsanaly-
sen wie PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism)
detektieren Einzelbasenaustausche
(single nucleotide polymorphisms,
SNPs) zwischen zwei Individuen
nur dann, wenn der SNP zur Ent-
stehung oder Entfernung der Er-
kennungssequenz einer Endonu-
Kklease fuhrt.

Eine neue Methode, die SNPs
generell detektiert, ist die ligation-
dependent probe amplification,
LPA 3 Seit der Erstbeschreibung
im Jahr 2002 ist, wie bei der LamP,
auch bei der LPA die Zahl der Pu-
blikationen stark gestiegen (Abbil-
dung 3a). Ausgangspunkt fur die-
se Methode sind zwei speziell
konstruierte Oligonukleotide.
Diese bestehen jeweils aus einem
Bin-

dungsstelle fur einen Standardpri-

Sequenzabschnitt, der als

mer dient, und aus einem Zielse-
Ab-
schnitt. Die Hybridisierung der

quenz(Target)-spezifischen

Oligonukleotide findet auf der
Targetsequenz direkt nebeneinan-
der statt. Auf dem SNP hybridi-
siert dabei entweder die letzte Ba-

se (3“-Ende) des ersten Oligonu-
kleotides
(5-Ende) des zweiten Oligonu-
kleotids.
Hybridisierung verknupft die Li-

oder die erste Base

Nur bei vollstandiger

gase im darauffolgenden Schritt
die beiden Oligonukleotide. Die
so entstandene Sonde dient als
Matrize fur eine PCR mit den
Standardprimern. Die Unterschei-
dung zwischen zwei Organismen
erfolgt in diesem Fall durch einen
positiven PCR-Nachweis.

Durch geschicktes Oligonukleo-
tid-Design und den Einbau von
Stuffer-Sequenzen (Sequenzen un-
terschiedlicher Lange) in eines der
beiden Oligonukleotide lassen sich
mehrere Organismen oder Sequen-
zen gleichzeitig detektieren (multi-
plex-LPA, MLPA).

LPA und MLPA haben ihren Ur-
sprung in der medizinischen Diag-
nostik von genetisch bedingten
Krankheiten, finden aber mittler-
weile auch immer haufiger Anwen-
dung in der Lebensmittelanalytik,
beispielsweise beim qualitativen,
aber auch quantitativen Nachweis
von Allergenen’”*® und von GVO
(Abbildung 3b) .30

Denaturierende HPLC

¢ Die Denaturierende  HPLC
(DHPLC) ist eine Weiterentwick-
lung der lonenpaar-HPLC mit hy-
drophobem Material als stationare
Phase, Triethylammoniumacetat als
lonenpaarreagenz und Acetonitril/
Wasser als FliefSmittel. Unter diesen
Versuchsbedingungen interagieren
Nukleinsduren mit ihrem negativ
geladenen Ruckgrat tber das Tri-
ethylammoniumion mit der hydro-
phoben Phase. Bei Raumtemperatur
trennt die Kklassische Ionenpaar-
Chromatographie doppelstrangige
DNA-Fragmente abhéngig von ihrer
Grofle durch einen Acetonitrilgra-
dienten (DNA-Sizing). Die Auflo-
sung ist allerdings deutlich besser
als bei konventionellen Methoden
wie der Agarosegelelektrophorese.
Die Besonderheit der DHPLC be-
steht darin, dass sich die Saule in
einem temperierbaren Ofen befin-
det. Durch geschicktes Einstellen
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Abb. 3. a) Ergebnis der Scifinder-Datenbank-Recherche mit dem
Schlagwort , ligation-dependent probe amplification’; eingegrenzt
auf deutsche oder englische Publikationen; b) prozentualer Anteil
der Publikationen mit dem Schlagwort , Allergen* bzw. ,GMO* in
den Jahren 2002 bis 2010.  (scifinder.cas.org. Stand 29.11.2011)

der Temperatur erreicht man so,
dass doppelstrangige DNA abhan-
gig vom GC-Gehalt teilweise auf-
schmilzt (denaturiert). Je nach
Starke der partiellen Denaturierung
retardiert die Saule die DNA-Frag-
mente unterschiedlich stark. PCR-
Produkte gleicher Grofie mit unter-
schiedlichem GC-Gehalt

sich so trennen und anhand der Re-

lassen

tentionszeit identifizieren (Analyse
von Homoduplexen).

Aber auch Heteroduplexe kon-
werden  (Abbil-
dung 4). Bei Heteroduplexen er-

nen detektiert

folgt die partielle Denaturierung
aufgrund der nichtvollstaindigen
Hybridisierung der Einzelstrange
schneller als bei Homoduplexen.
Bei einem Gemisch aus Hetero-
und Homoduplexen gleicher Frag-
mentlange eluieren zuerst die Hete-
roduplexe und spéter die Homodu-
plexe. Diese Eigenschaft dient da-
zu, Punktmutationen oder SNPs
zwischen zwei Individuen/Allelen
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UV(260 nm)

Abb. 4. Chromatogramme zur Analyse von Punktmutationen.

Blau: Chromatogramm des Wildtyps (AA). Rot: Detektion einer
Mutante (BB’) durch Mischen mit Wildtyp und anschliefSender De-
und Renaturierung. Neben den beiden Homoduplexen werden die
Heteroduplexe AB‘ und A’B detektiert.

zu analysieren. Dazu wird aus den
beiden zu untersuchenden Indivi-
duen der entsprechende Sequenz-
abschnitt mit PCR vervielfaltigt.
Die PCR-Produkte werden an-
schliefend im &dquimolaren Ver-
haltnis gemischt und komplett
thermisch denaturiert. Kuhlt das
Gemisch wieder ab, entstehen bei
der Rehybridisierung bei Sequenz-
unterschieden zwischen den Indi-
viduen auch Heteroduplexe.

Wird bei der DHPLC der Saulen-
ofen auf iber 70°C eingestellt, so
lassen sich unter komplett denatu-
rierenden Bedingungen auch DNA/
RNA-Einzelstrange analysieren.

Hauptanwendungsbereich ~ der
DHPLC liegt in der Medizin bei der
Detektion von genetischen Muta-
tionen (im Vergleich zu einem
Wildtyp) tber die Heteroduplexe
oder bei der Analyse von Bakte-
rienpopulationen  (Homoduplex-
Trennung). In der Lebensmittel-
analytik eignet sich die DHPLC
beispielsweise fur die Speziesiden-
tifizierung in zusammengesetzten

Lebensmitteln.*

DNA als Werkzeug fiir die
Lebensmittelanalytik

¢ Die Aptamer-Technik verwen-
det nicht die Sequenz einer DNA
oder RNA, um ein Individuum zu
identifizieren, vielmehr nutzt sie
die dreidimensionale Struktur syn-
thetisch hergestellter einzelstrangi-

ger DNA- bzw. RNA-Sequenzen
und deren Bindungseigenschaft ge-
gentiber Zielstrukturen. Aptamere
werden in vitro in einem speziellen
Selektionsverfahren, dem SELEX-
Prozess (systematic evolution of li-
gands by exponential enrichment)
gewonnen.*?

Als Ausgangsmaterial dient eine
Nukleinsaure-Bibliothek aus bis zu
10" verschiedenen Molekilen. Die
dufleren Sequenzbereiche jedes
Molekils sind definierte Sequen-
zen fur Primer-Bindungsstellen. In
der Mitte befindet sich eine rando-
misierte Sequenz von etwa 20 bis
80 Nukleotiden. Dieser Ausgangs-
pool wird mit dem Targetmolekul
in Kontakt gebracht, und die
nichtbindenden werden von den
bindenden Aptameren getrennt.
Diese Selektion wird im SELEX-Pro-
zess mehrfach wiederholt. Am En-
de erhalt man eine Mischung aus
Aptameren mit spezifischen Bin-
dungseigenschaften gegentuiber
dem Target. Durch Sequenzanalyse
und Bindungsstudien konnen die
besten Aptamere ausgewihlt wer-
den.

Die Aptamere konnen analog zu
Antikorpern fur Bioaffinitédtsanrei-
cherungen oder fur die spezifische
Detektion von Targets verwendet
werden. Aptamere sind wesentlich
unempfindlicher gegentiber Tempe-
ratur-, Puffer- und pH-Wert-Einflus-
sen als proteinogene Antikorper.
Ein weiterer Vorteil ist die In-vitro-
Synthese, die den Einsatz von biolo-
gischen Systemen (z.B. Tieren), wie
er bei der Antikorpergewinnung
notwendig ist, ersetzt. Dies schliefSt
Schwankungen der Bindungsaffini-
tat von Charge zu Charge, wie sie
bei der Antikorpergewinnung vor-
kommen, aus. Durch die chemische
Vollsynthese sind die Aptamere zu-
sitzlich derivatisierbar, etwa mit
Fluoreszenzmarkern.

Aptamere dienen zur Detektion
von pathogenen Mikroorganismen,
von bestimmten Zellen, Proteinen
oder kleineren Targets.” Im Lebens-
mittelbereich finden Aptamere An-
wendung in der Analytik von lebens-
mittelpathogenen Mikroorganismen
und in der Mykotoxinanalytik. ***’
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