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Bereits 2010 beschiftigte sich

Lady Gaga hautnah mit dem Thema
Fleisch. Das spektakulire Outfit
endete nicht als Lasagne, sondern

2 konnte unlingst, getrocknet und
T pripariert, in der Hall of Fame
a,un des Rock and Roll bewundert werden.
Laut Nachrichtenagenturen war es
Rind und kein Pferd. (weifl man’s?)
Auch wir beschiftigen uns
mal wieder mit Lebensmitteln,
ein — wie wir mittlerweile
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wissen — gefihrliches
Thema.
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Dies war auf der Webseite der Studdeut-
schen Zeitung am 13. Dezember zu lesen.
Spiegel online berichtet nur ein paar
Wochen spiter, Mitte Februar: ,Die Zuver-
sicht deutscher Finanzexperten hat im
Februar den hochsten Wert seit fast drei
Jahren erreicht. Der ZEW-Indikator der
Konjunkturerwartungen stieg unerwartet
stark um 16,7 auf 48,2 Punkte, wie das Zen-
trum fir Europidische Wirtschaftsforschung
(ZEW) am Dienstag mitteilte. Bereits in den
beiden Vormonaten hatte sich die Stim-
mung ungewoOhnlich stark gebessert.“

Und damit wir alle genau wissen, wo-
nach wir uns zu richten haben, ist im Han-
delsblatt am 20. Februar ein kleiner Kom-
mentar mit der Aussage zu finden, dass
Wachstumsprognosen sehr unzuverlissige
Wahrsager sind. Die Wahrheit findet man
am besten selbst, denn Wahrsager, das
haben uns schon die GroReltern erklirt,
verfolgen immer nur eigene Interessen
oder sie tricksen.

Wahr ist dagegen ganz offensichtlich,
dass Deutschland bis heute sehr, sehr gut
durch die Problemstangen gefahren ist. Es
sah noch nicht einmal wie Slalom aus — das
richtige Mittel war wohl die Konstanz, mit
der Politik und Wirtschaft die Ziele verfolgt
haben. Angeblich wissenschaftlich fundiert
begleitet wird das Tun vom Rat der Wirt-
schaftsweisen. Ein Gremium mit wechseln-
der Prominenz, aber auch laut Handelsblatt
mit gleich bleibender Schwankungsbreite
der Prognosen. Seit 1992 lagen sie im Schnitt
mit der Vorhersage jedes Jahr 1,3 Punkte zu
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,.Die schlechte Nachricht zuerst: Die deutsche Wirtschaft schrumpft

im Winter. Der aktuellen Konjunkturprognose des ifo-Instituts zufolge
sinkt das Bruttoinlandsprodukt hier zu Lande im vierten Quartal um

0,3 %. Doch die gute Nachricht ist: Schon im Friihjahr soll der Spuk auch
wieder vorbei sein - mit einer ,,ausgewachsenen Rezession“ sei nicht
zu rechnen, sagen die ifo-Forscher.”

hoch — oder zu niedrig. Der geneigte Biir-
ger kann sich also auch jetzt wieder aus-
suchen, wo wir in einem wichtigen Wahl-
jahr stehen. Auch dies wird nicht gerade
zur Aufrichtigkeit der Politiker und ihrer
Aussagen fuihren.

Also sind Frau und Mann aufgerufen,
selbst nachzudenken und richtig zu han-
deln. Motivation und Mut sind gerade fiir
die Entwicklung neuer Geschifte
unverzichtbar.

Und ein
Tipp fiir die
Industrie

(hier sehe ich alle
Leserinnen und Le-
ser nicken): Seid nicht
so trocken, so langweilig,
wenn ihr die Zielgruppe
informiert. Es muss doch auch
SpaR machen, sich mit Neuem zu
beschiftigen — und das steht am
Beginn jeder erfolgreichen Kommu-
nikation, die nur dann funktioniert, wenn
Aufmerksamkeit und Interesse geweckt
werden. Zum Beispiel so wie hier.
labor&more zeigt doch deutlich die scho-
nen Seiten in Forschung und moderner
Routine. Und das ist eine gute Nachricht.

- Jorg Peter Matthes
Verleger

910: © istockphoto.com | A
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Liebe Leserinnen, liebe Leser,

die Emporung tGiber den Mitte Januar ans Licht
geratenen Pferdefleischskandal schligt weiter
europaweit hohe Wellen. Die Details dartiber,
wie und wo das Pferdefleisch in die Rind-
fleischgerichte kam, kommen mit in diesem
Zusammenhang fast wortlich zu nehmender
Salamitaktik zum Vorschein, und als Spitze
des Eisberges wurden im Rind nicht nur
Pferd, sondern auch Rickstinde eines Pferde-
medikamentes gefunden, das auch als Doping-
mittel eingesetzt wird — dank modernster
Analysemethoden.

Noch ist die Aufregung einer sachlichen
Diskussion nicht gewichen, da haben wir den
nichsten Lebensmittelskandal: Wo Bio drauf-
steht, ist kein Bio drin — wie der Spiegel ge-
rade, als ich diese Zeilen schreibe, aufgedeckt
hat, wurden hier zu Lande Millionen von
Eiern filschlich als Bioeier verkauft, ein Mil-
liardengeschift auf Kosten des Verbrauchers,
der bereit ist flr ein artgerecht gelegtes Friih-
stiicksei mehr zu bezahlen.

Qualitdat hat ihren Preis

Womit wir beim zentralen Thema angelangt
sind, nimlich dem Preis, der ein hochwertiges
Produkt auszeichnet. Gute Qualitit hat nun mal
ihren Preis, und der gestaltet sich in der Summe
aus samtlichen Prozessschritten. Die Leistung
am Ende ist immer das Produkt aller Beteiligten,
die gemeinsam ein Ziel verfolgen, das sich im
Anspruch des Kunden wiederfindet. Vertrauen
allein reicht offensichtlich nicht aus und nach-
haltige Informationen sind wichtiger denn je.

Wenn nun das Thema Qualitit — und hier
steht der Bereich Lebensmittel ibergeordnet fiir
alle Bereiche des Lebens und Wirtschaftens —
durch die Skandale ins Zentrum der Diskussi-
onen riickt, dann hat das zumindest etwas
Gutes. Und unser Anspruch ist es, IThnen mit
jeder Ausgabe der labor&more und der anderen
Titel des Verlages qualitativ hochwertige Infor-
mationen zu liefern sowie aktuelles Geschehen
und Herausforderungen aufzugreifen. Das ist
uns etwas wert — von der Zeit, die wir in die

Recherche und die Kontakte zu unseren Netz-

Robert Erbeldinger, succidia AG
Head International Sales & Marketing

werken, unseren Partnern in Wissenschaft
und Industrie, investieren, um die wichtigen
Themen aufzugreifen und aufzubereiten bis
zur aufwindigen Umsetzung in Gestaltung
und Druck. Das Ergebnis halten Sie gerade in
den Hinden und ich bin sicher, sie werden
auf Spannendes und Wertvolles stoflen.

Ihr Robert Erbeldinger
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Biochemie

Markierungen an Histonen

Altered Histone

Zellen, denen das Enzym PRC2 fehlt (links) oder Zellen, die ein verindertes Histon
besitzen, das nicht mehr chemisch markiert werden kann (rechts), zeigen densel-
ben Effekt: ein Gen, das normalerweise stillgelegt sein sollte, wird aktiv (rotes
Signall. In den umgebenden Wildtypzellen, welche griin markiert sind, bleibt das

Gen inaktiv.

Auf genetischer Ebene sind die
Zellen von Tieren und Pflanzen
echte Alleskonner, da jede Zel-
le eine vollstindige Kopie des
genetischen Materials des Or-
ganismus enthilt. Davon wird
aber — je nach Zelltyp und Ent-
wicklungsstand — nur ein gerin-
ger Teil genutzt und aktiviert.
Wissenschaftler des MPI fir
Biochemie haben nun nachge-
wiesen, wie die Genaktivitit in
den einzelnen Zellen wihrend
der Entwicklung von Tieren re-
guliert wird. Um die Rolle von
PRC2 und seiner Histon-Mar-
kierung zu untersuchen, ver-
wendeten sie die Fruchtfliege

Das Team um Prof. Patrick Shah-
galdian von der Fachhochschule
Nordwestschweiz (FHNW) und
Forschende der  Universitit
Basel haben eine Methode ent-
wickelt, um Partikel herzustel-

Foto: © Ana R. Pengelly/ MPI fiir Biochemie

Drosophila als Modellorganis-
mus. Die Forscher verinderten
die Fliegen so, dass sie in ihren
Zellen Histone herstellten, an
die PRC2 die chemische Mar-
kierung nicht mehr anfiigen
konnte. Es zeigte sich, dass in
diesen Zellen die gleichen Ge-
ne aktiv werden, die auch beim
Fehlen von PRC2 aktiv werden.
Der entscheidende Schritt sei
die Markierung an den Histo-
nen und nicht an irgendeinem
der anderen Proteine in der
Zelle, die auch von PRC2 modi-

fiziert werden.
Originalverdffentlichung: Science, February 8,
2013. DOI: 10.1126/science.1231382

Quelle: www.biochem.mpg.de

Biomedizin

Beginnt Dicksein im Gehirn?

Stoffwechselerkrankungen wie
krankhaftes Ubergewicht oder
Typ2-Diabetes gehoren zu den
grofften  Herausforderungen
moderner Gesundheitssysteme.
Die Helmholtz-Allianz ,Visuali-
sierung und Therapie umwelt-
bedingter Stoffwechselerkran-
kungen®, kurz ICEMED (von
,Imaging und Curing Environ-
mental and Metabolic Di-
seases), fihrt deshalb Spitzen-
forscherinnen und -forscher auf
dem Gebiet der Zivilisations-
krankheiten zusammen.

Gemeinsam sollen bislang un-
bekannte pathophysiologische
Wirkmechanismen untersucht
sowie Wirkstoffe zur Behand-
lung und Vorbeugung ent-
wickelt werden.

Im Zentrum der Aufmerk-
samkeit stehen Stoffwechsel-
vorginge im Gehirn. Mit insge-
samt 30 Mio. Euro Fordersumme
verteilt auf finf Jahre ist es
weltweit eines der groften For-
schungsprojekte im Bereich
Biomedizin. Davon werden 1,6
Mio. Euro fiir Forschungsan-

Life Science

Viren erkennen durch neuartige Nanotech-Methode

len, die das Muster eines Virus
auf der Oberfliche tragen. Dazu
stellen die Wissenschaftler Ab-
driicke von nattirlichen Viren in
einem kiinstlichen Material her.
Sie entfernen darauf die Viren,

und zuriick bleibt ein Abdruck,
der gleiche Viren sowohl an der
Form wie auch an den che-
mischen Eigenschaften erken-
nen und auch binden kann. Das
Verfahren konnte zur Herstel-

Lange hat man sich das Fettgewe-
be als trige Speichermasse vor-
gestellt. Durch modernste Mikro-
skopietechnik sehen die Forscher
am Leipziger Institut fiir Anatomie
nun ins lebende Fettgewebe und
entdecken eine bunte, hochdyna-

mische Welt.
Foto: © Gericke/Bechmann,
Medizinische Fakultdt/Uni Leipzig

teile an der Universitit Leipzig
zur Verfiigung stehen.

Quelle: www.uni-leipzig.de

lung von Viren, aber auch zur
Diagnostik und Therapie ver-
schiedener Krankheiten einge-

setzt werden.

Originalverdffentlichung: Nature Communi-
cations 4, Article number: 1503, doi:10.1038/
ncomms2529, Quelle: www.unibas.ch
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BMBF fordert Wissenschaftlich-Technische
Zusammenarbeit mit Russland

Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung hat am
8. Januar 2013 die Richtlinien zu FordermaBnahmen fiir die
Wissenschaftlich-Technische Zusammenarbeit (WTZ) mit
Russland bekannt gegeben.

Diese Meldung fiel uns auf in
der Vorbereitung unserer aktu-
ellen  russischen  Ausgabe,
lab&more Russia, mit der
labor&more als exklusiver Me-
dienpartner auf der 11. Analiti-
ka Moskau und der IphEB in St.
Petersburg prisent sein wird.
Lab&more Russia erscheint nun
im siebten Jahr und prisentiert
aktuelle Themen aus der For-
schung fiir die Wissenschaftler P Biologische Forschung und
und Fachleute in Russland und Biotechnologien; Lebens-
der Ukraine. wissenschaften

Die rasanten und dyna- Gesundheitsforschung
mischen Entwicklungen sind Meeres- und Polarforschung
beeindruckend, zu der insbe- Umwelttechnologien und
sondere die lingjihrige Zusam- Nachhaltigkeitsforschung;
menarbeit in Wissenschaft und Gewisserforschung
Technologie zwischen Deutsch- P> Nanotechnologien
land und Russland wichtige Im- P> Geistes- und Sozial-
pulse setzt. Mit dem aktuellen
Forderprogramm sollen Ko-  Das Forderverfahren ist zweistu-

\ A A4

wissenschaften

operationen flir Innovationen
nun weiteren Anschub erhal-
ten. Es werden insbesondere
Antrige in zukunftsweisenden
Themenfeldern berticksichtigt:
P Optische Technologien
P Informations- und Kommu-
nikationstechnologien
(IKT)

fig. In der ersten Verfahrensstufe
sind zunichst Projektskizzen bis
spitestens 30. September 2014
uber das elektronische Skizzen-
tool PT-Outline (https://www.
pt-it.de/ptoutline/application/
WTZ_RUSSLAND) einzureichen.

-> CSs

Quelle: www.kooperation-international.de

...andthewinneris...

Wann ist ein Ballim Tor?

1

1

1

1

1

1

i

1 Aus Sicht des Physikers eine klare Sache,
i so0 Prof. Dr. Metin Tolan in seinem Beitrag in
i der labor&more 1.13: Das letzte Atom des
i Balls muss hinter dem letzten Atom der
1 Torlinie sein - von den Spielentscheidern
I allerdings nicht unbedingt klar zu erken-
1 nen. Klar ist allerdings, laut
i FIFA-Regelwerk muss der Ball einen
i Durchmesser von 11 cm haben.

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Danke an die zahlreichen Einsendungen
zum Gewinnspiel.

Manchmal gewinnt

der Bessere
Die Phyzik dei Fullballipiels

Wir gratulieren unserem Gewinner:
Dr. Christian Kliem
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Eindeutige
Reaktionen

Biosensoren -
neue Moglichkeiten fur A
. . : : 2
ein etabliertes Arbeitsgebiet I
o if
b

Prof. Dr. Fred Lisdat
Biosystemtechnik,

Institut fir Angewandte Biowissenschaften,
Technische Hochschule Wildau

10 labor&more 2.13



Entwicklung erfahren.

So sind neben die Enzymsubstrate als Ana-
lyte nieder- und hochmolekulare Antigene,
Toxine, DNA, Nukleinsdurebindemolekiile,
Metallionen wu.a. getreten. Auch die
Bandbreite genutzter Erkennungs-
elemente hat sich enorm vergro-
Bert, neben biologisch vor-
kommenden Molekulen
werden zunehmend auch
artifizielle Molektle z.B. aus

Nukleinsduren  (Aptamere,
Ribozyme, LNA usw.), Pepti-
den (Affibodies), aber auch
Polymere (z.B. molekular ge-
prigte Polymere — MIPs) ein-
gesetzt. Um die spezifische
Wechselwirkung eines Ana-
lytmolekils mit der Erken-
nungsstruktur sensitiv an-
zuzeigen, ist eine effektive
Kopplung dieser Molekiile

mit dem Signalwandler
notwendig. Hier hat sich
gerade in den letzten

Jahren geradezu eine

boomhafte  Entwick-
lung abgespielt.

Dies hat
. dene Ursachen: Ne-
ben den Fortschrit-
ten im Engineering
Biomole-
kilen und der
Herstellung un-

terschiedlicher
Oberflichen in
mikroflui-

dischen Sys-
temen haben

verschie-

von

hierzu Neu-
erungen in
der Nano-
technolo-
gie einen

Die Sensorik mit Biomolekiilen ist auf die selektive Stoffdetektion in
komplexen Systemen gerichtet. Hierbei wird im Vergleich zu anderen
analytischen Ansitzen auf den direkten Kontakt der biologischen
Erkennungsstruktur mit einem Signalwandler fokussiert. Somit sind
Messungen von Konzentrationsverldufen online und ortsaufgelost
moglich. Das Konzept ist mit Enzymsensoren in den 60er-Jahren
durch L. Clark begriindet worden und hat seitdem eine umfangreiche

erheblichen Beitrag geleistet. Dies ist auch
ein Arbeitsschwerpunkt der AG Biosystem-
technik an der TH Wildau.

Genau definierte Signalwege

Biosensoren haben — obwohl sie von Men-
schenhand geschaffene technische Systeme
darstellen — dennoch biologische Vorbilder.
So schaut die Biosensorik auf biochemische
Systeme, um zu lernen, wie hier die Anwe-
senheit spezifischer Stoffe in bestimmten
Konzentrationen tber genau definierte Si-
gnalwege zu einer eindeutigen Reaktion
des Systems fiihren. Proteine sind in der
Biosensorik favorisierte Molekiile, da sie
sowohl tiber spezifische Erkennungseigen-
schaften als auch tiber katalytische Aktivitit
verfiigen konnen. Besitzen sie redoxaktive
Gruppen, die wesentlich fiir ihre Funktion
sind, bietet sich die Kopplung mit elektro-
chemischen Signalwandlern an. Hierzu
wurden verschiedene Kopplungsstrategien
entwickelt. In den letzten Jahren treten je-
doch immer mehr Entwicklungen in den
Vordergrund, um eine direkte Kommunika-
tion zwischen dem Redoxzentrum z.B.
eines Enzyms und der Elektrode herzustellen.
Dies vermeidet den Einsatz von Shuttle-
molekilen, verringert mogliche Interfe-
renzen und erlaubt bei der Umsetzung
eines Substrates einen direkten Signaltrans-
fer an die signalwandelnde Elektrode. Die
AG Biosystemtechnik hat hier einen Beitrag
geleistet, indem verschiedene Redoxprotei-
ne und Enzyme so effektiv mit Elektroden
gekoppelt werden, dass der Nachweis von
Interaktionspartnern der Proteine mithilfe
von Strommessungen moglich wird. Ein
Beispiel ist die Detektion von kurzlebigen
Sauerstoffspezies wie dem Superoxidradi-
kal mithilfe von Sensorelektroden, die mit
dem Redoxprotein Cytochrom ¢ modifiziert
sind (sieche Abb.1) [1].
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Erhohte Menge aktiver Molekiile

Da man bei dieser Herangehensweise je-
doch geringe Elektronentransferabstinde
sicherzustellen hat (zwischen dem Redox-
zentrum des Proteins und der Elektrode),
ist man deutlich in der Menge der aktiven
Biomolekiile begrenzt. Hier wurde in der
AG Biosystemtechnik ein neuartiger Ansatz
entwickelt. Dabei wird unter zu Hilfenah-
me eines schwachen Polyelektrolyten eine
schichtweise, ladungsgesteuerte Abschei-
dung von Redoxproteinen auf Elektroden
genutzt. Dabei werden die Bedingungen in
dem Schichtsystem so eingestellt, dass die
immobilisierten Proteinmolekiile miteinan-
der kommunizieren koénnen und deshalb
bei Anlegen einer entsprechenden Span-
nung an der Elektrode sowohl vollstindig
oxidiert als auch reduziert werden kdnnen.
Mit diesen voll redoxaktiven Proteinmulti-
schichtelektroden kann eine enorme Ver-
groBerung der Menge aktiver Molektle er-
reicht werden — und zwar ohne dass die fir
die Kommunikation mit der Elektrode zu-

sitzlichen, niedermolekularen Shuttlemole-
kile notwendig sind (siehe Abb. 2). Dies
erhoht sofort die Sensitivitit fir die Detek-
tion von Interaktionspartnern wie z.B. fir
das Superoxidradikal, wenn Cytochrom-c-
Multischichten auf der Sensorelektrode
genutzt werden [2].

Im Rahmen dieser Arbeiten kann aufler-
dem gezeigt werden, dass neben Polylek-
trolyten auch andere Bausteine fiir den Auf-
bau von aktiven Proteinmultischichten
moglich sind. Insbesondere sind doppel-
stringige DNA als biomolekularer Baustein
oder Nanopartikel aus Gold oder Silizium-
dioxid als anorganische Bausteine geeignet.
Letztere mussen jedoch geeignet modifi-
ziert werden, sodass eine definierte Ober-
flichenladung entsteht (z.B. fir das bei
pH7 positiv geladene Cyt ¢ negative
Liganden mit Karboxy-Terminus) [3].

Komplexe Systeme mit
integrierten Enzymen

Der Ansatz der schichtweisen Assemblie-
rung von Redoxproteinen reflektiert die Si-
tuation in vielen biologischen Systemen,
wie man sie z.B. in der Atmungskette fin-
det, wo es ebenfalls zu einer stufenweisen
Weitergabe von Elektronen von einem Re-
doxzentrum zum nichsten Redoxzentrum
kommt. Diesem Grundsatz weiterfolgend,
wurden komplexere Systeme mit integrier-
ten Enzymen entwickelt. Diese Proteinmul-
tischicht-Architekturen besitzen noch im-
mer volle Redoxaktivitit fir die fixierten
Redoxproteine, aber dariiber hinaus die
volle katalytische Aktivitit der genutzten
Biokatalysatoren. Dadurch entsteht eine
Signalkette, die aus vielen Elektronen-
transferschritten besteht, beginnend mit der
Substratumwandlung am  katalytischen
Zentrum des Enzyms Uber mehrere
Elektronenaustauschprozesse innerhalb
des Schichtsystems bis hin zum Elektronen-
transfer an der Elektrode. Dies ist in Abbil-
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(@) Schematische Illustration eines Sensorauf-
baus fir das Superoxidradikal. Das Signal ent-
steht durch die selektive Reduktion des Redoxpro-
teins Cytochrom ¢ und der nachfolgenden
Oxidation des immobilisierten Proteins. Hierfiir ist
ein effektiver Elektronentransfer von fixiertem Cyt
¢ mit der Elektrode notwendig.

(b) Signal-Zeit Kurve eines Superoxid-Sensors,
der implantiert in das Bein einer Ratte, die Radi-
kalproduktion bei der Reperfusion der Extremitat
nach einer Ischdmie von ca. 120min verfolgt [1b].
Der Pfeil markiert den Beginn der Reperfusion
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(@) Prinzip der Assemblierung von Proteinmulti-
schichten auf einer Elektrode mithilfe eines ent-
gegengesetzt geladenen Polyelektrolyten.

(b) Voltammetrischer Response von Cytochrom ¢
Monoschicht- und Multischichtelektroden (6-
bzw. 10 Schichten). Der Faraday'sche Strom
nimmt proportional mit der Menge immobilisier-
ter Proteinmolekile zu [2,3]

(@) Schematischer Aufbau von Multischichtarchi-
tekturen auf Elektroden mit Molekilen eines
Redoxproteins und Enzymmolekilen (hier Cyto-
chrom c und Cellobiosedehydrogenase). Die Pro-
teinmischung wird gegen eine Losung von karbo-
xymodifizierten Siliziumdioxid-Nanopartikeln (hier
blau dargestellt) assembliert.

(b) Voltametrischer Response von Elektroden mit
1-4 Schichten aus CDH und Cyt ¢ in Gegenwart
des Enzymsubstrates Laktose. Der katalytische
Strom folgt der Menge an immobilisiertem Enzym
[4c]
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dung 3 schematisch illustriert. Ein solches System ist nicht nur als
Mimick biologischer Signalwege interessant, sondern bedeutet
analytisch auch eine Erhohung der Sensitivitit Giber die Anzahl der
aufgebrachten Proteinschichten auf der Elektrode. Dies kann fir
Enzyme wie Billirubinoxidase, Sulfitoxidase aber auch Cellobiose-
dehydrogenase gezeigt werden [4]. Die Analyse verschiedener
Substratkonzentrationen wird dabei durch die vielen Elektronen-
transferschritte nicht limitiert. Die Geschwindigkeit ist ausreichend
hoch, um der Umsatzreaktion am Enzym zu folgen und damit
eindeutige Signal-Konzentrationskorrelationen herzustellen, wie
sie fir die Stoffanalytik notwendig sind.

Interessante Funktionseigenschaften

Nanomaterialien, die im dhnlichen Grofenordnungsbereich wie
Biomolekiile liegen, sind jedoch nicht nur wertvoll bei der Assem-
blierung von Biomolekiilen unter Erhalt von deren Funktionalitit,
sondern konnen auch selbst interessante Funktionseigenschaften

a
Glukose
Glukono-
lakton
b
Substrat Sub
i‘m"d'.lhl k i'l'DdL*.t
00000
nichtstrukturierte Elektrode
Abb. 4

(a) Illustration der Prozesse an einer beleuchteten Quantum-Dot-Elektrode
mit immobilisierter Glukoseoxidase (GOD). Durch die Absorption von Licht
geeigneter Wellenlange werden in den QDs Elektronen-Loch-Paare erzeugt.
Bei negativer Polarisation der Elektrode konnen Elektronen von der Elektro-
de auf die QDs tbergehen und gleichzeitig Elektronen im Leitungsband auf
Sauerstoff in der Umgebung der QDs Ubertragen werden. Dieser Prozess
stehtin Konkurrenz zur Elektronentibertragung auf Sauerstoff durch das En-
zym. Damit nimmt der kathodische Photostrom in Abhangigkeit von der Sub-
stratkonzentration ab [5c].

(b) Werden auf einer mit QDs besetzten Elektrode verschiedene bioche-
mische Systeme immobilisiert, kann jedes System einzeln nach ortlich be-
grenzter Beleuchtung ausgelesen und somit die Anwesenheit mehrerer spe-
zifischer Stoffe nachgewiesen werden

213 labor&more

Laborbau | Systeme
HEMLING

Innovativ, variabel, modular

Kompromisslos in Qualitat, Effizienz und Individualitat:
Wo immer im Laborbereich intelligente,
variable und ergonomische Detailldsungen gefragt sind,
finden Sie uns.

In Unternehmen und Kliniken, an Schulen und Universitaten,
in Einrichtungen jeder GroBenordnung auch iber die Grenzen
Deutschlands hinaus machen unsere hochwertigen,
innovativen Energieversorgungssysteme, Arbeitstische,
Abzilige und Schranksysteme Laborarbeitsplatze zukunfts-
fahiger und sicherer.

i

- .

e ﬂ 2
I—".'I-.I 1!
| | -
Laborbau Systeme Hemling GmbH & Co. KG I SiemensstraBe 10 I D 48683 Ahaus
Telefon: +49 2561/956860 | info@laborbau-systeme.de I www.laborbau-systeme.de

13



PrrriT " ..\

Fred Lisdat, geb. 1963, studierte Chemie an der Humboldt Universitat zu Berlin. Hier promovierte
er 1992 in physikalischer Chemie. Nach einem Postdoc-Aufenthalt an der Kyushu-Universitat, Japan
arbeitete er an der Universitat Potsdam im Institut fiir Biologie und Biochemie, wo er 2004 in analy-
tischer Biotechnologie habilitierte. Er war langjahriger Vorsitzender der regionalen BioHyTec-Ver-
einigung, war Gastprofessor an der Universitat Tokio, Japan und ist seit 2004 W3-Professor fiir Biosy-
stemtechnik an der Technischen Hochschule Wildau. Die Forschungsschwerpunkte sind: Biosensorik,
Proteinelektrochemie, labelfreie Bindungsanalyse, lichtgesteuerte Elektrodensysteme, Einsatz von
Nanomaterialien und Polymeren zum Aufbau biohybrider Funktionssysteme sowie Biobrennstoffzel-
len. Erist im Beirat des DiagnostikNet Berlin-Brandenburg sowie des Zentrums fir Molekulare Dia-
gnostik und Bioanalytik Berlin-Brandenburg und momentan Generalsekretar der internationalen
Gesellschaft fur Bioelektrochemie (BES).

Das Team um Fred Lisdat (vorne rechts) beschaftigt sich mit der Grenzfldche zwischen Biomolekilen
und technischen Bauelementen. Hierbei geht es sowohl um die Optimierung fiir Anwendungen als
auch um grundlegende Verstandnisfragen. Der Fokus liegt auf der Entwicklung von analytischen
Nachweisverfahren und Energiewandlungsystemen.
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besitzen. Ziemlich bekannt ist die intensive
Absorption von Goldnanopartikeln oder
auch die Fluoreszenz von Halbleiternanop-
artikeln. Weniger genutzt ist die Eigenschaft
der Ladungstrigerseparierung in Halblei-
ternanopartikeln bei Bestrahlung mit Licht
geeigneter Wellenldinge. Dies wird in der
AG von Prof. Lisdat intensiv bearbeitet und
es werden neue Prinziplosungen fir die
biochemische Analytik entwickelt, die auch
patentiert werden. Hierzu werden Halblei-
ternanokristalle, die auch Quantenpunkte
(,quantum dots* — QDs) genannt werden,
auf Elektroden fixiert und nach Beleuch-
tung, die in den QDs erzeugten Ladungs-
triger entweder an die Elektrode tbertra-
gen oder von der Elektrode ,aufgefullt.
Dadurch konnen Reaktionen mit Stoffen in
Losung befordert werden, die im ersten
Fall als Donatoren wirken und im letzteren
Fall als Akzeptoren. Somit lassen sich licht-
gesteuerte Signalketten aufbauen, die der
Stoffkonzentration der jeweiligen Dona-
toren oder Akzeptoren folgen. Als Mess-
groBe dient hierbei der Stromfluss unter
Beleuchtung (Photostrom).

Biochemische Detektion

Aufbauend auf diesen einfachen Systemen
konnen auch biochemische Detektionsver-
fahren entwickelt werden. So kann z.B. die
NADH-Oxidation an beleuchteten QDs bei
geringem Potenzial ausgenutzt werden, um
die Substrate von NAD+-abhingigen Dehy-
drogenasen Uber Verinderungen im Foto-
strom nachzuweisen [5]. Ein weiteres Bei-
spiel ist in Abbildung 4 illustriert. Hier wird
die Elektronentbertragung auf Sauerstoff
durch die angeregte QD-Elektrode bei
negativer Polarisation ausgenutzt. Der
kathodische Fotostrom ist somit sauerstoff-
sensitiv und kann deshalb biokatalytische
Reaktionen von Oxidasen verfolgen, die
auf der QD-Elektrode immobilisiert sind.
Durch den enzymatischen Verbrauch von
Sauerstoff bei Substratumsatz wird der
Fotostrom zum Maf fiir die Konzentration
des entsprechenden Enzymsubstrates. Der
besondere Vorteil solcher Systeme besteht
in der zusitzlichen Stellgrofe fur die
Sensorauslese: Neben dem gewihlten
Elektrodenpotenzial erscheint das Licht.
Dadurch werden nur Bereiche der Elektro-
de ausgewertet, die auch beleuchtet wer-
den. So werden parallele Analysen auf ei-
ner Sensorelektrode moglich, wenn auf der
QD-Elektrode verschiedene biochemische
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Systeme immobilisiert sind. Dies wird in Abbildung 4b schema-
tisch illustriert.

Auch diese artifiziellen Systeme haben ein biologisches Vor-
bild. So wird bei der Fotosynthese die Ladungstrigerseparierung
in den Fotosystemen nach Beleuchtung fiir die Produktion von
Reduktionsiquivalenten (NADPH) genutzt. Diese wird tiber stu-
fenweise Elektronentransportprozesse in Gang gesetzt. Analog
wird bei Beleuchtung einer biochemisch modifizierten QD-Elek-
trode eine Kaskade von Elektronentransferschritten erzeugt, die zu
einem Fotostrom fiihrt und als Signal genutzt werden kann.

Die beiden vorgestellten Arbeitsrichtungen sollen zeigen, wie
faszinierend nach wie vor die Biosensorik und ihr Entwicklungs-
potenzial sind. Besonders kennzeichnend sind der interdiszipli-
nidre Charakter und das Aufgreifen von Entwicklungen angren-
zender Wissenschaftsbereiche wie der Mikrosystemtechnik, den
Materialwissenschaften, der Molekularbiologie oder auch der Bio-
chemie. Dazu erwachsen aus dem medizinischen Bereich immer
neue Anforderungen an den Nachweis einzelner Stoffe; gerade
hier kann die Biosensorik einen wichtigen Beitrag leisten.

- flisdatdth-wildau.de
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Statt Viren: Synthetische Nanopartikel
ermoglichen einen wichtigen Schritt
In Richtung Primarzelltransfektion

Prof. Dr. Ruth Freitag, Dr. Valérie Jérome,
Bioprozesstechnik, Universitat Bayreuth

Prof. Dr. Axel H. E. Muller, Christopher Synatschke,
Makromolekulare Chemie Il, Universitat Bayreuth
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,,0ffnen sich die Schleusentore fiir die Gen-Therapie?“ So titelte kiirzlich
ein Editorial der Zeitschrift Nature Biotechnology [1]. Denn mit Glybera
wurde am 1. November 2012 von der Europaischen Kommission das
erste Gentherapeutikum fiir die Anwendung im Menschen in der
westlichen Welt zugelassen. Das Medikament kann Patienten helfen,

die aufgrund einer fehlenden Lipoproteinlipase (LPL) immer wieder
unter potenziell lebensbedrohlichen Entziindungen der Bauchspeichel-

driise leiden.

Auch viele andere Erbkrankheiten beruhen
darauf, dass wichtige Proteine nicht kor-
rekt produziert werden, und auch hier sind
Gentherapeutika bereits in der Entwick-
lung. Dabei werden fast immer Viren als
Vektoren verwendet [2] (Abb.1). Viren
transportieren die benotigte Erbinforma-
tion effizient in die gewlnschten Gewebe
und 16sen dort die Genexpression aus.
Doch trotz ihrer Erfolge ist diese Form
der Gentherapie keineswegs unpro-
blematisch. Hiufig kommt es zu

einer Immunisierung des Pati-

enten gegen den viralen
Vektor, sodass eine zwei-
te Gentherapie mit die-
sem  Vektor nicht
moglich ist. Umso
mehr dringt sich die
| Frage auf: Gibt es
zu den Viren mog-
licherweise eine
Alternative?

X

Abb. ijentherapievektoren in klinischen Studien, Stand 2012 (aus: The Journal of Gene Medicine

Gene Th

Copyright Jobn Wiley & Sons, Ltd.)
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Nano-Sterne: ein Durchbruch bei
der nicht viralen Transfektion

Schon seit geraumer Zeit sind in der zell-
biologischen Forschung auch nicht virale,
synthetische Gentransporter (Transfektions-
mitte) bekannt, meist kationische Lipide
oder Polymere [3]. Solche Molekile zeigen
kaum immunauslosende Wirkung und sind
auch leichter in groflen Mengen herzu-
stellen. Fir eine Anwendung in der Medizin
sind sie dennoch bislang kaum geeignet.
Sie sind um Grofenordnungen weniger
effizient als Viren und wiirden den Patienten
z.B. unnotig mit DNA belasten. Viel wich-
tiger aber ist, dass die bislang beschrie-
benen nicht viralen Transfektionsmittel
kaum fihig sind, die DNA in den Kern von
ausdifferenzierten, sich nicht mehr teilenden
Primirzellen zu transportieren. Man nimmt
an, dass sie an der Kernmembran schei-
tern. Auch bei Blutzellen, beispielsweise
bei T-Lymphozyten, versagen die meisten
der bekannten nicht viralen Transfektions-
mittel.

Nicht wenige Wissenschaftler hatten
deshalb schon die Hoffnung aufgegeben,
dass sich mit nicht viralen Transfektions-

= Adenoviren (n=438)

m Ratraviren (n=370)
Flasmid DA (n=345)

®\accinia Viren (n=148)

= Lipofection (n=111)

® Poxviren (n=95)
Adenc-assoziert Viren (n=55)
Herpas Simplax Viren (n=59)
Lentiviren (n=55)
andere Kategorien (n=103)
nicht bekannt (n=84)

py Clinical Trials Worldwide website at: http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical.

mitteln nennenswerte Fortschritte bei der
Therapie genetisch bedingter Krankheiten
erzielen lassen. Doch seit Kurzem gibt es
Lichtblicke, denn einer Forschungsgruppe
an der Universitit Bayreuth ist jetzt ein
Durchbruch gelungen, der die bisherigen
Einschrinkungen bei der nicht viralen
Transfektion relativiert [4]. Bei ihren Unter-
suchungen zu den Mechanismen der nicht
viralen Transfektion haben die Bayreuther
Wissenschaftler neuartige Nanopartikel aus
Poly(2-(dimethylamino)ethylmethacrylat)
(PDMAEMA) verwendet, deren Synthese
das Bayreuther Polymerchemie-Team um
Prof. Axel Miller erst vor Kurzem etablie-
ren konnte (Abb.2). Thre Existenz verdan-
ken diese Nanopartikel (,Nano-Sterne*)
einer dramatischen Entwicklung, die seit
einigen Jahren in der Polymerchemie zu
beobachten ist. Durch kontrollierte (le-
bende“) Polymerisationsverfahren lassen
sich zunehmend komplexere polykatio-
nische Strukturen reproduzierbar herstel-
len; jingstes Beispiel sind die Bayreuther
Nano-Sterne, bei denen von einem zentra-
len Silsesquioxan (SiO; 5)-Kern mehr als ein
Dutzend PDMAEMA-Arme in alle Raumrich-
tungen ausgehen. Schon gingige biotech-
nische Produktionszellen wie CHO-Zellen
wurden durch die Nano-Sterne wesentlich
besser transfiziert als durch das Standard-
transfektionsmittel PEI (Polyethylenimin) [4].

Vollig tiberraschend waren dann die Er-
gebnisse mit C2C12-Myoblastenzellen. Die-
se Zellen stellen ab einer gewissen Zell-
dichte die Teilung ein. Durch den Wechsel
des Kulturmediums lassen sie sich zudem
in myotubulire Zellen differenzieren.
Wihrend die Transfektionseffizienz von
PEI bei den teilungsarretierten bzw. den

l‘.".::"""
e
W s b WL T
5w
Wi i S "
demgreginns.
[enaen Bty

Abb.2 Synthesewege fiir die Bayreuther
Nano-Sterne
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Ruth Freitag hat in Hannover Chemie studiert und iiber die Prozesskon-
trolle in der rekombinanten Proteinproduktion promoviert. Nach einem Post-
doc-Aufenthalt an der Yale University, CT, USA habilitierte sie sich in Hannover
auf dem Gebiet der Herstellung biotechnischer Produkte mit hoher Wert-
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an der ETH Lausanne, Schweiz. Seit 2003 vertritt sie das Gebiet Bioprozess-
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Biotechnologie.

Valérie Jérome hat in Paris Biochemie und Molekularbiologie studiert
und Uber die transkriptorische Regulation von Chaperonen im Tierzell-Zell-
zyklus promoviert. Von 1994 bis 2003 beschaftigte sie sich erst an der Univer-
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interessen die Untersuchung der Mechanismen des Gentransfers in Human-

Axel Miiller hat an der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz Chemie
studiert und auf dem Gebiet der makromolekularen Chemie promoviert. Von
1999 bis 2012 hatte er den Lehrstuhl Makromolekulare Chemiell an der Uni-
versitat Bayreuth inne. Seit Oktober 2012 ist er als Fellow des Gutenberg-
Forschungskollegs an die Universitat Mainz zurlickgekehrt. Seine For-

schungsarbeiten befassen sich mit dem Design von komplexen
Polymerstrukturen durch kontrollierte (.lebende”) Polymerisationstechniken
sowie durch die Selbstorganisation dieser Polymere zu neuartigen Nano-
strukturen.
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Axel H. E. Miller an der Universitat Bayreuth. Seine Forschungsin-
teressen sind die Synthese von komplexen Polyelektrolyten sowie deren
Strukturbildung in Ldsung.

zellen sowie die Produktion von rekombinanten Proteinen in Tierzellen.

differenzierten C2C12-Zellen wie erwartet
sehr gering war (<2%), transfizierten die
Nano-Sterne diese Zellen bei hoher Viabili-
tit vergleichsweise gut (Abb.3). Bei pri-
miren, aus Blutspenden isolierten mensch-
T-Lymphozyten
Nano-Sterne Transfektionseffizienzen von
bis zu 50% erzielen, wihrend die Erfolgs-
raten von PEI bestenfalls im einstelligen
Prozentbereich lagen [4].

lichen konnten  die

Mechanismen der nicht viralen
Transfektion mithilfe von
Nano-Sternen

Was sind mogliche mechanistische Grundla-
gen fiir das Verhalten der Nano-Sterne? Hier
kann derzeit bestenfalls spekuliert werden;
allerdings sind selbst bei den konventio-

Teassiskiipnsaficient []
-2

-

5 -
™
4-.’2
" * . " i
] ] L & L) ]
. Wiabiuai [W]

Abb.3 Vergleichder Transfektionseffizienzen
bei C2C12-Zellen orange Symbole: teilungsfa-
hige Zellen, blaue Symbole: nicht-teilungsfahige
Myoblasten, rote Symbole: ausdifferenzierte myo-
tubuléare Zellen, gefillte Symbole: PEI, offene
Symbole: Nano-Sterne
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nellen polykationischen Transfektionsmit-
teln noch lingst nicht alle Details des Gen-
transfers geklirt. Der erste Schritt zu einer
erfolgreichen Transfektion ist die Aufnahme
der verkomplexierten DNA durch die Zellen.
Man nimmt an, dass die positiv geladenen
Komplexe hierbei durch die negativ gela-
dene Zelloberfliche angezogen werden. Da-
bei kommt es zu Wechselwirkungen mit den
Membranlipiden, die vermutlich auch die
hohe Zelltoxizitit vieler Polykationen erkli-
ren. Standardtests fiir Zytotoxizitit (ISO
10993-5, 1292 murine Fibroblasten) und Hi-
molyse ergaben, dass die Nano-Sterne deut-
lich weniger toxisch sind, als man von einem
Polykation dieser GroRe erwarten wiirde [4].
Das spricht fiir Unterschiede in der Wechsel-
wirkung mit der Zellmembran, die vermut-
lich durch die virusihnliche, kugelférmige
Gestalt der Nano-Sterne und die dadurch
bedingte geringe Kontaktfliche zu den
Zellen bedingt sind. Interessant sind auch
die Ergebnisse bei Jurkat-Zellen. Diese Zel-
len sind mit PEI nur schlecht zu transfizieren,
wahrscheinlich, weil ihnen die notwendigen
Rezeptoren auf der Zelloberfliche fehlen.
Die Nano-Sterne erreichen bei diesen Zellen
dennoch durchgehend Transfektionseffi-
zienzen von >50%. Ein grundlegend anderer
Wechselwirkungsmechanismus  mit  bio-
logischen Membranen koénnte dann auch
dazu beitragen, dass die Nano-Sterne sogar
ausdifferenzierte und sich nicht mehr
teilende Zellen transfizieren. Es ist moglich,
dass in ihrem Fall die intakte Kernmembran
nicht dieselbe Barriere wie etwa fiir PEI
darstellt.

Ein weiterer strukturbedingter Unter-
schied zwischen dem Verhalten der Nano-
Sterne und PEI ist die Bindung und an-
schlieBende Freisetzung der DNA in der
Zelle. Hier ist davon auszugehen, dass die
Nano-Sterne die DNA weniger fest binden
[5] und damit in Kernnihe deutlich leichter
frei geben als PEI. Kinetische Untersu-
chungen zeigen zudem, dass die Nano-
Sterne die DNA auch schneller zum Kern
transportieren. Unterschiede in der Stirke
der Polyelektrolytwechselwirkung konnten
auch hinter einem weiteren experimentellen
Ergebnis stecken. Bei vielen polykationi-
schen Transfektionsmitteln ist die Effizienz
in Gegenwart von Blutserum deutlich herab-
gesetzt, was ein zusitzliches Problem fir
die In-vivo-Anwendung darstellt. Man nimmt
an, dass die Serumproteine die Ladung der
Komplexe abschirmen. Die Nano-Sterne
zeigen dagegen auch in Gegenwart von
10Vol% Serum im ,Transfektionscocktail®
noch ein sehr tiberzeugendes Ergebnis [4].

Nano-Sterne: ein generell
anwendbares Designprinzip?

Viele der interessanten Eigenschaften der
Nano-Sterne lassen sich somit auf ihre Struk-
tur zurGckfithren. Diese ist allerdings nicht
auf die bislang diskutierten Sterne mit einem
Silsesquioxan (SiO, 5)-Kern beschrinkt. Ana-
log lassen sich — ausgehend von superpara-
magnetischen Maghimit-Kernen—magne-
tische Nano-Sterne [6] oder sogar durch
Mizellbildung aus geeigneten amphiphilen
stabile

Block-Kopolymeren sternformige,
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Abb. 4 Suppression der CD4-Expression durch RNA-Interferenz bei pri-
maéren menschlichen T-Lymphozyten. Die T-Lymphocyten wurden entwe-
der mit EGFP-siRNA (Kontrolle) oder mit hCD4-siRNA transfiziert. - 3
30h nach der Transfektion wurden die Zellen mit einem FITC-markierten An- L

ti CD4-Antikdrper sowie mit Propidium Jodid (zur Identifikation der toten Zellen)
angefarbt und mittels Durchflusszytometrie untersucht; graue Linie: Kontroll-
zellen, schwarze Linie: PEl-transfizierte Zellen, rote Linie: Nano-Stern-trans-
fizierte Zellen

aber nicht kovalent verkniipfte Assoziate [4] erzeugen (Patent einge-
reicht). Im Experiment zeigten auch diese Strukturen die bereits be-
schriebenen tiberlegene Transfektionseigenschaften. Gleichzeitig er-
offnen sie weiter gehende Moglichkeiten. Die Mizellen lassen sich
z.B. mit hydrophoben Molekiilen beladen, wihrend die Magnet-
Sterne durch Anlegen eines magnetischen Feldes gezielt in bestimm-
ten Korperregionen angereichert werden konnten. Bereits gezeigt
wurde die Abtrennung von transfizierten Zellen mittels eines Magnet-
feldes [6].

RNA-Interferenztherapie

Neben der Gentherapie gibt es noch weitere Moglichkeiten, in das
Geschehen im Inneren einer Zelle therapeutisch einzugreifen. In
vielen Fillen geht es weniger darum, ein Gen zu aktivieren, als
vielmehr ein ,lUberaktives Gen herunter zu regulieren. Das ist
tiber eine RNA-Interferenztherapie moglich. Bei diesem Verfahren
wird eine zur mRNA des Gens komplementire, doppelstringige
kurze RNA-Sequenz (siRNA) in die Zelle eingeschleust und verhin-
dert dort die Expression des Gens. Auch fiir das Einbringen von
siRNA in Zellen existieren bislang kaum effiziente Vehikel. Wih-
rend durch PEI ,eingebrachte siRNA dementsprechend dann auch
keine statistisch signifikante Reduktion in der Expression des
Oberflichenrezeptors CD4 in menschlichen T-Lymphozyten be-
wirken konnte, drehte sich bei Verwendung der Nano-Sterne das
Verhiiltnis von T-Lymphozyten mit hoher (CD4"¢") bzw. geringer Agarosen
(CD4"™) CD4-Expression innerhalb der betrachteten Population o .
praktisch um, d.h. von urspriing-lich 68% CD4"#" und 34% CD4"™ AcrYIamld'Mlxe

auf 30% CD4"#" und 70% CD4°™ nach der Behandlung (Abb. 4). Lauf_ und Ladepuffer
Fazit Die Gene bestimmen ganz entscheidend, was im Inneren Graﬂenstandards

einer Zelle geschieht. Um auf dieser Ebene therapeutisch eingrei- - .
fen zu konnen, muss eine Vielzahl von Barrieren und Schutzme- Fal'bel'eagenZIen
chanismen Giberwunden werden. Viren zeigen uns, dass komplexe
molekulare Aggregate dies in sehr gezielter und variantenreicher

Weise konnen. Synt'hensche Agenmen'smd hiervon — insgesamt fur dle zuverlaSSIQe
gesehen — noch weit entfernt. Doch die Bayreuther Nano-Sterne
koénnten dazu beitragen, die Entwicklung zukiinftiger Therapeu- Elektrophorese.

tika deutlich voranzubringen.
=> ruth.freitagfduni-bayreuth.de
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Pilze als Schatztruhe
fur neue Arzneimittel

. Gestorte Proteindegradation als Ansatz zur Aktivierung stiller Gencluster

Dr. Jennifer Gerke und Prof. Dr. Gerhard H. Braus
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: Resistenzen gegeniiber etablierten Antibiotika nehmen zu und

bedrohen unser Gesundheitssystem. Insbesondere der iibermiBige

Einsatz von Antibiotika in zahlreichen Lebenshereichen fordert

die Ausbreitung geféihrlicher multiresistenter Stamme.

Die Entdeckung neuer Wirkstoffe ist daher notwendig und
erfordert die Entwicklung innovativer Strategien, um die in

der Natur vorhandenen Naturstoffe zu identifizieren und
Zu nutzen.
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Sekundarmetaboliten:
Schatze der Natur

Sekundirmetaboliten sind eine der fiir den
Menschen bedeutsamsten Erfindungen der
Natur. Es handelt sich um niedermoleku-
lare, chemische Verbindungen, die von
Bakterien, Pilzen, Pflanzen oder Insekten
produziert werden. Sie stellen keine le-
bensnotwendigen Substanzen dar, sind
aber in bestimmten Lebensphasen'der Pro-
duzenten von Vorteil. Sie konnen als Si-
gnalmolekiile zur Kommunikation, als
Schutzstoffe gegen extreme Umweltbedin-
gungen oder als Abwehrstoffe gegentber
Fressfeinden genutzt werden. Der Mensch
nutzt manche dieser Naturstoffe schon seit
Jahrtausenden als Drogen oder Genussmit-
tel und inzwischen werden zahlreiche Se-
‘kundirmetaboliten industriell als Lebens-
mittelzusitze verwendet. Eine der fir die
Pharma- und Agrarindustrie wichtigsten
Eigenschaften der Sekundidrmetaboliten ist
ihre Fihigkeit, biologische Aktivititen aus-
zuiiben oder zu beeinflussen. In der Land-
wirtschaft werden sie aufgrund ihrer anti-
biotischen Fihigkeiten als Pestizide oder
Futtermittelzusatz eingesetzt. In sehr vielen
Fillen stellen Sekundirmetaboliten die
Ausgangsstoffe oder Synthesevorlagen fiir
Arzneimittel dar. So wurde beispielsweise
aus dem Schimmelpilz Aspergillus terreus

das cholesterinsenkende Mittel Lovastatin-

gewonnen. Chinin, das als Vorlage fur die
synthetische Herstellung eines Malariamit-

tels dient, ist ein aus der Rinde des China-

" rindenbaums isoliertes Alkaloid.

Béreits in den 20er-Jahren entdeckte Sir
Alexande’r Fleming eines der bis heute
wichtigsten Antibiotika in einer verschim-
melten‘Bakterienkultur, das Penicillin. Die
Hilfte der im Zeitraum von 1981 bis 2010

neu zugelassenen Medikamente waren se--

kundirmetabolitischen Ursprungs [1], was
die Bedeutung dieser Naturstoffe weiter
unterstreicht. In den letzten Jahren hat sich
ein regelrechter Boom in der Naturstofffor-
schung entwickelt. Die in Abbildung 1 dar-
gestellté  Statistik zeigt, dass gerade im
neuen Jahrtausend eine starke Zunahme an
Veroffentlichungen in Fachzeitschriften zum

_Thema -Sekundidrmetabolismus stattgefun-

den hat. Allein die letzten drei Jahre umfas-
sen 65% der im .gesamten vergangenen
Jahrze1hn_t' verfassten Publikationen. Parallel
dazu prognostiziert die Weltgesundheitsor-
ganisation .\WHO einen dramatischen An-
stieg an Resistenzen -gegentiber vorhan-
denen Antibiotika, was die Entdeckung,
Entwicklung - und- Nutzbarmachung neuer
Antibiotika unerldsslich macht [2]..

Pilze als Quelle fiir Naiurstoffe

Das faszinierende Konigreich . der Pilze
reicht von einzelligen Hefen tiber Schim-
mel bis zu schmackhaften GroRpilzen und
wird bereits. seit Jahrzehnten in der N,’itur—
stoffforschung genutzt. Der rasante_ tech-
nische Fortschritt der Sequen'zierungs.tecﬁ'.-'
niken fiihrt dazu, dass.

Pilzgenome entschlisselt. werden. Dabei-
stellte sich heraus, dass Sekundirmetabo-
liten durch eine Reihe von Enzymen her-

immer. mehr

gestellt werden, die hiufig von nebenein-
anderliegenden Genen - kodiert werden
und somit in so genannten- Genclustern
organisiert sind. Die Genomik zeigte, dass
weit*mehr Gencluster zur Biosynthese von
Sekundirmetaboliten in den Genomen
vorhanden sind als bisher an Sekundirme-
taboliten selbst identifiziert wurden. Kon-
servativ geschitzt gibt es mehr als 1,5 Mio.

- verschiedene Pilzarten auf unserer Erde [3].

Die Mehrzahl aller Pilze hat das Potenzial,
mehrere verschiedene Sekundirmetabo-
liten zu bilden. Hier handelt es sich also
um ein bisher kaum genutztes Reservoir fiir
Naturstoffe und damit aich fiir neue Arz-
neimittel. .

Das Geheimnis zur Entschlisselung
dieses Potenzials ist die Zuginglichkeit zu

pilzlichen Gencluster fiir Sekundirmetabo-
liten wird von den Organismen unter den.
standardisierten Laborbedingungen nicht,

benotigt und ist daher stillgelegt, ein groRes . .

- den Biosynthesegenen. Ein Grofteil der -

Problem fiir die Naturstoffforschung. Um .

diesen stillen Genclustern ihre Geheim-
nisse zu entlocken, wurden in den letzten -
Jahren verschiedene Techniken erfolgreich
entwickelt. Diese lassen sich in zwei iiber-
geordnete Kategorien einteilen: Techniken, -

mit denen dufere Einfliisse, also z.B. die -

Wachstumsbedingungen, variiert WefC]B_l’l

und Techniken, mit denen genetisch.e- Ver-

dnderungen vorgenommen werden, das so
genannte Genetic Engineering. Hier kon*

nen beispielsweise gezielt Biosynthese- -

gene oder aber Kontrollgene — z. B. fiir Tran- .,
skriptionsfaktoren — tiberexprimiert werden.
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Functional Genomics, Princeton NJ. Herr Braus
ist gewahltes Mitglied der American Academy of
Microbiology und der Akademie der Wissenschaf-
ten Gottingen.

Sekundirmetabolismus und
pilzliche Entwicklung

Es gibt eine Verknlipfung zwischen unter-
schiedlichen Entwicklungsstadien eines
Pilzes und Unterschieden in der Aktivitit
von Genclustern fir den Sekundirmetabo-
lismus. Ein moglicher genetischer Schliissel
zur Entdeckung neuer Naturstoffe konnte
damit die Entkopplung von Sekundidrmeta-
bolismus und Entwicklung auf molekularer
und genetischer Ebene sein. Inzwischen
wurden einige Proteinkomplexe, die sich

an der Grenzfliche

zwischen beiden
Bereichen be-
finden, in Mo-
dellpilzen der
Molekularbio-

Jennifer Gerke, geb. 1982, studierte Che-
mie an der Georg-August-Universitat Gottingen.
Ihre Diplomarbeit befasste sich mit der Isolierung
und Strukturaufklarung von Sekundarmetabo-
liten aus marinen Actinomyceten. Anschliefend
wechselte sie an das Institut fiir Mikrobiologie und
Genetik, wo sie ihre Promotion zum Thema Se-
kundarmetabolismus und Entwicklung im Schim-
melpilz Aspergillus nidulans abschloss. Seit 2012
arbeitet sie als Postdoc in der Abteilung von
Prof. Dr. Gerhard H. Braus.

logie identifiziert. Drei Beispiele sollen das
illustrieren.

() Der Velvet-Komplex besteht aus drei
Proteinen [4]. Zwei dieser Proteine tragen
eine Velvet-Protein-Domine, die man nur
bei Pilzen findet und die dem Komplex
den Namen geben. Diese beiden Proteine
kontrollieren als Transkriptionsfaktoren die
Entwicklung des Pilzes. Das dritte Protein
(LaeA) kontrolliert wahrscheinlich tber ei-
ne Verinderung der Chromosomenstruktur
den Sekundirmetabolismus und kann wei-
tere Entwicklungsaufgaben tibernehmen.
LaeA ist ein universeller Regulator fiir den
pilzlichen  Sekundirmetabolismus und
steuert u.a. die Expression von Penicillin
oder Vertretern der giftigen Aflatoxin-Fami-

lie, die von Aspergillen hergestellt
werden und Nahrungsmittel unge-
niebar machen. Der trimere Kom-
plex aus Velvet-Proteinen und La-
eA wird im Kern gebildet und
koordiniert dort Sekundirme-
tabolismus und Entwicklungs-
vorginge. Der Komplex, der
urspringlich in Aspergillus ni-
dulans  entdeckt
scheint in zahlreichen Pilzen
konserviert zu sein. Storungen

wurde,

in diesem Komplex fithren sowohl zu Ent-
wicklungsdefekten als auch zu einem fehl-
regulierten Sekundidrmetabolismus [5].

(i) Sekundidrmetabolismus und Ent-
wicklungsvorginge eines Pilzes werden
durch die Umwelt kontrolliert. Die Signal-
tbertragung erfolgt von der Plasmamem-
bran des Pilzes in seinen Zellkern. Ein wei-
terer Komplex, der Sekundirmetabolismus
und Entwicklung steuert, ist an dieser Si-
gnaltbertragung beteiligt und besteht aus
mehreren Proteinkinasen. Dieses MAP-Ki-
nase-Modul aus drei Kinasen und einem
Adapter wandert zwischen der Plasma-
membran und dem Kern und aktiviert dort
tiber Phosphorylierung eine der Kompo-
nenten des oben erwihnten Velvet-Kom-
plexes. Defekte in diesem Komplex verin-
dern ebenfalls die Fihigkeit des Pilzes,
seinen Sekundirmetabolismus mit Ent-
wicklungsvorgingen zu koordinieren [6].

(iii) Der Abbau von Proteinen scheint
fur die Koordination von Sekundirmetabo-
lismus und pilzlicher Entwicklung von Be-
deutung zu sein. Das 26S-Proteasom baut
von Einzellern bis zum Menschen Proteine
einer Zelle ab. Abzubauende Proteine mus-
sen dazu uber die kovalente Bindung an
Ubiquitin zunichst markiert werden. Die
Aktivitit der entsprechenden Enzyme (Ubi-
quitin-E3-Ligasen) wird durch einen weite-
ren Proteinkomplex kontrolliert, der auf
diese Weise an der Kontrolle des Protein-
abbaus beteiligt ist. Dieser hochkonser-
vierte Multiproteinkomplex ist das COP9-
Signalosom (CSN) und besteht aus acht
Untereinheiten (Abb. 2). Der funften Unter-
einheit des CSN-Komplexes — CSN5/csnE
— kommt hierbei eine besondere Rolle zu.
Diese inaktiviert Ubiquitin-E3-Ligasen durch
die Katalyse einer Deneddylierung. Das ist
die Entfernung des ubiquitin-dhnlichen
Nedd8 von aktiven Ubiquitin-E3-Ligasen.
Die Deletion von Genen fiir CSN-Unterein-
heiten fuhrt zu gestorter Proteindegradati-
on und damit in hoheren Eukaryoten zum
frithzeitigen embryonalen Tod. Ein Grund
hierfiir konnte sein, dass Defekte in der
Proteindegradation instabile Proteine wie
z.B. Transkriptionsfaktoren stabilisieren
und damit die normale Entwicklung behin-
dern. Die Deletion des entsprechenden
Gens in filamentosen Pilzen wie A. ni-
dulans fihrt hingegen zu lebensfihigen
Mutanten, die lediglich in Sekundirmeta-
bolismus und Entwicklung verdndert sind [7].
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Abb. 1 Bibliometrische Analyse zur Anzahl der Publikationen in Fachzeit-
schriften zum Thema Sekundarmetabolismus in den vergangenen Jahr-
zehnten.

Quelle: www.scholar.google.de mit dem Suchbegriff ,secondary metabolism “
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Abb. 2

oben: Schematische Darstellung des Proteindegradationsweges in Eukary-
oten. Der CSN-Komplex besteht aus den acht Untereinheiten Csn1-8 und
inaktiviert Ubiquitin-E3-Ligasen. Die katalytische Untereinheit, die die Inakti-
vierung (Deneddylierung] durchfiihrt, ist Csn5. Die Ubiquitin-E3-Ligase
wiederum katalysiert die Ubiguitinierung der abzubauenden Proteine (hier an
Beispiel eines Transkriptionsfaktors TF), welche vom 26S-Proteasom in kleine
Peptide gespalten werden. Der abgebaute TF kann Biosynthese-Gencluster
nicht mehr aktivieren und diese werden stillgelegt (Heterochromatin).
unten: Durch die Deletion der flinften CSN-Untereinheit ist die Aktivierung
der Proteindegradation gestort. Die stabilisierten TFs konnen die stillge-
legten Gencluster aktivieren [Euchromatin)
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Abb. 3 A: Phinotyp des csnE-Deletionsstammes (AcsnE) im Vergleich zum
A. nidulans Wildtyp (wt). AcsnE produziert rotliche und gelbe Pigmente. Die
Fotos zeigen die Ansicht von oben und unten auf einer Agarplatte. Bz Sche-
matische Darstellung des in AcsnE aktivierten dba-Genclusters mit dem Gen
fur den Transkriptionsfaktor DbaA auf der linken und fir die Polyketidsyntha-
se Dbal auf der rechten Seite. Weiter ist die Genexpression als Ergebnis einer
Microarray-Analyse von AcsnE im Vergleich zum Wildtyp zu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten unten dargestellt: V = vegetativ, A = asexuell,
S = sexuell, + = hochreguliert, 0 = nicht reguliert
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Abb.4 HPLC-Chromatogramm des A. nidulans Wildtyps (griin) und der dbaA-Uberexpression (gelb).
Der Uberexpressionsstamm produziert den gelben Benzaldehyd DHMBA, welcher eine antibiotische
Aktivitat gegen Micrococcus luteus aufweist. Der Wildtypstamm hingegen produziert das farblose Diin-
dol DHPDI, welches keine Aktivitat gegen M. uteus besitzt.

Gestorte Koordination von Sekun-
darmetabolismus und pilzlicher
Entwicklung: Ein Schliissel zur
Aktivierung stiller Biosynthese-
Gencluster?

Konnen Proteinkomplexe, die fir die Ko-
ordination von Sekundirmetabolismus und
pilzlicher Entwicklung notwendig sind, bei
der Identifikation von neuen Naturstoffen
hilfreich sein? Hierzu wurde das Beispiel
des COP9-Siganosoms CSN genauer be-
trachtet. Bereits mit bloRem Auge erkennt
man, dass ein Defekt in der katalytischen
Untereinheit (csnE-Deletion) zur Produkti-
on rotlicher Pigmente fiihrt, die an das
Nihrmedium abgegeben werden (Abb.
3A). Diese konnten als Orcinol und ver-
wandte Phenylether wie Violaceol T und II,
Cordyol C und Diorcinol identifiziert wer-
den. Zusitzlich konnten zahlreiche weitere
bereits in A. nidulans bekannte Verbin-
dungen in zum Teil stark vermehrten Men-
gen im Vergleich zum Wildtypstamm ge-
funden werden [8].
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Mithilfe einer Microarray-Analyse wur-
de nach bisher unbeschriebenen Genclu-
stern gesucht, die in der csnE-Deletion im
Vergleich zum Wildtyp verstirkt exprimiert
werden. Ein Beispiel ist in Abbildung 3B
gezeigt (dba-Cluster). Durch gezielte Uber-
expression des fir das Gencluster spezi-
fischen Transkriptionsfaktors (DbaA) trat
eine gelbe Verfirbung des Nihrmediums
auf (Abb. 4), wie sie auch in schwicherem
Ausmafs in der csnE-Deletion zu sehen
war. Der Gencluster beinhaltet neben dem
Transkriptionsfaktor eine Polyketidsyntha-
se (Dbal), deren direktes Produkt als
2,4-Dihydroxy-3-methyl-6-(2-oxopropyl)
benzaldehyd (DHMBA) identifiziert wer-
den konnte [9, 10]. In einem Agardiffusi-
onstest konnte eine bisher nicht bekannte
antibakterielle Aktivitit gegen den Keim
Micrococcus luteus festgestellt werden [9].
Uberraschend war, dass die gezielte Uber-
expression des dba-Clusters offenbar auch
Auswirkungen auf andere Biosynthese-
Gencluster innerhalb des Organismus hat.
Es konnte eine zweite, fiir Aspergillus bis-

her unbeschriebene Substanz identifiziert
werden, ndmlich das toxische, stickstoft-
haltige  3,3-(2,3-DihydroxypropyDdiindol
(DHPDD), dessen Biosynthesegene nicht im
dba-Cluster liegen (Abb. 4). DHPDI wird
zwar vom Wildtyp produziert, tritt aber
nicht mehr im gelben dba-Uberexpres-
sionsstamm auf, was auf eine Wechselwir-
kung zwischen der Expression von zwei
verschiedenen Clustern schlieflen lisst, die
im Einzelnen noch nicht verstanden ist.

CSN: Ein neuer Weg zu
unbekannten Naturstoffen

Die Storung des Proteindegradationsappa-
rates stellt eine neue und interessante MOg-
lichkeit zur Aktivierung stiller Biosynthese-
Gencluster und damit zur Identifizierung
neuer Sekundirmetaboliten dar. Insgesamt
konnten tiber 100 verschiedene Metabo-
litenmarker mithilfe einer umfassenden,
ungerichteten Metaboliten-Fingerabdruck-
Analyse in der csnE-Mutante von Aspergil-
lus nidulans gefunden werden, die unter-
schiedlich zum Wildtyp reguliert werden
[8]. Das Potenzial fir die Identifikation neuer
Sekundidrmetaboliten ist damit selbst in
einem Modellpilz bereits vielversprechend.
Da es sich bei der finften CSN-Unterein-
heit um ein hochkonserviertes Protein han-
delt, stellt das entsprechende Gen einen
guten Angriffspunkt dar, der auch in ande-
ren filamentosen Pilzen zur Aktivierung
stiller Gencluster fithren sollte und somit
als aussichtsreiches neues Werkzeug zur
Identifizierung neuer aktiver Biomolekiile
eingesetzt werden kann, welche in unserer
Gesellschaft immer dringender bendtigt
werden.

-> gbrausfdgwdg.de
- jgerkefdgwdg.de
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Ein Pilz
zur Erdolgewinnung

Der gemeine Spaltblattling (schizophyllum commune) ist der weltweit
am meisten verbreitete Pilz, er wichst als Weiifaulniserreger an Tod-
holz und verschiedenen Laub- und Nadelholzern. Der Pilz scheidet in
grofien Mengen das Exopolysaccharid Schizophyllan aus, das grofie Men-

gen Wasser aufnehmen kann und dann als Schleim auftritt.

Schizophyllan ist ein Polysac-
charid mit B-1-3-verkniipften
Glucoseeinheiten und einer wei-
teren B-1-6-verbundenen Glu-
cose an etwa jeder dritten Glu-
cose des Polysaccharids (Abb).

HO
OH

OH

HO— [
oH 0 OH
HO 0 HO 0 HO <
O o 0
OH OH OH |p

Das Molekul bildet mit einer
Linge von 150-200nm eine sehr
stabile Triple-Helix, die selbst
bis 120°C  Wassertemperatur
noch stabil ist. Die Helix wird
durch Wasserstoffbriicken zu-
sammengehalten, wobei die
B-1,6-Glucosereste nach auen
zeigen und dem Molekil eine
beachtlich hohe Aufnahme-
fahigkeit fiir Wasser verleihen.

Mit Schizophyllan kann in
Abhingigkeit von der Konzentra-
tion die Viskositit von Losungen
eingestellt werden. Es wird in
der Kosmetik als Verdickungs-
mittel in Lotionen, als fiir

2.13 laborgkmur

. e

Sauerstoff undurchlidssiger Film
zum Schutz von Lebensmitteln,
als Viskositiatskontrollmittel, als
kolloidales Trigermaterial von
Metallspuren und Schadstoffen
verwendet und in der Medizin
als nicht spezifisches Stimulans
des Immunsystems und als An-
titumormittel eingesetzt.

Das BASF-Tochterunterneh-
men Wintershall setzt nun die
Substanz fiir die Forderung von
Erdol ein. Mit Wasserdampf
und Tensiden (enhanced oil
recovery) konnen aus einem
Erdolfeld maximal 30-40% Erd-
6l gewonnen werden. Wesent-
lich umweltfreundlicher ist das
Polymerfluten, bei dem mit Schi-
zophyllan Wasser genau auf die
erforderliche Viskositit des Ols
eingestellt werden kann. Das
Biopolymder bleibt trotz seiner
hervorragenden Umweltvertrig-
lichkeit auch bei hoher Tem-
peratur und Salzgehalten stabil.
Bis zu 45% konnen so aus der
Lagerstitte geborgen werden.
Wintershall testet zurzeit das
Verfahren im norddeutschen
Bockstedt.

= g.j.schillingfdt-online.de
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Was rpecht denn da~

Schone wohl riechende Welt: Wir leben heute in einer Gesellschaft, in
der Korpergeruch geradezu verpont ist. Wahrend fiir unsere friihesten
Vorfahren Duftmarken sehr wahrscheinlich von Vorteil waren, leben wir
nun umgeben von Wohlgeriichen, die Deos, Parfiims, wohl riechende
Cremes und duftende Ingredienzien verstromen und den ureigenen
Korpergeruch aus unseren Nasen verbannen.

Schwitzen muss sein

Die ekkrinen SchweiRRdriisen, die tiber den
ganzen Korper verteilt sind, konnen tiglich
einige Liter Schweif produzieren. Das zu-
nichst praktisch geruchlose Sekret besteht
zu Uber 95 % aus Wasser, der Rest setzt sich
zusammen aus Salzen (Na*, K*, Mg*, CI,
PO,*), Fettsduren, Aminosiuren, Ammoni-
ak, Harnstoff, Harnsdure, Milchsiure und
Glucose. Die Haut scheidet stindig Schweif3
aus, wobei die Menge und Zusammenset-
zung von individuellen Faktoren bestimmt
wird, wie sie etwa bei Sport und Arbeit, in
Ruhe, bei Erregung, Angst oder bestimm-
ten Gemitszustinden beobachtet werden.

Der Mensch schwitzt stindig geringfi-
gig und regelt iber die Verdunstung seine
Korpertemperatur. Der pH-Wert von Schweif3
ist leicht sauer, eine stabile Siurekonzen-
tration erschwert Bakterien und Pilzen,
sich unkontrolliert zu vermehren. Die
tberall auf der Korperoberfliche ange-
siedelten Bakterien sind es, die uns den
unangenehmen Geruch verpassen, indem
sie die ausgeschiedenen Substanzen zu
kurzkettigen Carbonsiduren abbauen, vor
allem zu den beiden streng riechenden
Substanzen Buttersiure und Ameisensiure.

Der Korper entsorgt tiber den Schweif
aber auch Stoffwechselprodukte aus Ge-
nuss- und Nahrungsmitteln.

Korperdiifte

Wichtigster Hort fiir den typischen indivi-
duellen Korpergeruch sind vor allem die
Achselhohlen. Hier befinden sich aufer
den ekkrinen die so genannten apokrinen
Schweifddriisen, die ein oliges, farblos bis
gelblich milchiges Sekret absondern. Auch in
der Kopfhaut, im Genitalbereich, an Hin-
den und FiiBen befinden sich diese Sekre-
tionsdriisen.

Androgene Steroide

Die ersten als ,Duftmolekiile“ identifizierten
Substanzen stammen aus der Gruppe der
Steroide. Androstenon und Androstenol
(Abb. 1) wurden in méinnlichen Achselhoh-
len identifiziert und werden selbst in mini-
malen Konzentrationen noch wahrgenom-
men. Wihrend Androstenol moschusartig
riecht, scheint die individuelle Geruchs-
empfindung von Androstenon — individuell
nach Urin oder siflich nach Vanille rie-
chend empfunden — vom genetischen Code
des Geruchsrezeptors anzuhingen.
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Sind die beiden Substanzen zusammen mit einer weiteren I h r LO bo r-VO| |Ve rso rg er

Komponente, dem Androstadienon, menschliche Pheromone? Die
Konzentrationsunterschiede im Achselschweifd bei Midnnern und
Frauen sind jedenfalls erheblich —1134pmol/24h gegeniiber
13—-39pmol/24h. Eine positive Antwort scheint es darauf zu ge-
ben, nachdem in den letzten Jahren die Wirkung von Androstadi-
enon auf Laune, kognitive Fihigkeiten etc. intensiv untersucht
wurde (z.B. C.Wyart et al.; J. Neurosci. 2007, 1261-1265). Es ist
bemerkenswert, dass Androstenol und Androstenon als Pheromo-
ne im Speichel des Ebers vorkommen, der damit Bachen bezirzt.

An der Wahrnehmungsgrenze:
Carbonsauren und Thioverbindungen

Schweif§ enthilt eine komplexe Mischung von fliichtigen kurz-
und lingerkettigen Kohlenwasserstoffen, Alkoholen, Carbon-
sduren, Ketonen und Aldehyden.

Der Arbeitsgruppe um den Schweizer A. Natsch gelang es, im
Achselschweifd in geringsten Mengen vorkommende Carbon-
sduren zu identifizieren (J. Biol. Chem. 2003, 278 5718-5727).
Ausler der schon frither bekannten 3-Methyl-2-hexensdure iso-
lierten sie auch die 3-Hydroxy-3-methylhexansiure (Abb. 2). Die
menschliche Nase nimmt diese Substanz, obwohl sie wegen ihrer

Wasserloslichkeit wenig fliichtig ist, noch in der geringen Kon-
zentration von 0,0044 ng/L wahr. Beide Verbindungen sind neben
einer Vielzahl weiterer Carbonsiuren, darunter auch der fiir den
Geruch von Ziegen und Ziegenkise verantwortlichen 4-Ethyloc-
tansdure, die Hauptgeruchskomponenten (A. Natsch; Ch. i. u. Z.
2012, 110-116).

In noch geringerer Konzentration kommen Thioverbindungen

vor. Wahrgenommen werden sie bei dem auffergewohnlich gerin-

Schwell 1t 1pg/L. Neben der Hauptk
§—el\r/1[et(l:lyze—tfelirz)vlv£xa‘;10cj evtku?dei auche deire1 beerideiq;n(;nmti)or;lzgz + + + MOI-EKU I-ARBIOI-OGIE + + +

3-Thiohexanole identifiziert. Das an Grapefruit erinnernde R-Iso-

mere ist als Bestandteil vieler Weiweine bekannt, wihrend das oe

S-Isomere schweiR- und zwiebelartig riecht. Wegen ihres analo- TO p Ange bote fu r

gen Kohlenstoffgertists diirften die Thioverbindungen wohl aus

den gleichen Vorldufermolekiilen wie die Carbonsiuren stam-

men. I Real Time Gelelektrophorese
Das aus den apokrinen Driisen stammende Sekret, aus dem

die Substanzen stammen, ist weitgehend geruchsfrei. Erst Cory- I F e r.tl g p uﬁe r

ne-Bakterien setzen enzymatisch aus Vorliufermolekiilen — Glu-
taminsdureamide bzw. Cystein-Glycin-Addukte — die eigentlichen

Duftstoffe frei (Abb. 3). I Rea dy-tO-gO PCR-Beads

Der individuelle Kérperduft im aktuellen Th. G eyer
Jeder Mensch besitzt seinen eigenen, unverwechselbaren Kor- - . .
perduft, der ihn so unverwechselbar macht wie ein Fingerab- Llfe SCIEI‘ICE SPECIaI
druck. Daran ist das Immunsystem wesentlich beteiligt, denn die
so genannten MHC-Gene (Major Histcompatibility Complex) co-

dieren exakt dieselben Proteine fiir jede Zelle eines Individuums. M
" . o ehr Infos [=]5k!
Thg™ s«

Bei ihrem Zerfall gelangen die Abbauprodukte auch in die

Schweiddriisen und erzeugen dabei den individuellen Duftcock-

(ail. unter :

Die Gruppe um D. J. Penn vom Konrad Lorenz Institut fir
Ethnologie in Wien gingen dieser Frage in einer aufwindigen
Studie nach und sammelten den Schweifl von 197 Erwachsenen
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Andrastadienan

Androstenan Androstanal

Abb. 1 In menschlichem Achselschweif3 identifizierte Steroide

V\]/YWV\T/UK

3-Methyl-2-hexensaure 3-Hydroxy-3-methyl- 3-Hydroxy-4-methyl-

hexansaure haptans-aure
4-Methy-3-octensiure 4—Ethylheptansaure

\/\;(V\/Y\/\]*/

3-Methyl-3-thiochexanol 3-Thighexanal 2-Methyl-3-thiopropanal

Abb. 2 Einige aus Schweif} isolierte Carbonsauren und Thioverbindungen

. 0g

, J-Hydroxy-3-methyl-
hexansdure
HH, Aminoacylase
G Gln
—_— 3-Methyl-2-hexensaure
T, ) .
: 2

1. Dipeptidase

~ \’{J\/ ><\/ 2. Cystathioninlyase
'.||)'

3-Methyl-3-thishexanal

Abb. 3 Durch Coryne-Bakterien werden die Vorlaufermolekiile zu den entsprechenden Carbonsauren
und Thioverbindungen enzymatisch gespalten.
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eines Bergdorfs (J. R. Soc. Interface 2007, 4,
331-340). Von den bei der GC/MS-Analye
festgestellten 4941 fliichtigen Komponen-
ten blieben 373 uber die gesamte Untersu-
chungszeit konstant. 44 Substanzen konn-
ten Alkoholen, Aldehyden, Ketonen, Estern
und Kohlenwasserstoffen zugeordnet wer-
den, z.B.: 2-Phenylethanol, a-Terpineol,
Geraniol, Eugenol, Isoeugenol, Tridecanol,
Geranial, Undecanal, Tridecanal, Lilial, Jas-
mon, a-lonon, Benzophenon, a-Terpinyla-
cetat, Acetylzimtsiure, Hexenylacetat,
Dodecyl-, Tridecyl- Tetradecylbenzoat,
4-Phenyltridecan, 3-Methyloktadecan. Sie
liefern ein individuell unterschiedliches, re-
produzierbares und  geschlechtsspezi-
fisches Duftprofil. Damit war zum ersten
Mal nachgewiesen, dass der Schweifd eine
individuelle chemische Signatur besitzt. Of-
fen bleibt dabei, ob der Geruch durch die
Eiweiabbaustoffe des AMC-Systems ent-
steht oder das Immunsystem die Bakterien-
flora der Haut bestimmt und dartber indi-
viduelle Duftmischungen erzeugt werden.

Antitranspirantien und Desodorants
enthalten Aluminiumsalze und antimikro-
bielle Substanzen, um den SchweiRfluss
einzudimmen und den Mikroben Einhalt
zu gebieten. Der individuelle Korperduft
verschwindet und der Verstand und das
Gefiihl miissen heute entscheiden, ob man
jemand ,riechen kann“ oder nicht.

= g.j.schillingfdt-online.de
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About the fatbirder

Ornithologen und Vogelfreunde finden auf Fatbirder wissenschaftliche,
kiinstlerische oder einfach unterhaltsame Beitrage. Fiir Vogelkundler,
die gerne verreisen, sind die Seiten aus der ganzen Welt ein Muss

@

(Englischkenntnis vorausgesetzt).

Hinter dem Pseudonym Fatbirder verbirgt
sich der Brite Richard Crombet-Beolens
(siche Abbildung), Vater einer ganzen Rei-
he von Webseiten zu naturkundlichen The-
men. Fatbirder ist sein Meisterwerk, das
eine handverlesene Auswahl von Online-
Informationen zu den Vogeln der Welt dar-
stellt. Hinter einem unscheinbaren Ment
aus nur zehn Punkten verbergen sich tau-
sende Verkniipfungen zu den sehenswer-
testen Vogel-Webseiten im www.

Nur wenige Wissenschaften profitieren
so sehr von ehrenamtlichen und Freizeit-
Forschern wie die Ornithologie. Das reflek-
tiert auch die Fatbirder-Website. Beides,

akademische und Hobby-wissenschaftliche
Internetbeitrage sind auf Fatbirder zu fin-
den.

Wer jetzt schon seinen Urlaub plant und
Interesse an der Vogelwelt vor Ort hat,
sollte vorab unbedingt die entsprechende
Fatbirder-Seite zur Region konsultieren.
Hier werden die markantesten Vogelarten
der Region vorgestellt; Einleitungstexte
stammen oft von lokalen Ornithologen. Fiir
jede Region listet Fatbirder auerdem
vogelkundliche Touren, Reservate, Reise-
berichte, Ubernachtungsméglichkeiten, Li-
teraturhinweise, lokale Vereine und vieles
mehr auf.
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Der Autor stellt sich unter ,,about the fatbirder"
vor - mit Selbstironie und einer Prise eng-
lischem Humor.
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Naturliche und synthetische T\/Iahkrozyklen fihden welfaltlge
Anwendungen-in d?‘Wirkstoffforschung und-Analytik

- Dr. Frank Biﬁvaermann‘g_nd Prof. Dr. Werner M:"Nau
 — ¢ A X Jacobs University Bremen
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Urspriinglich als unscheinbare Nebenprodukte von Polymerisations-
reaktionen erhalten, kommen Makrozyklen mittlerweile Schliissel-
positionen in der chemischen und pharmazeutischen Technologie zu.
Durch molekulare Erkennung schliefien sie Gastmolekiile mit hoher
Affinitat und Selektivitat ein, was fiir die biomimetische Katalyse,

die Formulierung von Medikamenten und in Chemosensoren ausgenutzt

wird.

Makrozyklische Verbindungen faszinieren
schon seit Generation Chemiker aller Fach-
richtungen. Die ersten als solche identifi-
zierten Makrozyklen sind die natirlich vor-
kommenden Cyclodextrine, durch bak-
terielle Synthese gebildete zyklische Oligo-
mere von Glucose, die nach ihrer Entde-
ckung im Jahre 1903 urspringlich als
Schardinger-Dextrine Bekanntheit erlangten
[1]. Die Entdeckung der Resorcinarene er-
folgte 1940 durch Niederl und Vogel, die
der Calixarene (2] kurz danach durch Zinke
und Ziegler, die der Kronenether 1967
durch Pedersen (Nobelpreis 1987) und die
der Cucurbiturile [3] durch Mock (1981). Im
Falle der Calixarene und Resorcinarene ge-
hen die ersten Synthesen ohne Struktur-
charakterisierung auf Bayer (1872) und im
Falle der Cucurbiturile auf Behrend (1905)
zurtick. Die chemischen Strukturen sind in
Abbildung 1 gezeigt.

Salze losen sich in organischen
Losungsmitteln

Wihrend bis Mitte des 20. Jahrhunderts vor
allem Fragen der Synthese, Konformation
und der Ringspannung in (makro)zykli-
schen Verbindungen von Interesse waren,
hat sich in der Folge der Blickwinkel sehr
stark auf industrielle und diagnostisch-me-
dizinische Anwendungen verlagert. Dabei
war zundchst der Umstand, dass die Aus-
beute an Makrozyklen durch einen Tem-
plateffekt drastisch erhoht werden kann,
von besonderer Relevanz, da nun eine ge-
nerelle Methode zur Synthese von Makro-
zyklen in praktisch bedeutsamen Ausbeu-
ten zur Verfugung stand. Ein zweiter
Durchbruch im Feld der Makrozyklen war
die Erkenntnis, dass Kronenether signifi-
kant stirkere Bindungen mit Kationen ein-
gehen als deren azyklische Ethylenglykol-
Analoga. Diese Tatsache konnte man
ausnutzen, um die Loslichkeit von anorga-
nischen Salzen in apolaren organischen

213 labor&more

Losungsmitteln mittels Komplexierung der
Kationen durch Kronenether drastisch zu
erhohen, was die synthetische Chemie um
eine Methode fiir die Verwendung von oft
unloslichen, anorganischen Reagenzien in
apolaren Losungsmitteln bereicherte (Pha-
sentransferkatalyse).
schauliches Beispiel, nicht nur wegen der
stark violetten Farbgebung, ist das Auflo-
sen von Kaliumpermanganat in Benzol

Ein besonders an-

durch Zugabe von 18-Krone-6, welches

dann als starkes Oxidationsmittel verwen-
det werden kann. Da die Ammoniumgrup-
pe beztiglich ihrer GroRe und Ladungs-
dichte dem Kaliumion dhnelt, ist es nicht
uberraschend, dass auch viele organische
Amine mit Kronenethern starke Wechsel-
wirkungen eingehen, was zum Beispiel in
der Analytik fir die Identifikation von (bi-
ogenen) Aminen von Bedeutung ist.

Wirt-Gast-Erkennung wird durch
austretendes Wasser getrieben

Es stellte sich heraus, dass insbesondere
molekulare Container, also kelchformige
(griechisch: calix = Kelch) oder fassformige
Makrozyklen, das gro3te Potenzial als stark
bindende Rezeptoren haben, da deren
Wirt-Gast-Wechselwirkungen meist stirker
sind als die von flexiblen Verbindungen
wie z.B. den Kronenethern. Diese heraus-
ragende Stellung der molekularen Contai-
ner kann mit deren Vororganisation be-

18-Krone-6
HO OH HO oH

OH OH
H%o{%ﬁo o
0 OH
Ho KOH o 5

O OoH HO HOg
l(/)H OH OH HO HO

(6]
(0] 0 o)
O
oH O o) HO

OH OH

y-Cyclodextrin

Resorcin[4]aren

sulfoniertes Calix[4]aren

Cucurbit[7]uril

Abb. 1 Chemische Strukturformeln der im Text besprochenen Makrozyklen und schematische

Darstellungen von deren Wirt-Gast-Komplexen
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Frank Biedermann, geb. 1985, studierte
Chemie an der Universitat Leipzig. Er promovierte
2012 an der Cambridge University, UK in supra-
molekularer Chemie und Polymerchemie. Seit
Oktober 2012 st er als Postdoc an der Jacobs Uni-
versity in Bremen tatig. Seine Forschungsschwer-
punkte liegen auf der Wirt-Gast-Erkennung in
Wasser und deren Anwendung fir analytische
Fragestellungen sowie fir die Selbstorganisation
von polymeren Materialen.

grindet werden: Durch eine vordefinierte
Passform des Wirtes zum Gast muss der
Wirt keine Deformationsenergie beim Bin-
den des Gastes aufbringen (Emil Fischers
Schltssel-Schloss-Prinzip).  Zusitzlich st
der Entropieverlust durch die Bildung eines
fixierten Wirt-Gast-Komplexes mit einem
rigiden Wirt geringer als fir dessen flexible
oder azyklische Verwandte. Diese Vororga-
nisationseffekte allein reichen aber nicht
aus, um die extrem hohen Bindungskon-
stanten (K, bis zu 10" M™) der fassférmigen
Cucurbit[nlurile (CB#) fiir bestimmte Giste
(z.B. substituierte Adamantane und Metal-
locene) in wissrigen Losungen zu erkliren.
Fir diese recht neue Makrozyklenklasse
stellte sich kirzlich heraus, dass eine be-
sondere Art des hydrophoben Effekts die
Wirt-Gast-Interaktion energetisch stark be-
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Werner Nau, geb. 1968, studierte Chemie
an der Universitat Wirzburg und der St. Francis
Xavier University, Kanada. Er promovierte 1994
an der Universitat Wirzburg. Nach seinem
Postdoktorandenaufenthalt an der University of
Ottawa, Kanada (1994 -1995] habilitierte er sich
fir Chemie an der Universitat Basel
(1996-2000), erhielt am gleichen Ort eine Assi-
stenzprofessur (2000-2002) und ist seit 2002
als Professor fiir Chemie an der Jacobs Univer-
sity Bremen tatig. Er hatte Gastprofessuren an
der University of Wisconsin, Madison, USA
(2001), und der Cambridge University, UK (2010}
inne. Zu seinen Forschungsschwerpunkten
zahlen die organische Fotochemie und die
supramolekulare Chemie-jeweils mit dem Ziel,
unkonventionelle Anwendungen von fluores-
zierenden Molekiilen und Makrozyklen zu
entwickelt.

glnstigt: In dem hydrophoben Hohlraum
der CBn-Makrozyklen konnen die einge-
schlossenen Wassermolekiile kein stabiles
Netzwerk  von  Wasserstoffbriickenbin-
dungen ausbilden — die eingeschlossenen
Wassermolektile sind energetisch frustriert
(,High-energy Water“). Daher ist die Kom-
plexierung eines organischen Gastes oder
Restes durch den Wirt energetisch begilin-
stigt, da die dadurch freigesetzten Wasser-
molekule auBlerhalb des makrozyklischen
Hohlraums wieder ihre optimale H-Bri-
ckenbindungsstruktur annehmen konnen.
Die auergewOhnliche Stirke des Effektes
zeigt sich an Wirt-Gast-Komplexierungsen-
thalpien von bis zu —100k]J/mol, welche zu
einem wesentlichen Teil vom Energie-
gewinn der freigesetzten Wassermolekiile
stammen [4]. Fir alle Makrozyklen gilt, dass

aufgrund der unterschiedlichen Grofien
der Hohlrdume unterschiedlich groe Gi-
ste im Inneren gebunden werden konnen.

Synthese als Herausforderung

Fir den energetischen Vorteil der Wirt-
Gast-Erkennung durch die Vororganisie-
rung von rigiden Makrozyklen muss man
bei deren Synthese ,bezahlen“. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass in statistischen
Oligomerisierunsgreaktionen die gewin-
schten Makrozyklen nur dann in praktisch
relevanten Ausbeuten erhalten werden,
wenn deren Bildung entweder kinetisch
oder thermodynamisch begtinstigt ist; an-
derenfalls erhilt man vornehmlich azy-
klische, oligomere oder polymere Pro-
dukte. Im Idealfall ibernimmt die Natur
diese schwierige synthetische Aufgabe, wie
z.B. bei der enzymatischen Produktion der
Cyclodextrine, was deren Synthese im Ton-
nenmafRstab und weite industrielle Verbrei-
tung erst ermoglicht hat. Obwohl die er-
sten Synthesen der heutigen makro-
zyklischen ,Arbeitspferde“ (Abb. 1) schon
um die letzte Jahrhundertwende durchge-
fuhrt wurden, steckte die Analytik zu dieser
Zeit allerdings noch in ihren Kinderschu-
hen, sodass die exakten Strukturen und die
makrozyklische Topologie der Verbin-
dungen lange im Verborgen blieben. Einige
der Studien gerieten gar fir mehr als ein
halbes Jahrhundert in Vergessenheit. Heut-
zutage ist die Wirt-Gast-Erkennung von
Makrozyklen ein Kerngebiet der supramo-
lekularen Chemie, angetrieben durch viel-
tiltige praktische Anwendungen.

Biomimetische Katalyse
bleibt ein Ziel

Anfangs wurden gro3e Hoffnungen in den
Einsatz von Makrozyklen als synthetische
Enzymanaloga zur Katalyse chemischer Re-
aktionen gesetzt, da deren hydrophobe Ka-
vititen den Bindungs- und Rezeptorta-
schen von Enzymen und Antikérpern
strukturell dhneln. Substrate, die sich im
Inneren eines Makrozyklus einlagern, neh-
men besondere, oft auch besonders reak-
tive Konformationen ein, und im Falle von
bimolekularen Reaktionen, d.h. bei Einla-
gerung zweier unterschiedlicher Reaktions-
partner, sind die ,lokalen“ Konzentrationen
viel hoher als in verdinnter Losung. Diese
Faktoren (Vororganisation und Konzentra-
tion der Substrate) konnen dazu fiihren,
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dass chemische Reaktionen mit erhohter
Geschwindigkeit und verinderter Selektivi-
tit ablaufen und in Grenzfillen dhnlich wie
durch Enzyme katalysiert werden. Die
wohl am besten untersuchten Beispiele
sind (fotochemische) Cycloadditionsreakti-
onen, deren syn/anti- bzw. endo/exo-Ver-
hiltnis durch den Einsatz von Makrozyklen
wie Cyclodextrinen, Cucurbiturilen oder
Metallkifigverbindungen gesteuert werden
kann. Weitere Beispiele fiir katalytische Ak-
tivitit von Makrozyklen sind einfache Hy-
drolyse- und Diels-Alder-Reaktionen. Trotz
betrichtlicher Anstrengungen und anfing-
licher Euphorie sind makrozyklische Ver-
bindungen allerdings noch weit vom Ein-
satz als ,echte“ Katalysatoren in industriell
relevanten Reaktionen entfernt, sodass
weiterhin an einem verbesserten Design
von katalytisch aktiven Makrozyklen gear-
beitet wird [5].

Erhohte Wasserloslichkeit
von Wirkstoffen

Ein Schwerpunkt der gegenwirtigen For-
schung ist der Einsatz von Wirt-Gast (Re-
zeptor-Analyt)-Systemen in wissriger Um-
gebung, da umweltbezogene und dia-
gnostisch-medizinische Anwendungen meist
auf Wasser als Losungsmittel festgelegt
sind. Azyklische Rezeptoren, die mittels
Wasserstoftbriicken- oder Ionenbindungen
teilweise vielversprechende Affinitdten und

Selektivititen in apolaren organischen Lo-
sungsmitteln zeigen, versagen oft vollkom-
men beim Einsatz in wissrigen Medien, da
Wasser selbst starke Wasserstoftbricken-
bindungen ausbildet und elektrostatische
Wechselwirkungen effizient abschirmt. Ma-
krozyklen sind unter diesen Umstinden
azyklischen Rezeptoren meist klar tiberle-
gen, insbesondere wenn die Gast-Affinitit
zusitzlich durch den oben besprochenen
hydrophoben Effekt verstirkt wird. Durch
die makrozyklische Komplexierung kann
die Loslichkeit organischer Gastmolekiile
meist deutlich erhoht werden. Das kann
man sich u.a. bei schwer 16slichen Wirk-
stoffmolekiilen zu Nutze machen, welche
Patienten z.B. intravends verabreicht wer-
den sollen. In Grenzfillen soll die Freiset-
zung des Wirkstoffs langsam vonstattenge-
hen — durch die Einbettung in einen
molekularen Container kann genau diese
pharmaco-kinetische Eigenschaft des Wirk-
stoffes moduliert werden (Wirkstoffdepot).
Durch die Abschirmung des Wirkstoffs von
der wissrigen Umgebung koénnen zudem
enzymatische oder chemische Zersetzungs-
reaktionen deutlich verlangsamt werden,
ein Umstand, der in der Formulierung von
Medikamenten mittels Zusatz von Cyclod-
extrinen bereits marktreife Anwendungen
gefunden hat. In der Tat ist die pharmako-
logische Verwendung von Makrozyklen
bisher auf Cyclodextrine und deren Deri-
vate beschrinkt, was unter anderem auf

Abb. 2 Gezeigt ist die griine Fluoreszenz einer mit einem Cucurbituril stabilisierten Rhoda-
min-6G-Losung, die durch einen Nd-YAG-Laser angeregt wird. Farbstofflaser auf Basis dieser Ma-
krozyklen sind deutlich langlebiger und erlauben den umweltfreundlichen Einsatz wassriger Farbstoff-
ldsungen
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deren mittlerweile glnstige Verfligbarkeit
und deren geringe Toxizitit zurtickzufiih-
ren ist. Neuerdings wird auch der Einsatz
von Cucurbituril-Wirkstoff-Komplexen dis-
kutiert, da diese oft stabiler sind, einen
langsameren kinetischen Zerfall als Cyclo-
dextrinkomplexe aufweisen und zudem
erste toxikologische Studien duferst viel
versprechend sind [6]. Ein sulfoniertes Cali-
xarenderivat wurde zur Gabe bei Methyl-
viologen-Vergiftung vorgeschlagen, da die-
ser anionische Wirt eine grofle Affinitit zu
diesem kationischen Xenobiotikum auf-
weist.

Fotostabile und stark
fluoreszierende Farbstoffe

Konzeptionell verwandt ist der Einsatz von
Farbstoffmolektl-Makrozyklus-Komplexen
um die scheinbar unvermeidbare aber stets
unerwiinschte Selbstaggregation von orga-
nischen Fluorophoren zu unterdriicken
und gleichzeitig durch die Abschirmung
des Chromophors von Quenchern wie z. B.
Sauerstoff, deren Fluoreszenzquantenaus-
beute und Fotostabilitit zu erhohen. Ma-
krozyklen finden daher als Additive in
Farbstofflasern oder in Farbpigmenten Ein-
satz. Spektakulire Beispiele, wiederum er-

zielt mit stark-bindenden Cucurbituril-Wir-
ten, sind die um einen Faktor 30 vergrof3erte
Fotostabilitit von Rhodamin-6G
zum freien Farbstoff in Wasser [7] und die
Deaggregation von wasserloslichen Pery-
lenebisdiimid-Farbstoffmolekiilen, was de-
ren Fluoreszenz-Quantenausbeute von na-
hezu 0% auf 100% erhoht [8].

relativ

Grofes Potenzial fiir Bioassays

Wenn die Bindung eines Gastes (Analyt)
zum Makrozyklus mit der Anderung einer
einfach quantifizierbaren physikalischen
GroRe einhergeht (z. B. Anderungen in der
Absorption oder Emission, Anderung der
elektrischen Leitfihigkeit oder des elektri-
schen Potenzials) kann ein solches System
als Chemosensor verwendet werden. In
diesem Einsatzbereich sind Makrozyklen
komplementir zu Antikorpern, wenngleich
sie nur eine geringere Selektivitit und Spe-
zifizitit als ihre biologischen Konkurrenten
erreichen konnen. Die Synthese von Ma-
krozyklen ist allerdings wesentlich preis-
werter als die Klonierung von spezifischen
Antikorpern; zudem kann die Beobachtung
der Bindung des Analyten an einen Makro-
zyklus problemlos kontinuierlich in homo-
gener Losung erfolgen. AuSerdem erdffnen

9 P
+ | Substrit‘>
-

Farb- ‘
toff

produkt-selektiver Tandem-Assay

i
~ Enzymatische Reaktion

substrat-selektiver Tandem-Assay

Farb-
toff

A2

S ’

Abb.3

Illustration des Prinzips von supramolekularen Tandemassays.

Die enzymatische Umwandlung des Substrates zum Produkt ist gekoppelt mit der molekularen Erken-
nung des Produktes (produkt-selektiver Assay, oben) oder des Substrates [substrat-selektiver Assay,
unten) durch einen Makrozyklus. Die Komplexierung des Produktes oder die Dekomplexierung des Sub-
strates im Verlauf der enzymatischen Reaktion geht mit einer Verdrangung (oben) oder der Aufnahme
(unten) des Fluoreszenzfarbstoffs im Makrozyklus einher, was zu einer leicht messbaren kontinuier-

lichen Veranderung des Fluoreszenzsignals fiihrt
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makrozyklische Rezeptoren den Zugang zu
niedermolekularen Analytklassen wie z.B.
kurzkettigen Alkanen und Aminen oder
auch Schwermetallionen, deren Detektion
in Luft oder Wasser von grofler Bedeutung
ist, fiir die aber keine Antikorper zuging-
lich sind. Die selektive, wenn auch nicht
spezifische Bindung von Makrozyklen mit
derartigen ,kleinen” Molekiilen ist auch fir
Enzymassays von grofdiem Nutzen. Decar-
boxylasen wandeln beispielsweise L-Ami-
nosiuren durch CO,-Abspaltung in die zu-
gehorigen biogenen Amine wie z.B.
Histamin um, allesamt natirliche Metabo-
lite fur die keine Antikorper zur Verfiigung
stehen. Makrozyklen mit Kationenrezeptor-
Eigenschaften, wie beispielsweise sulfo-
nierte Calixarene oder auch die Cucurbitu-
rile, binden bei physiologischem pH die
Produkte der enzymatischen Reaktion stir-
ker, da diese im Vergleich zu den zwitter-
ionischen Aminosdure-Substraten eine ho-
here positive Gesamtladung besitzen. Fiihrt
man die enzymatische Reaktion in Gegen-
wart eines Fluoreszenzfarbstoffs durch, der
zunichst im Makrozyklus eingeschlossen
ist, wird dieser durch das sich bildende
Produkt kontinuierlich verdringt. Da die
Fluoreszenz des Farbstoffs stark umge-
bungsabhingig ist, kann auf diese Art und
Weise die enzymatische Reaktion direkt
verfolgt werden. Die resultierenden Assa-
ys, die auf dem Indikatorverdringungs-
prinzip basieren, werden als supramoleku-
lare Tandemassays bezeichnet (Abb. 3), die
mittlerweile fiir verschiedenste Enzyme
und Enzymklassen entwickelt
Tandemassays nutzen Fluoreszenz als De-
tektionsmethode und sind somit auch fir
den Einsatz im ,High-throughput Scree-
ning“ priadestiniert, um die Wirkung von
pharmakologisch relevanten Enzyminhibi-
toren und Aktivatoren zu untersuchen [9].

= w.nauldjacobs-university.de

- f.biedermann(djacobs-university.de

wurden.
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Verkiirzen Sexualhormone das Leben von Mannern?

Diese Frage beschiiftigte einige
koreanische Forscher so sehr,
dass sie die historischen Le-
bensdaten koreanischer Eunu-
chen genauer unter die Lupe
nahmen (K.-J. Min et al.; Curr.
Biol. 2012, 18, R792-R793). Die
Statistik zeigt, dass minnliche
Tiere und auch der Mann kiir-
zer leben als die weiblichen
Spezies. Nach einer Kastration
leben viele Tiere linger — und
auch fur Minner wird dieser Ef-
fekt diskutiert. Zur Prifung der
Wirkung einer Kastration auf
die Langlebigkeit Uberpriiften
die Forscher historische Daten
von 81 Eunuchen und ermit-
telten ein mittleres Alter von
70,0 + 1,76 Jahren. Und tatsiich-
lich, sie lebten 14,4 bis 19,1
Jahre linger als Minner in
dhnlichen Lebensumstinden.
Schlussfolgerung:  Sexualhor-
mone verkirzen das Lebens-
alter des Mannes.

Man kann sich natirlich
nun fragen, ob man in seinem

Zigarettenkippen fiir Vogel

Von Vogeln weil man, dass sie
bei Befall ihrer Nester durch
Parasiten frisches Pflanzenma-
terial beischaffen, das fliichtige
Substanzen zur Vertreibung der
Plagegeister enthilt. Nun be-
richtet das Team von Isabel
Lopez-Rull (Univ. Autonoma de
Tlaxcala, Mexiko; Biol. Lett.
2013, 9, 20120931), dass in
Stidten Vogel — Sperlinge und
Hausgimpel — ihre Nester mit
Zelluloseacetat von Zigaretten-
kippen auspolstern. Die Kip-
pen enthalten betrichtliche
Mengen Nikotin, das als Ab-
wehrstoff gegen Parasiten die-
nen konnte, produziert doch
die Tabakpflanze
selbst diese Sub-
stanz gegen
Fressfeinde. Tat-
siachlich machen
sich in Nestern,
die mit nicht ge-

IO

Eunuch der Qing Dynasty, China.

Minnerleben etwas falsch ge-
macht hat: Keine Glatze, keine
Prostatabeschwerden und -tu-
moren, etwas Fett um die Brust,
aber, wie ein Freund sagte, ,no
fun“ und mindestens zehn wei-
tere Jahre, sich Giber Verpasstes
zu drgern.

rauchten Zigarettenkippen aus-
gepolstert waren, wesentlich
Milben breit als in
Nestern, die mit nikotinhaltigen
Kippen gebaut werden. Man-
che Nester waren mit Cellulo-
seacetat aus bis zu 48 Kippen
gebaut, in anderen war das Ma-
terial nicht verwendet worden,
aber insgesamt enthielten 90%
aller Nester Nikotinkippen.

Die Urbanisation bringt es
offenbar mit sich, dass auch
Vogel verinderte Bedingungen
vorfinden,
und Verfiigbarkeit ihrer Res-
sourcen anbelangt. Die For-
scher vermuten deshalb, dass
die Tiere sich diesen neuen Ge-
gebenheiten anpassen.

mehr

was Vorkommen

= g.j.schillingfdt-online.de
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V

eingetiitet - was sind
rtige Blattsalate?

ertige Blattsalate gehoren zur
Gruppe der minimal verarbeiteten Gemu-
seprodukte, die portionsweise verpackt
und verzehrfertig auf den Markt kommen.
Eine minimale Verarbeitung umfasst typi-
scherweise Arbeitsschritte wie Sortieren®,
JPutzen®, | Schneiden“, ,Waschen“, ,Ab-
schleudern“ und ,Verpacken® (siche Abb. 1
und 2). Im Gegensatz zu konventionell ver-
arbeiteten Gemiuseprodukten wie Konser-
ven oder Tiefktihlprodukten werden mini-
mal verarbeitete Produkte weder blanchiert
noch sonst thermisch haltbar gemacht und
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Da haben wir den Salat!

Verzehrfertige Blattsalate - von der Rohware zum Produkt
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enthalten sér h lebendes, atmendes
Gewebe.

Der Verbrauch an verzehrfertigen Salat-
produkten hat sich in den letzten zehn
Jahren mehr als vervierfacht und wird
schitzungsweise noch weiter ansteigen.
Obwohl Grofsverbraucher die wichtigsten
Abnehmer verzehrfertiger Salate sind, stellen
inzwischen auch private Haushalte ein be-
deutendes Marktsegment dar. Etwa 500g
Convenience-Salat pro
Haushalt und Jahr konsumiert.

Eine der wichtigsten Triebfedern fir die
steigende Nachfrage nach verzehrfertigen Sa-
latprodukten ist der Trend zu ,Convenience®,

werden derzeit

Dr. Agnes Wei3', Sabine Wulfkihler?,

Prof. Dr. Dr. Reinhold Carle?
Prof. Dr. Herbert Schmidt'

I_ebensmittelmikrobiologie1,

Institut fur Lebensmittelwissenschaft
und Biotechnologie, Universitat Hohenheim

Lebensmittel pflanzlicher Herkunft?,
'V"':\ Z TR _Institut fur Lebensmittelwissenschaft
- uer B|otechnolog|e Universitat Hohenheim

Tiite auf, Dressing drauf und verzehren! So funktioniert
schneller Salatgenuss fiir immer mehr Konsumenten.
Doch welche MaBBnahmen trifft die Industrie, um ein
sicheres Produkt zu gewahrleisten? Und welche neuen
Ansitze werden erforscht, um dieses Ziel noch
effizienter und effektiver zu erreichen?

der fur den Verbraucher Annehmlichkeit,
Einfachheit, Komfort und Zweckmigigkeit
bedeutet. Der Bedarf an Convenience-Pro-
dukten ist unter anderem auf den gesell-
schaftlichen Wandel der letzten Jahre
zurtickzufiihren. Dieser Wandel ist durch
groere Mobilitit, Flexibilitit, Gesundheits-
bewusstsein, eine Verinderung der klas-
sischen Rollenverteilung in der Familie,
zunehmende Berufstitigkeit und vermehrte
Nahrungsaufnahme aufer Haus sowie ei-
nen steigenden Anteil an Ein- und Zwei-
personenhaushalten geprigt.

Trotz ihres Wachstumspotenzials gilt die
Branche fir verzehrfertige Salatprodukte
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Herbert Schmidt promovierte nach seinem Studium der Biologie im
Jahr 1992 an der Technischen Hochschule Darmstadt. Danach war er als
wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fir Hygiene und Mikrobiologie an
der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg tatig, wo er sich im Jahr
1998 habilitierte. Von 2002 bis 2004 war er Universitatsprofessor (C3) fir
molekulare medizinische Mikrobiologie am Institut fir Medizinische Mikro-
biologie und Hygiene, Technische Universitat Dresden und wurde im Jahr
2004 als Universitatsprofessor (C4) an die Universitat Hohenheim berufen.
Dort ist er Inhaber des Lehrstuhls Lebensmittelmikrobiologie und aktuell
geschaftsfihrender Direktor des Instituts fiir Lebensmittelwissenschaft und
Biotechnologie.

auch als krisenanfillig, da sich Hygiene-
skandale bei einzelnen Produkten schnell
auf den Absatz der gesamten Branche aus-
wirken. Beispiele hierfiir waren tiberraschend-
erweise die Verbraucherreaktion auf die
BSE-Krise um 2000 infolge des Absatzriick-
gangs der Fastfood-Ketten sowie erwar-
tungsgemifl die EHEC-Infektionen im
Frithsommer 2011, wodurch grofle wirt-
schaftliche Einbufen in der Salatbranche
entstanden sind, obwohl die Erkrankungen
im Nachhinein nicht mit Blattsalaten in
Verbindung gebracht werden konnten.

Blattsalat als Habitat -
Mikroorganismen auf Blattsalaten

Durch ihren engen Kontakt mit dem Erd-
boden sind Salate von Natur aus mit Mikro-
organismen besiedelt. Die Keimzahlen
liegen in Abhingigkeit von den Anbaube-
dingungen, der Jahreszeit und Salatsorte in
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einem weiten Bereich zwischen 10" und
107 KbE/cm?. Wihrend das Herz eines Salat-
kopfes weitgehend keimfrei ist, sind die
duBlersten Blitter eines Salatkopfes z.T.
hoch kontaminiert. Mikroorganismen kénnen
aber nicht nur tGber den Boden auf den
Salat gelangen. Der Bewisserung und
Spritzwasser sowie der organischen Din-
gung kommt eine grofle Bedeutung zu,
aber auch Insekten und Wildtiere konnen
Mikroorganismen auf die Blitter ibertragen.

Um langfristig auf den Blittern zu ver-
bleiben, scheiden Mikroorganismen extra-
zelluldre polymere Substanzen (Proteine,
Polysaccharide, Nucleinsiduren und Lipide)
ab, in deren schleimartiger Matrix sie auch
unter widrigen Umstinden berdauern
konnen. Wihrend die Bildung dieser so
genannten Biofilme auf Blattoberflichen
und die Inkorporation weiterer Mikro-
organismen in bereits bestehende Biofilme
als gesichert gelten, wird die Interaktion

einzelner Bakterienzellen mit Blattober-
flachen noch beforscht. Es wird angenom-
men, dass bei einzelnen Bakterienspezies
verschiedene Faktoren wie die Zellhydro-
phobizitit, Adhisine, Flagellen und Prote-
insekretionssysteme an dem Prozess beteiligt
sind [7]. Weiterhin wird untersucht, ob
Mikroorganismen aktiv durch Wunden
oder durch die Spaltdffnungen in die Blt-
ter eindringen konnen und in der Pflanze
persistieren konnen. Eingedrungene Mikro-
organismen konnten durch eine Oberfli-
chenbehandlung des Blattes nicht entfernt
werden.

Die Technologien, die bei der Herstel-
lung verzehrfertiger Blattsalate angewandt
werden, haben einen entscheidenden Ein-
fluss auf deren Mikrobiota. Durch das Wa-
schen und Schneiden kann es zur Kreuz-
kontamination kommen. Insbesondere
beim Schneiden kénnen Mikroorganismen
mit dem Messer von keimbelasteten Hull-
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blittern ins nahezu keimfreie Innere des
Salatkopfes gelangen. Beim Schneiden er-
geben sich durch die Schnittkanten Ein-
trittspforten fur die Mikroorganismen ins
Blatt. Austretende Pflanzensifte konnen als
Substrat fiir Mikroorganismen dienen, was
zur Wachstumsforderung beitrdgt. Durch
die Atmungsaktivitit des lebenden Gewe-
bes konnen wihrend der Lagerung anaero-
be Verhiltnisse entstehen, die zu einer Ver-
schiebung der Mikrobiota fiihren.

Der Nachweis von Mikroorganismen
auf Salat erfolgt meist kulturell. Es wird
aber angenommen, dass ein gewisser An-
teil der Mikroorganismen in einem ,viable
but not culturable“-Zustand vorliegt und so
mit den konventionellen kulturellen Ver-
fahren nicht nachgewiesen werden kann.
Abhilfe schaffen hier molekularbiologische
Verfahren wie die Real-Time PCR, die fir
den Nachweis verschiedener Pathogene
aus Blattsalaten etabliert wurden. Der
JKnackpunkt dieser Verfahren ist die Auf-
reinigung ausreichender Mengen und Qua-
litdt mikrobieller DNA.

The good, the bad and the ugly -
Verderbnis- und Krankheits-
erreger auf Blattsalaten

Auf Blattsalaten werden neben Hefen und
Schimmelpilzen hauptsichlich Bakterien
nachgewiesen. Neben fiir den Menschen
ungefihrlichen Bakterien wie Lactobacillus

Landwirtschaftliche Praxis

Unterschiedliche
Schneidtechniken

Waschwasserzusitze,
Warmwasser

Modifizierte Atrmosphire,
Verpakungsmaterialien

Einhaltung der Kiihlkette

Abb. 1 Arbeitsschritte bei der Herstellung ver-
zehrfertiger Blattsalate und aktuelle Forschungs-
ansatze zur Optimierung der Produktqualitat.

spp. und Leuconostoc spp. konnen auf Sa-
latblittern auch Verderbniserreger vorhan-
den sein. Vertreter der Genera Erwinia,
Pseudomonas und Xanthomonas konnen,
ausgehend von Wunden und Schnittstellen,
Weichfiule verursachen.

Fur die menschliche Gesundheit sind
im Zusammenhang mit Blattsalat insbeson-
dere die Spezies Escherichia coli, Listeria
monocytogenes und Pseudomonas aerugi-

nosa sowie die Genera Salmonella und
Campylobacter relevant. Die Deutschen
Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobio-
logie (DGHM) hat deshalb Richt- und
Warnwerte fiir Keimzahlen von Mischsala-
ten zum Mindesthaltbarkeitsdatum publi-
ziert (siehe Tab. 1). Dass diese Keime auch
in deutschen Handelsproben nachgewie-
sen werden konnen, zeigten Schwaiger et al.
[S]. In 201 Salatproben waren 5% der Pro-
ben positiv fiir E. coli, 61,2% fir Pseudo-
monas spp. und 0,5% fir Listeria spp. Sal-
monella spp. wurden nicht nachgewiesen.

In den Vereinigten Staaten von Amerika
wurden zwischen 1973 und 1997, 25 Aus-
briiche lebensmittelbedingter bakterieller
Erkrankungen gemeldet [6], die, mit Blatt-
gemiusen assoziiert, zu 2.078 Erkrankungen
und sechs Toten fiihrten. Die hochste Inzi-
denz hatten Salmonella spp., Shigella spp.
und E. coli O157:H7.

Salad and more - die Problematik
bei der Produktion verzehrfertiger
Blattsalate

Fur folienverpackte Rohkosterzeugnisse
wird laut der DGHM eine Mindesthaltbar-
keit von maximal sechs Tagen bei einer
Kihllagerung bei hochstens 6°C empfoh-
len [2]. Folgende Faktoren sind fir die ge-
ringe Haltbarkeit verantwortlich: Die Verar-
beitung von Salat zu verzehrfertigen
Produkten fihrt unweigerlich zur Verlet-
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Abb.2 Putzen und Entstrunken von Salaten zur Herstellung verzehrfertiger Blattsalate im Rahmen
eines Versuchs im Technikum des Lehrstuhls Lebensmittel pflanzlicher Herkunft des Instituts fur
Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie der Universitat Hohenheim

zung des Pflanzengewebes durch Schnitte
und Frakturen. Verwundungen fiithren zu
zahlreichen Wundstressreaktionen, auch in
unverletzten Gewebebereichen, z.B. die
vermehrte Synthese der Phenylalanin-Am-
monium-Lyase. Dieses Enzym ist fir den
ersten Schritt der Synthese phenolischer
Verbindungen verantwortlich und kataly-
siert die Bildung von Zimtsdure aus Phenyl-
alanin. Zimtsdure ist der Ausgangsstoff zur
Bildung phenolischer Verbindungen, die
durch pflanzeneigene Enzyme wie die Po-
lyphenoloxidase zu braunen Pigmenten
oxidieren. Durch Sauerstoffeinfluss und die

fehlende Inaktivierung pflanzeneigener
Enzyme im Produktionsprozess kommt es
somit innerhalb weniger Tage zu erheb-
lichen enzymatischen Briunungsreakti-
onen und damit zu einer Beeintrichtigung
der Verkaufsfihigkeit des Salatprodukts.
Aufgrund von Gewebeverletzungen steigt
auBerdem die Respiration des Pflanzenge-
webes stark an. Mit fortschreitender Lager-
dauer tritt dadurch ein Textur- und Wasser-
verlust ein, der mit abnehmender Knackig-
keit verbunden ist.

Der Zellsaft, der durch den Schneide-
prozess aus dem pflanzlichen Gewebe aus-

Richtwert [KbE/g] Warnwert [KbE/g]
aerobe mesophile Koloniezahl 5,0%107 -
E. coli 1,0%10? 1,0%10°
Salmonella - nicht nachweisbar in 25g
L. monocytogenes - 1,0%102

Tab.1 Richt- und Warnwerte fir Keimzahlen von Mischsalaten, modifiziert nach Deutscher Gesellschaft

flr Hygiene und Mikrobiologie (bup.//www.dghm.org).
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tritt und auch durch das Waschen nicht
komplett entfernt werden kann, stellt dari-
ber hinaus ein gutes Nihrsubstrat fiir Mi-
kroorganismen dar und beschleunigt das
mikrobielle Wachstum wiihrend der Lager-
dauer. Auch das Fehlen einer intakten Epi-
dermis an den Schnittkanten begtinstigt die
Ansiedlung von Mikroorganismen.

Simtliche Manahmen zur Verlinge-
rung der Haltbarkeit verzehrfertiger Blatt-
salate haben demnach die Minimierung der
Wundstressreaktionen sowie die Hem-
mung des mikrobiellen Wachstums zum
Ziel. Eingriffsmoglichkeiten in den Herstel-
lungsprozess bestehen dabei in erster Linie
beim Waschen der Rohware und beim Ver-
packen des Produkts. Ebenso wichtig fir
die Haltbarkeit verzehrfertiger Blattsalate
ist die Einhaltung der Kiihlkette vom Ernte-
zeitpunkt bis zum Verbraucher.

Safer salad - Technologien zur
Verbesserung der Produktqualitat

Der Erhalt des Frischezustands, der eine
thermische Behandlung der Rohwaren aus-
schlieRt, schrinkt die Manahmen zur Ver-
lingerung der Haltbarkeit verzehrfertiger
Blattsalate stark ein. Zur Erzielung qualita-
tiv hochwertiger Produkte sind deshalb be-
sonders hohe hygienische Anforderungen
an den gesamten Herstellungsprozess —
von der Primidrproduktion bis zum Ver-
braucher — nétig.

Das Prozesswasser stellt eine wesent-
liche Quelle von Kreuzkontaminationen
zwischen dufleren, stark mikrobiell bela-
steten Blittern und inneren, beinahe ste-
rilen Bereichen eines Salatkopfs dar. Da bei
der industriellen Herstellung verzehrfer-
tiger Blattsalate das Prozesswasser zum Teil
rezykliert wird, kann die mikrobielle Kon-
tamination des Waschwassers im Laufe der
Produktion ansteigen. Um dies zu verhin-
dern, kommt in vielen Lindern, beispiels-
weise in Frankreich oder den USA, Chlor
als Waschwasserzusatz zum Einsatz. Chlor
gilt derzeit als effektivstes Mittel zur Keim-
zahlreduktion von Salaten im Vergleich zu
konventionellem Waschen mit reinem Was-
ser. Allerdings konnen im Waschwasser ge-
sundheitsschidliche Nebenprodukte wie
Chloroform und andere Trihalogenmetha-
ne entstehen, wenn Chlor das organische
Material nur unvollstindig oxidiert. Ein
weiteres Problem der Verwendung von
Chlor als Waschzusatz sind die negativen
Auswirkungen auf die Umwelt. Beim Ein-
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satz von chloriertem Wasser fallen hohe
Mengen an belastetem Abwasser an, das
entsprechend aufbereitet werden muss.
Auch sind die Verbraucher gegentiber syn-
thetischen Zusitzen zunehmend kritisch
eingestellt.

In den letzten Jahrzehnten wurde eine
Vielzahl an alternativen chemischen und
physikalischen Methoden untersucht, um
die Haltbarkeit folienverpackter, verzehr-
fertiger Blattsalate zu verlingern. Gegen-
stand der Forschung sind beispielsweise
alternative Waschwasserzusitze wie orga-
nische Siduren, Wasserstoffperoxid oder
Calciumsalze. Auch in nattrlichen Zusit-
zen wie itherischen Olen, phenolischen
Pflanzenextrakten und Molkenproteinen
werden Alternativen zur Chlorierung gese-
hen [3]. Des Weiteren werden der Einsatz
von Ozon und die Anwendung von UV-C
Strahlung zur Keimzahlreduktion im Wasch-
wasser untersucht.

Anstelle des herkommlichen Messer-
schneidens werden alternative Schneide-
verfahren untersucht, die unter Verwen-
dung eines Hochdruckwasserstrahls Kreuz-
kontaminationen durch die Verletzung ste-
riler Gewebe mit der Messerklinge vermei-
den sollen.

Physikalisch ldsst sich die Haltbarkeit
von Gemise sowie von verzehrfertigen
Gemtuseprodukten wie Blattsalaten bei-
spielsweise durch die Beeinflussung der
Gasatmosphire, welche das Gut umgibt,
verlingern. Durch eine modifizierte Atmo-
sphiare mit niedrigem Sauerstoffgehalt
(~3-5%) und hohem Kohlenstoffdioxidge-
halt (~5-10%) kann die Haltbarkeit von ge-
schnittenem Salat bei strikter Einhaltung der
Kiihlkette deutlich verlingert werden [3].

Ein viel versprechender Ansatz zur Ver-
hinderung der Briunung, der bereits teil-
weise in der Industrie Einzug gefunden hat
und auch Gegenstand aktueller Forschung
ist [1, 8], ist die Anwendung einer minima-
len Hitzeeinwirkung. Hierbei wird der Salat
je nach Sensibilitit des Pflanzengewebes
fur ca. 1-2 min einem ,Hitzeschock® von
45-50°C unterzogen. Der Grund fur die
Effektivitit der Warmwasserbehandlung
hinsichtlich einer verminderten Briunung
liegt in der Beeinflussung verschiedener
beteiligter Enzyme durch den Hitzeschock.
Jede Zelle kann eine begrenzte Menge an
Protein pro Zeiteinheit synthetisieren. Wird
das pflanzliche Gewebe beispielsweise
durch Schneiden verwundet, wird ein Teil
der Produktionskapazitit fiir die Synthese
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der Phenylalanin-Ammonium-Lyase aufge-
wendet und die Synthese weiterer Proteine
entsprechend vermindert. Durch einen Hit-
zeschock wird in der Zelle die Bildung von
Hitzeschockproteinen eingeleitet und hier-
fir beinahe die komplette Produktionska-
pazitit der Zelle genutzt. Wird die Zelle
zusitzlich zum Hitzeschock verwundet,
werden dennoch vorzugsweise Hitzeschock-
proteine synthetisiert und die Bildung der
Phenylalanin-Ammonium-Lyase vernachlis-
sigt. Diese ,hierarchische“ Stressreaktion
kann zur Verminderung der enzymatischen
Briaunung, welche durch die Phenylalanin-
Ammonium-Lyase-Synthese eingeleitet wird,
genutzt werden [4].

Verzehrfertige Blattsalate -
besser als ihr Ruf!

Verzehrfertige Blattsalate sind Lebensmit-
tel, die in Zukunft sicher eine noch wich-
tigere Rolle spielen werden als heute.
Trotzdem werden sie von Konsumenten
teilweise noch mit Skepsis betrachtet. Die
derzeitige Forschung zielt darauf ab, die
Produktsicherheit weiter zu verbessern
und so eine hohe Qualitit zu gewihrlei-
sten. Dadurch soll die Verbrauchersicher-
heit erhoht werden, aber auch schon jetzt
gilt: verzehrfertige Blattsalate sind besser
als ihr Ruf!

-> agnes.weiss(duni-hohenheim.de

-> sabine.wulfkuehlerfduni-hohenheim.de
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Was steckt drin? - *
oderne DNA-Analytik zur Spefie jtimmung 4

!IJ Rainer Schubbert und Dr. Barbara Wimmer
Eurofins Medigenomix GmbH

Die Lebensmittelbranche hatschoneinige Krisenhinter sich:EHEC,Hormone und Antibiotika
im Fleisch, Dioxine in Eiern. Nun gibt es einen aktuellen Fleischskandal, der in den letzten
Tagen nicht nur die Medien in Grofibritannien und Irland beherrschte. Pferdefleisch wurde
in den verschiedensten Produkten wie Burger oder Fertig-Lasagne gefunden. Schnell
wurde klar, dass der Skandal europaweite Kreise zieht und auch Deutschland betroffen ist.
Obwohl diesmal hauptsiachlich Rindfleischprodukte betroffen sind, konnen unabsichtliche
oder absichtliche Beimischungen bis hin zur kompletten Substitution mit Produkten von
minderer Qualitit in allen Bereichen der Lebensmittelbranche auftreten. Wie kann die
Laboranalytik Industrie und Verbrauchern helfen?
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Schdden durch Fehlkennzeichnung

Ein weiteres aktuelles Beispiel sind falsch
gekennzeichnete Fischarten: bis zu 40%
waren nicht richtig etikettiert [1, 2, 3], was
neben Betrugsabsichten auch auf der
Schwierigkeit beruht, dhnliche Fischspezies
in der Produktionskette zu differenzieren.
Die Lebensmittelindustrie leidet unter dem
Imageverlust und den betrichtlichen wirt-
schaftlichen Schiden durch Riickrufaktionen
und negative Schlagzeilen. Fir den Ver-
braucher gibt es kaum Moglichkeiten, die
Richtigkeit der Kennzeichnung zu uber-
prifen. Besonders kritisch wird dies, wenn
die falsche Bezeichnung mit gesundheit-
lichen Risiken assoziiert ist wie die Konta-
mination mit toxischen oder allergieaus-
losenden Substanzen. Auch religivse oder
ethische Aspekte konnen bei Konsumenten
ein gewichtiger Aspekt sein, bestimmte
Tierarten nicht zu verzehren.

Moderne Laboranalytik kann Spuren
von unzulissigen Riickstinden nachweisen
oder auch die Echtheit eines Produkts be-
legen. DNA-Analysen kommen zum Ein-
satz, wenn es darum geht festzustellen,
welche Tier- oder Pflanzenarten in einem
Produkt enthalten sind. Der Vorteil: DNA-
Analysen konnen auf jeder Stufe vom Roh-
material zum fertigen Produkt und fur jede
Art von biologischem Material angewendet
werden. Damit stellen sie ein wichtiges
Werkzeug der Qualititskontrolle dar.

DNA-Analyik ist der Goldstandard

Der Goldstandard fir die Artenbestimmung
von Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen
ist immer noch die klassische DNA-Se-
quenzierung nach Sanger [4]. Dazu werden
in der Regel kurze DNA-Abschnitte aus
dem mitochondrialen (mt) Genom verwen-
det (z.B. Cytochrom B, Cytochromoxidase
I [5, 6). Mit universellen Primern, die spe-
ziestibergreifend an eine bestimmte DNA-
Region binden, kann eine breite Palette an
Arten detektiert werden, die beispielsweise
einer definierten evolutiven Gruppe wie
den Sidugetieren oder Knochenfischen ange-
horen. Die Methode ist zudem sehr sensitiv,
da die Kopienzahl der mtDNA die des
Kerngenoms hundert- bis
tbersteigt. Durch die geschickte Auswahl
von kurzen DNA-Fragmenten konnen
selbst Produkte, die durch diverse Verar-
beitungsprozesse wie starkes Erhitzen in

tausendfach
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hohem Maf degradierte DNA enthalten,
erfolgreich getestet werden [7]. Letztendlich
konnen selbst geringe Beimischungen einer
zweiten Spezies noch erfasst werden. Wel-
chen Anteil die jeweilige Art relativ zur Ge-
samtprobe liefert, lisst sich mit dieser Me-
thode allerdings nicht kldren. Auch komplexe
Mischungen mit mehr als zwei bis drei Spezi-
es konnen schwierig zu bestimmen sein, da
sich die Sequenzen der einzelnen Arten tiber-
lagern.

Eine zweite DNA-Methode, die Real-Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), er-
weitert das analytische Spektrum. Mit der
RT-PCR konnen auch komplexe Mischungen
auf definierte Arten Uberprift und quanti-
fiziert werden. Mittels speziesspezifischen
DNA-Primern wird in der PCR fir jede Art
ein bestimmter Genabschnitt amplifiziert.
Wihrend der PCR lagert sich ein Fluores-
zenzfarbstoff (z. B. SYBR Green) an die neu
synthetisierten  doppelstringigen DNA-
Fragmente an. Die Zunahme der Ziel-DNA
in den Zyklen geht so mit einer Zunahme
der Fluoreszenz einher. Am so genannten
,crossing point* (Cp-Wert) tbersteigt das
gemessene Signal signifikant das Hinter-
grundsignal der Fluoreszenz. Je weniger
DNA-Zyklen durchlaufen werden, um den
Cp-Wert zu erreichen, umso mehr DNA
war in der Ausgangslosung enthalten. Die
Berechnung erfolgt durch den Vergleich
mit einem DNA-Standard mit bekannter
Konzentration, der bei jeder Reaktion mit-
gemessen wird. Durch die Kombination
verschiedener speziesspezifischer Primer-
paare konnen so mehrere Arten auf einmal
detektiert und quantifiziert werden. Zum
Beispiel ldsst sich damit in einem Hack-
fleischgericht feststellen, ob Pferd, Rind,
Schwein, Schaf oder Huhn enthalten sind
und zu welchen ungefihren Anteilen. Das
Testsystem ist flexibel erweiterbar und
kann fir weite Bereiche angewendet wer-
den. Im Vergleich zur Sequenzierung ist
diese Methode noch deutlich sensitiver, er-
fordert jedoch eine genaue Vorauswahl der
zu testenden Arten. Fir die Quantifizierung
der jeweiligen Anteile im Lebensmittel sind
sehr sorgfiltige Eichreihen notwendig, um
die Zuverlissigkeit der Messungen zu ge-
wihrleisten. Eine noch hohere Spezifitit
erreicht man durch die Verwendung von
Primer/Probe-Verfahren. Hier wird statt des
Fluoreszenzfarbstoffs, der allgemein an
doppelstringige DNA bindet, eine artspezi-
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Veterinarmedizin an der Justus-Liebig-Univer-
sitat Gieflen und promovierte 1995 an der Uni-
versitat Koln im Fach Molekularbiologie. Er ist
seit 1998 technischer Leiter des Labors fir an-
gewandte DNA-Analytik der Eurofins Medige-
nomix GmbH und ..Head of Operational Excel-
lence”. Er hat mehr als 15 Jahre Erfahrung in
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im Saugerorganismus.

fische DNA-Sonde (Probe) an den DNA-
Strang angelagert, die fluoreszenz-markiert
ist. In der Verlingerungsphase der PCR
wird die Probe abgespalten und die Fluo-
reszenz steigt an.

Proteinanalytik und
genetischer Fingerabdruck

Mit der Analyse von repetitiven genetischen
Elementen, den Short Tandem Repeats
(STR-Marker, Fragment-Lingenanalyse), kann
bei ausreichender DNA-Qualitit sogar ein
individuelles DNA-Profil von einem Lebe-
wesen erstellt werden. Der DNA-Fingerab-
druck, der in der DNA-Forensik spektaku-
lire polizeiliche Ermittlungserfolge erlaubt,
kann auch in der Qualititskontrolle der
Lebensmittelproduktion eingesetzt werden.
Beispiele sind der Nachweis der Erzeugung
von Formfleisch, in dem dann mehrere in-
dividuelle Schweine nachgewiesen werden,
oder das stichprobenartige Testen der
Zuverlissigkeit von Nachverfolgbarkeits-
systemen in der Tierproduktion — vom Stall
bis in den Supermarkt.

Neben DNA-Methoden konnen auch
proteinbasierte Methoden wie ELISA-Tests
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
zur Speziesbestimmung herangezogen wer-
den. Hierbei handelt es sich um ein anti-
korperbasiertes  Nachweisverfahren.
spezifischer Antikorper bindet dabei an die
nachzuweisende Substanz, das Antigen. Ein
zweiter Antikorper, der an ein Enzym ge-

Ein
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koppelt ist, fihrt zu einer Farbreaktion.
ELISA-Tests sind schnell und preisgiinstig,
konnen aber eventuell nicht fiir jede Art
von Probe angewendet werden.

Ausblick und Fazit

Die hochparallele DNA-Sequenzierung bis
hin zur Einzelmolekilsequenzierung haben
sich in den Laboren von Forschung, Indus-
trie und Dienstleistern bereits etabliert. Das
Next-Generation-Sequencing lisst sich auch
zum sensitiven Nachweis von Lebensmittel-
verfilschungen einsetzen. Die kosteneffi-
ziente Etablierung dieser brandneuen
Analytik, die in einem Experiment bereits
Terabytes an Daten erzeugt, steht aber
noch aus. Auch Hochdurchsatzplattformen
zur Analytik von Single Nucleotide Poly-
morphisms (SNPs) eignen sich fir den
Speziesnachweis.

Die moderne DNA-Analytik hilt ein
breites Spektrum fir den Nachweis von
Tier- und Pflanzenarten auch in prozessier-
ten Lebensmitteln bereit. Die Methoden
finden dariiber hinaus Anwendung beim
Nachweis von meist mikrobiellen Patho-
genen wie E.coli (EHEC). Vorteile der DNA-
Analytik sind die hohe Geschwindigkeit
und die Spezifitit bis hin zur Erkennung
der genetisch determinierten Pathogenitit
und sogar Resistenz. Der Werkzeugkasten
fur die Erkennung von Lebensmittelverfil-
schungen fir die Qualititssicherung und
Kontrolle bei der Lebensmittelerzeugung
ist somit gut gefullt.

-> rainerschubbertfdeurofins.com
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Phenylbutazon ist ein Pyrrazolonderi-
vat mit schmerzlindernden, entziin-
dungshemmenden und fiebersenken-
den Eigenschaften. Die Substanz gilt in
der Humanmedizin als Ersatzpriparat,
wenn andere Medikamente nicht aus-
reichend wirken. Wegen der schweren
Nebenwirkungen wie Schidigungen
des Magen-DarmTraktes (Blutungen),
Storungen der Blutbildung und Beein-
trachtigung der Nierenfunktion wird es
daher lediglich zur akuten Schmerzthe-
rapie bei Rheumaschiiben und ver-
wandten Erkrankungen eingesetzt. Das
Priparat bindet stark an Plasmaprotei-
ne (>95%), was die hohe Verweildauer
im Korper erklirt.

Phenylbutazon ist als Tierarzneimit-
tel in verschiedenen Darreichungs-
formen im Handel und wird hiufig
auch in Klein- und Groftierpraxen
(Hunde, Katzen und Pferde: Entziin-
dungen des Bewegungsapparates) ein-
gesetzt. In der EU ist die Verwendung
bei Tieren, die fiir Lebensmittel ver-
wendet werden (d. h. Nutztier-Pferd®),
verboten.

Bei Pferden wird Phenylbutazon als
Medikament, aber leider auch als Do-
pingmittel missbraucht, denn es wirkt
schmerzlindernd und setzt dadurch die
Hemmschwelle zu Hochstleistungen
herab. Auferdem konnen vor Wett-
kimpfen gesundheitliche Probleme
schneller behoben werden.

Im Pferdesport wurde das Mittel
schon in den 1990er- Jahren verboten,
aber 2009 von der EFI (Fédération
Equestre Intenationale) wieder erlaubt.
In der fur 2013 herausgegebenen Liste
der FEI wird Phenylbutazon lediglich
als ,controlled substance® (leistungsfor-
dernd, d.h. wihrend des Wettkampfes
verboten) und nicht als ,banned sub-
stance“ (keine legitime tiermedizinische
Anwendung und/oder hohes Miss-
brauchspotential) gefiihrt.
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Dopingmittel in Pferdefleisch
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Darmstéidter Echo vom 14.02.2013

,Dopingmittel in Pferdefleisch* - das
war die Schlagzeile, mit der der jlingste
Pferdefleischskandal noch zusatzlichen
Auftrieb erhielt. In einigen geschlachte-
ten Tieren wurden Rickstande des Arz-
neimittels Phenylbutazon nachgewiesen
und so Verbraucher und Behdrden in
weiteren Aufruhr versetzt.
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im Durchschnitt rund 8,5 Gramm Fett pro
100 Gramm Fleisch aufweist, sind es beim
Pferd nur rund 2,7 Gramm. Die Zusam-
mensetzung des Fetts ist beim Pferd ernih-
rungsphysiologisch giinstiger: Pferdefleisch
enthilt deutlich weniger gesittigte Fettsdu-
ren als Rindfleisch (Rind: 3,7 Gramm pro
100 Gramm Fleisch, Pferd: 1 Gramm pro
100 Gramm). Hingegen enthilt Pferde-
fleisch mehr ungesittigte Fettsduren (Pferd:
570 Milligramm pro 100 Gramm, Rind: 395
Milligramm pro 100 Gramm).

Quelle: www.mri.bund.de b .

Huhner

Rund 60 Kilogramm Fleisch verzehrt jeder Deutsche pro Jahr im Schnitt - und damit
doppelt so viel wie die Menschen in Schwellen- und Entwicklungsliandern. Auf ein ganzes
Leben gesehen kommen so pro Bundeshiirger 1094 Tiere zusammen.

Quelle: Fleischatlas 2013
Der FLEISCHATLAS ist ein Kooperationsprojekt von Heinrich-Boll-Stiftung,
Bund fiir Umwelt- und Naturschutz und Le Monde diplomatique.
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Ahnlich wie die im Beitrag in labor&more 6, 2012, S. 38-40, beschriebene
mikrobiologische Vitaminanalytik reicht auch die enzymatische Unter-
suchung von Lebensmitteln bis weit in das vergangene Jahrhundert
zuriick. Die vielfaltigen Methoden zur Bestimmung von Zuckern, Sauren
und anderen Metaboliten wie Ethanol gehoren bis heute zum Grund-
repertoire jedes lebensmittelchemischen Labors. Traditionell basierte
die Analytik dabei auf Einzelmessungen, die in Kiivetten durchgefiihrt
wurden. Durch die Einfithrung der Mikrotiterplatte lasst sich nun auch
die Enzymatik in der Handhabung vereinfachen und wirtschaftlicher

gestalten.

Unter dem Begriff ,Zucker* werden im
Rahmen der Lebensmittelinformationsver-
ordnung (EU) Nr. 1169/2011 alle Mono-
und Disaccharide, ausgenommen mehrwer-
tige Alkohole, zusammengefasst. Abseits
dieser Definition ist es auch bei Oligosac-
chariden wie der aus Saccharose und
Galaktose zusammengesetzten Raffinose
durchaus tblich, von Mehrfachzuckern zu
sprechen. Der bekannten Vielzahl von Zu-
ckern standen in der Geschichte der Lebens-
mittelchemie jedoch lange Zeit nur unspezi-
fische Analysenmethoden gegentiber.

So war die analytisch relevante Eigen-
schaft von Zuckern ihre Fihigkeit, Schwer-
metalle wie z.B. Kupfer zu reduzieren.
Erstmals veroffentlichte Hermann Christian
von Fehling auf dieser Grundlage Mitte des
19. Jahrhunderts eine Methode zur Quanti-
fizierung von Zucker im Harn [1]. Einer
blau gefirbten Kupfer-Tartrat-Komplex-
l6sung wurde die zu untersuchende Probe
zugesetzt. Kam es beim Erhitzen zur Re-
duktion der Kupfer(ID-Ionen zu Kupfer(D)-
Tonen, erfolgten ein Farbumschlag und die
Ausfillung in Form von rotbraunem Nieder-
schlag.

Auf einem idhnlichen Prinzip basiert die
Zuckerbestimmung nach Luff-Schoorl, wobei
der nach der Reduktion im Ansatz verblei-
bende Uberschuss an nicht reduzierten
Kupfer(ID-Ionen
wird [2]. Von der verbrauchten Kupfer-
menge konnte so zwar auf die Menge des
an der Reaktion beteiligten reduzierenden
Zuckers geschlossen werden. Da jedoch

iodometrisch bestimmt
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kein linearer Zusammenhang bestand, war
es sowohl bei Luff-Schoorl als auch bei
Fehling notig, den Zuckergehalt aus einer
empirisch aufgenommenen Wertetabelle
abzulesen.

Die genannten Methoden erfassten alle
reduzierenden (also eine Halbacetalstruk-
tur enthaltenden) Zucker. Als nicht redu-
zierender Stoff lieR sich hingegen z.B. Sac-
charose nicht direkt nachweisen, sondern
musste vorab durch Sidurehydrolyse in die
reduzierenden Monosaccharide Glukose
und Fruktose gespalten werden.

Siifles oder Saures?
Eine Frage fiir die Enzymatik

In der Routineanalytik wurden die aufwin-
digen und unspezifischen reduktometri-
schen Verfahren schliefflich von enzy-
matischen Methoden verdringt, die dartiber
hinaus eine lineare Quantifizierung erlauben.
Mittels spezifischer Enzyme ist es nicht nur
moglich, die verschiedenen Zuckerarten
getrennt zu bestimmen, sondern auch eine
Vielzahl verschiedener organischer Siuren
und anderer Metabolite. Ahnlich wie die
mikrobiologische Vitaminanalytik (siehe
1&m 2012, 6) reicht auch die enzymatische
Untersuchung bis weit in das vergangene
Jahrhundert zurtick. Eine entsprechende
Methode zur Bestimmung von Glukose
und Fruktose war z. B. bereits 1961 be-
kannt [3]. Die Spannweite der enzy-
matischen Verfahren ist enorm: Sie reicht
vom Allerweltszucker Saccharose tiber Lak-
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Stabilitatsprifungen

Your Approach to Quality.

lhre Stabilitdtsstudie fihren wir von A bis Z durch.
Wir lagern die Proben nach dem gemeinsam er-
stellten Protokoll in qualifizierten Klimakammern ge-
méss ICH-Richtlinien. Zu den vorgeschriebenen
Zeitpunkten entnehmen wir die entsprechenden Mu-
ster und analysieren die stabilitdtsrelevanten Para-
meter. lhre Analysenresultate erhalten Sie in einem
defaillierten Prifbericht und in einer tabellarischen
Ubersicht. Auf Wunsch erstellen wir den Stabilitéts-
bericht nach Abschluss der Studie. Damit erfillen
Sie eine wichtige Voraussetzung fir die erfolgreiche
Registrierung und Zulassung lhrer Produkte.
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Tobias Hein hat an der Staatlichen Studien-

akademie Riesa Biotechnologie studiert. Nach
Abschluss als Dipl.-Ing. (BA] arbeitete er fiir ein
Unternehmen mit Schwerpunkt auf der Pro-
duktion molekularbiologischer Schnellnach-
weise fUr die Lebensmittelindustrie. Seit 2010
ist er im ifp Institut flr Produktqualitat verant-
wortlich fir Marketing und Vertrieb und betreut
die international agierenden Vertriebspartner
des Unternehmens. Der Fokus des ifp liegt so-
wohl auf der Dienstleistungsanalytik fur die
Lebensmittelbranche als auch auf der Ent-
wicklung und Produktion von Bioassays und
Testkits.

tose und Sulfit, beides Ausloser von Nah-
rungsmittelunvertraglichkeiten, bis hin zu
nicht nur in der Getrinkeindustrie weit ver-
breiteten Substanzen wie Ethanol und Ci-

tronensdure. Nebenbei schliefst die Enzy-
matik auch noch Licke der
Vitaminanalytik: Sie ermoglicht den Nach-
weis von Ascorbinsidure (Vitamin C), dem
einzigen wasserloslichen Vitamin, das sich
nicht mikrobiologisch bestimmen lisst.

Durch die auBerordentliche Selektivitit
der Enzyme sind die Verfahren hochspe-
zifisch und gestatten eine sehr sensitive
Bestimmung des Analyten. Enzymatische
Tests haben daher in der Lebensmittel-
chemie bis heute einen festen Platz. Allen
Methoden gemein ist die Verwendung spe-
zieller Enzyme, die die zu bestimmende
Substanz spalten und/oder an Redoxreak-
tionen beteiligt sind, in deren Folge die
eigentliche Messgrofie entsteht. Diese be-
wirkt schlieSlich einen Farbumschlag oder
eine Verinderung des Absorptionsverhal-
tens im ultravioletten Bereich.

eine

Klassisch mit Kiivette

Die Enzymatik ist seit Langem Bestandteil
offizieller Methodensammlungen. So stam-
men bspw. die in der Amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach §64 LF-
GB beschriebenen Verfahren zur Bestim-
mung von Laktose bzw. Saccharose in Flei-
scherzeugnissen aus dem Jahr 1983 [4, 5].
Entsprechende kommerzielle Kits fur die
Routineanalytik von Lebensmitteln basieren
auf einem seit Jahrzehnten unverinderten
Prinzip, bei dem Einzelmessungen nach-
einander in Kuvetten durchgefiihrt werden.

Auch wenn den verschiedenen Metho-
den unterschiedliche Reaktionsmechanis-
men zu Grunde liegen, lisst sich das Grund-
prinzip an der Bestimmung von Laktose/
Galaktose veranschaulichen:

Es werden fiir jede Probe zwei Ansitze
durchgefiihrt: Im einen (griin) wird nur die

Gesamtgalaktose
(1) Laktose + H:O

Messung E1 bei 340 nm

-Galaktosid
PGalskiusidase b Galakdose + D-Glukose

B-Galaktose-
Dehydrogenase

D-Galaktonsaure + NADH + H*

(2) D-Galaktose + NAD™

Messung E2 bei 340 nm

Grundprinzip der Enzymatik am Beispiel der Bestimmung von Laktose und Galaktose
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freie Galaktose in der Probe bestimmt, im
anderen (blau) wird zuvor die Laktose mit
B-Galaktosidase verdaut, um zusitzlich zur
freien auch die in der Laktose gebundene
Galaktose zu erfassen.

Jeweils vor und nach der Reaktion (2)
erfolgt die fotometrische Messung. Das ge-
bildete NADH lisst sich so tiber die Zunah-
me der Extinktion (AE = E2 — E1 — AE des
Leerwertes) bestimmen und ist der Galak-
tosekonzentration direkt proportional. Tra-
ditionell wird unter Berlcksichtigung des
Reaktions- und Probenvolumens, der mo-
laren Masse des Analyten, des spezifischen
Extinktionskoeffizienten und der Kivetten-
schichtdicke auf den Galaktosegehalt in
g/100g umgerechnet. Aus der Differenz
beider Ansitze wird auf die gebundene
Galaktose geschlossen und von dieser auf
Laktose umgerechnet.

Da fir jede Probe eine neue Kivette
und zusitzlich ein Spatel bendtigt wird, mit
dem der Reaktionsansatz durch Rihren
von Hand gemischt werden muss, ist diese
Verfahrensweise besonders bei mittleren
bis hohen Probenzahlen sehr arbeitsauf-
windig und mit hohem Materialverbrauch
verbunden.

Hinzu kommt, dass vor der ersten Mes-
sung die Reaktionsansitze in allen Kiivetten
mit Wasser auf ein einheitliches Volumen
eingestellt werden miussen. Konkret be-
deutet das: Die Pipette muss je nach Kivet-
teninhalt beim selben Pipettierschritt mehr-
fach umgestellt werden, z.B. von xml fir
den Laktose-Leerwert auf x—0,1ml fir die
Laktoseprobe, auf x+0,05ml fir den Ga-
laktose-Leerwert und auf x—0,05ml fiir die
Galaktose-Probe.

Kiivetten gehdren
der Vergangenheit an

Wie bereits bei der Vitaminanalytik zeigte
sich also auch in der Enzymatik Bedarf an
einem Kitformat, das die bewihrten Me-
thoden in die Mikrotiterplatte ibertrigt. So
begann das ifp im Jahr 2011 mit der Arbeit
an der neuen Produktlinie EnzymeFast®,
die speziell fir die Durchfihrung in der
Mikrotiterplatte entwickelt wurde.

Die Mikrotiterplatte ist bereits in allen Test-
Kits enthalten. Der Zukauf von Einmal-
kiivetten eriibrigt sich damit, und auch der
Ruhrspatel hat ausgedient — anstatt nach
jedem Pipettierschritt der Reihe nach alle
Proben von Hand umzurihren, wird der

lthor&more 2,13



Laborinterne Vergleichsprazision:

Laktosegehalte verschiedener Lebensmittelmatrices

Probe Kiivettenmethode EnzymeFast®
Mittelwert VK Mittelwert VK
[g/100g (mU)] [%] [g/100g (mU)] [%]
8,61+0,10 8,64+0,16

Vollmilchschokolade [n:1; 118 ln=15:] 1,80
2824022 2.83+0.10

Jogurt mild, 3,5% Fett oo 7.76 * 344
(n=5) (n=5)
1,06+ 004 107+ 004

Butterkeks SOED 383 s ED 3,68
(n=6) (n=6)

Tab.1 Laborinterne Vergleichsprazision: Laktosegehalte verschiedener Lebensmittelmatrices

Reaktionsansatz direkt beim Pipettieren durch
einfaches Auf- und Abziehen mit der Pipetten-
spitze gemischt. Die Pipettiervolumina sind au-
Berdem fiir Leerwerte, Standards, Kontrollen und
Proben stets einheitlich.

Analytisch unterscheidet sich das Mikro-
titerplatten-Kit durch die Quantifizierung mittels
eines im Kit enthaltenen Standards. Anhand der
ermittelten Kalibriergeraden und des Probenver-
dinnungsfaktors F ldsst sich die Konzentration
des Analyten in der Probe wie folgt berechnen:

Galaktosegehalt [g/100 g (mD] =
(AE-Probe - y-Achsenabschnitt) xF

Steigung x Probeneinwaage [g(mD]

Die Extinktion wird bei allen Proben parallel im
UV/Vis-Mikrotiterplattenfotometer ~ (ELISA-Rea-
der) gemessen, je nach Parameter bei 340—570 nm.
Fur die Auswertung werden die exportierten
Rohdaten einfach tiber Excel in die Auswertevor-
lage kopiert, wo das Endergebnis nach Eingabe
von Verdinnungsfaktor und Einwaage automa-
tisch berechnet wird.

Liegen bereits umfangreiche Erfahrungen mit ei-
ner grofderen Anzahl von Kalibrierungen vor, kann
in der Gleichung auch der Mittelwert der Stei-
gungen oder alternativ die auf dem Quality Assu-
rance Certificate angegebene Steigung verwendet
werden. In diesem Fall entfillt die Kalibrierung.
Zur Uberpriifung der so berechneten Werte sollte
stets die Kontrolllosung mitgefiihrt werden, die
ebenfalls im Kit enthalten ist.

Die Vergleichbarkeit der mit herkdmmlichen
Kuvettenkits und den enzymatischen Test-Kits er-
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mittelten Ergebnisse konnte in umfangreichen
Validierungen gezeigt werden. Ein Auszug der
Daten ist Tabelle 1 zu entnehmen.

Ausblick

Die anfangs erhiltlichen Methoden, die weltweit
uber eine exklusive Kooperation zwischen
Romer Labs und ifp vertrieben werden, umfas-
sen das ganze Spektrum der Zuckeranalytik:
Laktose/D-Galaktose,Laktose/D-Glukose, Saccha-
rose/D-Glukose/D-Fruktose, Saccharose/ D-Glu-
kose, D-Glukose/D-Fruktose, Raffinose/D-Galak-
tose, Maltose/Saccharose/D-Glukose. Weitere Pa-
rameter wie Ethanol, D-Sorbit/Xylit und ver-
schiedene organische Siuren sind in der Ent-
wicklung.

- heinfdproduktqualitaet.com
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VORAUS!

Der neue Termin
steht fest

Die Ausstelleranmeldung
ist ab sofort méglich

Der Pharmaprozess

e Herstellung & Verarbeitung

* Verpackung & Logistik

e Analytik & Qualitatssicherung
® Richtlinien & Regelwerke

www.vision-pharma.de

LOUNGES 2014

Das reine Prozessumfeld

e Reinraum- & Gebaudetechnik

¢ Bekleidung &
Verbrauchsmaterialien

¢ Hygiene & Reinigung
* Wasser & Reinstmedien
® Materialien & Oberflachen

www.new-lounges.de



Nirnberg, Germany 23.-25.4.2013

Internationale Fachmesse fiir Life Science Prozesstechnologien
Pharma — Food — Cosmetics

PHARMA.
MANUFACTURING.
EXCELLENCE.

technopharm.de

IM FOKUS IM VERBUND MIT IDEELLER TRAGER

CLEANROOM ) E POWTECH 2013 APV NURNBER /n ESSE

The Gateway to China’s Process
Industry (13 — 16 May 2013)

- Focus on China’s National Core
Industries

- High Visibility and Internationality
- Meet Experts and Decision Makers

- Strong Supporting Network
Satellite Symposia on Focal Topics
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CryoMill - die neue Generation fiir die Kryogen-

vermahlung Fiir die kryogene Vermahlung von Proben, die sich nicht bei
Raumtemperatur zerkleinern lassen, ist die RETSCH CryoMill das ideale Gerit. Ein integ-
riertes Kithlsystem gewihrleistet, dass der Mahlbecher vor und wihrend der Zerkleinerung
kontinuierlich mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wird. Dadurch wird die Probe versprodet
und leichtfliichtige Bestandteile bleiben erhalten. Das Autofill-Systems sorgt fiir die auto-
matische Dosierung des fliissigen Stickstoffs, mit dem der Anwender zu keinem Zeitpunkt
in direkten Kontakt kommt, was die Bedienung der Miihle besonders sicher macht. Die
neue Generation der CryoMill erzielt deutlich verbesserte Endfeinheiten dank der erhdhten
Schwingfrequenz von 30 Hz.

www.retsch.de/cryomill

Partnering
‘i

Join the network involving

Conference

Neue vielseitige ORCA-Flash4.0 V2 sCMOS-

Kamera von Hamamatsu Photonics ramamatsu Photonics
stellt seine neue ORCA-Flash4.0 V2 vor. Eine 4-Megapixel Kamera mit scientific CMOS-
Sensor, die viele neue Funktionen wie zwei Scan-Geschwindigkeiten, einen Auslesemodus
fiir light-sheet-Mikroskopie sowie USB3.0 und CameraLink-Schnittstellen bietet, ertffnen
Flexibilitit bei Mikroskopieanwendungen. Die ORCA-Flash4.0 V2 eignet sich hervorragend
fiir Anwendungen wie Super-Resolution-Mikroskopie, TIRF-Mikroskopie, Ratio-Imaging,
Light-Sheet-Mikroskopie, FRET, Hochgeschwindigkeits-Kalzium-Ionen-Visualisierung,
Echtzeit-konfokal Mikroskopie und andere Anwendungen.

www.hamamatsu.com

Asia’s largest

BlOtech 2013
@ Japan

Academics, Biotech and Pharma Companies .
[ W——
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| CONFERENCE |
Dates May 8iwea —1 O[Fl'i], 2013 ?12:;223303:2'%::)!10;
Venue | Tokyo Big Sight, Japan

Organised by | Reed Exhibitions Japan Ltd.

Asia's LARGEST with 600* exhibitors

Total 250* presentations

(*expected)

Participate in this big event, where new business and innovation are born!
>>> Request FREE Invitation Tickets at www.bio-t.jp/en/

Organised by

@ Reed Exhibitions

BlOtech 2013 in Japan Show Management, Reed Exhibitions Japan Ltd.
18F Shinjuku-Nomura BIdg., 1-26-2 Nishishinjuku, Shinjuku-ku, Tokyo 163-0570, JAPAN ~ TEL: +81-3-3349-8518 FAX: +81-3-3349-8530 E-mail: visitor-eng.bio@reedexpo.co.jp



Mafigeschneidert fur Antikorper Tosoh Bioscience erweitert die bekannte TSKgel SW-Serie
analytischer Gelfiltrationssdulen durch Spezialsdulen fiir die Antikérperanalytik. In der biopharmazeutischen Industrie
ist bislang TSKgel G3000 SWXL die Standardsiule fiir die Analyse des Aggregatanteils von monoklonalen Antikorpern.
Im Vergleich zu dieser Standardsiule ist TSKgel SuperSW mAb HR bei gleichen Dimensionen mit kleineren Partikeln
gefiillt und liefert eine hohere Auflosung zwischen Antikorpermonomer, -fragmenten und -aggregaten. TSKgel SuperSW
mAb HTP wurde fiir schnellere mAb Analysen entwickelt. Dimensionen und Hardware der Saulen sind optimiert fiir die
Verwendung in UHPLC Systemen. Die Analysenzeit kann so im Vergleich zur Standardanalytik halbiert werden.

Neuvorstellung

www.tskgel.com

PAL RTC - Intelligente Probenvorbereitung

Der neue PAL RTC mit ,Robotic Tool Change*
von CTC Analytics ist eine Roboterplattform,
entwickelt fur eine effiziente automatisierte
Probenvorbereitung. Der neuartige Werkzeug-
wechsler (Tool Changer) erhoht die Produkti-
vitit und erweitert das analytische Anwen-
dungsfeld durch den Einsatz von bis zu sechs
verschiedenen Spritzentypen in einem ein-
zigen Zyklus. Der Autosampler wechselt dabei
zwischen Flussiginjektion, Headspace- und
SPME/SPDE-Methoden innerhalb einer Proben-

213 labor&more

liste und ohne manuelle Eingriffe in weniger
als 30 Sekunden. Der optionale Vortex-Mixer
und die Vielzahl verschiedener Spritzen sind
Turoffner zu Threr automatisierten Probenvor-
bereitung. Als autorisierter VAR Partner (Value
Added Reseller) von CTC Analytics, bietet
CHROMTECH Thnen kompetente Losungen
sowie Service und Support fiir den neuen PAL
RTC an.

—> www.chromtech.de
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Die erste Adresse flr
Titration

TitroLine® 7750
Der neue Universalist unter den Titratoren

- \ereint die Eigenschaften der Titratoren
TitroLine® 7000 und TitroLine® 7500 KF

. Mit Standardmethoden fir potentio-
metrische sowie Karl Fischer-Anwen-
dungen

TitroLine® 7750
mit Zubehor fir
die KF-Titration

S| Analytics
a xylem brand

www.si-analytics.com
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Optimaler Schutz beim Sammeln von Fliissig-
abféllen in Labor und Technikum. wit den weltweit einzigar-

tigen S.CA.T. Sicherheitstrichtern sammeln Sie fliissige Abfille auf die einfachste und si-
cherste Weise. Dank des cleveren Konzepts kénnen Sie unbesorgt entsorgen. Nimmt Arbeit
ab, denkt mit und verringert die Unfallgefahren: Das Schmutzsieb fingt Riihrstibchen
und grobe Verunreinigungen auf, der Spritzschutz garantiert gleichmagigen Abfluss ohne
Spritzer. Das Austreten von Gasen wird durch das selbstschliefSende Kugelventil gestoppt.
Kanister aus elektrisch leitfihigem PE-HD und Erdungsanschluss verhindern auflerdem
statische Aufladungen und schliefen Ziindgefahren aus. Statt Edelstahl erleidet das
Material zudem keinerlei Korrosion durch Sduren oder Laugen.

www.scat-europe.com

Automatisierte Mikrowellen-LaborsystemeLiber-
ty fiir die schnelle Peptidsynthese mittels SPPS

Die weltweit einzigen automatischen Peptidsynthesizer mit Mikrowellenaktivierung Li-
berty 1 und Liberty 12 vermégen Peptide viel schneller und reiner als mit konventionellen
Peptidsynthesizern herzustellen. Dartiber hinaus konnen sehr schwierige und sehr lange
Sequenzen von bis zu 100 mer mit Hilfe der Mikrowellenaktivierung dargestellt werden.
Nur die Liberty Mikrowellen-Peptidsynthesizer ermdglichen den patentierten Einsatz der
Mikrowellenaktivierung bei der Kopplung und Entschiitzung. Der Lieferumfang des Li-
berty Synthesizers enthilt ein Zertifikat zur Nutzung dieser Patente fiir die Peptidsynthese.
Zusitzlich kann ein neues UV-Monitoring Kit kann bei allen Liberty 12 und Liberty 1
Mikrowellen-Peptid-Synthesizern eingesetzt werden. www.cem.de

Perfekte und bezahlbare Automatisierung.

Der PIRO® kombiniert komfortable Bedienbarkeit mit maximaler Pipettier-Perfor-
mance — egal, ob es sich um einen einfachen Probentransfer oder ein komplexes
Pipettierprotokoll handelt. Jeder Anwender kommt in wenigen Minuten zum Erfolg.
Der PIRO® bietet mit hichster Prizision den optimalen Weg zur Standardisierung Threr
Experimente. Unterschiedliche Platten- bzw. Gefif¥formate konnen verwendet werden
und machen den PIRO® zum universellen Helfer im Labor. Austauschbare Pipettier-
kopfe (Vol.-Bereich: 0,5—1000 ), Level sensing und das intelligente Pipettiertracking
machen den PIRO® hochflexibel, prizise und sicher.

www.labortechnik.com
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PLT unit - Pipetten-Dichtheitspriifgerat! Stellt
kleinste Lecks innerhalb Sekunden fest! Lufipolster

pipetten miissen im Rahmen der Priifmitteliiberwachung gemif ISO 8655 in regel-
mifSigen Abstinden kalibriert werden. Kalibrierzertifikate geben jedoch nur die Ergebnisse
zum Priifzeitpunkt wieder. Kritisch sind die Zeitrdume zwischen diesen Kalibrierungen, da
Undichtigkeiten zu jedem Zeitpunkt auftreten kdnnen. Weit tiber 80% der zur Reparatur
eingesandten Pipetten sind undicht und liegen auflerhalb der Volumentoleranz, obwohl
sie nicht tropfen. Die tdgliche Kontrolle der Pipette mit der PLT unit sichert diese Phasen
ab. Kleinste Undichtigkeiten werden erfasst! Diese entstehen durch Beschidigungen an der
Dichtung, Kolben oder Spitzenaufnahmekonus.

www.brand.de

lthor&more 213



MESSEN
REGELN
UBERWACHEN

JUCHHEIM

e [SOLINGEN

GmbH & Co. KG

PRAZISE & SICHER, BEWAHRTE TECHNIK, NEU VERPACKT

Labor-Temperaturregler LTR 3500-S
e |st- und Sollwert dauerhaft sichtbar

« selbstoptimierend

¢ Preiswert und platzsparend

¢ hohe Anzeige- und Regelgenauigkeit

* komfortabel und einfachste Bedienung!

e Type LTR 3500 ohne 2. Regler

Postfach 100708 « D-42607 Solingen
Tel. 0212 / 814045 « Fax 815500
www.juchheim-solingen.de
info@heju.de

Kompressor

Neue Olfreie Drucklufteinheit

Labore sind heutzutage mit einer
Vielzahl von Messgeriten, Werk-
zeugen und Instrumenten ausge-
stattet. Sie dienen unter anderem
fir medizinische Untersuchungen,
Experimente und Qualititskon-
trollen. Viele der Anwendungen
benotigen qualitativ hochwertige
olfreie Druckluft. Die Kompres-
soreinheit SICOLAB (,Silent Com-
pressor for Laboratories) von
Dirr Technik ist dafiir besonders
geeignet. Labore und Einrich-
tungen verfigen nicht immer
uber einen separaten Kompres-
sorraum. Erfolgt die Aufstellung
eines Kompressors in unmittel-
barer Nihe des Arbeitsplatzes,
werden besonders gerduscharme
und kompakte Gerite benoétigt.
Ein lauter Kompressor stort bei
der Arbeit, ein grofer Kompres-
sor belegt wertvollen Platz. Die
olfreie Kompressoreinheit SICO-

213 labor&more

LAB bietet hier die Losung, denn
das Gerit ist speziell schallge-
diammt und vibrationsarm. Durch
seine kompakten Abmessungen
kann es direkt unter den Labor-
tisch gestellt werden. Die mobile
Einheit mit Ridern und Tragegrif-
fen ist mihelos auch an weiteren
Arbeitsplitzen einsetzbar.

= www.duerr-technik.com

Assistent®Mini-Zentrifuge Sprout® spell fir kurzzitiges
Zentrifugieren von Reaktionsgefdflen. Neue, modernisierte Ausfiihrung! Diese hand-
liche Mini-Zentrifuge ist hervorragend geeignet zum kurzzeitigen Zentrifugieren von
micro Zell-Separationen und HPLC-Proben. Mit Funktionstaste. Ergonomisch gestaltete
Abdeckung mit integrierter Start/Stopp-Funktion fiir einhandiges Bedienen. Schnell be-
schleunigender Motor bis zu 6000 U/min (2000 x g). Zur Sicherheit startet der Motor
nicht, wenn der Deckel nicht geschlossen ist. Markanteste Anderung gegeniiber dem Vor-
ganger-Modell: Der Rotorenwechsel wird durch einen Klickverschluss (Schnappverschluss)
wesentlich vereinfacht. Es wird kein Inbusschliissel mehr benétigt. Die gesamte Assistent®-
Produktpalette findet man unter

www.hecht-assistent.de

Es gibt mehrere tausend Prizisions-
Instrumente und -Gerdte mit dem
Markenzelchen Assistent™

sietet eine Vielzahl moderns-
2. Labor-erprobt, weitgehend ver-

und elektronisch gesteuert.
dung zeigt einige Beispiele:

ar (bis zu 10 Litern Flissigkeit).

— far kleine Mengen.
= zum Mischen in GefaBen,
 — filrReagenzgldser/ kleine Kolben,
ihrer — mit und ohne Heizplatte.
llenmischer mit fanf PYC-Rollen.

nennt lhnen alle Details
len Assistent®-Katalog.

GmbH & Co KG

Alle Assistent-Produkte auch im Int

istent.de

Besuchen Sie uns im Internet = oder fragen Sie lhren Fachhéndler nach unseren Produkien.
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kojote/13.02. - Der Skandal um falsch deklariertes Pferdefleisch in tiefgekiihlter
Lasagne und Hamburgern hat jetzt auch Deutschland erreicht. Viele Verbraucher
sind verunsichert. Der Lebensmittel-Experte Dr. Albert W. Schlotz vom Berliner
Pegasus-Institut beantwortet fiir KOJOTE-Leser die wichtigsten Fragen.

Sind nur ,,Rindfleisch”

-Produkte mit Pferdefleisch versetzt?
Nein. In England gelangten bereits Fisch-
stabchen auf den Markt, die Muskelfleisch
von Seepferdchen enthielten; eine Fertig-
Wirzmischung ..Egyptian Kebab™ enthielt

sogar gekdorntes Nilpferd. In Griechenland In Ihremn Lieblings-McDonalds lauft

soll ein Rgstagrantbetreiber in einem neuerdings standig Musik der Gruppe . )
Gyros-SpieB ein trojanisches Pferd .Fury In The Slaughterhouse". Netzfundstiick: Lastenausgleich
untergebracht haben.

.Low Fat Lasagne” enthélt den Zusatz
.Zur didtetischen Ernghrung im Rahmen
einer Rosskur geeignet.”

Auf der Hamburger-Verpackung sind

die Nahrwerte neben kcal und kJ auch
mit PS angegeben.

www.etsy.com

Der Imbiss-Koch befiehlt dem in der
Pfanne laut brutzelndem Hackfleisch:

Bin ich als Vegetarier Ruhig, Brauner!”

auf der sicheren Seite?

Nicht unbedingt. In .Omas Apfelstrudel”
aus dem TiefkUhlregal konnten statt
Boskop oder Jonagold auch alte
Pferdeapfel verarbeitet sein.

Ist Pferdefleisch eigentlich ungesund?
Ganz klar: Ja. Sie kdnnten sich an einem
Hufeisen verschlucken.

Quelle: www.kojote-magazin.de
Kann ich erkennen, welche Produkte

. 2 * Frequently Asked Questions, kurz FAQ, englisch fiir bdiu-
Pferdefleisch enthalten? [fig gestellte Fragen oder auch meist gestellte Fragen

Nicht immer. Es gibt aber zumindest
vier untrigliche Zeichen: Das Etikett der

wZwei Dinge sind unend-
lich, das Universum und Eines Tages fragen die Indianer ihren Hiupt-
die menschliche Dumm- ling, wie der nichste Winter wird. Er antwortet:
beit, aber bei dem Uni- ,Sehr lang und kalt! Sammelt Holz.“ Sie sam-
versum bin ich mir noch meln Holz, der Winter kommt und ist ganz mild.
nicht ganz sicher.” Im nichsten Jahr fragen die Indianer wieder Thren
Hiuptling, wie der Winter wird. Er antwortet: ,Sehr
lang und kalt! Sammelt Holz.“ Sie sammeln Holz und
der Winter wird ganz mild. Das gleiche wiederholt
sich auch im dritten Jahr. Im vierten Jahr haben sie
die Nase voll. ,Unser Hiuptling ist nicht weise
genug, wir gehen jetzt zum weiRen Mann. Der
hat Meteorologen.“ Gesagt, getan. ,Weifder
,Es gibt gentigend Menschen, die keine Mann, wie wird der nichste Winter?“ Er ant-
krankhafte Disposition oder ibermifigen wortet: ,Sehr lang und kalt.“ Misstrauisch
Stress haben. Wissenschaft hin oder her: fragen die Indianer, woher er das wisse.
Sie fressen und saufen einfach zu gern.* Er antwortet: ,Ganz einfach, die Indianer
sammeln schon drei Jahre lang wie
verrtickt Holz...

‘ﬁ

(Albert Einstein)
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Dr. Med. Rudolf Holzapfel, Augsburg
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eppendorf

Neues Zubehor:
Eppendorf
ThermoTop®

Multiple Talents

Eppendorf ThermoMixer™ und Eppendorf ThermoStat™




Der Moment, in dem es auf erstklassige Technik
ankommt, weil es nur diesen einen Versuch gibt.
Fur diesen Moment arbeiten wir.

-

Sie stehen jeden Tag vor unterschiedlichen Aufgaben im Labor: Axio Vert.A1 von Carl Zeiss ist das einzige System
seiner Klasse mit einer so grofSen Vielfalt an Funktionen. Auf einer kompakten Plattform nutzen Sie alle iiblichen

Kontrastverfahren sowie differentiellen Interferenzkontrast. Mit DIC erfassen Sie selbst feinste Strukturen Ihrer Zellen.

Axio Vert.A1 ist das inverse Mikroskop direkt neben Threm Inkubator.

Wwww.zeiss.com/axiovert We make it visible.



