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Aufgabenstellung

" |m Rahmen eines FEI/AiF-Projektes soll eine innovative Methode zur

Anreicherung von Bacillus cereus Sporen in Milchprodukten entwickelt
werden.

1. Selektion von Aptameren mit spezifischen Bindungseigenschaften

2. Kopplung der Aptamere als Fangermolekile an eine feste Phase zur
Bioaffinitatsanreicherung der Sporen

3. Nachweis der angereicherten Sporen uber Standardverfahren, wie z.B.
ELISA
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Was ist das Problem mit Bacillus cereus?

=  Grampositives Bakterium, bildet Endosporen, kommt ubiquitar vor

= Sporen liberstehen Pasteurisation der Milch
— Lediglich Abtotung vegetativer Zellen
— Zusatzlich Induktionen der Auskeimung von vorhandenen Sporen
= Folge
— Geschmacksfehler

— Krankheitsauslosend
» Diarrhoe: Durchfall und Abdominalkrampfe
= Emesis: Ubelkeit und Erbrechen

Quelle Bild: Bhunia, 2009
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Aptamere
_ _ A A
= aptus”(lat.): passend, ,meros“(griech.): Teil G U
U-G
= ssDNA oder ssRNA mit etwa 30 bis 80 g:ﬁ
Nukleotiden C uay
U
= die Sequenz bedingt die dreidimensionale A A CA
Struktur (Watson-Crick-Wechselwirkungen) AG 3
— hohe Spezifitat und Affinitat fir Zielmolekil/Target g g
= funktionelle Ahnlichkeit mit Antikdrpern 40-kDa PEG { \3,_3,_dT_5,

Quelle Bild: Ng et al., 2006
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Aptamere

= aptus’(lat.): passend, ,meros“(griech.): Teil

= ssDNA oder ssRNA mit etwa 30 bis 80
Nukleotiden

= die Sequenz bedingt die dreidimensionale
Struktur (Watson-Crick-Wechselwirkungen)

— hohe Spezifitat und Affinitat fir Zielmolekil/Target

= funktionelle Ahnlichkeit mit Antikdrpern
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SELEX — Systematische Evolution von Liganden durch
exponentielle Anreicherung

= Seit 1990 bestehendes Verfahren zur Entwicklung von Aptameren

= Ausgangsbibliothek mit ca. 10%> verschiedenen Sequenzen
randomisierter, unbekannter Basenabfolge (Lange: 40 — 60 Basen)

= Folgende Schritte kdnnen bis zu 20-fach wiederholt werden:

1.
2.
3.
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Inkubation mit dem Zielmolekil/Target in geeignetem Puffersystem
Trennung bindende/nicht-bindende Sequenzen

Vervielfadltigung der Sequenzen mit Bindungsaffinitat mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR)

Einsatz der vervielfaltigten DNA fiir eine erneute Inkubation mit dem
Target
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Vorgehen bei der Diplomarbeit

HAMBURG SCHOOL OF FOOD SCIENCE

P
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Wahl einer
geeigneten
SELEX-Methode

»
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Selektion der
ssDNA-Aptamere
flr B. cereus

»

Bindungsstudien
selektierter
Sequenzen

»

Klonierung
selektierter
Sequenzen

Methodenentwicklung/
Optimierung

. 4

Sequenzierung

ausgewahlter Klone

A 4

Beurteilung auf-

geklarter Sequenzen
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Ergebnisse: verwendete SELEX

Target ssDNA-Bibliothek )
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_ Sequenzierung | 5B i ! 4\- . Sequenzen
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= . Denaturierung

1. SELEX-Runde

Inkubation von
Sporen mit ssDNA

. Amplifikation
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T B B
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53

=
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nicht bindende ssDNA
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Ergebnisse: gefundene Sequenzen

Erwartungen:

= Viele verschiedene Oberflachenstrukturen der Sporen als mogliche
Bindungsstellen fiir die Aptamere

» Unterschiedliche Sequenzen in den aufzuklarenden Bereichen der
selektierten Aptamere

Ergebnis:
= 15 unterschiedliche Sequenzen, die jedoch Gemeinsamkeiten zeigen
= 2 Paare mit sehr ahnlicher Sequenz

B oo f N
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Ergebnisse: gefundene Sequenzen

d

15-1 CATCCGETCAC ACCTGECTCGE TGECAGACCCRA TAGGEEGEEGEGEC GTGCEGEATET GCOGEAGTAGE GTETTEECTC CCETATCA
T B ittt e e iaae eeaaaaan
Idmuty HHRAAARARAAART AAAAAAAAAY AAAAAAAAAAY AAAAAAAAARY AAARRRRARW HHRAARAANY ARAAAAAAAAY AR RAAAW
b

15-7 CATCCGETCAC ACCTGCTCGC CGEGEGCAGRACE GTACTGETGE GEGATGACAGC CTCGGEGETEE TETTGECTCC CGTATCA

0 s it teeraaae e

Idmﬁt}r FRRAFRARAR AR FRAARARARARRT AFRARAARARARARART AAARARRAARRY ARARARARARR RRARRRRR W FHRRARARNRARY WRARRRR

Ergebnis:

= 15 verschiedene Sequenzen, die jedoch Gemeinsamkeiten zeigen
= 2 Paare mit sehr ahnlicher Sequenz
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Ergebnisse: gefundene Sequenzen
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Ergebnis:

= 15 verschiedene Sequenzen, die jedoch Gemeinsamkeiten zeigen
= 2 Paare mit sehr ahnlicher Sequenz

= dhnliche Merkmale in den Sekundarstrukturen
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Ergebnisse: gefundene Sequenzen
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Ergebnis:

= 15 verschiedene Sequenzen, die jedoch Gemeinsamkeiten zeigen
= 2 Paare mit sehr ahnlicher Sequenz

= dhnliche Merkmale in den Sekundarstrukturen

s
P

Entwicklung von Aptameren fiir Sporen von Bacillus cereus Yvonne Peglow Seite 15
mittels SELEX-Verfahren http://www.hsfs.org 13.01.2012



UH HAMBURG SCHOOL OF FOOD SCIENCE T
i i a Illl
L2 Universitat Hamburg RS Fs—

DER FORSCHUNG | DER LEHRE | DER BILDUNG COMPETENCE IN FOOD AWARDS 2011

Ergebnisse: gefundene Sequenzen
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Ergebnis:

= 15 verschiedene Sequenzen, die jedoch Gemeinsamkeiten zeigen
= 2 Paare mit sehr ahnlicher Sequenz

= dhnliche Merkmale in den Sekundarstrukturen

= Guanin-reiche Bereiche: Tertiarstrukturen mit G-Quadruplexen

Quelle Bild: Bates et al., 2009; Simmonson, 2001
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Zusammenfassung

=  Entwicklung einer geeigneten SELEX-Methode

= 15 Selektionsrunden

= erfolgreiche Anreicherung

= 15 verschiedene gefundene Sequenzen

= verwandtschaftliche Beziehungen der Sequenzen

m  Sekundar- und Tertiarstrukturen mit ahnlichen Strukturmustern
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Ausblick

=  Weitere Charakterisierung der im Rahmen der Diplomarbeit gefundenen
Sequenzen

= Ermittlung der Affinitaten der aufgeklarten Sequenzen zu den Sporen
— Filterbindungsstudien
— Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie (SPR)

= Untersuchung der Sequenzen auf Kreuzreaktionen mit Sporen weiterer
Bacillus sp. (z.B. B. subtilis)
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Vielen Dank fiir lhre Aufmerksamkeit!

Mein besonderer Dank gilt:
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