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@fOOdprofllmg Beteiligte Gruppen

TP 1 Genomics

HSFS, Universitat Hamburg, Markus Fischer

TP 2 Proteomics

Core Facility Proteomanalytik, UKE, Universitdt Hamburg, Hartmut Schliter

TP 3 Metabolomics (fliichtig / nicht-fliichtig)

A) NMR-Abteilung, Fachbereich Chemie, Uni. Hamburg, Thomas Hackl (NMR)

B) HSFS, Universitat Hamburg, Markus Fischer (UPLC-UHR-MS", LC/GC-MS")

C) DFA, Freising, Peter Schieberle / Martin Steinhaus (GCxGC-TOF-MS)

TP 4 Isotopolomics

Institut fir Lebensmittelchemie, Uni. Hohenheim, Walter Vetter

TP 5 Bioinformatik / Datenmanagement

Lehrstuhl fir Angewandte Bioinformatik, Universitat Tlibingen, Oliver Kohlbacher
TP 6 Aptamere

HSFS, Universitat Hamburg, Markus Fischer

TP 7 Automation / Schnelltests

Lehrstuhl fiir Analytische Chemie, TU Miinchen, Reinhard NieRner / Michael Seidel
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@fOOdproflllng Rohstoffqualitdtssicherung

= Was bedeutet Rohstoffqualitatssicherung fir Ihr Unternehmen?
1. Rohstoffsicherheit
— Gesundheitsschutz
— Schutz vor Tauschung (food fraud, food fakery)
2.  Wahrnehmung von Verbraucherinteressen
— Produkt- und Prozessqualitaten stellen ein bedeutendes Marksegment dar
3. Verbrauchervertrauen schaffen durch Forschung

— Imageverbesserung der Lebensmittelindustrie

=  Wo gibt es Llicken?

o Einzeltechnologien sind zwar vorhanden, aber es fehlen leistungsfahige
systemweite und vernetzte Ansatze

o Bedarf an Schnelltestsystemen
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= Food Profiling
o Rohstoffidentifizierung
o Herkunftsnachweise

o Unterscheidung von konventioneller und
okologischer/biologischer Ware
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@fOOdprOflllng‘ Struktur | Direkter Kontakt zu KMU

Projektbegleitender Ausschuss

= \erbdnde der Lebensmittelindustrie

Unternehmen der Lebensmittelindustrie unterschiedlicher
Branchen

= Rohstoff-Importeure

Dienstleistungsunternehmen
= Hardware-Hersteller

science for food
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@fOOdprofllmg Struktur | Operative Ebene

vertikal

Datenerfassung
| Datennutzung
[ |

horizontal TP5 [ A )
TP 6 TP7
Aptamere Arrays/Schnelltest
L J
Y

Bioinformatik
TP1 TP2 TP3 TP 4
Genomics Proteomics Metabolomics Isotopolomics.

— > Applikationen fur KMU

Y

systemweite Abdeckung | best-mogliche Technologien
sehr hohe Auflésung | feinstrukturiertes Bild

\ J
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@fOOdproflllng Systemweite Betrachtung | endogene Faktoren

‘ Pflanzlicher Rohstoff ‘ (Transkriptom)
Genom \ I,
C_  Peptide R¥ase
¢ DNA |
~ Spurenenlemente ) 5.
J Proteine |
Stoffwechselprodukte §
. ~ 7 Proteom
g { Isotope RNA
Isotopolom — Y
Gesamtheit Einzelelement \
Genom Gene Metabolom

Transkriptom Transcripte (mMRNA)

Proteom Proteine
Metabolom Stoffwechselprodukte
Isotopolom Elemente/Isotope molekularer Aufbau einer Zelle
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@fOOdprOflllng Systemweite Betrachtung

Mikroorganismen
(gewollt/ungewollt)
Milchsaurebakterien,

Salmonellen, EHEC, etc

‘ Pflanzlicher Rohstoff ‘

Lagerung und

Verarbeitung
Chem. Reaktionen, Aroma,
Farbverdnderungen, etc.

. Peplide | hiao
.

Spurenenlemente

Produktions- Proteine }

o — [zvmare

riickstande b bioe )
Losungs-, Reinigungsmittel, B oriwechselprodukie {
Mineraldle etc. : Exogene Verbindungen
Isotope
Verpackung /r Fremdeintrag
2.B. Migration von Mineral6l A (Kreuzkontaminationen)
aus Recyclingmaterialien @ 2.B. Allergene
Standortfaktoren

Kontaminanten (z.B. PCB, Dioxine, Metalle,
Mykotoxine), Riickstande (z.B. Pestizide,
Tierarzneimittel), Elemente, Klima,
Diingemittel, Wasser, etc.

Systemweite Betrachtung: endogene Ausstattung + exogene Einfliisse
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@fOOdprOflllng Datenerfassung | Blickwinkel
l
r Genomics (TP 1) o
\ 7N / Proteomics (TP 2)
3 bol 3 - Peptide DNA !
@ Metabolomics (TP
< ( ) T (" Spurenenlemente . 3
e Proteine v
% P Stoffwechselprodukte
e { //f Exogene Verbindungen
Isotope — == Isotopolomics (TP 4)
l J
Y
Analyt Technologie FOOD PROFILE
Genom Genomics Definiert durch endogene und
Proteom Proteomics exogene Abldufe
Metabolom Metabolomics
Isotopolom Isotopolomics
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@fOOdproflllng Datenerfassung | Auflosung

|
Genomics (TP 1)

Datenerfassung
L

Metabolomics (TP 3) —_

> (" Spurenenlemente

\

= verbesserte Auflosung = Verbesserung der Datenqualitdt = Steigerung der Kosten =l

Peptide

Proteine

Stoffwechselprodukte
Exogene Verbindungen
Isotope

/S

DNA

RS / Proteomics (TP 2)

<

— == Isotopolomics (TP 4)

= Je besser die Datenqualitdt, umso hoher die Wahrscheinlichkeit Unterschiede zu finden!
= Je mehr Daten, umso verldsslicher die Unterscheidung zwischen zwei Proben

10
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5f00dprofiling‘ Abhdngigkeiten | Bewertung

| FOOD PROFILE |

Proteom Metabolom Isotopolom

Y

Exogen stabil Exogen beeinflussbar — Standort / Bedingungen
. Spez.i:js-h = Produktionsbedingungen: Diingung (Bio/nicht-Bio), etc.
SpezIlise = Bodenbeschaffenheit: Salzgehalt, pH-Wert, Feuchtigkeit

Arten-, Sorten-
unterscheidung = Klimatische Verhaltnisse, Reifegrad

= Herkunftsdifferenzierung

non-targeted (nicht gerichtet) Datenerfassung

= Genetic barcodes, proteomic, metabolic und elemental
fingerprints

= Technisch maximale Menge an Daten wird erfasst!
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Odprofiling ‘ Workflow

¢ Probenbeschaffung

e Extraktion

¢ Datenakquise (Datenerfassung, TP 1 —4)

¢ [dentifizierung von Unterschieden zwischen zwei Probenpopulationen (TP 1-5

]
)
)
* Datenanalyse (Datenverarbeitung, TP 5) ]
)
)

¢ Applikation (TP 6, 7)

) < < < << 4

1. Reduktion der groen und unibersichtlichen Datensatze
= Tausende

2. Extraktion der relevanten Informationen

=  Wenige
3. ldentifizierung von Markern: Mutationen, Strukturen, Elemente, Verhéltnisse
= Einzelne
12 science for food
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&fOOdprofning‘ Abhdngigkeiten | Bewertung

| FOOD PROFILE |
|

Proteom Metabolom

Isotopolom

Y

Exogen stabil

= Spezies-
spezifisch

= Arten-, Sorten-
unterscheidung

f
non-targeted (nicht gerichtet) Datenerfassung

= Genetic barcodes, proteomic, metabolic und elemental
fingerprints

= Technisch maximale Menge an Daten wird erfasst!
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o ©°%rofiing ‘ TP 1 - Genomics

Genomics (TP 1) ~,

& W

¢ Peptide {

~ DNA )

Proteine L,

Stoffwechselprodukte S
Exogene Verbindungen

~ Spurenenlemente

. Isotope -
1953: James Watson ! U

und Francis Crick

Metabolomics (TP 3) Y
DNA Profile

Arten- und Sortendifferenzierung

. / Proteomics (TP 2)

/ Y PN ™~ Isotopolomics (TP 4)

DNA-Sequenzen sind
die Basis fur alle
weiteren Analysen

= Datenbanken

= Sequenzierung

14
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Barcoding / Ultra-Barcoding Taxonomische Methode

zur Artenbestimmung

Probe A CCATTT wGGiTATAA,AAT.i‘RTTTTTATTCTCAAATAATATI,AGAwGGTTTT#tTC
ccyrTT41GGCY TATARPAAT§AT TTTTATTCTCAAATAATATFAGARGGTTTT TC ;
Probe B L el Loce b lealicinesmniesimmntrescl sl wewae " * Basenpaar-Abfolge wird
crdereeafarrefarrrricerafanrt crrecrtafhocalfdleanatc analog, wie der
crderceagarrefarrrrdecrabanrritd crreerTabpeeappifcanarc .
PO PO [ iy R A f N PR | A *kk ok k Strichcode, als
TAARRATCTTAT TTTG§GATCAATTCATTCCATTTTTCCCTTTTT§GAGGATARA Kennzeichen fir eine
TAARATCTTATAAFAATTTGGATCAATTCATTCCATTTTTCCCTTTTT§GAJGATARA
ok ke ok ok ok ke ook ok Ik ek sk ok ok kK ok ko ok ok ok ok ke ko ok ok ok ok ke ek ok ke ke bestimmte Art bZW
Unterart verwendet
= Barcodin . .
g = Jeldnger die DNA-

o DNA-Sequenz eines Markergens (ca. 500 — 1 000 bp)

—  Artenunterscheidung

Sequenz, desto hoher

die Auflésung
= Ultra-barcoding

o Gesamtes Plastiden-Genom (ca. 150 000 bp) wird
analysiert

—  Unterartenunterscheidung
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@fOOdprOflllng TP 1: Detektion von Polymorphismen

1. Identifizierung von Sequenzunterschieden

2. Nachweis iiber molekularbiologische Standardtechniken
o SSP-PCR (sequence specific primer polymerase chain reaction)
o LPA (Ligation-dependent Probe Amplification)

o PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism)

o PCR-dHPLC (denaturierende HPLC)

o DNA-Fingerprinting Methoden (z.B. SSLP, Simple
sequence length polymorphism)

o Spezifische isothermale Amplifikationstechniken
(z.B. LAMP, Loop-mediated Isothermal Amplification)
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@ ©°%rofiing| TP 2 - Proteomics

Genomics (TP 1) ~. / Proteomics (TP 2)

~)
¢~ Peptide
DNA
./ Spurenenlemente i
Proteine
Stoffwechselprodukte
Exogene Verbindungen

v/

Isotope

/ A o “ ™~ Isotopolomics (TP 4)

Metabolomics (TP 3) ( v J

Proteomic Profiling

Herkunftsnachweise | lagerungs- und prozessierungsbedingte Veranderungen
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@fOOdproflllng TP 2: Proteomics-Strategien

= Herkunfts-, lagerungs- und prozessierungsbedingte
Veranderungen im Rohstoff

o Bottom-Up Methode

—  Sehr gut fir relative ’W‘,ﬁ > W
Quantifizierung geeignet T g
Verdau VERE Middle down /
Top-down

o Top-Down-/Middle-Down-Analyse

—  hoch aufgeléste Fingerprints

Bottom-up
.. f Peptid- . .
(Auflésung >1.000 Proteine) 5 Kleine Peptide |—>| LC-Ms/Ms
gemisch Trennung |

—  Schnelle Erfassung aller -
. . MS Daten
posttranslationalen Veranderungen

individueller Proteine
Datenbankvergleich
Identifizierung
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@fOOdproflllng TP 3ABC - Metabolomics

,Metabolomics is the comprehensive profiling of the
small molecule composition of a biological sample”

B. P. Bowen; 2010

Genomics (TP 1) \ /

/ Proteomics (TP 2)

DNA
Spurenenlemente X
Proteine

Stoffwechselprodukte
Exogene Verbindungen

Peptide

_Isotope s ™~ Isotopolomics (TP 4)

Metabolomics (TP 3) [ Y /
Metabolic Fingerprinting

= Metabolische Momentaufnahme eines biologischen Systems

Sortenunterscheidung | Herkunftsnachweise | Bio/konventionell

19 science for food
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@fOOdproflllng TP 3ABC: Metabolic Fingerprinting
l

UPLC-ESI-UHR-QToF-MS/MS-Datensatz

¢ Probenextraktion (polar/unpolar, fliichtig) mi7

¢ Datenakquise (LC-/GC-MS, NMR)

e Identifizierung von Biomarkern

o Strukturaufklarung (NMR, MS/MS)

* Multivariate Datenanalyse (PCA, PLS, ...) ]
¢ Applikation (MS, Aptamertechnologie) ]

) < << << 4

Score Plot

=

Reduktion der groRen und
unibersichtlichen Datensatze

Extraktion der relevanten Informationen

Verwendung der identifizierten Strukturen
als Biomarker
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@fOOdprOflllng TP 3ABC: Synergieeffekte NMR und LC-/GC-MS

Warum benutzen wir drei unterschiedliche Technologien?

= Schnittmenge an identifizierten Molekiilen: NMR # LC-MS # GC-MS
=  Abdeckung des fliichtigen und des nicht-fliichtigen Metaboloms

= Erhohung der Anzahl insgesamt erfassbarer Metabolite und dadurch ein
vollstéandigeres Bild

= Effiziente Identifizierung durch Kombination LC-MS & NMR

= Sichere Quantifizierung anhand von Doppelbestimmungen (MS/NMR)

21 science for food
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@fOOdproflllng ‘ TP 4 - Isotopolomics
|

Genomics (TP 1) o
\ LN e / Proteomics (TP 2)

~ Peptide :
DNA
(" Spurenenlemente )
o Proteine
Stoffwechselprodukte )
Zeit 5 Exogene Verbindungen 5~
t & t [min] / §
Isotope g
il SN Isotopolomics (TP 4)
Metabolomics (TP 3) ( Y J

Elemental Fingerprinting

Herkunftsnachweise | Bio/konventionell

(In der Natur vorkommende Elemente / Stabilisotope)
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@fOOdproflllng TP 4: Isotope-ratio mass spectrometry (IR-MS)

= Compound-specific isotope

analysis (CSIA; GC-IRMS) ‘

o vergl. Berticksichtigung der 8'3C-Werte
mehrerer Verbindungen

o Herkunftsnachweis / \\
K-
* Erfassung der Art der Dingung &

o Bio ¢ konventionell

Bestimmung der
3'3C-Werte

23 science for food
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@fOOdprOflllng TP 4: Bestimmung der Seltenen Erden (SEE)

= Bestimmung der Seltenen Erden tber HR-ICP-MS
o Auskunft Gber die Herkunft des Rohstoffes durch die Beschaffenheit
eines Bodens

— gehen Metallionen in eine Pflanze Uber, kann auf den Boden riickgeschlossen
werden

Seltene Erden o lee T6lclnlole el
= Kommen regelmaRig in INelvg Tatlsile | s lotlarl
Boden vor k [cafse| i | v |cr|mn|Fe|co| ni[cu|zn Ga|ae as|se|ar ke
* Gehen ohne Diskriminierung R, 5¢ | ¥ | 2¢ |Nb Mo e |Ru|Rn Pa|Ag|Cal In |sn/sb Te| 1 |xe |
in Pflanzen tber Cs/Ba jau|Hf [Ta | W [Re Os| Ir | Pt|AuHg TI |Pb Bi |Po At|Rn
= Weisen charakteristische [fr |Ra |~ RY (Db Sg|Bn|Hs|Mt| | | | ’ ’ '
Muster auf
= KShnen mittels ICP-MS gut [La |ce|pr [Na|pmism|Eu|ca 6Dy |Ho | Er [Tm|Yb Lu|
erfasst werden ;Ac}Th:PaI u :Np]Pu:AmICm:Bk[Cf;Es[Fm:Md[No] Lr:
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@fOOdprofllmg Operative Ebene - Datenmanagement
l

TP 5 — Bioinformatik

A
horizontal !

[
TP1 TP 2 TP3 TP4 TP6 TP7
Genomics Proteomics Metabolomics Isotopolomics. Aptamere Arrays/Schnelltest

C: GCxGC-MS

vertikal

25 science for food
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@fOOdproflllng TP 5 - Bioinformatik
|

_________

T Ederne ! Bioinformatik
=

<:> de novo

Datenbanken Datenbanken

| Datenbanken 1 Datenmanagement

= |nhalte
o Zentrales Datawarehouse fir Down-stream Prozesse:
Roh- und prozessierte Daten Datenextraktion
(inkl. Metadaten) Biomarkeridentifizierung

Automatische Datenprozessierung
Maschinelles Lernen fiir Biomarkerextraktion
Erstellung von Routineprozessen

Automatische Analyseworkflows

o O O O O

Aufbau einer zentralen Referenzdatenbank

26 science for food
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@fOOdprOflllng TP 5: Bioinformatik

Datensammlung | Prozessierung
Datenreduktion | Archivierung

Nachhaltiger Umgang mit dem erreichten Datenportfolio
o Memory Effekt / Daten-Recycling / Data-Sharing

Anwendung neuer Erkenntnisse und Technologien auf alte Datensatze

Verwendung der Daten fiir andere Fragestellungen

Datenbank-basiertes Teilen von Probendaten

— Konsortiumsiibergreifende Nutzung der Daten

27 science for food
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@fOOdproflllng ‘ Down-stream Prozesse

Genomics | Proteomics | Metabolomics | Isotopolomics
ROHDATEN AUS DER HIGHTECH-FORSCHUNG

p—— =
v
| Datenprozessierung | Datenreduktion |
v
| Biomarkeridentifizierung |
v
| Biomarkernachweis |

| Aptamer-Technologie |

Einfache Techniken Schnellmethoden

‘ Applikationen fiir KMU ‘

28 science for food
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@fOOdproflllng TP 6 — Aptamere (kinstliche Rezeptoren)

Genomics (TP 1) \

S

/ Proteomics (TP 2)

Metabolomics (TP 3) s o
-~ Peptide o
DNA )
< 3 (" Spurenenlemente 1
¥ ~ .
A Proteine ™
(" Stoffwechselprodukte i
g//;, Exogene Verbindungen i
{ Isotope " S Isotopolomics (TP 4)
\ [ N ¢ . -

A S
\/

-
- = B

L 4

—
-

/ Bioinformatik (TP 5)

= Datenprozessierung
= Datenreduktion
= Biomarkeridentifizierung

Einfache Analytik (TP 1-4)
Arrays/Schnelltests (TP 7)

\

— *

= Biomarkernachweis

|—>| Aptamere (TP 6) |

29
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@fOOdproflllng TP 6: Wie erhalt man geeignete Strukturen?

Primer A

CATCCGTCACACCTGCTC:

Randomisierte Sequenz

TTGGCTCCCGTATC

Primer B

= Alternative zu Antikorpern

= einzelstrdngiges DNA-Polymer bedingt
eine 3-D-Struktur

Klonierung/ angereicherte
i Aptamere ® o
Sequenzierung ot e

= 1. Runde
T 2. bis n. Runde
trennung %

= hohe Spezifitat und Affinitat fiir ein 2 T
. . 5 2 — Zielmolekiil kg
Zielmolekiil/Target s mitsonA | 0,53
= groRe Breite an moglichen = Sl J £ 3
Zielmolekilen (kdnnen auch toxisch e
sein) 3='°5 waschen |

®sictn

= |eicht vollsynthetisch zu produzieren in
konstanter Qualitat

= stabil, renaturierbar

Hitzeelution
gebundener

e DNA
4

Entfernung
nichtbindender DNA

SELEX: systematic enrichment of ligands by exponential amplification

30
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@fOOdprofllmg TP 7 — Automation (Arrays)/ Schnelltests

Genomics (TP 1) R
\ A e / Proteomics (TP 2)

Metabolomics (TP 3) ¢ ™~
\  Peptide 7

ol DNA )
(" Spurenenlemente 1/
A~ X
A Proteine )
(" Stoffwechselprodukte )
“» Exogene Verbindungen \’/
( Isotope — ~ Isotopolomics (TP 4)
o~ oy
[ - : N\ s -
= ///
-

-
- =

Bioinformatik (TP 5)
L 2 /

= Datenprozessierung

= Datenreduktion Einfache Analytik (TP 1-4)

= Biomarkeridentifizierung Arrays/Schnelltests (TP 7)
v _— A

= Biomarkernachweis |—>‘ Aptamere (TP 6)

31 science for food
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@fOOdproflllng ‘ TP 7: Teststreifen-Schnelltests
l

Probe mit Target X
’\4 ’\4 == Kontroll-Bande
E i :I & Kontrollsonde
ﬁ «-3( Goldnanopartikel mit Aptamer
L]J O TargetX :I— Test-Bande
Kontrollfeld 4 Aptamer gegen Target X
Probe ohne Target X ]
LJ
T
Testfeld

LAMP-LFD

32
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@fOOdproflllng TP 7: Mikroarray | Multi-Analyt-Schnelltests

1. Sandwich Aptamer- / DNA-Mikroarray
2. Automatische Prozessierung auf dem
MCR 3

33 science for food
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@fOOdproflllng TP 1-4 — Einfache Analytik

Genomics (TP 1) \

Peptide

- / Proteomics (TP 2)

<

Metabolomics (TP 3
( ) \)\ Spurenenlemente DNA
AT Proteine
Einfache, gerichtete (" Stoffwechselprodukte
Techniken \//, Exogene Verbindungen ‘
* HPLC Isotope " S Isotopolomics (TP 4)
= LC-MS s
* GC-FID/MS - '
* ICP-MS = _//
. =] - .
ARS - Bioinformatik (TP 5)

= ALISA 3 /

= Datenprozessierung
= Datenreduktion Einfache Analytik (TP 1-4)

= Biomarkeridentifizierung Arrays/Schnelltests (TP 7)

\4 /

= Biomarkernachweis |—>‘ Aptamere (TP 6)
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Food Profiling - Qualitdtssicherung in
der Lebensmittelproduktion

www.food-profiling.org

www.hsfs.org
Prof. Dr. Markus Fischer
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