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In vitro Selektion von DNA-Molekiilen fiir Schimmelpilz-Biosensoren
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Schimmelpilze in Innenrdumen konnen bei den Bewohnern verschiedene Gesundheitsprobleme
auslosen, wie beispielsweise Mykosen, Mykotoxikosen und Allergien [1]. Standardmethoden fiir die
Quantifizierung und Identifizierung der Pilze sind oft zeitaufwadndig und nur durch qualifiziertes
Personal durchfthrbar. Deshalb entwickeln wir unter Nutzung des SELEX-Verfahrens ssDNA -
Aptamere fir die Sporen von Aspergillus- und Penicillium- Stammen, die in Biosensoren fir die
Detektion von Schimmelpilzen in Innenrdumen eingesetzt werden sollen. Beide Stdmme gehdren zu
den haufig in Innenrdumen auftretenden Schimmelpilzen, von denen bekannt ist, dal sie

verschiedene Mykotoxine freisetzen [2].
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Abb. 1: SELEX-Prozel3 zur Gewinnung von Aptameren flir Pilzsporen

Die Gewinnung von Aptameren erfolgt unter Verwendung einer evolutiondren Methode, dem SELEX-
Verfahren (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) [Abb. 1]. Dabei werden in
einem Bindungsschritt aus einem Pool verschiedenster einzelstrangiger DNA-Molekile (ss DNA)
zunachst diejenigen gewonnen, die aufgrund ihrer individuellen Struktur bevorzugt an das Zielmolekdl
binden. Nach ihrer Abldsung von den Zielmolekilen (intakte Sporen) werden sie mittels PCR
vervielfaltigt. Dabei enstehen Doppelstrdnge, von denen die fir die Bindungsreaktion an die
Zielmolekule Uberflissigen Gegenstrange abgetrennt werden missen. Dies geschieht Uber die
Spaltung einer Ribose-Bindung im Gegenstrang, die durch modifizierter Primer eingefihrt wurde [3]. In
dem auf diese Weise entstandenen Pool sind nun besser bindende ssDNA Molekiile angereichert, die
fur die Bindungsreaktion der nachsten Selektionsrunde zur Verfiigung stehen. Dieser Prozeld wird so

lange wiederholt, bis keine weitere Verbesserung der Affinitat erfolgt.

Die Affinitdt der auf diesem Wege hergestellten Aptamere wird unter Verwendung verschiedener
Methoden getestet. Dazu gehdéren ein Standard-Filter-Bindungs-Test, eine fluoreszenz-
mikroskopische Methode, die Messung der Fluoreszenzdepolarisation und die Anwendung der
Resonant Mirror Spektroskopie.
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