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Aptamere — Kurze Einfuhrung
Synthetische einzelstrangige Nukleinsauren (single stranded NA (ssDNA, ssRNA))

als bindendes Molekll

* Aptamere (lat. aptus, gut passend und gr. meros, Region) kdnnen andere Molekile
mit hoher Spezifitat binden

in vitro Selektion — Evolution im LabormaRstab
SELEX — Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment

Auslese durch mehrere Runden der Anreicherung aus einem breiten Pool von
Sequenzen, um das Molekiil zu finden, welches am starksten bindet

* theoretisch 4% (4%°=1023) verschiedene Sequenzen moglich
» praktisch Diversitat von 10% herstellbar
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Aptamere — Konkurrenz zu Antikorpern

* binden spezifisch an Zielmolekdl

Antikorper-ahnliche Spezifitat und Empfindlichkeit

fehlende Immunogenitat

grolRe Breite an moglichen Zielmolekilen

leicht zu produzieren (synthetisch, ohne Tiereinsatz)

relativ stabil gegentiber biologischem Abbau Aptamer

kdnnen ohne Verlust der Bindungsfahigkeit oder Aktivitat renaturiert

werden
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. . Kombinatorische Nukleotid-Bibliothek mit ei
Der SELEX-Prozess angersicherte 2% " Dt von 108 ssoNA oleden
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Aptamere — Anwendungsbereiche
* Medizinische Diagnosen e Lebensmittelanalytik

 Umweltiberwachung ° uv.m

Zielmolek e
DNA

Ellington & Rajendran 2008

N

=}
N
T

Nukleotide ATP DNA/RNA Holeman et al. 1998

Aminosduren Arginin DNA Harada & Frankel 1995
Antibiotika Moenomycin A RNA Schurer et al. 2008
Peptide Neuropeptid Y DNA Mendosa & Bowser 2005
Proteine MUC1 DNA Cheng et al. 2009
VEGF DNA Vinores 2006
Toxine Rizin DNA Tang et al. 2006
Alkaloide Kokain DNA Kawano et al. 2011
Tryoanosomen RNA Homann & Goringer 1999

Komplexe Strukturen Sporen von Bacillus anthracis DNA Bruno & Kiel 1999
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Nachweis von lebensmittelpathogenen Mikroorganismen in Milch
* Warnwert in Milch und Milchprodukten nach (EG) Nr. 2073/2005, (EG) Nr. 1441/2007

—  Staphylococcus aureus (100 KbE/g)
—  Bacillus cereus (500 KbE/g)

* Nachweise in der Routineanalytik erfolgen durch Inkubation in Selektivkulturmedium
— sehr zeitintensiv: Ergebnisse nach 24-144 h

e Ziel: Schnelle Nachweismethode durch Einsatz moderner analytischer Verfahren
e Basistechnik: Anreicherung des Zielmolekils mittels Bioaffinitat

* |solierung aus grol’en Probenvolumen, um die nachzuweisenden Bakterien in einer
ausreichenden Konzentration fiir eine Analyse zu erhalten
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Bacillus cereus

* Bodenbakterium, Sporenbildner

* ubiquitar vorkommend

* Wachstum: 5 °C - 50°C; pH 4,9 - 9,3;

* verursacht Lebensmittelintoxikationen

* produziert Endosporen, stabil
gegeniiber hohen Temperaturen (z.B.
Pasteurisation)

Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme
von B. cereus-Sporen
(Shaheen, 2009)
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Staphylococcus aureus

* Koagulase-positiv

* breites Vorkommen

* Hygieneindikator

* verursacht Lebensmittelintoxikationen

* produziert Toxine, stabil gegeniiber hohen
Temperaturen (z.B. Pasteurisation)

Staphylococcus aureus
Bakterium
d (Centers for Disease Control

(030’\ and Prevention's Public Health
;Y*)f -~ ‘7 C‘\q‘ ‘ Image Library/ Matthew J.

=0 © Arduino, DRPH; Janice Carr)
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Aptamere fiir Mikroorganismen

* Selektion uber definierte Zelloberflachenmolekdle
z. B. Protein A bei S. aureus (Uber Kopplung an magnetische Partikel)
— bekanntes spezifisches Zielmolekdl
— Ubertragung und Evaluierung auf Zellorganismus notig
* Selektion mit intakten Bakterienzellen/-sporen
B. cereus Sporen (Zell-SELEX)
— heterogener Aptamerpool

— groRe Zahl an potentiellen Zielstrukturen
— naher am Endsystem
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Anreicherung z. B. uiber Saulensystem oder Batch-Verfahren

o.o ° | fﬂéh
e o. fé: ;

magnetische Separation

Durchfluss | , ©
e
® Analyt
Ott, S.; Seidel, M.; Niessner, R., J.of Separation Sci. 2011,
34, 2181-2192. ® Matrix

f;:w magnetischer Partikel mit Rezeptoroberfliche

1 L Ausgangsvolumen kann z. B. in 1 mL Eluat aufgenommen werden (Anreicherung um Faktor 103)
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Mikroarray-System zur Detektion
hv

\/ Chemilumineszenzreaktion
durch Luminol und Peroxid

o&F
HRP gelabeltes Streptavidin

Biotin gelabeltes Aptamer fur S. aureus S. aureus

Aptamer flr S. aureus

Rezeptorbindung
Rezeptorbindung
Negativ-Kontrolle
Positiv-Kontrolle

Abb. S. Ott

RRR

Beispiel
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Surface Plasmon Resonance-Sensor mit Protein A -Aptamer
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S. aureus (Prot. A positiv)

“""‘"“WWW votdlo S 107 KbE/mL

105 KbE/mL

S. aureus (Prot. A unbek.)
10° KbE/mL

S. aureus (Prot. A positiv) I E. coli 10 KbE/mL

S. aureus (Prot. A unbek.)
108 KbE/mL

Incident Light Reflected Light
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E. coli 105 KbE/mL

Observed at Detector

oo NN
Channel

Metal Film Sample
Channel

Quelle: Biosensing Instruments
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Zusammenfassung

Aptamerrezeptoren
ein neuer Weg in der mikrobiellen Routineanalytik von Lebensmitteln?

* als Alternative zu Antikorpern zur Identifizierung und Konzentrationsbestimmung
geeignet

* Einsatz als Anreicherungsrezeptor ist moglich (umfangreiche physikalische Parameter
notig)
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