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BMD

BSA
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CCM
Cl
CI-MS

DASP
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DNHP
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Absorption
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Atmospheric pressure chemical ionisation, chemische lonisation bei
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Photoionisation

Altertoxin I, -11, -111
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Dinitro-phenyl-hydrazin
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Xl



EFSA

El

EIA
EI-MS
ELISA
etal.
ESI
EU
FAO

FD

FIA

FID

g

GC
GC-EI-MS

GC/MS
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GLC
GSC
h

HCI
HFB
HPLC

HPLC/MS
HRP

HS

ICso

19G

i.m.

European Food Safety Authority; Europdische Behorde flr
Lebensmittelsicherheit

Electron impact, ElektronenstoRionisation

Enzyme Immunoassay, Enzymimmuntest
Massenspektrometrie mit Elektronenstof3ionisation
Enzyme-linked-immuno-sorbent assay, Enzymimmunoassay
et altera, und andere

Electrospray ionization, Elektronenspray-lonisation
Europdische Union

Food and Agriculture Organization; Ernahrungs- und
Landwirtschaftsorganisation

Felddesorption

Fluorescence immunoassay, Fluoreszenz-Enzymimmuntest
Flame ionisation detector, Flammenionisationsdetektor
Gramm

Gaschromatographie

Gaschromatographie mit Massenspektrometrie mit
ElektronenstoRionisation
Gaschromatographie/Massenspektrometrie
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie mit Single lon
Monitoring

Gas liquid chromatography, Gasflissigkeitschromatographie
Gas solid chromatography, Gasfeststoffchromatographie
Stunde(n)

Hydrochlorid

Heptafluorobutyrat

High Pressure Liquid Chromatography
(Hochdruckflussigkeitschromatographie)
Hochdruckflussigkeitschromatographie/Massenspektrometrie
Horse Raddish Peroxidase

Hemisuccinat

Mittlere inhibitorische Konzentration

Immunglobulin G

intramuskular
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i.V.
JEFCA

k. A.
Kan.
kGy
KLH

LC
LCso
LDso
MALDI

Max
m/e
mg
19
ml

mmol
Min.
MeOH
MIC
MS

n. a.
NAHCO;
NaOH

ng

nm

intravenos

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives; Gemeinsamer
FAO/WHO-Sachverstandigenausschuss fur Lebensmittelzusatzstoffe
Keine Angabe

Kaninchen

Kilogray

Keyhole limpet hemocyanin

Liter

Liquid Chromatography

Mittlere letale Konzentration

Mittlere letale Dosis

Matrix assisted laser desorption/ionization,

Matrix-untersttzte Laser-Desorption/lonisation

Maximum

Masse/Ladung

Milligramm

Mikrogramm

Milliliter

Mikroliter

Millimol

Minimum

Methanol

Minimal Inhibitory Concentration, Minimale Hemm-Konzentration
Massenspektrometrie

Anzahl

nicht auswertbar

Natriumhydrogencarbonat

Natronlauge

Nanogramm

nicht nachweisbar

Nanometer
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NOAEL

Nr.
NWG

0.0.

PBS
pH

PMTDI

PJ
ppm
Rf
RIA
RP-HPLC
rpm
S
SIM
SPE
Spp.
Tab.
TDI
TeA
TLC
TMS
TSI
U
u.a.
uv

No observed adverse effect level,

maximale Konzentration oder Dosis eines Stoffes, die Organismen
(z.B. Versuchstieren) unter bestimmten Versuchsbedingungen
verabreicht werden kann, ohne erkennbare toxische Wirkungen
(z.B. Tumore) hervorzurufen

Nummer

Nachweisgrenze

oben genannt (es)

Probe

Phosphate Buffered Saline (Phosphatpuffer)

pondus/potentia Hydrogenii (MaR fur die saure oder alkalische
Reaktion einer wassrigen Ldsung)

Negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichtskonstante kg
Provisional maximum tolerable daily intake, vorlaufige tolerierbare
tagliche Aufnahmemenge

Perjodat

Parts per million

Retentionsfaktor
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Mykotoxine (griechisch: poxng Pilz und to&ucov Gift) sind giftige Stoffwechselprodukte
bestimmter Schimmelpilze mit der Fahigkeit pathologische Verdnderungen bei Mensch
und Tier hervorzurufen. Das im Rahmen dieser Dissertation behandelte Mykotoxin
Tenuazonsdure (TeA) 3-Acetyl-5-s-butyl-pyrrolidin-2,4-dion (JAGUSCH, 2005) wird
insbesondere von verschiedenen Alternaria-Arten, sowie von Phoma sorghina (STEYN et
al., 1976), Pyricularia oryzae (IWASAKI et al.,, 1972; UMETSU et al., 1972) und
Aspergillus-Arten (MILLER et al., 1963) gebildet.

Da insbesondere Pilze der Gattung Alternaria ubiquitdr als Saprophyt oder Parasit auf
pflanzlichem Material vorkommen, findet sich TeA in unterschiedlichen Lebensmitteln,
wie beispielsweise in Apfeln, Zitrusfriichten, Tomaten und in Getreide (VINAS et al.,
1992; SINGH und SUMBALAY, 2004; STINSON et al, 1980, 1981; STACK et al., 1985;
MISLIVEC et al., 1987; LOGRIECO et al., 1988; Da MOTTA und VALENTE SOARES,
2001; LOGRIECO et al., 1990 at+b; WEBLEY et al., 1997; LI und YOSHIZAWA, 2000;
HAGGBLOM et al., 2007). Neben ihrer pflanzenpathogenen Eigenschaft weisen einige
Alternaria-Spezies beim Menschen allergenes Potential auf (RANDRIAMANANTANY et
al., 2009) und sind als pathogene Schimmelpilze bei immunsupprimierten Menschen, z.B.
nach Knochenmarktransplantationen (VARTIVARIAN et al., 1993; MORISSON et al.,
1993) von Bedeutung.

Trotz des in den letzten Jahren steigenden Interesses an den Alternaria-Toxinen, ablesbar
an der Zahl wissenschaftlicher Publikationen, ist die Datenlage beziiglich ihrer
toxikologischen Relevanz sowie beziliglich der Exposition des Verbrauchers
unbefriedigend, so dass eine Risikobewertung derzeit nicht moglich ist. Das Bundesinstitut
fiir Risikobewertung (BfR) schloss eine Stellungnahme aus dem Jahre 2003 mit dem
Hinweis, dass weitere Untersuchungen beziiglich der Eigenschaften der Alternaria-Toxine
erforderlich seien. Ein weiteres Expertengesprach am BfR im Jahre 2010 kommt immer
noch zu dem gleichen Schluss. In einem im Jahre 2008 erschienenen Technical Report der
European Food Safety Authority (EFSA) wurden sowohl die Entwicklung validierter
Methoden zum Nachweis von Alternaria-Toxinen als auch die Uberwachung des

Auftretens zum Schutz des Verbrauchers vorgeschlagen (BATTILANI et al., 2008).
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Bisher etablierte Verfahren zum Nachweis von TeA sind hauptsdchlich physikalisch-
chemischer Natur. Es handelt sich hierbei um chromatographische Methoden, wie
Diinnschichtchromatographie (SAUER et al., 1978; JANARDHAN und HUSAIN, 1983;
LEBRUN et al., 1990; MULLER und LEPOM, 1992; VIJAYALAKSHMI und RAO,
1988), Gaschromatographie (HARVAN und PERO, 1974; SAUER et al., 1978; STACK et
al., 1985; LEBRUN et al., 1990; SCOTT et al., 1997) und Fliissigkeitschromatographie
(HARVAN und PERO., 1974; SCOTT und KANHERE; 1980; STACK et al., 1985;
LEBRUN, 1989; SHEPHARD et al., 1991; MULLER und LEPOM, 1992; WEBLEY et
al., 1997; LI und YOSHIZAWA, 2000; DA MOTTA und VALENTE SOARES, 2000;
SOLFRIZZO et al., 2004; PATRIARCA et al., 2007; SIEGEL et al., 2009; SIEGEL et al.,
2010), die in der Durchfithrung sehr zeitintensiv sind und einen in der Regel hohen
apparativen Aufwand ebenso wie einen hohen Verbrauch an organischen Losungsmitteln
benodtigen, weswegen eine breitere Anwendung dieser Testverfahren in der

Routinediagnostik nicht kosteneffektiv ist.

Im Gegensatz dazu sind immunchemische Verfahren bei geringem technischem Aufwand
schnell und relativ einfach durchfiihrbar. Dadurch sind auch gréfere Probenzahlen leicht
zu untersuchen, wobei die Nachweisempfindlichkeit zumeist sehr hoch ist (USLEBER,
1991). Derartige Tests werden bei verschiedenen Mykotoxinen in der Routinediagnostik
durchgefiihrt (MARTLBAUER, 1988; MARTLBAUER et al., 1988; BROSIGKE, 1999;
USLEBER et al.,, 2008; LATIF et al., 2009), bisher wurden allerdings keine
immunchemischen Verfahren fiir den Nachweis von TeA beschrieben. Es besteht daher ein
Bedarf an einem schnellen, einfach durchzufiihrenden und ausreichend empfindlichen
Testsystem, das beispielsweise in Verbindung mit anderen Schnelltests, im Rahmen eines

integrierten Nachweissystems, eine sinn- und wertvolle Ergdnzung darstellen konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, erstmals Antikorper gegen TeA herzustellen,
ein enzymimmunologisches Verfahren zum quantitativen Nachweis dieses Mykotoxins in
Lebensmitteln zu entwickeln und zu validieren, sowie in einer ersten Anwendungsstudie
Daten zum Vorkommen dieses Mykotoxins in Lebensmitteln des deutschen Einzelhandels

Zu gewinnen.
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2.1 Charakterisierung von TeA
2.1.1 Allgemeines

STICKINGS und Mitarbeiter untersuchten zwischen 1953-1961 Kulturen von Alternaria
tenuis und fanden dabei auf Dzapak-Dox-Medium zahlreiche Metaboliten, die sich spéter
als Mykotoxine herausstellten (RAISTRICK et al., 1953; STICKINGS, 1959; STICKINGS
und TOWNSEND, 1961). RAISTRICK et al. (1953) entdeckten die Metaboliten
Alternariol (AOH) und Alternariolmonomethylether (AME), nachdem BRIAN et al.
(1951) schon vorher einen Metaboliten namens ,,Alternarische Sdure“gewinnen konnten.
RAISTRICK et al. (1953) erkannten anhand von Farbreaktionen mit Eisen(III)-chlorid
(FeCls) und papierchromatographischen Untersuchungen, dass neben AOH und AME noch
weitere Metaboliten vorliegen mussten. ROSETT et al. (1957) untersuchten daraufhin
diese Mixtur und beschrieben neben anderen Metaboliten erstmals die von ihnen als
Tenuazonsdure bezeichnete Verbindung. Spater wurden dann Altenuen, ALT (PERO et al,
1971), und die Altertoxine (ATX) I, -II und -IIT entdeckt (PERO et al, 1973, CHU, 1981,
STACK und PRIVAL, 1986). TeA nimmt innerhalb der Gruppe dieser Alternaria-Toxine
(Tab. 1) eine Sonderstellung ein, da dieses Mykotoxin als einziger Metabolit Stickstoff
enthdlt. TeA hat die Summenformel C;oH;503N, erstmals dargestellt durch ROSETT et al
(1957). Zum jetzigen Zeitpunkt sind 71 Mykotoxine und Phytotoxine der Gattung
Alternaria bekannt, von denen aber nur wenige natiirlich in Lebensmitteln vorkommen
oder eine toxikologische Bedeutung haben. (SCHADE und KING, 1984; OTANI und
KOHMOTO, 1992; SCHEFFER, 1992; WEIDENBORNER, 2001). Die am hiufigsten
erwihnten Alternaria-Toxine sind in Tab. 1 zusammengestellt, die Strukturformeln dieser

Toxine sind in Abb. 1 dargestellt.
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Tab. 1: Mykotoxine der Alternaria-Gruppe
Mykotoxin Molekular- Summenformel Referenz
gewicht
Alternariol (AOH) 258 Ci14H100s5 RAISTRICK et al, 1953
Alternariol-Mono- 272 C15H1,05 RAISTRICK et al., 1953
methylether (AME)
Tenuazonsdure (TeA) 197 CioHi1505N ROSETT et al., 1957
Altenuen (ALT) 292 Ci5H1606 PERO et al., 1971
Altertoxin I (ATX I) 352 CyoH160s6 PERO et al., 1973;
CHU, 1981;
STACK und PRIVAL,
1986
Altertoxin IT (ATX II) 350 C,0H 1405 PERO et al., 1973;
CHU, 1981;
STACK und PRIVAL,
1986
Altertoxin I1I (ATX III) 348 C20H 1206 STACK und PRIVAL,

1986
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Abb. 1: Strukturformeln von Tenuazonsdure, TeA (I) und einigen anderen

Alternaria-Toxinen:

Altenuen, ALT (II); Alternariol, AOH (III);

Alternariolmonomethylether, AME (IV); Altertoxin, ATX I (V) und
Altertoxin, ATX II (VI) (RAISTRICK et al., 1953; ROSETT et al., 1957,
PERO et al., 1971; PERO et al., 1973; CHU, 1981; STACK und PRIVAL,

1986)
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2.1.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

TeA (Abb. 2, I) ist eine Tetramsdure und somit ein Derivat des heterozyklischen
Pyrrolidin-2,4-dion Grundgeriists (ROYLES, 1995). Die am hdaufigsten in der Natur
vorkommenden Tetramséduren sind am C3-Atom acetyliert. Aus der Gruppe der natiirlich

vorkommenden Tetramsduren ist TeA der einfachste Vertreter (JAGUSCH, 2005).

ROSETT et al. (1957) bestimmten die Summenformel von TeA durch
Mikroelementaranalyse als C;oH;sNO;. Nach Aufkldrung der Strukturformel von TeA
wurden in der Literatur verschiedene Bezeichnungen verwendet, wie z.B. 3-Acetyl-5-sec-
butyl-tetramséure, 5-sec-butyl-4-hydroxy-pyrrolin-2-on (HARRIS et al., 1965; YUKI et
al., 1971; GATENBECK und SIERANKIEWICZ, 1973) oder 3-Acetyl-5-s-butyl-
pyrrolidin-2,4-dion (SCOTT, 2001; JAGUSCH, 2005; OSTRY, 2008), je nachdem

welches Nummerierungssystem verwendet wurde.

In der Erstbeschreibung von TeA durch ROSSETT et al. (1957) wird die Substanz als
leicht briunliches Ol charakterisiert, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte

und im Hochvakuum bei 117 °C siedet.

TeA ist gut 16slich in vielen organischen Losungsmitteln wie z. B. Aceton, Chloroform,
Ethanol, Methanol, Ethylacetat etc., allerdings nur wenig 16slich in Wasser (ROSETT et
al., 1957), obwohl es sich um eine monobasische Sdure mit einem pKs-Wert von 3,35
handelt (STICKINGS, 1959). Die Aciditét ist vergleichbar mit der von Ameisensdure
(Methansdure), die einen pKa-Wert von 3,75 besitzt (OTTO, 1995). Die UV-
Absorptionsmaxima fiir TeA wurden von STICKINGS (1959) in verschiedenen
Losungsmitteln  wie folgt angegeben: Hexan: 274 nm; Ethanol: 277 nm;
Wasser/Natronauge (NaOH): 279 nm; Salzsdure (HCI): 277 nm. Die UV-
Absorptionsmaxima in Ethanol lagen nach STICKINGS und TOWNSEND (1961) bei
278 - 280 nm, nach MERONUCK et al. (1972) bei 278 nm.

TeA ist ein starker Chelatbildner — eine Chelat- bzw. Salzbildung mit Calcium,
Magnesium, Kupfer, Eisen und Nickel ist von STEYN und RABIE (1976) sowie LEBRUN
et al. (1985) beschieben. Da freie TeA recht instabil ist, wird das Toxin gerne zur

Aufbewahrung in  sein  stabiles Kupfersalz  Cu(TeA),-Salz  umgewandelt
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(ROSETT et al., 1957). Das Kupfersalz tritt in der Form von Trihydrat (griine Nadeln,
Schmelzpunkt ca. 175 °C) und als Monohydrat (blaue Flocken, Schmelzpunkt ca. 173 °C)
auf (ROSETT et al., 1957; SCHADE und KING, 1984).

TeA hat zwei Chiralitidtszentren, die asymmetrischen C5- und C6-Atome. TeA ist eine
optisch aktive Substanz und dreht die Schwingungsebene polarisierten Lichtes um [a] = -
128 (¢ = 1,0 g in 100 ml Methanol; JAGUSCH, 2005); [a] = -132 (¢ = 0,5 g in 100 ml
Chloroform; ROSETT et al., 1957); [a] =-121 (¢ = 2,0 g in 100 ml Chloroform; MIKAMI
et al., 1971); [a] = -136 (¢ = 0,2 g in 100 ml Chloroform; ROSETT et al., 1957). Durch
formales Vertauschen der Substituenten am C5- und/oder C6-Atom entstehen
Diastereomere (siche Abbildung zwei). Die absolute Konfiguration der Stereoisomere wird
nach der Cahn-Ingold-Prelog (CIP)-Regel (CAHN und INGOLD, 1951) eindeutig
festgelegt. In der dlteren Literatur wurden fiir die Diastereomere Bezeichnungen wie
IsoTeA, L-allo- bzw. D-allo-TeA verwendet, in der neueren Literatur findet sich auch die
CIP-Regel mit R*-; S*-Schreibweise (ROSETT et al.,, 1957; STICKINGS, 1959;
GITTERMAN, 1965; GATENBECK und SIERANKIEWICZ, 1973; SCOTT, 2001;
GALLARDO et al., 2004; WEIDENBORNER, 2001).

Es existieren verschiedene Angaben iiber die Lokalisierung der Doppelbindungen im TeA-
Molekiil (ROSETT et al., 1957; STICKINGS, 1959; MILLER at al., 1963; ROYLES,
1995; SCOTT et al., 1997, SCOTT, 2001; SCHRADER et al., 2001; OSTRY, 2008;
SIEGEL et al., 2009). Der Grund hierfiir ist das Auftreten der Keto-Enol-Tautomerie, bei
der sich eine Keto-Gruppe durch Aufnahme eines Protons in eine Alkoholgruppe unter
gleichzeitiger Ausbildung einer Doppelbindung mit einem benachbarten C-Atom
umwandelt (BEYER und WALTER, 1991). Zwischen den beiden entstehenden Formen
besteht ein Gleichgewicht. Innerhalb des TeA-Molekiils existieren mit den Atomen C2, C4
sowie der Acylgruppe an C3 insgesamt drei zur Keto-Enol-Tautomerie befdhigte C-Atome.
Das Vorhandensein einer Enol-Form ist Voraussetzung fiir die festgestellte starke Aziditét
von TeA. Die Erstbeschreiber ROSETT et al., 1957 beschrieben fiir TeA die Enolisierung
an C4, daher werden die im Verlauf dieser Arbeit abgebildeten Strukturformeln fiir TeA

ebenso dargestellt.

COMBINA et al. (1998) untersuchten die Stabilitit von TeA in organischen

Losungsmitteln bei unterschiedlichen Temperaturen. Sie schlugen eine Lagerung bei -20°C
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vor. Das beste Losungsmittel ist nach ihrer Meinung Benzol im Verhiltnis zu Acetonitril
von 98 zu 2, ungeeignet ist das Losungsmittel Methanol fiir eine Lagerung von TeA bei
hoheren Temperaturen. Ab einer Lagerung von -20 °C spielt das Losungsmittel eine
untergeordnete Rolle, bei hoheren Temperaturen iiber eine ldngere Zeit ist 0.g. Benzol-

Acetonitril-Verhiltnis am besten geeignet.
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Abb. 2: (I) L-Tenuazonsédure (5S, 6S); (II) D-Tenuazonsdure (5R, 6R) bzw. Iso-

Tenuazonsdure; (III) L-allo-Tenuazonsdure (5S, 6R); (IV) D-allo-Tenuazon-
sdure (5R, 6R); (V) Grundgeriist einer Tetramsdure (in Anlehnung an

ROSETT et al., 1957; STICKINGS, 1959; JAGUSCH, 2005)
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2.1.3 Biologische Eigenschaften

2.1.3.1 Toxizitit

TeA wirkt toxisch durch eine Hemmung der Proteinbiosynthese (SHIGEURA wund
GORDON, 1963). Das Toxin greift bei der 60S-Einheit der Ribosomen, am
Peptidyltransferase-Zentrum, an (CARRASCO und VASQUEZ, 1973).

Angaben zur akuten Toxizitdt von TeA liegen bei verschiedenen Spezies vor (Tab. 2).
Toxische Wirkungen von TeA bei chronischer Applikation sind in Tab. 3.

zusammengestellt.

Beziiglich mdglicher toxischer Wirkungen von TeA beim Menschen liegen keine
belastbaren Daten vor. Sehr spekulativ wurde von LIU et al. (1991) eine Exposition mit
Alternaria-Toxinen mit dem Auftreten von Speiserdhrenkrebs in Verbindung gebracht.
LIU et al. (1991) zeigten, dass Alternaria spp. karzinogene Effekte aufweisen, was sie auf
die Beobachtung zuriickfiihrten, dass es in einer Region Chinas (Linxian) zu einem
vermehrten Auftreten von Speiserdhrenkrebs bei gleichzeitig hohem Alternaria alternata-
Befall pflanzlicher Produkte kam. In Regionen mit niedriger Speiserohrenkrebshiufigkeit
war auch gleichzeitig eine geringere Alternaria alternata-Kontamination gegeben.
YEKELER et al. (2001) zeigten, dass eine zehnmonatige Fiitterung mit TeA in einer
Konzentration von 25 mg/kg Korpergewicht zu priakanzerogenen Verdnderungen in der
Mukosa der Osophagus-Schleimhaut fiihrte. Der Verzehr von Hirse, die mit TeA-
produzierenden Phoma sorghina-Spezies befallen war, wurde mit dem Auftreten der
Erkrankung ,,Onyalai beim Menschen in Verbindung gebracht (LURIE et al., 1969;
STEYN und RABIE, 1976; BOTTALICO und LOGRIECO, 1998). ,,Onyalai* ist eine
Erkrankung, die hauptsidchlich in einigen Regionen Zentralafrikas auftritt und durch
Thrombozytopenie  gekennzeichnet ist — mit weiteren Symptomen  wie
Schleimhautblutungen, Nasenbluten, Melena. Auch tdodliche Krankheitsverldufe wurden

beschrieben.

Beziiglich der zytotoxischen Eigenschaften von TeA untersuchten ZHOU und QUIANG
(2008) die Wirkung von TeA auf drei Sdugerzelllinien. Dabei fithrte TeA zu einer

verminderten Proliferation und verringerte den Gesamtproteingehalt in 3T3 -

10
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Mausefibroblasten, Lungenzellen chinesischer Hamster (CHL-Zellen) und menschlichen
Hepatozyten (L-O2-Zellen) bei eingesetzten Konzentrationen von 12,5-400 pg/ml. Von
den drei verwendeten Zelllinien waren die 3T3-Zellen am empfindlichsten, (ECsy =
37,75 ng/ml), gefolgt von CHL-Zellen (ECsy = 63,33 pug/ml) und L-O2-Zellen (ECsy =
117,77 pg/ml).

Tab. 2: Vergleich der publizierten Daten zur akuten Toxizitdt (LDso-Werte) von
TeA
Tierart Applikationsform LDs,, Referenz
mg/kg KGW
Maus i.v. 125+10 MILLER et al. (1963)
Maus L.p. 150+ 10
Maus s.C. 145+ 20
Maus p.o. 225 +£25
Affe (Macaca fascicularis) p.o. ca. 150
Ratte p.o. 168 SMITH et al. (1968)
Hund p.o. 2,5-10
Maus (ménnlich) p.o. 186
Maus (méinnlich) Lv. 162
Maus (weiblich) p.o. 81
Maus (weiblich) 1L.v. 115
Affe (Macaca mulata) p.o. > 50
Ratte (ménnlich) p.o. 180
Ratte (ménnlich) 1Lv. 146
Ratte (weiblich) p.o. 168
Ratte (weiblich) Lv. 157
Ratte p.o. 100-200 MERONUCK et al. (1972)

11
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2.13.2 Andere Wirkungen von TeA

GITTERMAN (1965) beschrieb eine moderate antibakterielle Aktivitdt von TeA und IsoTeA
gegen Bacillus megatherium. Auch inhibiert sie das Wachstum von Paenibacillus larvae, ein
Bakterium, das fiir die Amerikanische Faulbrut der Bienen verantwortlich ist. TeA zeigte
dabei eine vergleichbare Wirkung (minimale inhibitorische Konzentration 32 ng/kg) wie das

zu Vergleichszwecken eingesetzte Antibiotikum Oxytetrazyklin (GALLARDO et al., 2004).

MILLER et al. (1963) untersuchten mogliche antivirale Eigenschaften von TeA. Es zeigte
sich dabei, dass das Mykotoxin antivirale Effekte gegen Enteroviren, respiratorische Viren,
Vaccinia-Virus, Herpes simplex und 'B’-Virus zeigte. Gegen Polyoma-Viren, Japanische

Influenza, Tollwut und ,,Friend aleukaemia““-Viren wurde keine Aktivitit beobachtet.

Mutagene Wirkungen von TeA konnten bei den bisher erfolgten Untersuchungen unter
Verwendung des Ames-Salmonellen-Tests (sieche auch biologische Nachweisverfahren) nicht
festgestellt werden (WOODY und CHU, 1992; SCHRADER et al., 2001). Auch HRADEC
und VESELY (1989) konnten bei ihren Untersuchungen von 20 Mykotoxinen mittels des
tRNA-Akzeptanz-Tests weder eine karzinogene noch mutagene Aktivitit von TeA

nachweisen.

KAZCKA et al. (1964), GITTERMAN et al. (1964) und GITTERMAN (1965) fanden heraus,
dass TeA einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum menschlicher Adenokarzinome
aufweist. ANTONY et al. (2002) untersuchten die antikarzinogene Wirkung von TeA bei
»Owiss  Albino“-Mdusen. Thnen wurde Dimethylbenz(a)anthrezen appliziert, der
entsprechenden Versuchsgruppe ebenso, aber mit dem Unterschied, dass diesen Tieren noch
zusitzlich 250 pg TeA tdglich verabreicht wurden. Die mit TeA behandelten Mause
entwickelten zu 60% Tumore, wohingegen die unbehandelten zu 100% mit Tumoren befallen

waren.

13



2 SCHRIFTTUM

2.1.4 Risikobewertung

In einer Stellungnahme des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung, BfR (2003) wurde auf ein
mogliches Risiko der Alternaria-Toxine in Lebensmitteln eingegangen. Zum derzeitigen
Zeitpunkt reichte die Datenlage nach Ansicht der Verfasser allerdings nicht aus, um eine
Risikoabschitzung fiir den Verbraucher vornehmen zu koénnen. Gleichwohl wurde die
Erforderlichkeit weitergehender Untersuchungen beziiglich der Exposition sowie der

Toxikologie der Mykotoxine betont.

Zum jetzigen Zeitpunkt existieren, im Gegensatz zu anderen Mykotoxinen, keinerlei offizielle
Hochstmengen fiir TeA in Lebensmitteln. Die fiir andere Mykotoxine festgelegten
Hochstmengen liegen beispielsweise fiir das Mykotoxin Patulin, einer teratogenen Substanz
mit einer LDsp-Dosis von 35 mg/kg Korpergewicht (Maus) in Apfelsaft bei 50 ng/ml und fiir
Sauglingsnahrung bei 25 ng/ml (ABRAMSON et al., 2009; Verordnung (EG) Nr. 1881/2006
zur Festsetzung der Hochstgehalte flir bestimmte Kontaminanten in Lebensmitteln). Auch auf
europdischer oder internationaler Ebene existieren zum jetzigen Zeitpunkt keine Grenzen fiir
Alternaria-Toxine. Weder der gemeinsame FAO/WHO-Sachverstindigenausschuss fiir
Lebensmittelzusatzstoffe (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, JEFCA)
noch die Européische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA) haben bisher sogenannte ,,No observed adverse effect levels (NOAEL), ,,lowest
observed adverse effect levels* (LOAEL) bzw. ,benchmark doses* (BMD) festgesetzt. Auch
reicht die Datenlage nicht, um einen unbedenklichen und sicheren Aufnahmegrenzwert
(tolerable daily intake, TDI) oder vorldufigen maximal-tolerierten, unbedenklichen, sicheren
Aufnahmegrenzwert (provisional maximum tolerable daily intake, PMTDI) festzulegen

(OSTRY, 2008).
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2.15 Bildung, Vorkommen und Metabolismus

2.1.5.1 TeA-bildende Schimmelpilze

Nach bisherigen Erkenntnissen wird das Mykotoxin Tenuazondure hauptsichlich von
Schimmelpilzen der Gattung Alternaria gebildet. Alternarien sind weltweit verbreitet und
werden zu den Schwirzepilzen gezihlt. Es wurden bisher ca. 300 Arten beschrieben, bei den
meisten handelt es sich um wirtsspezifische Pflanzenpathogene, wobei viele Spezies bereits in
Samen zu finden sind. Dariiber hinaus existieren jedoch auch einige saprophytische Arten,
welche in Erdproben ubiquitir anzutreffen sind (KUCK et al., 2009). Die Nomenklatur der
Schimmelpilze im Allgemeinen kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht als abgeschlossen gelten.
Neben der Einordnung nach morphologischen Merkmalen werden immer héufiger die
molekulargenetischen Methoden (DNA-Analysen) herangezogen (LOGRIECO et al., 2009),
auf die im Folgenden aber nicht ndher eingegangen werden soll. Bei Pilzen der Gattung
Alternaria fiihren gerade die Taxonomie und Nomenklatur zu einigen Unklarheiten, auch da
bisweilen nicht einmal klar ist, welche der beschriebenen Taxa wirklich existieren bzw.
welche nur Synonyme von bereits frither beschriebenen Formen sind (CHELKOWSKY,
1992). Die Identifikation wird auch dadurch erschwert, dass die Kulturen recht instabil sind
und fiir eine genauere Bestimmung unter standardisierten Bedingungen (mit gleichen Medien,
bei gleicher Temperatur, Luftfeuchtigkeit und gleichen Lichtverhéltnissen) gearbeitet werden
muss (CHELKOWSKY, 1992). Die systematische Stellung des Genus Alternaria lédsst sich
wie folgt darstellen (REISS, 1998; alte Nomenklatur bzw.

www.speciesfungorum.org./Names/Names.asp., 2010; neue Nomenklatur):

Reich: Mycota

Abteilung: Ascomycota (frither: Eumycota)

Klasse : Dothideomycetes (frither: Deuteromycetes (Fungi imperfecti))
Ordnung: Pleosporale (frither: Moniliales (Hyphomycetes)

Familie: Pleosporaceae (frither: Dematiaceace)

Gattung: Alternaria
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Bei Pilzen der Gattung Alternaria ist die Bildung Melanin-artiger Pigmente eine ihrer
Hauptcharakteristika (TAKANO et al., 1997; BATTILANI et al., 2008). Makroskopisch
fallen Alternaria spp. durch ein schnelles Wachstum auf Kartoffel-Glucose-Agar auf,
innerhalb von 7 Tagen werden bei 25 °C Koloniedurchmesser von 3-9 cm erreicht. Die
Kolonie erscheint flach, daunig bis wollig und ist frithzeitig durch graue, kurze, luftig
erscheinende Pilzhyphen bedeckt. Anfanglich erscheint die Oberfliche graulich weil}, wird
aber spiter griinlich-schwarz bis schwarzbraun mit hellerem Rand. Die Riickseite ist aufgrund
der Pigmentproduktion typischerweise braun bis schwarz (ST.-GERMAIN und
SUMMERBELL, 1996; BATTILANI et al., 2008). Mikroskopisch zeigen sich bei Alternaria
spp. septierte, braunliche Hyphen. Die Konidiosporen erscheinen ebenso septiert und braun,
stellenweise mit einem zickzackartigen Verlauf. Sie tragen groe (7-10 x 23-24 pm), einfache
oder verzweigte Konidien, die Quer- und Léngssepten enthalten. Diese Konidien kdnnen
einzeln oder in akropetalen Ketten vorliegen und Keimfiden produzieren. Sie erscheinen
eiformig bis schmal zulaufend, dunkel pigmentiert, muriform glatt oder angeraut. Das zur
Konidiophore gerichtete Ende der Konidie ist rund, wihrend es sich zur Spitze hin verjlngt.
Daraus ergibt sich die typische Schnabel- oder Keulenform der Konidie (LARONE, 1995;
ST.-GERMAIN und SUMMERBELL, 1996; BATTILANI et al., 2008).

Die optimale Wachstumstemperatur von Schimmelpilzen der Gattung Alternaria liegt
generell zwischen 20 °C und 25 °C, es handelt sich somit um mesophile Spezies. Die
Wachstumstemperatur liegt minimal bei -2 °C bis 5 °C und maximal zwischen 31 °C und
32°C. (KUCK et al., 2009). HASAN (1995) beschrieb 21 °C als Idealtemperatur fiir
Alternaria alternata in Bezug auf e¢ine TeA-Produktion. Nach YOUNG et al. (1980) liegen
die optimalen Wachstumsbedingungen (mit TeA-Produktion) von Alternaria tenuissima auf
Hefeextrakt-Saccharose-Agar und Baumwollsaat bei 20 °C und einer Luftfeuchtigkeit von
37,5%. POSE et al. (2009) untersuchten den Einfluss von Wasseraktivitidt (a,) und
Temperatur auf das Wachstum von Alternaria alternata (frithere Bezeichnung: Alternaria
tenuis) auf einem synthetischen , Tomaten-Medium®“. Die kiirzeste Keimungszeit von
eineinhalb Tagen konnte bei einem a,-Wert von 0,982 und einer Temperatur von 21 °C und
35 °C beobachtet werden, die schnellste Wachstumsrate bei identischem a,-Wert und einer
Temperatur von 21 °C (8,31 mm/Tag). Bei steigendem ay-Wert erhohte sich auch die
Wachstumsrate. Bei einem ay-Wert von 0,904 und einer Temperatur von 6 °C sowie 15 °C
trat eine Wachstumsstagnation ein. Bei diesen niedrigen Temperaturen konnte selbst bei

Einsatz des optimalen a,-Wertes kein nennenswertes Wachstum verzeichnet werden. Nach
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KUCK et al. (2009) betriigt fiir Alternaria alternata die fiir die Sporulation benétigte
Temperatur 25-27 °C, bei einem pH-Wert-Optimumvon 4-4,5. Mycelwachstum war auch bei
pH-Werten zwischen 2,7 und 8,0 moglich. Der minimale a,-Wert fiir ein Mycelwachstum lag
bei 0,85, idealerweise bei 0,98. Fiir die Sporenbildung wurden minimal 0,90 und optimal
0,98-0,99 und fiir die Sporenkeimung 0,94 angegeben. OVIEDO et al. (2009) untersuchten
den Einfluss von Umweltfaktoren auf die TeA-Produktion von Alternaria alternata, die sie
auf einem Nihrmedium mit Sojabohnen anziichteten. Eine TeA-Produktion war in einem
Temperaturbereich zwischen 5 °© und 30 °C und ay-Werten von 0,92-0,995 zu beobachten.
Der optimale Wachstumsbereich lag bei einem ay-Wert von 0,98 und (je nach Stamm) einer

Temperatur von 25 °C bzw. 30 °C.

In der Literatur wird auch fiir andere Pilzspezies von einer TeA-Produktion berichtet (siche
Tab 4), beispielsweise bei Phoma sorghina (STEYN und RABIE., 1976) und Pyricularia
oryzae (IWASAKI et al., 1972; UMETSU et al., 1972). Als Einzige filhren BRASE et al.
(2009) Penicillium-Arten als TeA-Produzenten auf. MILLER et al. (1963) isolierten TeA aus
einem Aspergillus-Stamm — zwischenzeitlich sind aber Verdnderungen in der Systematik
einiger Pilze vorgenommen worden, so dass nicht mehr davon ausgegangen werden kann,
dass es sich hierbei tatséchlich um ein Aspergillus-Isolat gehandelt hat. KACERIGUS et al.
(2005) beschrieben Ulocladium oudemansii, Aspergillus rasperi und Penicillium expansum
als TeA-Produzenten — allerdings sind auch hier dieselben Einschrinkungen beziiglich der

taxonomischen Identifizierung zu machen (Tab. 4).
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Tab. 4: Ubersicht {iber die in der Literatur beschricbenen TeA-bildenden
Schimmelpilze und deren Herkunft
Pilzspezies Herkunft Anzucht auf Referenz
Alternaria alternata k. A. Glucose-Medium ROSETT et al., 1957,
(Alternaia tenuis) STICKINGS et al., 1959
MERONUCK et al., 1972
k. A. Kartoffel-Dextrose- BILGRAMI et al., 1994
Alternaria capsici-anui Agar, Reis-Ndhrmedium
Alternaria citri Kulturmaterial Richard’s Medium KINOSHITA et al., 1972
(+ 0,5% Pepton)
Alternaria japonica Kulturmaterial Richard’s Medium KINOSHITA et al., 1972
(+ 0,5% Pepton)
Alternaria kikuchiana Kulturmaterial Richard’s Medium KINOSHITA et al., 1972
(fliissig) (+0,5% Pepton)
Alternaria longipeps Kulturmaterial Schragagar (Wasser, MIKAMI et al., 1971,
Kartoffel, Saccharose,
Agar)
Alternaria mali Kulturmaterial Richard’s Medium KINOSHITA et al., 1972
(+ 0,5% Pepton)
Alternaria oryzae Kulturmaterial Richard’s Medium KINOSHITA et al., 1972
(+0,5% Pepton)
Alternaria porri Kulturmaterial Kartoffel-Dextrose- BILGRAMI et al., 1994

Alternaria radicina

Alternaria tenuissima

Alternaria tomato

Phoma sorghina
Pyricularia oryzae

Penicillium aurantiogriseum
Penicillium chrysogenum
Penicillium crustosum
Penicillium expansum

Penicillium soltium
Penicillium verruscosum
Aspergillus spp.
Aspergillus rasperi

Ulocladium oudemansii

Karotten, Petersilie,

Sellerie

Baumwolle

Tomaten

Hirse
Kulturmaterial

Getreide, Friichte,
Gemiise

Kulturmaterial
Getreide, Friichte,
Gemiise

Getreide, Friichte,
Gemiise

Agar; Reis-Ndhrmedium
Kartoffel-Dextrose Agar
+ 100 pg/g Strepto-
mycinsulfat
Hefeextrakt-
Saccharose-Medium

Wasser/Reis-
Substrat
Mais-Ndhrmedium
Hefeextrakt und
Spezialmedien

Malzextrakt-Agar

Malzextrakt-Agar

Malzextrakt-Agar

BILGRAMI et al., 1994;
SOLFRIZZO et al., 2005

DAVIS et al., 1977,
YOUNG et al., 1980:
BOTTALICO und
LOGRIECO, 1998
MILSLIVEC et al., 1987

STEYN und RABIE., 1976
UMETSU etal., 1972

BRASE et al., 2009
BRASE et al., 2009
BRASE et al., 2009
BRASE et al., 2009
KACERIGUS et al., 2005
BRASE et al., 2009
BRASE et al., 2009
MILLER et al., 1963
KACERIGUS et al., 2005

KACERIGUS et al., 2005
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2.15.2 Biosynthese und chemische Synthese von TeA

Die Biosynthese von TeA erfolgt durch Verbindung von L-Isolecin und zwei Acetateinheiten
(STICKINGS und TOWNSEND, 1961). Auch STINSON (1985) kam zu der Annahme, dass
die Biosynthese von TeA {iber 5-sec-Butyl-tetramsdure oder Acetoacetylisoleucin ablaufen
konnte. STICKINGS und TOWNSEND (1961) benutzten fiir ihre Studien fiinf Tage alte
Kulturen einer Alternaria tenuis-Kultur, zu der sie '*C-markiertes Acetat gaben. An Tag 13
untersuchten sie die Kultur und fanden 4,5% der Radioaktivitdt, den géBten Teil davon (94 -
95%) an C2 und C6. Die restliche Radioaktivitit verteilte sich gleichméBig auf die Atome C4
bis C10, dieselben Atome, die bei einer Untersuchung von STRASSMANN et al. (1954) von
Torulopsis utilis auf mit '*C -markiertem Medium in Isoleucin gefunden wurden. Sie bauten

TeA iber eine Reihe von Reaktionen schrittweise ab und erhielten Acetat und Isoleucin.

Diese Art der Biosynthese von TeA erscheint bei Betrachtung der Totalsynthesen von
Tetramsduren plausibel. LACEY (1954) setzte Aminosdureester mit Diketen zu N-
Acetoacetyl-Amionsdureestern um und erreichte einen Ringschluss durch Zugabe von
Natrium-Methylat. Dadurch erhielt er die entsprechende 3-Acetyltetramséure. HARRIS et al.
(1965) modifizierten die Versuchsanordnung von LACEY (1954) geringfiigig, durch
Umsetzung von L-Isoleucin mit Diketen erhielten sie N-Acetoacetyl-L-Isoleucin, das durch
Methylierung mit Diazomethan in etherischer Losung zum N-Acetyl-L-Isoleucinmethylester
umgesetzt wurde (siche Abb. 3). Im letzten Reaktionsschritt folgte unter Zugabe von
Natrium-Methylat (basisches Medium) der Ringschluss unter Bildung von TeA
beziehungsweise TeA-Natriumsalz. Die Autoren Kkonstatieren, dass das von ihnen
synthetisierte Produkt in allen Eigenschaften mit natiirlicher TeA identisch sei. JAGUSCH
(2005) beschrieb eine neue Art der Herstellung von 3-Acetyltetramsduren und optisch reiner
TeA. Auch er setzte Aminosdureester mit Keten um, allerdings lag die Ketenkomponente als
Ketylidentrephenylphosphonat vor. Einmal lag das Phosphonat frei und einmal gebunden an
Polystyrol vor. Bei Verwendung letzterer Form erhielt er ein optisch reines Produkt mit

lediglich einem H-NMR-Signal (Kernresonanzspektroskopie).
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Abb. 3: Chemische Synthese von TeA, schematisiert nach HARRIS et al. (1965);
(I) L-Isoleucin, (I) Diketen, (III) N-Acetoacetyl-Isoleucin, (IV) Tenuazon-
saure

BU = Sekundir-Butyl (C4Hy)

2.1.5.3 Vorkommen von TeA in pflanzlichen Produkten

Zahlreiche Spezies der Gattung Alternaria stehen im Zusammenhang mit Erkrankungen von
Pflanzen. Insbesondere Alternaria alternata wurde aus vielen Pflanzen aus aller Welt isoliert
(LOGRIECO et al., 2009). Die Gattung Alternaria ist dafiir bekannt, dass sie
pflanzenpathogene Spezies beinhaltet, die Erkrankungen wéhrend des Pflanzenwachstums
hervorrufen (BOTTALICCO und LOGRIECO, 1998; LOGRIECO et al.,, 2003), sowie
toxinogene Spezies, die Lebensmittelgrundstoffe wie Getreidekorner, Friichte oder Gemiise
wihrend der Lagerung befallen kéonnen (LOGRIECO et al., 2003). Eine hohe relative
Feuchtigkeit wihrend des Wachstums von anfiélligen Griinpflanzen unterstiitzt dabei die TeA-

Produktion (SAUER et al., 1978).

Die Schwarzfiule der Tomaten ist eine Erkrankung, die sowohl unreife als auch reife Friichte

befallen kann. Die dominierende Alternaria-Spezies beziiglich des Befalls der Tomaten ist
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Alternaria alternata, aber auch Alternaria tenuissima kann haufig isoliert werden
(LOGRIECO et al., 2009). HARWIG et al. (1979) beimpften reife Tomaten mit
toxinproduzierenden Alternaria alternata-Isolaten und fanden TeA bis zu einer Konzentration
von 106.000 pg/kg. STINSON et al. (1980, 1981) untersuchten natiirlich und kiinstlich
kontaminierte Tomaten auf ihren Gehalt an TeA und fanden das Toxin in Konzentrationen bis
zu 139.000 pg/kg Fruchtgewebe. In einer Untersuchung verfaulter Tomaten aus
Tomatenketchup-Fabriken fanden STACK et al. (1985) bei 69 von 142 untersuchten Proben
(48,6%) keine TeA, bei 28 Proben (19,7%) TeA in Konzentrationen bis zu 1,9 pg/g und in 45
Proben (31,7%) bis zu 45 pg/g. MISLIVEC et al. (1987) untersuchten 146 Tomatenproben
aus Amerika zur Herstellung von Tomatenketchup. Sie fanden in 73 Proben a zehn Tomaten
(50,0%) TeA in Bereichen zwischen 400 und 69.700 ng/kg (durchschnittlich 4.940 pg/kg).
Sie konnten dabei aber aus 35 der 73 TeA-positiven Proben (47,9%) keine Alternaria spp.
isolieren, woraus sie schlossen, dass TeA auch von anderen Schimmelpilz-Spezies gebildet
wurde. LOGRIECO et al. (1988) untersuchten natiirlich kontaminierte Tomaten aus einer
Region in Siiditalien auf ihre Toxingehalte und fanden in allen Proben TeA (bis zu
7.210 pg/kg), oftmals in Verbindung mit AME (bis zu 270 pg/kg) sowie AOH (bis zu
1.300 pg/kg). In einer Untersuchung von OZCELIK et al. (1990) konnten dagegen keine
TeA-Verbindung in beimpften Tomaten nachgewiesen werden. Neben den Friichten sind auch
die daraus hergestellten Produkte wie z. B. geschélte Tomaten, Tomatenpiiree, Tomatenmark,
Ketchup und Tomatensaft mit Alternaria-Toxinen befallen, auch TeA ist dabei haufig
nachweisbar (OSTRY, 2008, TERMINELLO et al., 2006). DA MOTTA und VALENTE
SORAES (2001) untersuchten brasilianische Tomatenprodukte auf deren Gehalt an TeA,
Alternariol, Alternariolmonomethylether und Cyclopiazonsdure. Von den 80 untersuchten
Tomatenprodukten wurde in keiner der elf untersuchten Tomatensifte, 24 Tomatenpasten und
einer gediinsteten Tomatenprobe die vier Myktotoxine gefunden, allerdings wurden in sieben
(31,8%) bzw. sechs (27,3%) von 22 Tomatenbrei-Proben TeA bzw. Cyclopiazonséure
detektiert. Bei 22 untersuchten Tomatenpiiree-Proben wurden in vier (18,2%) TeA und in
zwei (9,1%) der Proben Cyclopiazonsédure nachgewiesen. TeA wurde in Konzentrationen von
29-111 pg/kg und Cyclopiazonsdure in Konzentrationen von 36-178 pg/kg detektiert. Drei
Proben (13,6%) enthielten beide Toxine. Kiirzlich berichteten NOSER et al. (2011) sowie
ASAM et al. (2012) von einer praktisch 100% igen Kontamination von Tomatenerzeugnissen
des schweizer bzw. des deutschen Marktes. Die von diesen Autoren verwendeten LC-MS/MS

Verfahren wiesen Nachweisgrenzen von < 2 ng/g auf.
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Apfel werden hiufig mit Alternaria alternata bzw. mit einem bestimmten Alternaria
alternata-Pathotyp (auch als virulente Form von Alternaria mali bezeichnet) befallen. Hierbei
kommen zwei unterschiedliche Erkrankungstypen vor, einerseits die ,,Alternaria-Flecken*
und andererseits die ,,Alternaria-Kernfiule* der Apfel (LOGRIECO et al., 2009). VINAS et
al. (1992) untersuchten 157 ,,Golden Delicious“-Apfel mit Lisionen der Schale. Sie fanden
als Hauptverursacher fiir den Befall der Apfel nach der Ernte Alternaria tenuis (heute
Alternaria alternata). Bei kiinstlicher Inokulation von Apfeln mit Alternaria-Stimmen konnte
nur bei einem Stamm bei 25 °C eine TeA-Produktion nachgewiesen werden, bei Anzucht auf
Hefeextraktagar jedoch bei 97% der Stimme. OZCELIK et al. (1990) fanden TeA weder in
kiinstlich noch in natiirlich kontaminierten Apfeln, die sie unter verschiedenen Bedingungen

gelagert hatten.

Sehr hiufig mit Alternaria befallen und damit potentiell mit Alternaria-Toxinen kontaminiert
sind Zitrusfriichte. Nach Beimpfung von Orangen bzw. Zitronen mit Alternaria citri konnte in
den Friichten eine TeA-Konzentration von 61.100 pg/kg (Orangen) bzw. 48.800 ng/g
(Zitronen) nachgewiesen werden (STINSON et al., 1981). LOGRIECO et al. (1990a)
untersuchten Mandarinen (Citrus reticulata), die natiirlicherweise mit Alternaria alternata
befallen waren. Die Friichte zeigten dabei zwei unterschiedliche Faulnisformen, die graue und
die schwarze Kernfdule. Bei zwei mit der schwarzen Kernfdule befallenen Zitrusfriichten
wurde in hohem Mafle TeA (21.000 und 87.200 pg/kg) detektiert, dariiber hinaus auch noch
AOH (1,0 und 5,2 mg/kg) sowie AME (0,5 und 1,4 png/g). Bei der grauen Kernfaule wurde
TeA als einziges Alternaria-Toxin mit einer Konzentration von 173.900 pg/kg isoliert. Neben
Tomaten und Apfeln kénnen aber praktisch alle Obst- und Gemiisearten von toxinogenen
Alternaria befallen werden. Insbesondere in mediterranen Landern spielt dies eine sehr grof3e

Rolle, so dass viele Berichte zum Vorkommen von TeA z. B. aus Italien stammen.

Oliven werden ebenfalls hdufig von Alternaria alternata befallen. VISCONTI et al. (1986)
untersuchten sowohl die Friichte als auch daraus hergestellte Produkte. Bei der Untersuchung
von 13 Proben (duBerlich unbeschédigter) Oliven konnten bei vier Proben (30,8%) zwei bis
vier verschiedene Alternaria-Toxine gefunden werden. Bei schwer geschéddigten Oliven
wurden 262 pgkg TeA, 290 ug/kg AME, 230 ug/kg AOH und 140 pg/kg ALT
nachgewiesen. Neben den Friichten wurden auch sechs Olivendle untersucht sowie drei
Proben von Olivenschalen, die nach dem ersten Pressen in Olivendl-herstellenden Miihlen

genommen wurden. In keiner dieser Proben wurden Alternaria-Toxine gefunden.
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SOLFRIZZO et al. (2004) untersuchten das Toxinbildungsvermdgen von Alternaria
alternata- und Alternaria radicina-Stimme, die sie aus Karotten isoliert hatten. Auf dem
Néahrmedium Reis produzierten fast alle Stamme TeA, wohingegen die auf Karotten
angeziichteten Isolate kein TeA bildeten. In einer Untersuchung zum Vorkommen von TeA in
Karottenwurzeln und daraus hergestellten Produkten konnte das Mykotoxin weder wihrend
der Herstellung noch wihrend der Lagerung nachgewiesen werden (SOLFRIZZO et al.,
2005).

LOGRIECO et al. (1988) untersuchten Melonen (Cucumis melo), die mit Alternaria alternata
und Alternaria cucumerina befallen waren. Die Friichte stammten aus Siiditalien. Es wurden
vor allem diejenigen Friichte untersucht, auf deren Oberfldche schwarze Flecken erkennbar

waren. Es wurde bei den Untersuchungen TeA (8 pg/kg) und AME (5,1 pg/kg) gefunden.

STINSON et al. (1981) inokulierten Blaubeeren mit einem Alternaria alternata-Isolat, das sie
aus verfaulten Blaubeeren isoliert hatten. Sie konnten einen enorm hohen TeA-Gehalt von bis

zu 2 g/kg nachweisen.

VISCONTI et al. (1992) untersuchten Raps-Proben (Brassica napus) aus verschiedenen
Regionen Italiens. Sie fanden 11 Alternaria-Isolate, die sie jeweils aus den Schoten und den
Samen gewonnen hatten. Bei Wachstum auf autoklaviertem Reis als Ndhrmedium
produzierten diese Isolate TeA (bis zu 1.200.000 pg/kg), AOH (bis zu 200.000 pg/kg), AME
(bis zu 200.000 pg/kg), ATX I (bis zu 250.000 pg/kg) und ATX II (bis zu 70 pg/g). Bei einer
direkten Untersuchung von 16 Raps-Proben wurden degegen keine Alternaria-Toxine
gefunden, obgleich die Pflanzen mit Alternaria alternata kontaminiert waren, die bei
Kultivierung auf einem Reisndhrmedium hohe Mengen an Alternaria-Toxinen bildeten.
VINAS et al. (1994) untersuchten Rapsproben in Spanien und fanden dort ebenfalls einen
Befall mit Alternaria alternata, jedoch konnten bei keiner der kontaminierten Proben
Alternaria-Mykotoxine gefunden werden. AHMAD et al. (1996) untersuchten das
Mykotoxinbildungsvermdgen von Alternaria alternata-Isolaten, die sie aus Senf- und Raps-
Proben erhalten hatten. Sie fanden dabei TeA in Konzentrationen bis zu 27.500 pg/kg.
Dartiber hinaus wurde AME in Konzentrationen bis 22.900 ng/kg detektiert.

LOGRIECO et al. (1988) untersuchten Pfeffer auf einen moglichen Befall mit Alternaria-
Spezies und fanden dabei Alternaria alternata. Bei der Uberpriifung des Mykotoxingehaltes
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detektierten sie TeA (bis zu 54 pg/kg), AME (49 pg/kg) und AOH (640 png/kg). CHUNG et
al. (1998) fanden bei Untersuchungen von kiinstlich mit Alternaria alternata inokuliertem
Pfeffer bis zu 342.000 pgkg TeA. KWON et al. (2008) untersuchten das
Mykotoxinbildungsvermdgen von Schimmelpilzen, die sie von rotem Pfeffer aus Korea
isoliert hatten. Sie fanden dabei Alternaria alternata und TeA-Gehalte von bis zu
1.570.000 pg/kg auf kiinstlich inokuliertem Reismedium sowie bis zu 1.050.000 pg/kg auf
kiinstlich inokuliertem ,,Pfeffermedium®. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichten

ASAM et al. (2012) ebenfalls von TeA-Nachweisen in Gewlirzen.

Neben Obst und Gemiise scheint der Befall von Getreide mit TeA-bildenden Schimmelpilzen
ein weltweites Problem zu sein, wie zahlreiche Untersuchungen belegen. Die Schwarzfdule
von Getreidekornern wurde von mehreren Autoren untersucht. LOGRIECO et al. (1990b)
untersuchten Getreidekorner (Weizen, Hirse, Reis, Hafer, Roggen und Mais), die aus
unterschiedlichen Lindern (Agypten, Griechenland, Libyen, Frankreich, Italien, Portugal,
Tiirkei und dem fritheren Jugoslawien) stammten, auf eine mogliche Alternaria-Infektion. Es
stellte sich dabei heraus, dass insbesondere Hirse (bis zu 86%) mit Alternaria spp. befallen
war, daneben auch Weizen und Hafer, wohingegen Reis- und Maiskorner seltener befallen
waren. Die fiir den Befall ,hauptverantwortlichen” Alternaria-Spezies waren Alternaria
alternata, mit einer vergleichsweise geringeren Haufigkeit auch Alternaria tenuissima. Auch
von anderen Autoren wurde ein Befall von Getreide mit Alternaria und eine Kontamination
mit Alternaria-Toxinen beschricben. ANSARI et al. (1990) untersuchten Hirse und
Fingerhirse aus Indien und fanden dabei TeA in Konzentrationen bis zu 5.600 pug/kg bzw.
5.700  pg/kg. CHELKOWSKI und VISCONTI (1992) untersuchten das
Mykotoxinbildungsvermoégen von acht Alternaria tenuissima-Isolaten aus unterschiedlichen
landwirtschaftlichen Produkten in Polen. Alle Isolate produzierten TeA (22-270 mg/kg), AOH
(8-56 mg/kg) und AME (2-200 mg/kg). WEBLEY et al. (1997) geben bei australischem
Weizen hinsichtlich der Mykotoxinbelastung fiir TeA Werte bis zu 90 pug/kg an. In China
untersuchten LI und YOSHIZAWA (2000) Weizenproben, wobei hier Alternaria alternata als
Pilzspezies mit bis zu 87% am haufigsten gefunden wurde. Die produzierten Toxine waren
TeA (bis zu 6.432 pg/kg), AOH (bis zu 731 ug/kg) und AME (bis 1.426 pg/kg).
HAGGBLOM et al. (2007) untersuchten Getreide (Hirse, Weizen, Hafer) in Schweden und
fanden dort Alternaria tenuissima und Alternaria arborescens sowie Alternaria infectoria.
TeA fand sich hauptsichlich in den Hafer- (3.000 pg/kg) und Triticale-Proben (2.200 pg/kg).
PATRIARCA et al. (2007) untersuchten das Mykotoxinbildungsvermdgen von Alternaria-
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Stimmen, die sie aus argentinischem Weizen isolierten. Von 123 untersuchten Stimmen
bildeten 72% TeA in Konzentrationen von 1.000-14.782.000 mg/kg. Durchschnittlich wurden
1.757.000 mg/kg TeA detektiert, was ungefdhr der zehnfachen Konzentration von AOH (162
mg/kg) entsprach. AZCARATE et al. (2008) isolierten aus argentinischem Getreide
Alternaria alternata und Alternaria tenuissima. Die detektierten Toxine waren TeA
(8.814 pg/kg) und AOH (1.338 ng/kg) sowie AME (7.451 pg/kg). SIEGEL et al. (2009)
untersuchten 27 Getreideproben. In 13 Proben (48,1%) konnte TeA mit einem
durchschnittlichen Gehalt von 49 pg/kg nachgewiesen werden. Zudem untersuchten sie 43
kommerziell erhdltliche Biere des deutschen Marktes. TeA wurde in 37 Bieren (86,0%)
qualitativ gefunden und in 16 davon (37,2%) auch quantifiziert. Die durchschnittliche
Belastung lag bei 11 pg/kg. Bockbiere enthielten mit durchschnittlich 37 pg/kg die hochsten
Konzentrationen. Alkoholfreie Biere wiesen insgesamt keine deutlich niedrigere Belastung

mit TeA auf (SIEGEL et al., 2010).

Bei einer Untersuchung des Toxinbildungsvermdgens von Schimmelpilzen der Gattung
Alternaria, die aus CCM-Mais und Heu isoliert wurden, fand MULLER (1992) TeA in

Konzentrationen von 0,02-42 mg/100 ml Kulturansatz.

DIENER et al. (1976) isolierten 47 Pilzkulturen aus Baumwolle, die sie in den US-
Bundesstaaten Alabama, Georgia, Louisiana und Mississippi gesammelt hatten. Darunter
befanden sich Alternaria alternata und Alternaria tenuissima, die eine hohe Toxizitit im
Brine shrimp-Test, im Hiihner-Embryo-Test und in Fiitterungsversuchen mit Ratten
aufwiesen. Eine Untersuchung der moglicherweise enthaltenen Alternaria-Toxine wurde im
Rahmen dieser Untersuchung nicht vorgenommen. DAVIS et al. (1977) berichteten von einer
TeA-Produktion bei Alternaria alternata- und Alternaria tenuissima-Kulturen, die sie aus
Baumwolle extrahierten. VIYAYALAKSHMI (1996) untersuchte Alternaria macrospora,
einen Verursacher der Braunfleckenkrankheit bei Baumwolle. Er isolierte dabei TeA als eine

der Komponenten, die diese Krankheit hervorruft. Eine Zusammenfassung zeigt Tab. 5.
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2 SCHRIFTTUM

2.1.5.4 Moglichkeiten der Verminderung eines Alternaria-Befalls in pflanzlichen
Produkten

Eine Verminderung des Eintrages an Alternaria-Spezies ist u.a. durch chemische, biologische

und physikalische Kontrollmechanismen realisierbar (BATTILANI et al., 2008).

Eingesetzte chemische Fungizide zur Bekdmpfung der Schwarzfdulnis von Mandarinen sind
Kupfersulfat, Zinksulfat oder Eisensulfat. Diese konnen entweder zum Besprithen von
Biumen oder zum Eintauchen ganzer Friichte verwendet werden. Konzentrationen von
Kupfersulfat, Borsdure oder Ammoniummolybdad iiber 20 ppm fiihren zu einer signifikanten
Wachstumsreduktion. Konidien des Pilzes waren bereits sehr empfindlich gegen niedrige
Konzentrationen von Kupfer, Zink und Eisen (SINGH und KHANNA, 1969; BATTILANI et
al., 2008). Azoxystrobin, Difenocinazol, Polyoxin B und Trifloxystrobin-Fungizide wurden in
Apfelplantagen erfolgreich gegen einen Alternaria-Befall eingesetzt (REUVENI et al., 2002;
REUVENI, 2006; BATTILANI et al., 2008). SHTIENBERG und DREISHPOUN (1991)
berichten {iber den erfolgreichen Versuch, den Befall von Baumwoll-Plantagen mit
Alternaria-Spezies durch den Einsatz von Maneb, Manozeb, Difenoconazol und Tebuconazol
zu verhindern (BATTILANI et al., 2008). OLSEN et al. (1998) zeigten, dass die Blattldsionen
bei Baumwollpflanzen durch Einsatz von Manozeb und Sulfur in Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe vermindert werden konnten (BATTILANI et al., 2008).
DALCERO et al. (1996) untersuchten die Wirkung von Dichlorvos auf das Wachstum und die
Mykotoxinproduktion von Alternaria alternata. Bei einer Konzentration von 600 mg/g zeigte
Dichlorvos einen Effekt auf die lineare Wachstumsrate von Alternaria alternata. Bei
50 mg/kg zeigte sich bereits ein verdndertes Koloniewachstum. Die Kolonien erschienen
insgesamt luftiger als die unbehandelten. Auch Sonnenblumenkerne wurden mit Dichlorvos
behandelt. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 200 mg/kg konnte keine TeA-Produktion
nachgewiesen werden. COMBINA et al. (1999a) testeten die Wirkung von in der
Lebensmittelproduktion eingesetzten Konservierungsmitteln auf das Alternaria alternata-
Wachstum und die TeA-Produktion und stellten dabei fest, dass die TeA-Konzentration unter
experimentellen Bedingungen stabil war, wenn als Konservierungsmittel organische Sduren
(beziehungsweise deren Salze) zugegeben wurden. Gleiches gilt fiir die Zugabe von Natrium-
und Kaliumbenzoat bis zu einer Menge von 10 mg/kg. Ab dieser Konzentration kam es zu

einem Stillstand des Pilzwachstums und der TeA-Biosynthese. Zugabe von Natriumpropionat
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2 SCHRIFTTUM

fiihrte erst bei Dosen von 10 mg/kg zu einer Verlangsamung des Pilzwachstums, aber bereits

bei Wirkstoffgehalten von 10-25 pg/g zu einer Reduktion der TeA-Synthese.

Biologische Kontrollmechanismen des Alternaria-Befalles wurden von mehreren Autoren
untersucht. JENSEN et al. (2004) untersuchten Pilzantagonisten gegen Alternaria dauci und
Alternaria radicina. Diese Alternaria-Spezies befallen typischerweise Karotten. Dabei
stellten sie fest, dass Pilzisolate der Gattung Clonostachys rosea eine dhnliche Wirkung gegen
die beiden Alternaria-Spezies aufwiesen, wie das iiblicherweise verwendete chemische
Fungizid Iprodion. FENG und ZHENG (2007) stellten bei Untersuchung der Wirkung
itherischer Ole auf das Alternaria alternata-Wachstum fest, dass Cassia-Ol das Wachstum
des Schimmelpilzes in einer Konzentration von 300-500 pg/g inhibierte. Bei einer
Konzentration von 500 pg/g nahm der prozentuale Anteil verschimmelter Tomaten deutlich
ab. Thymiandl fiihrte bei einer Konzentration von 500 pg/g zu einer Wachstumshemmung
von 62%. Uber mogliche sensorische Beeintrichtigungen berichten diese Autoren jedoch
nicht. WANG et al. (2008) zeigten, dass Isolate der marinen Hefe Rhodosporidium
paludigenum einen Einfluss auf das Wachstum von Alternaria alternata auf chinesischen
roten Datteln hatten. Von den behandelten Friichten wiesen 67,6% Faulnis auf, wohingegen

die unbehandelten zu 93,4% mit Alternaria alternata befallen waren.

Auch mogliche physikalische Kontrollmoglichkeiten des Alternaria-Befalles wurden
beschrieben. MC DONALD et al. (2006) fanden heraus, dass ein einminiitiges Eintauchen
von Honigmelonen in 50-65 °C warmes Wasser einen lagerungsbedingten Alternaria-Eintrag
im Vergleich zur Kontrollgruppe (22 °C) stark herabsetzte. Behandlungen mit
Gammastrahlung, die Wasseraktivitit und die Wiarmebehandlung hatten einen deutlichen
Einfluss auf die TeA-Produktion von Alternaria alternata bei Tomatenmark und Tomatensaft.
Bei einer Erhohung der Bestrahlungsdosis nahmen sowohl die Trockenmasse als auch die
TeA-Konzentration stetig ab. Ab einer Bestrahlungsdosis von 4 kGy war keine TeA mehr
nachweisbar. Die hochste TeA-Produktion war bei einer Temperatur von 25 °C und einem
ay - Wert von 0,98 mit Toxinkonzentrationen von 57,5 pg/g in Tomatenmark und 26,3 pg/g in
Tomatensaft gegeben. Eine Erhohung der Bestrahlungsdosis, beziehungsweise eine niedrige
Wasseraktivitit senkten oder inhibierten die TeA-Produktion vollstindig (AZIZ et al., 2006;
BATTILANI et al., 2008).
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Neben den genannten Kontrollmoglichkeiten spielt auch die Art der Verarbeitung von
Lebensmitteln pflanzlichen Ursprungs eine Rolle bei der Verminderung des Alternaria-
Befalls. DALCERO et al. (1997) zeigten, dass eine Silierung von Sonnenblumenkernen den
TeA-Gehalt herabsetzt. COMBINA et al. (1999b) untersuchten den Ubergang von Alternaria-
Toxinen aus Sonnenblumenmehl in Ol Lediglich 2% des TeA-Gehaltes des
Ausgangsmaterials wurden im Endprodukt gefunden. Eine Hitzebehandlung von
Sonnenblumenmehl bei 100 °C iiber 90 Minuten fiihrte zu einer Halbierung des TeA-Gehaltes
(CHULZE et al., 1995; BATTILANI et al., 2008).

2.1.55 Ubergang von TeA in Lebensmittel tierischen Ursprungs

Untersuchungen zu einem moglichen Ubergang von TeA in Lebensmittel tierischen
Ursprungs (carry-over) wurden bisher nicht publiziert. Ebenso liegen keine Daten zur

Metabolisierung des Toxins im lebenden Organismus vor.

2.2 Verfahren zum Nachweis von TeA

Zum Nachweis von Mykotoxinen in Lebensmitteln wurden bisher zahlreiche
Analysemethoden entwickelt, beziehungsweise modifiziert. So sind fiir fast alle ,,wichtigen*
Mykotoxine immunologische (MARTLBAUER, 1988; MARTLBAUER et al., 1988;
BROSIGKE, 1999; USLEBER et al., 2008; LATIF et al., 2009), biologische (HRADEC und
VESELY, 1989; SCHRADER et al., 2001; GAREIS, 2006) sowie physikalisch-chemische
Nachweisverfahren (SCHNEIDER et al., 2004; MULLER et al., 2006; SCOTT, 2007)
entwickelt worden. Zum Nachweis von TeA sind im Folgenden biologische und physikalisch-
chemische Verfahren beschrieben. Immunologische Nachweisverfahren dagegen wurden fiir

TeA bisher nicht beschrieben.

2.2.1 Extraktion und Reinigung

Um TeA moglichst vollstindig aus der jeweiligen Probenmatrix zu isolieren, wurden

verschiedene Extraktions-und Reinigungsverfahren angewandt (Tab. 6). SCHADE und KING
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(1984) stellten die Loslichkeit von TeA in verschiedenen Ldsungsmitteln unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Form der TeA dar (Sdure in Reinform, Kupfersalz,
Magnesium- oder Calciumsalz). Als geeignete Losungsmittel gaben sie fiir die freie Sdure
Aceton, Benzol, Chloroform, Ethanol, Ether, Ethylacetat, Hexan, Methanol, Petrolether,
Pyridin, wiéssrige Natriumbicarbonatlosung und wissrige Natronlauge an, fiir das Kupfersalz
Aceton, Chloroform, Ethanol und Methanol und fiir das Calcium- und Magnesiumsalz

Ethanol und Methanol.

Bei der Untersuchung von Proben werden diese anfangs zumeist mit Wasser oder Methanol
gemischt und anschlieBend mit einem nicht mischbaren Losungsmittel wie Chloroform,
Ethylacetat oder Dichlormethan extrahiert. HARVAN und PERO (1974) benutzten
Ethylacetat als Extraktionsmittel bei der Untersuchung von Tabak, auch HARWIG et al.
(1979) verwendeten Ethylacetat fiir die Extraktion von TeA aus Tomaten. DAVIS et al.
(1977) und STINSON et al. (1980) verwendeten Chloroform fiir die Extraktion von TeA aus

Baumwolle, beziehungsweise aus Apfel- und Tomatenprodukten.

Die Probenextrakte werden anschlieend mit Salzsdure auf einen pH-Wert von 2 eingestellt
(siche Tabelle 6), da die Magnesium- und Calciumsalze von TeA in den oben genannten
Losungsmitteln im Vergleich zu freier TeA nicht 16slich sind (STEYN und RABIE, 1976;
SCHADE und KING, 1984). Die lipophilen Bestandteile des Extrakts konnen vor dem
Ansduern in einer Fraktion mit n-Hexan entfernt werden (SCHADE und KING, 1984). TeA
16st sich als starke Sdure im Unterschied zu anderen Alternaria-Toxinen bereits in Bicarbonat
(NaHCOs3), weswegen manche Autoren den Schritt der ,,Bicarbonat-Purifikation* verwenden
(SCHADE und KING, 1984), Tab. 6. Bei dieser Aufreinigung wird TeA aus dem organischen
Filtrat in die wissrige, alkalische Bicarbonatlosung extrahiert, diese dann auf einen pH-Wert
von 2 angesduert und die TeA in dasselbe oder ein weniger polares Losungsmittel
zuriickextrahiert. Die so gewonnenen Extrakte werden eingeengt, mit wenig Losungsmittel
aufgenommen und zumeist chromatographisch auf den Gehalt an TeA untersucht. Eine
Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) ist fiir TeA kiirzlich beschrieben worden

worden (ASAM et al., 2011; NOSER et al., 2011).
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2 SCHRIFTTUM

2.2.2 Biologische Nachweisverfahren

Fiir den Nachweis von TeA wurde ein biologisches Nachweisverfahren auf Basis des MTT-
Tests gepriift, das auf einem zytotoxischen Effekt des Mykotoxins basiert (GAREIS, 2006).
Verglichen werden dabei die zytotoxischen Effekte von Rohextrakten aus Verdachtsproben
mit denen entsprechender Kontrollen gegeniiber der als Zielzellen eingesetzten Swine
Kindney (SK)-Zelllinie, die sich gegeniiber Matrixeffekten der unterschiedlichen Proben in
Bereichen von 50 bis 1.000 mg Probenaliquot/ml Zellkulturmedium als unempfindlich
erwiesen hat. Der ICso-Wert (inhibitory concentration 50: Toxinkonzentration, welche die
MTT-Spaltungsaktivitit auf 50% der Kontrollwerte reduziert) fiir TeA liegt bei 52,08 pg/ml

und ist damit als gering zytotoxisch zu bewerten.

GRIFFIN und CHU (1983) untersuchten die Toxizitdt von TeA mittels eines Hithnerembryo-
Tests. Dazu geben sie an Tag sieben der Briitung 100 ul Toxin/Ei. An Tag 23 wurden die Eier
zerstort und die Embryonen untersucht. Die LDsp-Dosis fiir TeA lag in diesem Testsystem bei
548 ng/Ei. PANIGRAHI und DALLIN (1994) beschreiben die Toxizitdt von TeA in einem
Artemia-Salina-Test (SIEGFRIED, 1979). Sie stellten fiir TeA eine LDso-Dosis von 75 pg/ml
fest, was innerhalb der Gruppe der getesteten Alternaria-Toxine (AOH 100 pg/ml; ATX 1
200 pg/ml und ALT 375 pg/ml) die hochste Toxizitdt darstellte. VISCONTI et al. (1992)
ermittelten im Artemia-Salina-Test fiir TeA sogar eine noch niedrigere LDso-Dosis von

20 pg/ml.

Eine mogliche Mutagenitit von TeA wurde unter Einsatz des Ames-Salmonellen-Tests
(AMES et al., 1973) untersucht (SCHRADER et al., 2001). Hierzu wurden nitrosylierte und
nicht-nitrosylierte Alternaria-Toxine eingesetzt. Zur Anwendung kamen Salmonella
typhimurium-Staimme (Stimme 98 und 100), die durch Punktmutation in einem Gen nicht
mehr in der Lage sind, Histidin zu produzieren. Diese wurden mindestens im Dreifachansatz
auf ein Histidin-freies Nahrmedium gegeben und anschlieBend das Mutagen hinzugegeben.
Als mutagen wurden solche Substanzen -eingestuft, bei denen sich die Zahl der
Bakterienkolonien im Gegensatz zur Kontrollkolonie mindestens verdoppelt hatten, was auf
das Wiedererlangen der Fahigkeit zur Histidin-Produktion zuriickzufiihren ist. TeA zeigte
weder in Reinform noch nitrosyliert mutagene Eigenschaften. REISS (1986) setzte einen
,»30S-Chromotest™ zum Nachweis eventueller genotoxischer Effekte von Mykotoxinen ein.

Das Testsystem dhnelt dem Ames-Test, allerdings unter Verwendung eines modifizierten
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Escherichia coli-Stammes, in welchem das Gen fiir 3-Galaktosidase an ein Operator-Gen
gekoppelt ist, das fiir das intrazellulire DNA-Reparatursystem verantwortlich ist. Auch in
diesem Testsystem zeigte die TeA kein mutagenes Potential. HRADEC und VESELY (1989)
untersuchten das mutagene Potential von 20 Mykotoxinen. Sie verwendeten dazu einen
tRNA-Akzeptanz-Test, mit dessen Hilfe sowohl ein mutagenes als auch ein kanzerogenes
Potential von Mykotoxinen erkennbar ist. Auf TeA traf keine der genannten Wirkungen zu.
Schlussfolgernd kann aus diesen Befunden angenommen werden, dass TeA keine mutagenen

Eigenschaften aufweist.

2.2.3 Immunologische Nachweisverfahren

Detektionsverfahren, welche auf  AntikGrpern  basieren, hierbei  insbesondere
Enzymimmuntests, spielen heutzutage eine entscheidende Rolle in der Routinediagnostik zum
Nachweis von Mykotoxinen. Mittlerweile sind eine Vielzahl solcher Tests in der Literatur
beschricben (MARTLBAUER, 1988; MARTLBAUER et al., 1988; USLEBER, 1991;
BROSIGKE, 1999; USLEBER et al., 2008; LATIF et al., 2009).

Fiir TeA existiert bisher kein Enzymimmuntest — es wurden noch keine Antikorper gegen
dieses Toxin hergestellt. JOHN et al. (1991) stellten mittels gemischter Anhydridmethode
zwar ein O-Carboxylmethyloximderivat von TeA als Immunogen her, eine erfolgreiche
Immunisierung von Versuchstieren zur Produktion von Antikérpern wurde von diesen

Autoren jedoch nicht berichtet.

Da die vorliegende Arbeit iiber die Entwicklung eines Enzymimmuntests berichtet, soll im
Folgenden noch einmal in kurzer Form auf das Prinzip immunologischer Nachweisverfahren

eingegangen werden.

Das Nachweisprinzip immunologischer Nachweisverfahren beruht auf der Fahigkeit von
Immunglobulinen (Antikorpern) Molekiile (Antigene) spezifisch zu erkennen und zu binden.
Eine Sichtbarmachung der Antigen-Antikorper-Reaktion erfolgt mittels markierter
Reaktionspartner (Antikdrper oder Antigene), der Marker kann in Form eines radioaktiven

Isotops (Radioimmuntests, RIA) oder, wie im Falle dieser Arbeit, eines enzymmarkierten
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Antigens (Enzymimmuntest, ELISA), vorliegen (NGO und LENHOFF, 1982; EKINS, 1985;
JACKSON und EKINS, 1986; NEWSOME, 1986; SMITH, 1989; WARSINKE et al., 2000).

Die mit Festphasen arbeitenden enzymimmunologischen Testverfahren (Enzymimmuntests)
werden nach ENGVALL und PERLMANN (1971) als ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) bezeichnet, wobei aber heute hdufig der etwas allgemeinere Ausdruck

EIA (Enzyme Immunoassay) verwendet wird.

Die EIA konnen kompetitiv (Konkurrenz von markiertem und unmarkiertem Antigen um eine
begrenzte Anzahl an Bindungsstellen) oder nicht-kompetitiv (Verwendung markierter
Antikorper, die im Uberschuss zum Antigen vorliegen) sein (EKINS, 1989). Nicht-
kompetitive Verfahren finden hauptsichlich Anwendung bei Molekiillen mit einer
MolekiilgroBe von >5.000 Dalton (u.a. Bakteriennachweise mittels Sandwich-
Enzymimmuntest). Kompetitive Verfahren hingegen werden bei niedermolekularen
Verbindungen genutzt, z. B. fiir Mykotoxine (USLEBER, 1991). Kompetitive Verfahren
werden in direkte und indirekte Verfahren unterteilt, wobei in Abhédngigkeit verschiedener

Charakteristika eine weitere Unterteilung erfolgen kann (GABALDON et al., 1999).

Beim direkten Verfahren erfolgt die Bindung einer begrenzten Zahl spezifischer Antikorper
entweder unmittelbar an das Tragermaterial (meist Mikrotiterplatten) oder iiber einen zweiten
Immunglobulin-Antikdrper (Doppelantikdrpertechnik, double antibody solid phase, DASP).
Um diese Antikdrperbindungsstellen konkurrieren freies und enzymmarkiertes Antigen. Die
ungebundenen Reagenzien werden nach ausreichender Inkubationszeit entfernt und Substrat
hinzugegeben, wobei der Substratumsatz durch gebundenes Enzym umgekehrt proportional
zur Menge an freiem Antigen in der Probe ist. Je weniger enzymmarkiertes Antigen an die
Festkorperphase gebunden ist, desto mehr freies Antigen ist in der Probe vorhanden Die
Inkubation des Antiserums (Antikdrper) kann gleichzeitig (simultan) oder konsekutiv
(nacheinander, durch Waschschritte getrennt) mit freiem und mit enzymmarkiertem Antigen
erfolgen, wobei letztere Anordnung den Vorteil aufweisen kann, dass storende
Probenmatrixeinfliisse auf das enzymmarkierte Antigen ausgeschlossen werden und so die
Testempfindlichkeit verbessert werden kann (GABALDON et al., 1999; SCHNEIDER et al.,
2004).
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Beim indirekten kompetitiven Enzymimmuntest wird das markierte Antigen (z.B. Antigen-
Protein-Konjugat) zunichst an die Festphase (ebenfalls meist Mikrotiterplatten) gebunden.
Die zu untersuchende Probe wird zusammen mit spezifischen Antikorpern inkubiert, es
erfolgt dhnlich des direkten Enzymimmuntests eine Konkurrenz zwischen freiem und
Festphasen-Antigen um die limitierte Anzahl freier Antikdrperbindungsstellen. Nach
Entfernung ungebundener Reagenzien erfolgt die Zugabe eines enzymmarkierten Sekundér-
Antikorpers (gerichtet gegen Immunglobuline der entsprechenden Tierart, von der die
entsprechenden Antikdrper stammen). Nach einem weiteren Inkubationsschritt und nach
einem erneuten Waschschritt wird Enzymsubstrat/Chromogen hinzugefiigt, wobei der
Substratumsatz durch gebundenes Enzym analog des direkten Testsystems wieder umgekehrt
proportional zur Menge an freiem Antigen in der Probe ist. Bei den kompetitiven
Enzymimmuntests kann eine Unterscheidung zwischen homologer und heterologer
Testanordung erfolgen. Bei der homologen Anordnung wird ein Hapten sowohl zur
Immunisierung als auch fiir die Herstellung des enzymmarkierten Antigens verwendet,
wohingegen bei der heterologen Anordnung fiir die Herstellung des enzymmarkierten
Antigens entweder ein anderes (heterologes) Hapten, ein anderes Derivatisierungsreagenz
(heterologe Briicke) oder eine andere Position am Molekiil (heterologe Seite) zur Kopplung
verwendet werden kann. Die heterologe Anordnung kann den Vorteil haben, dass sie bei
geringer Affinitdt des Antikorpers fiir das heterologe, enzymmarkierte Antigen zu einer
Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit des Testsystems fiihren kann (VAN WEEMEN und
SCHUURS, 1975; MARTLBAUER, 1988; MARTLBAUER, 1993).
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2.2.4 Physikalisch-chemische Nachweisverfahren

2241 Chromatographische Verfahren

Chromatographische Verfahren dienen der Trennung von Stoffgemischen zur gezielten
Isolierung des Analyten. Die Fliissigkeitschromatographie beruht in der Regel auf der
Wechselwirkung des Analyten mit einer mobilen und einer stationidren Phase. Der Transport
erfolgt durch die mobile Phase. Die molekiilspezifische Verzogerung und damit die
Trennwirkung finden an der stationdren Phase statt. Nach den verursachenden physikalisch-
chemischen Effekten werden vereinfachend Adsorptions- und Verteilungschromatographie
unterschieden (BOCKER; 1997; GEY, 2008). Eine weitere iibliche Einteilung geht von der
Kombination der Phasenzustinde (fest, fliissig, gasformig) fiir die stationire und die mobile

Phase aus (BOCKER, 1997).

22411 Diinnschichtchromatographie (DC)

Bei der Diinnschichtchromatographie (thin layer chromatography, TLC) handelt es sich um
ein adsorptionschromatographisches Verfahren. Es ist ein einfaches und schnelles Verfahren
mit hoher Trennleistung (BOCKER, 1997; GEY, 2008). Die stationire Phase besteht aus einer
diinnen Schicht von Kieselgel oder Aluminiumoxid, welches auf eine diinne Platte aus
Aluminium, Kunststoff oder Glas aufgetragen ist. Neben diesen polaren Trigermaterialien
gibt es auch solche, die mit neutralen oder apolaren ,,reversed-phase‘ Materialien beschichtet
sind. Die zu untersuchende Probe wird punktférmig am Startpunkt aufgetragen und dann die
Chromatographie in einer konventionellen Trogkammer mit einem Laufmittel, der mobilen
Phase, durchgefiihrt. Durch die Kapillarwirkung des pordsen Materials der stationdren Phase
steigt das Laufmittel (ein Losungsmittel oder -gemisch) nach oben, transportiert die Probe mit
und trennt die einzelnen Bestandteile je nach ihrer Polaritit. Aus der Wanderung der
getrennten Verbindungen und der Laufmittelfront ergibt sich als Quotient der
Retentionsfaktor (Rf-Wert), der fiir gegebene Reaktionsbedingungen (annidhernd) konstant ist

und zur Charakterisierung der Komponenten dient:

Rf= Wanderung der Komponente (in cm)

Wanderung der Laufmittelfront (in cm)
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Zur spezifischen Detektion von TeA wird von mehreren Autoren die Farbreaktion mit

Eisenchlorid FeCl;) eingesetzt.

Die Diinnschichtchromatographie kann entweder als separates Analyseverfahren oder online
kombiniert mit Detektionsmethoden wie Immunresonanz, NMR und Massenspektrometrie

(GOCAN, 2009) konzipiert werden. Letzteres spielt fiir TeA jedoch derzeit keine Rolle.

SAUER et al. (1978) untersuchten Getreideextrakte mittels Diinnschichtchromatographie. Als
mobile Phase verwendeten sie Toluol, Ethylacetat und Ameisensédure in einem Verhéltnis von
5:4:1 sowie aktivierte Brinkmann-SILG-HR-25-Platten. Sie erhielten fiir TeA einen Rf-Wert
von 0,65 (siehe auch Tab. 7).

JANARDHANAN und HUSAIN (1983) untersuchten Alternaria alternata-Stimme auf deren
TeA-Bildungsvermogen. Sie fiihrten eine diinnschichtchromatographische Untersuchung von
TeA mit verschiedenen Laufmitteln durch (sieche Tab. 7). Zur Anwendung kamen
Kieselgelplatten — bei Bespriithen mit ethanolischem FeCl;-Spray stellten sich die TeA-Spots

orange dar. TeA zeigte keine Fluoreszenz unter UV-Licht.

LEBRUN et al. (1990) verwendeten bei ihren Untersuchungen als mobile Phase Chloroform
und Methanol in einem Verhiltnis von 9:1 und erhielten dabei Rf-Werte fiir TeA von 0,15 -
0,20. Bei Verwendung von Methanol und Wasser (Verhéltnis 4:1) geben sie einen Rf-Wert
fiir TeA von 0,6 an. Beim Bespriihen der Kieselgelplatten mit Terbiumchlorid bildete sich ein

griin-fluoreszierender Komplex.

MULLER und LEPOM (1992) verwendeten fiir den diinnschichtchromatographischen
Nachweis von TeA Silufol-Folien (Kieselgel), die mit zehnprozentiger Oxalséure in Methanol
entwickelt, luftgetrocknet, und anschlieend eine Stunde bei 110 °C aktiviert wurden. Die
Entwicklung der DC-Folien erfolgte in einer gesittigten Kammer mit Benzol, Methanol und
Eisessig (Verhéltnis 90:5:5) liber 12 cm. Die Auswertung erfolgte unter kurzwelligem (254
nm) UV-Licht und durch Bespriihen mit einprozentiger ethanolischer FeCls-Losung. Als
Bestitigungsreaktionen wurden die charakteristischen Farbreaktionen nach Bespriihen mit
Cer(IV)-Sulfatlosung, mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinlosung und mit p-Anisaldehydldsung
genutzt (SCHADE und KING, 1984). Der Rf-Wert lag unter diesen Bedingungen bei 0,47-
0,52 (n=124).
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VIJAYALAKSHMI und RAO (1988) gaben bei Verwendung von Toluol, Ethylacetat (90%)

und Ameisensédure in einem Verhéltnis von 5:4:1 Rf-Werte fiir TeA von 0,25-0,36 an.

Tab. 7: Nachweis von TeA mittels

Dunnschichtchromatographie  unter

Verwendung verschiedener FlieBmittel nach JANARDHAN und
HUSAIN (1983), modifiziert und erganzt*

Flie3mittel Retentions-

(Rf)

faktor
TeA

Referenz

Toluol:Ethylacetat: Ameisenséure (5:4:1) 0,65

Chloroform:Methanol (90:10) 0,40
Chlorform:Methanol (80:20) 0,63
Ethylacetat:Benzol (99:1) 0,21
Benzol:Aceton:Essigsdure (70:35:5) 0,55

Toluol:Ethylacetat (90%):Ameisensédure  0,25-0,36
(5:4:1)

Benzol:Methanol:Eisessig (90:5:5) 0,25-0,36
Chloroform:Methanol (9:1) 0,15-0,20
Methanol:Wasser (4:1) 0,60

Benzol:Methanol:Eisessig (90:5:5) 0,47-0,52

SAUER et al., 1978
JANARDHANAN und HUSAIN, 1983

2

E3]

2

2

VIJAYALAKSHMI und RAO, 1988
LEBRUN et al., 1990

MULLER und LEPOM, 1992

* alle Verfahren basieren auf der Verwendung von Kieselgel als stationdrer Phase
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224.1.2 Gaschromatographie (GC) / Massenspektometrie (MS)

Die Gaschromatographie ist ein Trennverfahren, bei dem ein Produktgemisch in einer
chromatischen Séule von einer gasformigen mobilen Phase (z.B. den Trigergasen
Wasserstoff, Stickstoff oder Helium) durchstrdomt wird. Die stationdre Phase besteht aus
einem inerten Material, das von einem diinnen Fliissigkeitsfilm bedeckt (oder damit
imprégniert) ist. Die Sdulen sind meist Quarzkapillaren, die aus Stabilitdtsgriinden mit einer
Schicht Polyimid iiberzogen sind. Diese Gasfliissigkeitschromatographie (gas liquid
chromatography, GLC) wird heute iiberwiegend angewandt (BOCKER, 1997). Die
Gasfeststoffchromatographie (gas solid chromatography, GSC) kommt hingegen selten zum
Einsatz (GEY, 2008).

Es konnen nur solche Substanzen mit Gaschromatographie getrennt werden, die leicht
fliichtig sind oder sich bei der Betriebstemperatur der Chromatographen unzersetzt
verdampfen lassen. Im Falle von TeA ist es notwendig, diesen Stoff durch Derivatisierung in
eine fliichtige Verbindung umzusetzen. Es kommen dazu Derivatisierungsreagenzien wie
Trimethylsilan oder Heptafluorbutyrat zum Einsatz (HARVAN und PERO, 1974; SCOTT et
al., 1997). Aufgrund dieser Einschrinkungen ist die Gaschromatographie heute in der
Mykotoxinanalytik nur noch von untergeordneter Bedeutung, fast alle neueren Arbeiten

basieren auf der High Performance-Fliissigkeitschromatographie (siehe néchstes Kapitel).

Als Detektoren werden beispielsweise Flammenionisationsdetektoren (flame ionisation
detector, FID), Elektroneneinfangdetektoren (electron capture detector, ECD) oder

massenspektrometrische Detektoren verwendet.

Moderne Verfahren verwenden jedoch meist die Massenspektrometrie zur Detektion. Hier
werden Ionen im Hochvakuum nach dem Verhéltnis Masse zu Ladung (m/e) auftrennt. Im
klassischen Magnetfeld-Sektorfeldgerdt werden die zu analysierenden Komponenten in der
Ionisationskammer (Ionenquelle) ionisiert und beschleunigt, danach in einem Magnetfeld
(Analysator) aufgetrennt, detektiert und in einem Strichspektrum aufgezeichnet. Es gibt eine
Vielzahl von Methoden der Ionisierung und ebenso viele Spektrometertypen mit
entsprechenden Modifikationen wie z.B. doppelt fokussierende Massenspektrometrie oder
Quadrupol-Massenspektrometrie (BUDZIKIEWICZ und SCHAFER 2005; GEY, 2008).
Typische Ionisationsverfahren nach GEY (2008) sind ElektronenstoBionisation (EI),
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chemische Ionisation (CI), Felddesorption (FD), Thermospray-lonisation (TSI), Electro Spray
Ionisation (ESI), Matrix assisted laser desorption/ionisation, (MALDI), Atmospheric pressure

chemical ionisation (APCI) oder Atmospheric pressure photo ionisation (APPI).

HARVAN und PERO (1974) wiesen TeA gaschromatographisch als Trimethylsilyl (TMS)-
Derivat nach. Das Derivat wurde dabei durch Erwdrmen (zehn Minuten bei 50 °C) von TeA
oder TeA-haltigem Probenextrakt mit N,O-bis (trimethylsilyl)acetamid, Trimethylchlorsilan
und Pyridin (Verhéltnis 6:2:9) hergestellt. Es wurde mit einem Gas-Chromatographen mit
Flammenionisationsdetektor (FID) chromatographiert. Die Nachweisgrenze lag bei 0,1 pg.
Diese Methode wurde auch von HARWIG et al. (1979) zum Nachweis von TeA in

kontaminierten Tomaten verwendet.

SAUER et al. (1978) untersuchten Hirsekorner auf deren Gehalt an TeA mittels GC. Auch sie
verwendeten das TMS-Derivat. Mittels Flammenisonisation konnte eine Nachweisgrenze fiir

TeA <1 ng/g erreicht werden.

LEBRUN et al. (1990) untersuchten die Bildung von TeA durch Pyricularia oryzae. Dabei
wurden Filtrate der Pilzkulturen im sauren Medium ohne Derivatisierung mit Kapillar-
Gaschromatographie nach der Methode von STACK et al. (1985) aufgetrennt. Sie arbeiteten
bei einer Temperatur von 270 °C. Der Gaschromatograph wurde mit einem
Massenspektrometer ~ gekoppelt und  bei  ElektronenstoBionisation  (GC-EI-MS)
beziehungsweise chemischer Ionisation (GC-CI-MS) wurden die Peaks m/e 141 (M-56) bzw.
m/e 198 (M + H) endeckt. LEBRUN et al. (1990) geben keine Nachweisgrenzen fiir TeA an,
STACK et al. (1985) einen Wert von 25 ng/g.

SCOTT et al. (1997) setzten erstmalig Heptafluorobutyrat (HFB) als Derivatisierungsreagens
fiir die Analyse von Alternaria-Toxinen, einschlieBlich TeA, ein. Es bildete sich dabei ¢in
tris-HFB-Derivat von TeA, das durch Umsetzung mit einer Mischung von HFB und
Toluol/Acetonitril als Losungsmittel sowie einer kleinen katalytischen Menge von 4-
Dimethylaminopyridin als Katalysator gewonnen wurde. Bei der GC/MS wurde eine
Kapillarsdule (Lange 10 m; Durchmesser 0,25 mm; Tragergas Helium) eingesetzt und das
Massenspektrometer im El-mode betrieben. Es wurden dariiber hinaus auch die
entsprechenden TMS-Derivate hergestellt. Es wurden Peaks fiir di- und tri-substituierte

Derivate von TeA mit HFB und TMS gefunden. Nachweisgrenzen wurden nicht angegeben,
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lagen aber bei Betrachtung der Spektren im Nanogramm-Bereich, da bei Einsatz dieser

Mengen deutliche Peaks zu erkennen waren.

2.2.4.1.3 Flissigkeitschromatographie (LC), Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC)

Bei der Fliissigkeitschromatographie (Liquid chromatography, LC) wird eine Probenldsung
(Substanzgemisch) in eine mobile Phase eingebracht und iiber eine stationdre Phase (Saule)
geleitet. Die ,,high performance liquid chromatography*, (HPLC) hat sich aus der klassischen
Fliissigkeitschromatographie weiterentwickelt (EULITZ et al., 1965). Die HPLC erzielt eine
hohere Trennleistung durch eine kleinere Partikelgrofe der stationdren Phase. Es kommen
hohere Arbeitsdriicke zum Einsatz, die durch apparative Anpassungen (beispielsweise
Hochdruckpumpen mit Pulsationsddmpfungen) ermoglicht werden (GEY, 2008). Fiir jede
Substanz ergibt sich aufgrund ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften, und damit
verbundenen Absorptions- oder Verteilungskriften eine Elution in der fiir sie
charakteristischen Retentionszeit. Fiir die Detektion der Substanzen ergeben sich eine Reihe
von Mdoglichkeiten, u.a. die Messung der UV-Absorption und der Fluoreszenz oder die

Massenspektrometrie (EULITZ et al., 1965).

In der Mykotoxinanalytik wurden in den letzten Jahren zumindest in Europa die
Diinnschichtchromatographie (DC) und die Gaschromatographie (GC) bei der Alternaria-
Toxin-Analyse fast vollstindig durch die Fliissigkeitschromatographie ersetzt (SCOTT,
2001). Die LC wurde dariiber hinaus fast vollstdndig durch die HPLC verdringt (SCOTT et
al., 1997). In der Regel werden als stationdre Phase heute Umkehrphasen (RP) verwendet,
héufig C18-Material.

SCOTT und KANHERE (1980) untersuchten TeA in Tomatenpaste mit HPLC und UV-
Detektion bei 280 nm, dem fiir den Nachweis von TeA mittels UV-Absoprtion am besten
geeigneten Wellenldngenbereich (SCOTT, 2001). Eine Detektion mittels eines Fluoreszenz-
Verfahrens ist nicht durchfiihrbar, da TeA keine Fluoreszenz aufweist (SCOTT, 2001). Sie
setzten eine spezielle reverse phase (RP)-HPLC-Séule ein und setzten der mobilen Phase u.a.
Zink-Acetat zu. Der Zusatz von Metallionen zur Verbesserung der Chromatographierféahigkeit

ist bereits vorher beschrieben worden (COOKE et al., 1978). SCOTT (2001) konstatierte,
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dass es fiir den Nachweis von TeA vorteilhaft sei, der mobilen Phase Zinkionen zuzusetzen.
Ohne diese MaBnahme bleibt das Molekiil bei Reverse-Phase-Systemen an aktiven Stellen des
Sdulenmaterials haften (SCOTT, 2001). Bei Einsatz dieses Verfahrens wurde TeA in
Tomatenprodukten mit einer Nachweisgrenze von 0,01-0,1 pg/g Probe nachgewiesen. Die
HPLC-Ergebnisse wurden mit Gas-Chromatographie/SIM (Single lon MS) bestétigt. Dazu
wurde TeA nach der Methode von HARVAN und PERO (1974) derivatisiert. Es wurde das
Trimethylsilyl-Derivat von TeA (MG 413,2) gebildet. Die geschitzte Nachweisgrenze lag bei
<6 ng/g.

LEBRUN (1989) wendete verschiedene Methoden (Ionenpaar, Anionenaustausch,
Ligandenaustausch) der HPLC auf TeA und verschiedene 3-Acetyl-5-substituierte Pyrollidin-
2,4-Dione an. Das Ziel dieser Arbeit war die Trennung dieser Substanzen, nicht aber die
Untersuchung von mit TeA kontaminiertem Probenmaterial. Es gelang, TeA und das
Diastereomer d-allo-TeA zu trennen. SHEPHARD et al. (1991) verwendeten ein RP-HPLC-
System mit einer C18-Sdule und einem Dioden-Array-UV-Detektor (DAD). Auch ihnen

gelang die Trennung von TeA und d-allo-TeA. Sie gaben eine Nachweisgrenze von 0,4 ng an.

MULLER und LEPOM (1992) verwendeten bei ihren Untersuchungen als stationire Phase
Hypersil ODS (5 um) und als mobile Phase Methanol + Wasser (80 + 20 bzw. 65 + 35) +
300 mg Zinksulfat (ZnSO4) x 7 Wasser (H,O). Als Detektoren verwendeten sie UV-Vis
(280 nm bzw. 235 nm). Diese Methode wurde von STACK et al. (1985) fiir den Nachweis
von TeA in Tomatenproben verwendet. Es trat immer ein Signal auf, das sich nicht von TeA
trennen lieB. Die Autoren diskutierten, dass es sich dabei moglicherweise um ein Isomer von

TeA handeln konnte.

WEBLEY et al. (1997) untersuchten australisches Getreide auf dessen Mykotoxingehalt. Sie
verwendeten eine RP-HPLC mit UV-DAD, als mobile Phase setzten sie Methanol und Wasser
in einem Verhéltnis von 85:15 unter Zugabe von 300 mg/l ZnSO, ein. Sie verwendeten zur
Messung einen Wellenldngenbereich von 280 nm. Es ergab sich eine Wiederfindungsrate von
78% und eine Nachweisgrenze von 10 ug/kg. Mit derselben Methode untersuchten LI und
YOSHIZAWA (2000) Weizen und gaben eine Wiederfindungsrate von 71% und eine
Nachweisgrenze von 100 pg/kg an.
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SOLFRIZZO et al. (2004) untersuchten Karotten auf ihren Alternaria-Toxingehalt mittels RP-
HPLC und UV-DAD-Detektion. Sie benutzten zur Trennung isokratische Gemische aus
Acetonitril-Natriumdihydrogenphosphat-Losung und erhielten eine Wiederfindungsrate fiir

TeA von 69% mit einer Nachweisgrenze von 0,02 mg/kg.

PATRIARCA et al. (2007) untersuchten das Auftreten der Alternaria-Toxine AOH, AME und
TeA in argentinischem Weizen mittels HPLC-DAD. Als mobile Phase verwendeten sie
Methanol und Wasser in einem Verhiltnis von 80:20 mit Zusatz von 300 mg/l ZnSO4. Auch
DA MOTTA und VALENTE SOARES (2000) gaben — wie bereits erwahnt — Zinksulfat zur
Verbesserung der Chromatographierbarkeit hinzu und erreichten eine Nachweisgrenze bei

Tomatenprodukten von 11 ng/g.

SIEGEL et al. (2009) beschrieben eine neue Methode fiir die Bestimmung von TeA in
Getreide. Die Proben wurden mit HPLC-MS nach vorheriger Derivatisierung mit DNHP
(2,4 - Dinitro-Phenyl-Hydrazin)  untersucht. DNPH wird in der LC-MS als
Derivatisierungsreagenz verwendet, um die Trennung von Carbonylkomponenten zu
verbessern, ohne dafiir mit Zinkionenzusatz arbeiten zu miissen. TeA reagierte mit der Keto-
Gruppe der Acetyl-Seitenkette zu dem entsprechenden TeA-Hydrazon. Die Nachweisgrenze
wurde mit 10 pg/kg angegeben. Mit derselben Methode der vorherigen Derivatisierung
untersuchten SIEGEL et al. (2010) auch das Auftreten von TeA in verschiedenen Bieren. Die

Nachweisgrenze gaben sie mit 2 pg/kg an.

NOSER et al. (2011) beschrieben eine HPLC-MS/MS fiir den Nachweis mehrerer Alternaria-
Toxine sowie deren Auftreten in Tomaten und Tomatenprodukten aus der Schweiz. Fiir TeA

gaben sie eine Nachweisgrenze von 2 pg/kg an.

ASAM et al. (2011) wendeten eine HPLC-MS/MS unter Einsatz isoptopenmarkierter
Substanzen (Stable Isotope Dilution Aassay, SIDA) als internem Standard an. Dabei wird eine
definierte Menge der markierten Substanz der zu untersuchenden Probe zugesetzt. Das
Massenverhiltnis bleibt bei allen analytischen Prozeduren unverdndert, da Analyt und
Standard die gleichen Eigenschaften haben. In der MS ergeben sich zwei Peaks und aus dem
Verhiltnis der Intensitidten wird der Gehalt der Probe ermittelt. Als interner Standard wurde

[°C-N""]-TeA eingesetzt. Die Nachweisgrenze gaben sie mit 0,1 pg/kg an.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 MATERIAL UND GERATE

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Aceton (Merck KGaA, 1.00013)

Acetonitril
Bernsteinsdureanhydrid

Bovines Serumalbumin

Casein, Natriumsalz

Destilliertes Wasser
4-(Dimethylamino)-pyridin
Dimethylformamid

Ethylacetat

Essigsdure 96%

Essigsdure 100%

Formaldehyd mind. 37%
Freund’sches Adjuvans, komplett
Kaliumdihydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)

Meerrettichperoxidase (HRP)
Methanol

Natriumborhydrid
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natrium-meta-Perjodat (PJ)
N-Hydroxy-Succinimid
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
Pyridin

Ringerlosung

Schwefelsdure

(Merck KGaA, 1.15500)
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, 239690)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, A0281-250)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, C8654)
(Membra Pure)

(Merck KGaA, 8.20499)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, D8654)
(Merck KGaA, 1.09623)

(Merck KGaA, 1.00062.1000)

(Merck KGaA, 1.00056.2500)

(Merck KGaA, 1.04003.1000)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, F-5881)
(Merck KGaA, 1.04877)

(Merck KGaA, 1.06586)
(Calbiochem-Novobiabiochem
Corporation, 37485)

(Roche Diagnostics, 92392525)

(Merck KGaA, 1.06009)

(Aldrich, 21, 346-2)

(Merck KGaA, 1.006404)

(Merck KGaA, 1.06329)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, S-1878)
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, H-7377
(Aldrich, DS, 000-2)

(Sigma Aldrich Chemie GmbH, P-3776)
(Oxoid BR 0052 G/101059-001)
(Merck, KgaA, 1.00729)
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3,3°,5,5 Tetramethylbenzidin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, T-2885)
Tween" 20 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, P1379)
Wasserstoffperoxid (Merck KgaA, 1.07209)

Xylol (Merck KgaA, 1.08681)

Alle verwendeten Reagenzien lagen mindestens in der Reinheitsstufe p.a. vor.

3.1.2 Mykotoxine

TeA (Kupfersalz) (Sigma Chemie GmbH, T3408)

TeA (Reinform) (Alexis biochemicals, Alx-350-317-MCO05)
3.1.3 Immunreagenzien

Anti-Kaninchen-IgG (Sigma Aldrich GmbH, R2004)

Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat (Dako, P0217)

3.14 Puffer und Lésungen

5% Acetonitril-PBS-Ldsung: 50 ml Acetonitril/l PBS

0,05 mol/l Bicarbonatpuffer: pH 9,6

1% Casein-PBS-Losung: 10 g Natriumcaseinat/l PBS

2% Casein-PBS-Losung: 20 g Natriumcaseinat/l PBS

Enzymsubstrat-/ Chromogenlosung fiir Meerettichperoxidase (nach GALLATI und PRACHT,
1985): 20 Teile Citratpuffer mit HyO,- Zusatz und 1 Teil Tetramethylbenzidin- Lésung
Tetramethylbenzidinlésung: 1mmol/l 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin in einem Teil Aceton und
9 Teilen Methanol)

Immol/l Natriumacetatpuffer: pH 4,4

1mol/l Schwefelséure:

Waschlésung: 0,15mol/l Natriumchlorid mit Zusatz von 0,025% Tween” 20
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Zur Durchfithrung der Enzymimmuntests wurden

- die Toxin-Losungen in PBS mit 10% Methanolzusatz, respektive in PBS mit 5%

Acetonitrilzusatz,

- die Toxin-Enzymkonjugat-Losungen in PBS,

- die Anti-Kaninchen-IgG Peroxidase- Losungen in 1% Casein/PBS und

- die Anti-Toxin-Serumverdiinnnungen in PBS

hergestellt.

Fir den indirekten kompetitiven Enzymimmuntest wurde

das Anti-Kaninchen-IgG-

Peroxidase-Konjugat der Firma Dako in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt.

3.15 Gerate und sonstige Materialien
3.1.5.1 Hard- und Software
Computer

Datenverarbeitungssoftware Magellan V 6.6
Datenverarbeitungssoftware RIDAWIN
3.1.5.2 Photometer
Photometer UV-1601

ELISA-Auro Reader Tecan Sunrise
3.1.53 Enzymimmuntests
Mikrotiterplatten Nunc Immuno Plate 439454
Mikrotiterplattentaumlergerdt Polymax 1040
Variable 12-Kanalpipette 10-100 pl

Variable 12-Kanalpipette 50-300 pl

Variable Pipetten 0,5-10 pl, 10-100 pl,

100-1000pl
Vortex Genie 2
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(Acer AL718)
(Tecan Austria GmbH)
(r-Biopharm, Darmstadt)

(Shimadzu)
(Tecan GmbH, Crailsheim)

(Nunc GmbH)
(Heidolph GmbH)
(Eppendorf AG)
(Finipette Labsystems)

(Eppendorf AG)

(Scientific Industries Inc.)
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3.1.5.4 Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Vorsiule: Lichrospher RP 18 (5pum) 4x4mm

(Merck KgaA, 150957)

Saule: Lichrospher RP 18 (5pum) 125x4 mm (Merck KgaA, 150943)
Pumpenserie P 580 (DIONEX GmbH)
Probengeber Modell ASI 100/ASI 100 T (DIONEX GmbH)
Photodiode PDA 100 Array detector (DIONEX GmbH)
Fluoreszenzdetektor RF 2000 (DIONEX GmbH)
Séulenthermostat STH 583 (DIONEY GmbH)
Fraktionskollektor 202 (Gilson SAS)
Fraktionscontroller 201-202 (Gilson SAS)

3.1.5.5 Mykologische Untersuchung

Hefeextrakt-Glucose-Bouillon

Malzextrakt-Agar

Binokulares Mikroskop Axioplan
Immersionsol

Objekttrager

Fotoapparat

3.1.5.6 Sonstiges

Dialysierungssschléduche
Mehrstellenriihrgerit

pH-Meter inoLab Level 1 mit Sen Tix HW-
Elektrode

Sartorius Waage Basic plus

Sartorius Waage Master Pro LA
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Caseinpepton, pankreat. 10 g
Hefeextrakt 5 g

Natriumchlorid 5 g

Glucose Monohydrat 5 g

(Oxo01id CM0059)

(Zeiss)

(VWR 1.04699.0500)

(Carl Roth Aer.-Nr.H869)

(Olympus Camedia C-730 Ultra Zoom)

(SERVA Electrophoresis GmbH)
(IKA®Werke GmbH& Co. KG)

(WTW GmbH)
(Sartorius AG)
(Sartorius AG)
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Vakuum-Rotationsverdampfer (Heidolph Laborota 4003)
Zentrifuge Kendro Multifuge 3S-R (Heraeus Christ GmbH)
Zentrifuge Multifuge 3 S-R (Heraeus Christ GmbH)
3.1.6 Probenmaterialien

3.1.6.1 Lebensmittel

Alle untersuchten Lebensmittel wurden im Zeitraum von 2009-2010 in Geschéften im Raum
GieBen gekauft. Bei den Bezugsquellen wurden sowohl Supermérkte als auch Reformhéduser
und Naturkostldden miteinbezogen. Die Verteilung der Proben auf verschiedene Waren-

Gruppen ist in Tab. 8 zusammengestellt.

3.1.6.2 Pilzkulturen

Die folgenden Schimmelpilzkulturen wurden im Rahmen der Arbeit eingesetzt.
- Aspergillus niger

- Aspergillus flavus

- Aspergillus candidus

- Alternaria spp.

- Pencillium roqueforti

Alle Kulturen stammten aus der Stammsammlung der Professur fiir Milchwissenschaften.
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Tab. 8: Produktgruppen und Anzahl der Proben (n = 50)
Probenart n ADV-Code
Apfelsaft 7 001 310601
Tomatensaft 15 001 262601
Tomatenketchup 18 001 520101
Tomatenmark 10 001 26117 (einfach konzentriert), 001
26103 (zweifach konzentriert), 001 26104
(dreifach konzentriert)
Tomaten 7 001 250301

W Apfelsaft
B Tomatenmark
mE Tomatenketchup

W Tomatensaft

Abb. 4: Prozentualer Anteil der verschiedenen Produktgruppen an der Gesamtzahl der

untersuchten Lebensmittelproben.
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3.2 METHODIK

3.2.1 Uberprifung des TeA-Standardmaterials

TeA-Kupfersalz (Sigma) wurde in 2,5 ml Methanol geldst, wodurch sich eine nominelle
Konzentration an reiner TeA von 3,46 mg/ml ergab. Aus diesem Konzentrat wurden 11,56 pl
in 4 ml Methanol verdiinnt, um eine TeA-Stammlosung mit einem Gehalt von 10 ug/ml zu
erhalten. Die zweite Toxinstandard-Priparation in Form eines rotlich-briunlichen Ols
vorliegende TeA (0,5 mg, Alexis) wurde in 1 ml Acetonitril gelost (500 pg/ml). Hieraus
wurde eine Arbeitsstandardlosung mit einem TeA-Gehalt von 10 pg/ml (Acetonitril)

hergestellt.

Die Uberpriifung der Standardldsung erfolgte spektrophotometrisch in  einem
Wellenldangenbereich von 200-400 nm gemédl entsprechenden Angaben aus der Literatur
(STICKINGS, 1959; STICKINGS und TOWNSEND, 1961; MERONUCK et al., 1972).
Danach schloss sich eine Uberpriifung von TeA mittels Diinnschichtchromatographie (DC)
und Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) an. Fiir die DC wurden mit
Fluoreszenzindikator (F 254 nm) beschichtete Kieselgel-60-Platten verwendet. Als FlieBmittel
wurden Chloroform und Methanol (Verhéltnis 90:10) und Chloroform und Methanol
(Verhéltnis 90:10) mit Zusatz von einem Milliliter Essigsdure verwendet. Die Analyse mittels
HPLC erfolgte wunter Verwendung von Methanol und A. dest. (+500 mg
Zinksulfatmonohydrat/l) in einem Verhéltnis von 70 zu 30 als Laufmittel und einer Merck
Lichrospher 100, RP-18, 5 um, 125-4 Sédule mit entsprechender Vorsdule. Der Zusatz von
Zinkionen kam bereits bei mehreren Autoren zur Anwendung (SCOTT und KANHERE,
1980; COOKE et al., 1978; MULLER und LEPOM, 1992; WEBLEY et al., 1997; LI und
YOSHIZAWA., 2000). Die Séulentemperatur betrug 25 °C, der Druck 350 bar und die

Flussrate 1 ml/min.
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3.2.2 Herstellung der Immunreagenzien

3.2.2.1 Kopplungsmethoden

TeA ist aufgrund des niedrigen Molekulargewichts (197,2) per se nicht immunogen (Hapten),
so dass sie zur Immunogenherstellung an Tragermolekiile mit ausreichender Grof3e (keyhole
limpet hemocyanin, KLH; bovines Serumalbumin, BSA) zu koppeln ist. So gebunden kénnen
Haptene als antigene Determinanten (Epitope) fungieren und hierdurch die Bildung
spezifischer Antikorper induzieren. Die Methoden der Herstellung der Mykotoxin-
Makromolekiil-Konjugate entstammen urspriinglich aus der Peptidsynthese, bei der die
Kopplung des Haptens an das Tragermolekiil durch ein homo- oder heterofunktionales

Reagenz vermittelt wird (ERLANGER, 1980; PESTKA, 1989; USLEBER, 1991).

Fir die Durchfiihrung direkter kompetitiver Enzymimmuntests wurden enzymmarkierte

Antigene hergestellt, hierzu wurde TeA an Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelt.

Zur Etablierung kompetitiver indirekter Testverfahren wurde ein Festphasenantigen aus dem

entsprechenden Zieltoxin (TeA) und einem Tragerprotein (BSA) synthetisiert.

Die in diesem Falle verwendeten Kopplungsmethoden werden im Folgenden nidher

beschrieben.

Abb. 5: Strukturformel von TeA (die zur Derivatisierung mit Bernsteinsédureanhydrid
sowie zur direkten Kopplung mittels Formaldehyd-Kopplung verwendete

Hydroxylgruppe ist mit einem Pfeil gekennzeichnet).
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3.2.2.1.1 Kopplung mittels aktiver Estermethode

Die Kopplung mittels aktiver Estermethode fand an die Proteine Bovines Serumalbumin
(BSA), Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) sowie an das Enzym Meerettichperoxidase
(HRP) statt. Der Einsatz natiirlicher Proteine erscheint eine giinstigere Auswirkung auf die
Immunogensynthese zu haben als die Verwendung kiinstlich synthetisierter Polypeptide

(JAFFE et al., 1970; WALKER et al., 1973).

Da diese Methode eine freie Carboxylfunktion im Hapten erfordert, musste zunichst eine
selektive Derivatisierung von TeA an der OH-Position mit Bernsteinsdureanhydrid (Abb.6)
durchgefiihrt werden. Die eigentliche Kopplung an das Protein, respektive die Peroxidase,
erfolgt mittels aktiver Estermethode (ANDERSON et al., 1964; KITAGAWA et al., 1981).
Diese Methode wurde bereits zur Herstellung von Roridin A-, Deoxynivalenol- und
Mycophenolsiure-Protein-Konjugaten angewandt (MARTLBAUER et al., 1988; USLEBER,
1991; USLEBER et al., 2008).

Zur Derivatisierung von TeA zu TeA-Hemisuccinat wurden 870 pl einer TeA-Stammldsung
(3,46 mg/ml) unter Stickstoff abgedampft. Das Toxin wurde mit Bernsteinsdureanhydrid (30
mg), welches in Pyridin (500 pl) geldst wurde, drei Stunden bei 97 °C im Wasserbad
inkubiert. Nach Abdampfen des Pyridins unter Stickstoff wurde der Riickstand mit 1 ml
Ethylacetat gelost. Nach Zugabe von 2 ml 0,01 mol/l HCL und griindlichem Mischen
(Flussig-Flussig-Verteilungschromatographie) wurde die entstehende Phasentrennung
abgewartet. Der Uberstand (organische Phase) wurde entfernt und dann nochmals 1 ml
Ethylacetat hinzugegeben. Daraufhin wurde das Ethylacetat unter Stickstoff abgedampft und
der Riickstand mit 1 ml Methanol gelost.

Es folgte die Herstellung des Aktivesters, in dem TeA-Hemisucinat, N-Hydroxy-Succinimid
und Dicyclohexylcarbodiimid in einem molaren Verhéltnis von 1:10:20 eingesetzt wurden.
Das Gemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt rithrend inkubiert.
Daraufhin folgte die Kopplung an HRP in einem molaren Verhéltnis von TeA zu HRP von
10:1, TeA zu BSA von 20:1 und TeA zu KLH von 300:1. Dazu wurden im Falle des TeA-
HRP 20,5 mg HRP in 1,7 ml 0,1 mol/l NaHCO; (Natriumhydrogencarbonatlésung, pH-Wert
8,4) gelost. Die Zugabe von TeA-Hemisuccinat-Aktivester (300 pl) zu der HRP-Losung

erfolgte langsam und tropfenweise, anschlieBend rithrte der Ansatz 1-2 Stunden auf dem
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Magnetriihrer. Fiir KLH wurden 51,3 mg in 1,7 ml 0,1 mol/l NaHCO; (pH-Wert 8,4) gelost
und TeA-HS-AE (300 ul) langsam zugetropft. Im Falle des BSA wurden 11,28 mg/ml BSA in
1,6 ml NaHCO; gelost und 200 pl TeA-HS-AE hinzugegeben. Darauthin wurde der
Kopplungsansatz je dreimal mindestens sechs Stunden gegen 5 | PBS (pH-Wert 7,2) bei 4 °C
dialysiert. Dieselbe Vorgehensweise wurde auch fiir die Kopplung an BSA und KLH
verwendet. Der schematische Reaktionsablauf bei der aktiven Estermethode ist Abb. 6 zu

entnehmen.
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N-Hydroxysuccinimid

TeA-HS-NHS Ester

H .
N—Protein
o)
- NHS
+  H,N—Protein ————»
°© o
o .,/ ~CH,
H 4
s 2
H.C N
H
CH,
TeA-HS-NHS Ester TeA-HS-Proteinkonjugat

Abb. 6:

Schematische  Darstellung  der  Derivatisierung von  TeA  mit
Bernseinsdureanhydrid und Kopplung von TeA-HS an den Proteintrdger
mittels aktiver Estermethode. Im 1. Schritt (I) wird TeA mit
Bernsteinsdureanhydrid zum Hemisuccinat. Im 2. Schritt (II) wird unter Einsatz
von NHS aus TeA-HS ein aktiver Ester hergestellt. Dieses Intermedidrprodukt
reagiert nach Zugabe des Proteins (III) unter Ausbildung einer kovalenten

Amidbindung.
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32212 Kopplung von TeA an BSA und KLH mittels Mannich-Kondensation

Als Kopplungsreagenz der Mannich-Reaktion dient Formaldehyd (MANNICH und
KROSCHE, 1912). Mit dieser Methode waren fiir andere Mykotoxine (Citrinin, Fumigaclavin
A) gute Erfahrungen gemacht worden (ABRAMSON et al., 1995; LATIF et al., 2009). Bei
dieser Methode erfolgt die Kopplung iiber eine Methylenbriickenbindung an freie
Aminogruppen des Trigerproteins. In der vorliegenden Arbeit wurde Keyhole Limpet
Hemocyanin (KLH) verwendet. Als Beschichtungsantigen flir den indirekten kompetitiven
Enzymimmuntest erfolgte die Bindung von TeA an bovines Serumalbumin nach derselben

Methode wie das Keyhole Limpet Hemocyanin (Abb. 7).

3.2.2.1.2.1  Kopplung von TeA an Keyhole Limpet Hemocyanin (TeA-KLH)

Zur Herstellung von TeA-KLH wurden 1 mg TeA (gelost in Methanol) und 15 mg KLH
(gelost in 1,5 ml Natriumacetatpuffer, 0,1 mol/l, pH-Wert 4,2) gemischt. Nach Zugabe von
300 pl Formaldehyd (37%ig) riihrte die Losung lichtgeschiitzt sechs Stunden bei
Raumtemperatur. Um eine Abtrennung nichtgebundener, niedermolekularer Bestandteile zu
ermoglichen, wurde das Kopplungsprodukt gegen Phosphatpuffer (PBS, 0,01 mol/l mit
0,12 mol/l Natriumchlorid, pH-Wert 7,3; ca. 30 Stunden bei 6-8 °C, 3 x 5 1) dialysiert und
anschlielend bei -18 °C gelagert.

3.2.2.1.2.2  Herstellung eines TeA-bovines Serumalbumin-Konjugates (TeA-BSA)

Parallel zu dem in 3.2.2.1.2.1 beschriebenen TeA-Keyhole Limpet Hemocyanin wurde TeA
auch an bovines Serumalbumin gekoppelt. Hierzu wurden 1 mg TeA (gelost in Methanol) und
3,35 mg BSA (gelost in 1,5 ml Natriumacetatpuffer, 0,01 mol/l, pH-Wert 4,2) gemischt. Nach
Zugabe von 300 pl Formaldehydlosung (37%ig) riihrte der Ansatz sechs Stunden
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. AnschlieBend folgte eine Dialyse gegen PBS ca.
30 Stunden bei 6-8 °C,3x 5 1.
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+O—=CH, + H,N-Protein ——

Formaldehyd

Abb. 7: Schematische Darstellung der Kopplung von TeA an einen Proteintrdager

mittels Mannich-Kondensationsreaktion.

32213 Kopplung mittels reduktiver Alkylierung wunter Verwendung von
Natriumperjodat (PJ)

Bei dieser Kopplung wurde TeA in einer zweistufigen reduktiven Alkylierung unter
Verwendung von Perjodat (,,Natriumperjodatmethode®, WILSON und NAKANE, 1976) an
das Glykopotein HRP gekoppelt. Dabei oxidiert Natriumperjodat die Kohlenhydratanteile der
HRP, wodurch die dabei generierten freien Aldehydgruppen zunéchst unter Bildung einer
Schiff’schen Base mit der Aminogruppe der TeA reagieren. Durch die sich anschliefende
Reaktion mit Natriumborhydrid werden diese zu stabilen Aminen reduziert. Zur
Durchfiihrung der Reaktion wurden 4 mg HRP in 1 ml A. dest. gelost. Dazu wurden 0,02 ml
frisch angesetzte Natrium-meta-Perjodatlosung (¢ = 0,1 mol) gegeben, woraufhin ein
Farbumschlag von rotbraun nach griin erfolgte. An eine 20 miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur ~ schloss sich eine zweimalige zwdlfstiindige Dialyse gegen
Natriumacetatpuffer (¢ = 1 mmol/l) bei 4 °C an. Zur aktivierten HRP-L&sung wurde 1 ml
einer wiassrigen TeA-Losung (100 ul 3,46 mg/ml TeA in Methanol + 900 ul Bicarbonatpuffer,
pH-Wert 9,85) gegeben und dann eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin
wurde 0,1 ml einer frisch angesetzten Natriumborhydridlésung (4 mg/ml A. dest.) zum Ansatz
gegeben und dieser dann 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Kopplungsprodukt (TeA-PJ-HRP) 24 Stunden gegen 6 | Phosphatpuffer (pH-Wert 7,39)
dialysiert, portioniert und bei -18 °C gelagert.
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32214 Charakterisierung der hergestellten TeA-Konjugate

Eine qualitative Uberpriifung des Kopplungserfolgs der hergestellten TeA-Protein (bzw.
HRP)-Konjugate erfolgte mittels Messung deren UV-Spektren im Wellenldngenbereich von
200 bis 400 nm. Diese wurden verglichen mit den jeweiligen Spektren von TeA bzw. denen

der nicht-konjugierten Proteine in 4quimolarer Konzentation.

Die Uberpriifung des Derivatisierungserfolges von TeA zu TeA-Hemisuccinat erfolgte
dariiber hinaus chromatographisch zusammen mit dem von TeA. Dazu wurden mit
Fluoreszenzindikator (F »s4 nm) beschichtete Kieselgel-60-Platten verwendet. Das verwendete
FlieBmittel war Chloroform und Methanol (90:10) und Chloroform und Methanol (90:10)

unter Zusatz von 1 ml Essigséure.

Die hergestellten Konjugate wurden portioniert und bei -18 °C gelagert.
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3.2.3 Gewinnung spezifischer Anti-TeA-Antiseren

Die durchgefiihrten Immunisierungen waren unter der Kenn-Nr. 265 (Az: V54-19¢20/15¢ GI

18/5) von der zustindigen Behorde (Regierungspréisidium Gieen) genehmigt worden.

3.2.3.1 Immunisierung

Es wurden insgesamt neun weibliche Kaninchen nach der Methode von NIESCHLAG et al.
(1975) immunisiert. Bei acht Versuchstieren handelte es sich um Chinchilla-Bastard-
Kaninchen (Charles River, Kifllegg) und ein Tier war ein Dt. Riese/Holldnder-Kaninchen
(Fa Bauer, Neuenstein). Das Gewicht der Tiere betrug zum Zeitpunkt der Immunisierung ca.

2 kg.

Die Grundimmunisierung erfolgte jeweils mit 0,5-1 mg TeA-Proteinkonjugat in 0,5 ml PBS,
emulgiert mit je 1,5 ml komplettem Freundschen Adjuvans, intracutan nach NIESCHLAG et
al., (1975). Restimulierungen erfolgten zu den in Tab. 9 angegebenen Zeitpunkten mit der

gleichen Immunogenzusammensetzung (intramuskulér).
Die Immunisierung erfolgte bei vier Kaninchen mit TeA-HS-KLH, bei drei Kaninchen mit
TeA-KLH (Formaldehyd) und bei zwei Kaninchen mit TeA-HS-BSA. Ein

Immunisierungsschema ist in Tab. 9 dargestellt.

Die Tiere wurden entsprechend der Versuchsreihenfolge mit den Nummern K1 bis K9

bezeichnet.
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Tab. 9: Immunisierungsschema zur Gewinnung von Anti-TeA-Antiseren
Tier (Nr.) Toxin-Protein-Konjugat Zeitpunkte der i.m.
(Kopplungsmethode) Restimulierung
(Woche nach
Grundimmunisierung)

1 TeA-HS-KLH 10., 23.
(aktive Estermethode)

2 TeA-HS-KLH 10., 17., 23.

(aktive Estermethode)

3 TeA-HS-KLH 10., 17.
(aktive Estermethode)
4,5,6 TeA-KLH 8., 17.

(Mannich-Kondensation)

7,9 TeA-HS-BSA 12., 17.
(aktive Estermethode)
8 TeA-HS-KLH 12.,17.

(aktive Estermethode)
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3232 Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Blutentnahme begann ab der vierten Woche nach Grundimmunisierung der Tiere und
erfolgte in ca. 2-wochigem Abstand. Das Blut wurde aus der Arteria auricularis rostralis
entnommen und das Serum mittels dreimaligen Zentrifugierens (15 Minuten bei 3000 U/min)
gewonnen und nicht weiter aufgearbeitet. Das Serum wurde anschlieBend portioniert und bei

-18 °C gelagert.

3233 Kontrolle des Immunisierungsverlaufs

Der Verlauf der Serumtiter wurde bei den Kaninchen K1 bis K3 (Immunogen TeA-HS-KLH)
sowie K7 bis K9 (Immunogen TeA-HS-BSA bei K 7 und K 9, TeA-HS-KLH bei K 8) mittels
eines direkten, bei den Kaninchen K4 bis K6 mittels eines indirekten enzymimmunologischen

Testverfahrens (Enzymimmuntest, ELISA) liberpriift.

Im Falle des direkten Enzymimmuntests erfolgte die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit
einem gegen Kaninchen-IgG gerichteten Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG 10 pg/ml in
Bicarbonatpuffer, 100 pl/Kavitdt) mit anschlieBender Inkubation iiber 24 Stunden bei
Raumtemperatur beziehungsweise iiber 48 Stunden bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach
Ausschlagen der Platten wurde die Platte mit 2% Casein/PBS abgesittigt (200 pl/Kavitit,
30 min). Nach dreimaligem Waschen mit Waschlosung und Ausschlagen der
Mikrotiterplatten wurden die zu iiberpriifenden Antiseren in Serienverdiinnungen (mindestens
1:100 in PBS verdiinnt, dann jeweils sieben weitere 1:3-Verdiinnungen) aufgetragen.
Pipettiert wurde immer mindestens im Doppelansatz (50 pl/ Kavitdt). Auf das Antiserum
wurde dann direkt das TeA-HS-HRP-Konjugat gegeben (50 pl/Kavitit). Nach einstiindiger
Inkubation im Taumler erfolgte eine mehrmalige Waschung der Platten mit anschlieBender
Trocknung. Darauthin wurde Enzymsubstrat-Chromogenlosung auf die Platte gegeben
(100 pl/Kavitit) und die Reaktion nach 20 Minuten mit 1 mol/l Schwefelsdure
(100 pl/Kavitit) abgestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenldnge von
450 nm.

Die gleiche Versuchsanordung wurde fiir K 7 bis K 9 gewihlt.
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Bei den mit TeA-KLH (Mannich-Kondensation) immunisierten Kaninchen K4-K6 erfolgte
die Uberpriifung des Verlaufs der Serumtiter mittels eines indirekten Enzymimmuntests
(ELISA/EIA). Hierzu wurden Mikrotiterplatten mit TeA-BSA (Formaldehyd) in
Bicarbonatpuffer 1:1.000 verwendet (100 pl/Kavitit). Nach Lagerung der Platten in einem
feuchten Behiltnis bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden wurden diese ausgeschlagen und mit
2%igem Casein/PBS abgesittigt (200 pl/Kavitdt, 30 Minuten). Nach dreimaligem Waschen
mit Waschlosung und Ausschlagen wurden sie mit den zu testenden Antiseren versehen, in
Serienverdiinnungen (mindestens 1:100 in PBS verdiinnt, dann jeweils sieben weitere 1:3 -
Verdiinnungen). Nach einstiindigem Inkubieren im Taumlergerdt und anschlieBendem
Waschen und Ausschlagen wurde Enzymkonjugatlosung (Schwein Anti-Kaninchen-IgG
HRP, 1:1.000, 100 pl/Kavitit) auf die Platte gegeben. Nach einer Stunde Inkubation und
erneutem dreimaligen Waschen wurde die Platte mit Enzymsubstrat-Chromogenlosung
versehen (100 pl/Kavitét). Ein Abstoppen der Farbreaktion erfolgte nach 15 Minuten durch
Zugabe von 1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitit), mit anschlieBender Messung der
Extinktion bei 450 nm. Als Titer wurde die Serumverdiinnung definiert, die unter diesen

Reaktionsbedingungen einen Extinktionswert von 0,3 Einheiten ergab.

3234 Auswahl geeigneter Antiseren durch parallele kompetitive Titration

(Hemmtitration)

Um eine Aussagekraft beziiglich der Eigenschaften der Immunseren treffen zu kdnnen, wurde
ein modifizierter direkter Enzymimmuntest (im Falle von KI1-K3 sowie K7-K9) und ein
modifizierter indirekter Enzymimmuntest (im Falle von K4-K6) durchgefiihrt. Die Nutzung
eines solchen Testaufbaus ermdglicht die Betrachtung der einzelnen Komponenten
zueinander, v.a. Variationen beziiglich Konzentrationen — wodurch die Festlegung der
optimalen  Antiserum-Konjugat-Kombination, die letztendlich die eingesetzten
Konzentrationen bedingt, festgelegt werden kann. Dariiber hinaus wurden die
Extinktionswerte dieser Kombinationen noch mit und ohne Antigenzusatz vergleichend

ermittelt.

Fir den kompetitiven direkten Enzymimmuntest wurden Mikrotiterplatten mit Anti-
Kaninchen-IgG (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG, 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer, 100 pl/Kavitit)

beschichtet und anschlieend iiber 24 Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
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inkubiert. Nach Absittigen der Platten mit 2% Casein/PBS (200 pl/Kavitit) und einer
halbstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte ein Waschschritt. Darauthin wurden die
Antiseren der Kaninchen K1-K3 1:100 in PBS verdiinnt (zu einem spéteren Zeitpunkt der
Antiserum-Untersuchung 1:1.000 verdiinnt), auf der Platte 1:2 weiterverdiinnt und in die
Kavitdten pipettiert (35 pl/Kavitdt). Auf eine (positive) Hilfte der Platte wurde TeA-
Stammlosung (10 pg/ml, verdiinnt in 10% MeOH/PBS, 35 pl/Kavitit), auf die andere
(negative) Hilfte der Platte 10% MeOH/PBS pipettiert. Dariiber wurde das TeA-HS-HRP-
Konjugat pipettiert, auf jede Hélfte von rechts nach links beginnend mit einer Verdiinnung
von 1:100 (auch hier erfolgte spiter eine 1:1.000 Verdiinnung), weiterverdiinnt 1:3 (35
ul/Kavitit). Nach anschlieBender einstiindiger Inkubation folgte ein weiterer Waschschritt.
Schlieflich wurde Enzymsubstrat-Chromogen-Losung (100 pl/Kavitit) zugegeben und die
Reaktion nach 20 Minuten mittels 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt. Die Messung der
Extinktion erfolgte bei einer Wellenldnge von 450 nm. Die Belegung der Platten ist in Abb. 8
dargestellt.

Diese Hemmtitrationen wurden jeweils nach der Blutabnahme im zweiwdchigen Rhythmus
durchgefiihrt, auBerdem nach Abschluss des Versuchs zusitzlich retrospektiv iiber den
gesamten Versuchszeitraum — mit einer Antiserumverdiinnung von 1:3.000 (1:3

weiterverdiinnt in PBS) sowie einer Konjugatverdiinnung von ebenfalls 1:3.000.

Fir Kaninchen K7-K9 wurde eine &hnliche Testanordung verwendet, das Antiserum
(35 pl/Kavitit) 1:100 in PBS verdiinnt, anschlieBend 1:3 auf der Platte weiter verdiinnt, das
Konjugat (35 pl/Kavitdt) wurde anfanglich 1:100 in 1% Casein/PBS verdiinnt, spiter dann
1:500. Auch fiir die Antiseren dieser Tiere eine retrospektive Untersuchung gemifl o.g.

Schema.
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(modifizierter direkter Enzymimmuntest) zur Ermittlung der optimalen

Konzentration der Immunreagenzien und Antiserumverdiinnungen fiir TeA.

In analoger Weise erfolgte die Hemmtitration im indirekten Testsystem. Zur Durchfiihrung
dieses Testsystems wurden die Platten mit TeA-BSA (Formaldehyd) in einer Verdiinnung von
1:1.000 in Bicarbonatpuffer beschichtet (100 pl/Kavitit) und 24 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurden sie mit 2% Casein/PBS fiir 30 Minuten abgesittigt und anschlie3end
dreimal gewaschen und ausgeklopft. Daraufhin folgte eine Belegung mit Antiserum,
beginnend mit einer Verdiinnung von 1:100 (jeweils 50 pl/Kavitit), weiter 1:3 auf der Platte.
Auf die positive Hilfte wurde Toxinstandardlosung (10 pg/ml in MeOH, 50 pl/Kavitét), auf
die andere (negative) Hilfte 10% MeOH/PBS (50 pl/Kavitdt) pipettiert. Nach einstiindiger
Inkubation und dreimaligem Waschen mit anschlieBendem Ausklopfen erfolgte eine Zugabe
von Enzymkonjugat (Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP, 1:1.000, 100 pl/Kavitdt). Nach
einer letzten einstiindigen Inkubation und einem weiteren Waschschritt wurde Substratlosung
(100 pl/Kavitét) auf die Platten pipettiert und die Reaktion nach 20 Minuten mit 1 mol/l
Schwefelsdure gestoppt. AnschlieBend folgte die Messung der Extinktion bei einer

Wellenlénge von 450 nm.
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3.2.4 Entwicklung eines kompetitiven indirekten Enzymimmuntests

Fir die Durchfiihrung des kompetitiven indirekten Enzymimmuntests wurden
Mikrotiterplatten mit TeA-HS-BSA (aktive Estermethode) oder TeA-BSA (Mannich-
Kondensation) in Verdiinnungen von 1:1000 (weitere Verdiinnungen 1:3) beziehungsweise
1:10.000 (weitere Verdiinnungen 1:2) in Bicarbonatpuffer beschichtet (100 pl/Kavitit). Nach
24-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Absittigung freier Bindungsstellen
mit 2% Casein/PBS (30 Minuten). Die Platten wurden mit Antiserum (K 1 Woche 22) in einer
Verdiinnung von 1:1.000 (weiter 1:3 in PBS), auf der Platte verdiinnt, versehen
(50 pl/Kavitdt). Darauthin wurden toxinfreier Ansatz und TeA (10 pg/ml) aufgetragen. Nach
einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur und einem Waschschritt erfolgte die Zugabe des
enzymmarkierten  Sekundérantikorpers  (Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP,  1:1.000,
100 pl/Kavitit). Nach einstiindiger Inkubation und Waschschritt erfolgten die Zugabe von
Substratlosung (100 pl/Kavitit) und nach 15 Minuten 1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitét).
Die Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm.

3.25 Entwicklung eines kompetitiven direkten Enzymimmuntests

(Doppelantikorpertechnik)

In der Versuchsanordnung des kompetitiven direkten Enzymimmuntests in
Doppelantikorpertechnik wurden die Kavitdten der Mikrotiterplatten mit einem gegen
Kaninchen-Immunglobulin G gerichteten Antikorper beschichtet (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG)
(10 pg/ml in Bicarbonatpuffer, 100 pl/Kavitdt). Danach folgte eine Inkubation der Platte fiir
24 Stunden, mit darauf folgender Verwendung der Platte oder anschlieBender Lagerung im
Kiihlschrank bei 4-6 °C {iiber einen Zeitraum von maximal vier Wochen. Vor Testbeginn
wurden die Platten fiir 30 Minuten mit 2% Casein/PBS (200 pl/Kavitét) abgeséttigt, danach
dreimal gewaschen und die in den Kavititen verbliebene Restfliissigkeit ausgeklopft. Es
wurden dann pro Kavitdt 35 pl Toxinstandard (Verdiinnung in 5% Acetonitril/PBS),
35 pl Antiserum (Verdiinnung in PBS) sowie 35 pl TeA-Enzymkonjugat (Verdiinnung in
1% Casein/PBS) auf die Platte pipettiert. Nach einstiindiger Inkubation folgte ein weiterer
Waschschritt. Daraufhin  wurde Enzymsubstrat-Chromogenlosung (100  pl/Kavitit)

hinzugegeben und die Farbreaktion nach spétestens 20 Minuten durch Zugabe von
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1 mol/l Schwefelsdure (100 ul/Kavitit) gestoppt. Es schloss sich eine Messung der Extinktion
bei 450 nm an.

Zur Optimierung der Nachweisempfindlichkeit des kompetitiven direkten Testsystems
wurden unter Verwendung des in Kapitel 3.2.3.4 beschriebenen Testprotokolls verschiedene
Kombinationen aus Antiserum- beziehungsweise Enzymkonjugatverdiinnung gepriift. Als
optimal wurden diejenigen Kombinationen von Antiserum- und Enzymkonjugat-
Verdiinnungen angesehen, die bei einem Extinktionswert der Negativprobe von 0,5-1,0 den

groBten Extinktionsunterschied zwischen toxinfreier und toxinhaltiger Probe ergaben.

Die Acetylierung der TeA erfolgte unter Verwendung der von USLEBER und
MARTLBAUER (1998) beschriebenen Reaktionsbedingungen. Dabei wurde das Toxin an der
OH-Position mittels Essigsdureanhydrid acetyliert. Dazu erfolgte zunichst die Herstellung des
Acetylierungsreagenz. Hierzu wurden 16 mg Dimethylaminopyridin eingewogen und in 4 ml
Acetonitril gelost. Kurz vor Gebrauch wurden 980 ul der Losung mit 20 pl
Essigsdureanhydrid versetzt. Methanolische TeA-Stammlosung wurde im
Rotationsverdampfer getrocknet und anschlieBend in Acetonitril geldst (Konzentration:
2 mg/ml). Darauthin wurde das Acetylierungsreagenz zugegeben und der Acetylierungsansatz
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Verdiinnung mit
PBS (pH-Wert 7,3) im Verhdltnis 1:20 gestoppt. Diese Losung konnte direkt im
Enzymimmuntest eingesetzt werden. Weitere Verdiinnungen erfolgten mit 5%

Acetonitril/PBS.
Zur Uberpriifung der Stabilitit der Losung wurde sie am Tag der Herstellung, an den beiden

Folgetagen, sowie bis zu 161 Tagen Lagerung untersucht. Strukturformeln von TeA, TeA-

Acetat und TeA-Hemisuccinat sind in Abb. 9 dargestellt.

67



3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abb. 9: Vergleichende Darstellung von TeA (I), TeA-Acetat (II) und TeA-
Hemisuccinat (III). Die Strukturformeln wurden aufgrund des spezifischen
Reaktionsmechanismus  der ~ Umsetzung  mit  Essigsdure-  bzw.
Bernsteinsdureanhydrid sowie aufgrund des Reaktionsverhaltens im

Enzymimmuntest postuliert.

Unter Verwendung der am besten geeigneten Anti-TeA-Antiserum- sowie TeA-HRP-
Konjugatverdiinnung wurden fiir TeA, TeA-Acetat und TeA-Hemisuccinat Standardkurven in
Konzentrationen von 1 pg/ml bis 10 pg/ml erstellt. Dabei wurde der Extinktionswert des
toxinfreien Ansatzes gleich 100% gesetzt und die den jeweiligen Toxinkonzentrationen
entsprechenden Extinktionen als Prozentwerte dieses ,,Leerwertes* ausgedriickt. Um die
Standardkurven  miteinander  vergleichen zu koénnen, wurden die 50%-Dosis
(Toxinkonzentration, die 50% der Extinktion des Nullwertes ergab) und die 70%-Dosis (TeA-
Konzentration, die 70% der Extinktion des Nullwertes ergab), als VergleichsgroBe
herangezogen. Zur vergleichenden Priifung der TeA-Standards (Sigma bzw. Alexis) wurden
Standardkurven, die entweder mit TeA-Kupfersalz (Sigma) oder mit TeA-Reinsubstanz

(Alexis) erstellt worden waren, miteinander verglichen (siche dazu auch Kapitel 3.2.1).

Zur Priifung der Spezifitit des kompetitiven direkten Enzymimmuntests wurden unter
Verwendung des Antiserums K 1 (Woche 22) Kompetitionsversuche mit verschiedenen
Mykotoxinen der Alternaria-Gruppe (AOH, AME und ALT) in einer Konzentration von
jeweils 100 pg/ml durchgefiihrt. Zuidtzlich wurden TeA-Acetat sowie das zur
Immunogensynthese verwendete TeA-Hemisuccinat gepriift. Fiir diese beiden Derivate

wurden jeweils Standardkurven erstellt und die relative Kreuzreaktion ermittelt.
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Die Berechnung der relativen Kreuzreaktion erfolgte anhand der ermittelten 50%-Dosis, unter

Beriicksichtigung des Molekulargewichts, nach folgender Formel:

Relative Kreuzreaktion (%) = 50%-Dosis [TeA ] x Molekulargewicht x 100
50%-Dosis [Testtoxin] x Molekulargewicht

Aufgrund der Ergebnisse der Spezifititspriifung wurde ein Probenvorbereitungsverfahren
entwickelt, das die Acetylierung von eventuell in der Probe vorhandenem TeA einschloss.
Zunichst wurde TeA aus wissrigem Probenmaterial mittels Ethylacetat (Fliissig-Fliissig-
Verteilungschromatographie) extrahiert und dieser Extrakt bis zur Trockne eingedampft.
AnschlieBend wurde der Riickstand mit Acetylierungslésung aufgenommen, 1 h inkubiert und
schlieBlich die Acetylierungsreaktion durch Zugabe von 19 Teilen PBS zu einem Volumenteil
Extrakt gestoppt. Dieser acetylierte Extrakt lag somit in 5% Acetonitril/PBS und damit
»gebrauchsfertig® fir die Untersuchung im Enzymimmuntest vor. Weitere Verdiinnungen

wurden erforderlichenfalls in 5% Acetonitril/PBS hergestellt.

3.2.6 Untersuchungen  zur  Anwendbarkeit des kompetitiven  direkten

Enzymimmuntests

Mit Hilfe des optimierten immunchemischen Testsystems zum Nachweis von TeA, dem
kompetitiven direkten Enzymimmuntest unter Verwendung von Antiserum K 1 (Woche 22),
eingesetzte Verdiinnung: 1:3.000 und des TeA-HS-Konjugates (eingesetzte Verdiinnung
1:3.000) wurden Versuche zum Nachweis von TeA in Lebensmitteln durchgefiihrt. Dazu
erfolgten zunichst eine Uberpriifung der Wiederfindungsrate und anschlieBend eine

Untersuchung unterschiedlicher Lebensmittelproben auf eine mogliche TeA-Belastung.
Bei den Lebensmitteln handelt es sich um Apfelsaft, Tomatensaft, Tomatenmark und

Tomatenketchup, gekauft in mittelhessischen Geschéften (Supermirkten, Naturkostldden,

Reformhdusern) im Zeitraum von 2009-2010.
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3.2.6.1 Nachweis von TeA in Apfelsaft

Zur Priifung der Anwendbarkeit des TeA-Enzymimmuntests fiir den Nachweis dieses Toxins
in Apfelsaft wurde zunidchst die Effizienz der Probenvorbereitung sowie ein mdglicher
negativer EinfluB der Probenextrakt-Matrix auf das Testystem anhand kiinstlich
kontaminierter Proben untersucht. Nach Bestimmung der minimal erforderlichen
Probenextraktverdiinung sowie nach Ermittlung der Wiederfindungsraten wurden orientierend

Apfelsaftproben aus dem Lebensmitteleinzelhandel auf ihren TeA-Gehalt untersucht.

Die Proben wurden am Tag des Einkaufs untersucht oder portioniert und bei - 18 C
eingefroren. Gefrorene Proben wurden zum langsamen Auftauen {iber Nacht in den

Kiihlschrank gestellt.

Apfelsaftproben wurden mit acetylierter TeA-Losung jeweils in Konzentrationen von50 -
500 ng/ml dotiert. Nach Zugabe von Ethylacetat (Verhiltnis Probe zu Ethylacetat ist 1:2) und
schiitteln der Mischung erfolgte ein Zentrifugierungs-Schritt (10 Minuten bei 4.000 x g und
4 °C). Nach Abheben der organischen Phase, einer wiederholten Zugabe von Ethylacetat und
Abheben der organischen Phase und anschlieBendem Eindampfen im Rotationsverdampfer
(Wasserbad: 42 °C) wurden die Proben mit 1 ml Acetylierungsreagenz gelost. Der Einsatz
von Ethylacetat zur Extraktion von TeA wurde bereits beschrieben (HARVAN und PERO,
1974; HARWIG et al, 1979). AnschlieBend wurden sie, analog des Protokolls zur
Acetylierung, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit PBS

1:20 verdunnt.

Die Proben wurden jeweils ohne Toxinzusatz bzw. versetzt mit acetylierter TeA im
Konzentrationsbereich von 50-500 g/ml untersucht. Fiir jeden Dotierungsbereich wurden
jeweils unterschiedliche Probenmaterialien verwendet, z. B. klare und ,naturtriibe” Séfte
sowie Saftkonzentrate. Fiir die Auswertung im EIA herangezogen wurden alle
Extraktverdiinnungen mit Extinktionswerten von > 40% und < 70% des TeA-freien

Leerwertes.

Die Testdurchfithrung erfolgte wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben.
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Fiir eine orientierende Einschitzung der Anwendbarkeit des TeA-Enzymimmuntests zur
Ermittlung der TeA-Belastung in Apfelsdften wurden sieben Proben untersucht. Es handelte

sich dabei um drei naturtriibe Séfte, zwei Direktsafte und zwei Fruchtsaftkonzentrate.

Fiir die Untersuchung wurde jeweils 4 ml Apfelsaft mit 8 ml Ethylacetat ausgeschiittelt
(Vortex, 30 sec) und anschlieBend zur Phasentrennung zentrifugiert (4000 x g, 10 min). Die
organische Phase wurde mittels Pasteurpipette abgehoben und im Rotationsverdampfer
eingedampft. Der Riickstand wurde mit 1 ml Acetylierungsreagenz aufgenommen. Nach
einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine Verdiinnung mit PBS (Verdiinnung
1:20), worauthin die Proben im Vierfachansatz eingesetzt wurden und auch hier nur die
Proben mit Extinktionswerten > 40% und < 70% des TeA-freien Leerwertes zur Auswertung

herangezogen wurden.

3.2.6.2 Nachweis von TeA in Tomatenerzeugnissen

3.2.6.2.1 Tomatensaft

Die Tomatensdfte wurden ohne Toxinzusatz sowie mit acetylierter TeA-Losung jeweils im
Konzentrationsbereich von 50-1.000 ng/ml versetzt und anschlieBend analog der unter Punkt
3.2.6.1 beschriebenen Probenaufbereitung (mit einmaliger Ausschiittelung mit Ethylacetat)
untersucht. Fiir die Wiederfindungsraten wurden unterschiedliche Tomatensifte verwendet,
darunter Direktsiafte und Séifte aus Konzentrat, dariiber hinaus auch noch Produkte aus

biologischem Anbau.

Fiir die Auswertung wurden Probenextrakte mit Extinktionswerten von > 40% und < 70% des

TeA-freien Leerwertes herangezogen.

Zur orientierenden Priifung einer TeA-Belastung von Tomatensédften wurden 15 Proben
untersucht. Es handelte es sich um fiinf Safte aus biologischer Herstellung (einer davon aus
Konzentrat hergestellt), fiinf Direktsdfte und fiinf aus Konzentrat hergestellte Tomatenséfte.
Die Untersuchung erfolgte analog der Apfelsaftuntersuchung (3.2.6.1). Die Proben wurden im
Vierfachansatz pipettiert.
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3.2.6.2.2 Tomatenketchup

Die Untersuchung der Ketchup-Proben erfolgte sowohl ohne als auch mit Zusatz acetylierter
TeA in Konzentrationen von 100-2.000 ng/ml. Dazu wurden 5 g Ketchup mit 8 ml
destilliertem Wasser verdiinnt und 4 ml der verdiinnten Probe mit 8 ml Ethylacetat
ausgeschiittelt. Nach einminiitiger Mischung der Probe erfolgte eine Zentrifugation (4.000 x
g, 10 min, 4 °C). Die Ethylacetatphase wurde abgehoben, in einen Rundkolben pipettiert und
im Rotationsverdampfer bei 40 °C im Wasserbad abgedampft. Der Riickstand wurde in 1 ml
Acetylierungsreagenz gelost, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit
PBS 1:20 verdiinnt. Weitere Verdiinnungen erfolgten mit 5% Acetonitril/PBS mit
Untersuchung der Proben mit den jeweiligen Verdiinnungen im Vierfachansatz. Wie bei den
Saftproben wurden auch bei den Ketchup-Proben zur Auswertung Proben mit

Extinktionswerten von >40% und <70% des TeA-freien Leerwertes herangezogen.

Fiir die Untersuchung wurden 18 Ketchup-Proben aus dem Einzelhandel herangezogen.

3.2.6.2.3 Tomatenmark

Die Probenaufbereitung fiir das Probenmaterial ,,Tomatenmark* wurde grundséitzlich analog
zu der von Ketchup durchgefiihrt. Zur Verdiinnung des Tomatenmarks wurden 15 ml A. dest.
verwendet. Ab da erfolgte die Extraktion analog dem Kapitel 3.2.6.2.2. Die
Tomatenmarkproben wurden mit acetylierter TeA-Losung jeweils in Konzentrationen von
500, 1000 und 2.000 ng/ml dotiert. Fiir die Wiederfindungsraten wurden sowohl einfach, als
auch zwei- und dreifach konzentrierte Proben verwendet, unter anderem aus biologischer
Konzentration sowie teilweise aus italienischer Produktion. Die Untersuchung der Proben mit
den jeweiligen Verdiinnungen erfolgte im Vierfachansatz. Zur Auswertung kamen Proben mit

Extinktionswerten von >40% und <70% des TeA-freien Leerwertes.

Bei der Durchfiihrung eines Versuches zur Hitzestabilitit von TeA in einem Tomatenmark-
Fertiggericht wurde die Tomatensof3e nach Herstellerangaben (1 Volumenteil Konzentrat und
1 Volumenteil Wasser) mit Leitungswasser aufgelost und mit 2.000 ng/ml TeA dotiert. Ein

Teil der mit TeA versetzten Probe wurde daraufhin verzehrsfahig erhitzt. Die Extraktion
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erfolgte wie oben beschrieben. Die dotierte, nicht gekochte, sowie die dotierte gekochte Probe
wurden daraufhin mit den jeweiligen Verdiinnungen im Vierfachansatz untersucht.

Zehn Tomatenmarkproben wurden auf eine mogliche Toxinbelastung untersucht. Es handelte
sich dabei um einfach, doppelt und dreifach konzentrierte Proben, darunter eine mit der
Bezeichnung ,,Bio*“ aus Deutschland und einige Standardprodukte aus italienischer

Produktion.

3.2.6.3 Nachweis von TeA in schimmelbefallenen Tomaten nach verschiedener

Lagerungszeit

Fiir den Nachweis einer TeA-Produktion in schimmelbefallenen Tomaten wurde bei sieben
Tomatenproben die Verschimmelung durch Lagerung zusétzlich provoziert. Bei Einkauf der
Proben wurden bereits solche Tomaten ausgewaihlt, die makroskopisch erkennbare schwarze,
runde (prasumtiver Befall mit Alternaria spp.) Verfarbungen auf der Schale aufwiesen.
Dartiber hinaus wurden zwei ,,frische* Tomaten untersucht und zwei Wochen im Brutschrank
bei 25°C aufbewahrt, bis sich eine blau-weifle Schimmelbildung zeigte. Die anderen Tomaten
wurden entweder bei Raumtemperatur, im Kiihlschrank oder bei 20°C inkubiert, bis eine
deutliche Schimmelbildung erkennbar war. Zur Untersuchung wurden die Friichte fein
zerkleinert und 5 g Probe mit 8 ml A. dest. verdiinnt und zentrifugiert (4.000 x g, 10 Minuten,
4 °C). AnschlieBend wurde die Mischung filtriert, der pH-Wert des Filtrates wurde gemessen
und lag bei 4-4,5. Jeweils 4 ml des Filtrates wurden mit 8§ ml Ethylacetat ausgeschiittelt, die
obere organische Phase gewonnen und im Rotationsverdampfer abgedampft. Der Riickstand
wurde in 1 ml Acetylierungsreagenz gelost, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, dann mit
PBS verdiinnt (1:20). Weitere Verdiinnungen wurden mit 5% Acetonitril/PBS angefertigt. Die
Proben wurden jeweils im Vierfachansatz pipettiert, als Negativkontrolle wurden frische
Tomaten, die makroskopisch keine Verdnderungen aufwiesen, eingesetzt. Zur Auswertung
wurden alle Probenextraktverdiinnungen herangezogen, die zu Extinktionswerten von >40%

unter <70% des TeA-freien Leerwertes fiihrten.

Bei vier ausgewéhlten Tomaten wurden zusitzlich von verschiedenen Stellen Mycelproben
des deutlich sichtbaren Schimmels entnommen, unter Verwendung einer abgeflammten Ose.
Dieses Pilzmaterial wurde auf einem Objekttriger in einem Tropfen viertelstarker

Ringerlosung eingerieben, mit einem Deckpléttchen versehen und als Nativpriaparat
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mikroskopisch ausgewertet. Ein zweites Préparat (Tesafilm-Pridparat) wurde von diesen
Tomaten mittels eines Streifens Tesafilm angefertigt. Der Tesafilm wurde auf die Pilzkultur
gedriickt und anschlieBend auf einen Objekttrager geklebt. Auch hier erfolgte die
mikroskopische Beurteilung bei 40facher VergroBerung. Von den Schimmelstellen der
Tomate wurden dariiber hinaus ca. 2-4 mm grofle Stiicke jeweils auf eine Malzextrakt-
Agarplatte gelegt und im Brutschrank bei 20 °C inkubiert. Nach sieben Tagen Bebriitung
wurden die Platten zunédchst mikroskopisch betrachtet und das Mycel anschlieBend im
Enzymimmuntest auf TeA untersucht. Hierzu wurden etwa zehn mg des Mycels entnommen
und zundchst mit 100 upl Acetonitril aufgenommen. AnschlieBend wurden 900 pul
Acetylierungsreagenz zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Ansatz 5 min zentrifugiert (13.000 U) und der Uberstand mit PBS (1:20) verdiinnt.
Weitere Verdiinnungen erfolgten mit 5% Acetonitril-PBS, die Proben wurden im

Vierfachansatz eingesetzt.

3.2.64 Orientierende Untersuchungen zum TeA-Bildungsvermdgen verschiedener

Schimmelpilze

Fiir die Uberpriifung einer mdglichen TeA-Produktion wurden Schimmelpilze verschiedener
Gattungen (siehe Punkt 3.1.6.1) in eine Hefeextrakt-Glucose-Bouillon eingeimpft und bei
25°C sechs Tage lang bebriitet. Zusidtzlich wurde eine Malzextraktagar-Platte mit dem
jeweiligen Pilzmycel versehen und ebenfalls sechs Tage bei 25 °C im Brutschrank inkubiert.
Zur Untersuchung wurden jeweils 10 mg von der Malzextrakt-Agar Platte bzw. 10 mg des
Pilzmaterials aus der Hefeextrakt-Bouillon in ein Eppendorf-Hiitchen iiberfiihrt, in das 100 pl
Acetonitril vorgelegt waren. Hierzu wurden jeweils 900 pl Acetylierungsreagenz gegeben,
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin mit PBS 1:20 verdiinnt. Weitere
Verdiinnungen wurden mit 5% Acetonitril/PBS hergestellt, der Probeneinsatz erfolgte im

Vierfachansatz.
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4.1 Uberpriifung des TeA-Standardmaterials

Die Messung des UV-Spektrums der in Methanol sowie der in Acetonitril gelosten TeA
(Kupfersalz) ergab ein Absorptionsmaximum bei 290 nm (12,5 pg/ml) bzw. 291 nm
(10 pg/ml). Das Spektrum fiir TeA (in Reinform) ergab ein Absorptionsmaximum bei
277 nm, entsprechend den Literaturangaben (SCOTT und KANHERE, 1980). Die UV-
Spektren von TeA sind in den Abb. 10 und 11 dargestellt Die Unterschiede diirften auf die
Kupferionen zuriickzufiihren sein. Auf eine Entfernung des Kupfers wurde jedoch verzichtet,
da dies fiir die eigenen Arbeiten zur Antikorperproduktion nicht notwendig war. Die
Uberpriifung von TeA (Kupfersalz) mittels HPLC ergab eine Retentionszeit von
4,15 Minuten. Das mittels UV-DAD gewonnene Spektrum des Peaks zeigte ein fiir TeA
typisches Spektrum, mit Absorptionsmaxima bei 238 nm und 281 nm (Abb. 14).

Bei einer nach Erstellung des Enzymimmuntests durchgefiihrten vergleichenden
Untersuchung der beiden kommerziell erhdltlichen TeA in Form des Kupfersalzes und in
Reinform als briunliches Ol wurden keine Unterschiede beziiglich des 50%-Wertes der
Standardkurve und der Nachweisgrenze (70%-Wert der Standardkurve) festgestellt, so dass
im Folgenden alle sich anschlieBenden Untersuchungen ausschlielich mit der wesentlich

kostengiinstigeren an Kupfersalz gebundenen TeA durchgefiihrt wurden (siehe Abb. 17).
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Abb. 10: Typisches UV-Absorptionsspektrum fiir TeA in Acetonitril (10 pg/ml, TeA in

Form des Kupfersalzes). Die Maxima lagen bei 194 nm, 225 nm und 291 nm.
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Abb. 11: Typisches UV-Absorptionsspektrum fiir TeA in Acetonitril (10 pg/ml, TeA in

Reinform). Die Maxima lagen bei 194 nm, 241 nm und 277 nm.
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Abb. 12: UV-Absorptionsspektrum fiir acetylierte TeA in PBS (10 pg/ml). Die Maxima
lagen bei 195 nm und 273 nm.
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Abb. 13: HPLC-Chromatogramm (280 nm) des TeA-Standards
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Abb. 14: Zum Zeitpunkt des Peakmaximums (4,15 min, Abb. 13) ergibt sich fiir TeA ein
UV-Absorptionsspektrum (HPLC), das demjenigen des TeA-Standards
entspricht (238 nm, 281 nm).

Tenuazonic acid #22 [modified by Administrator] Uv_VIS_1
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Abb. 15: HPLC-Chromatogramm (280 nm) von TeA-HS-HRP (aktive Estermethode)
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Abb. 16 Zum Zeitpunkt des Peakmaximums (3,81 min, Abb. 15) ergibt sich fiir TeA-
HS ein UV-Absorptionsspektrum (HPLC) mit Maxima bei 256 nm und
278 nm.
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Abb. 17: Vergleich der Standardkurven fiir TeA im kompetitiven direkten

Enzymimmuntest (die TeA der beiden Hersteller lieferten nahezu gleiche
Kurven). Die 50%-Inhibitionsdosen lagen bei 37 ng/ml (TeA Sigma) und
42 ng/ml (TeA Alexis).
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4.2 Herstellung der Immunreagenzien

In der wissenschaftlichen Literatur wurde bisher die Herstellung von TeA-Proteinkonjugaten
noch nicht beschrieben. Deshalb wurden verschiedene, fiir andere Haptene mit @hnlichen
Struktureigenschaften beschriebene  Kopplungsreaktionen gepriift. Eine qualitative
spektrophotometrische Uberpriifung der hergestellten TeA-Proteinkonjugate zeigte, dass bei
den drei mittels aktiver Estermethode hergestellten Konjugaten ein Absorptionsmaximum im
Bereich von 275 nm erkennbar war. Das Spektrum des reinen Toxins liegt im Bereich von
280 nm, die der reinen Proteine in Bereichen zwischen 260 und 280 nm, weswegen es zu
Uberlagerungen der Spektren kam. Aufgrund dieser Tatsache war nur eine vorsichtige
qualitative Abschidtzung des Kopplungserfolgs moglich. Die TeA-Konjugate, die mittels
Mannich-Kondensation hergestellt wurden, zeigten Absorptionsmaxima in Bereichen von
300 nm, auch hier war das Toxinspektrum iiberlagert durch die Eigenabsorption des
Proteintragers. Das mittels reduktiver Alkylierung gewonnene TeA-HRP-Konjugat zeigte

Maxima in Bereichen von 400 und 257 nm, die denen des reinen HRP sehr gleichen.

Im Gegensatz zu den oben angefiihrten direkten Kopplungserfolgen wurde in einem
zweistufigen Verfahren zunichst ein TeA-Derivat mit einer reaktiven Carboxylgruppe
hergestellt und dieses dann mittels aktiver Esterkopplung an den Proteintriger bzw. das
Enzym HRP gekoppelt. Eine weitere Uberpriifung der Umwandlung von TeA zu TeA-HS
erfolgte mittels HPLC. Dabei wurde eine Ausbeute von ca. 2,7 mg TeA-HS ermittelt. Fiir
TeA-HS ergab sich ein Absorptionsmaximum bei 277,6 nm die Retentionszeit lag bei 3,8 min

(Abb. 16).

Die chromatographische Untersuchung des Toxinstandards und der Derivate ergab fiir TeA
einen Rf-Wert von 0,38 und fiir TeA-HS von 0,48 unter Verwendung von Chloroform und
Methanol (90:10) als Laufmittel. Bei Verwendung von Chloroform und Methanol (90:10)
unter Zugabe von einem Milliliter Essigsdure ergab sich flir TeA ein Rf-Wert von 0,44 und

fir TeA-HS von 0,50.

Sobald die ersten Immunisierungen durchgefiihrt worden waren und Antikérper vorlagen
wurden die Konjugate im Enzymimmuntest eingesetzt. Die mittels aktiver Estermethode

hergestellten Konjugate erwiesen hierbei ihre Funktionsfahigkeit, die mittels Mannich-
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Kondensation hergestellten ebenfalls. Das mittels reduktiver Alkylierung hergestellte

Konjugat lieferte allerdings keine brauchbaren Ergebnisse.

In den Abb. 18-23 sind die UV-Spektren fiir TeA-HS-HRP, TeA-HS-BSA und TeA-HS-KLH
dargestellt, sowie die korrespondierenden Spektren der Reinproteine oder der Enzyme und
das Toxinspektrum. Zusitzlich ist das berechnete Differenzspektrum (Spektrum Konjugat
minus Spektrum Reinprotein/Enzym) aufgezeigt. Dariiber hinaus sind auch die Spektren von
TeA-BSA und TeA-KLH (Mannich-Kondensation) sowie TeA-PJ-HRP (Perjodatkopplung)
mit den korrespondierenden Reinproteinen und dem Toxin- und Differenzspektrum
abgebildet. Aufgrund der typischerweise bei diesen Verfahren zu erwartenden

Ausbeuteverluste wurde der Gehalt an Protein und Peroxidase abgeschitzt (Tab. 10).

Tab.10: Proteingehalt der Immunogene bzw. Festphasenantigene
Kopplungsprodukt (Kopplungsmethode bzw. -reagenz) Gehalt an Protein/Enzym
(mg/ml)

TeA-HS-BSA (aktive Estermethode) 2,35

TeA-BSA (Mannich-Kondensation) 0,69

TeA-HS-KLH (aktive Estermethode) 8,41

TeA-KLH (Mannich-Kondensation) 3,52

TeA-HS-HRP (aktive Estermethode) 3,36

TeA-PJ-HRP (Perjodatkopplung) 0,87
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Abb. 18: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA-HS unter Verwendung der aktiven
Estermethode synthetisierten Toxin-BSA-Konjugates (1:100 in PBS). Zum
Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von Konjugat und
reinem Protein (25 pg/ml) ermittelte Differenzspektrum sowie das reine Toxin-

Spektrum (6,25 pg/ml) eingezeichnet.
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Abb. 19: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA-HS unter Verwendung der aktiven
Estermethode synthetisierten Toxin-KLH-Konjugates (1:100 in PBS). Zum
Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von Konjugat und
reinem Protein (100 pg/ml) ermittelte Differenzspektrum sowie das reine

Toxin-Spektrum (6,25 pg/ml) eingezeichnet.
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Abb. 20: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA-HS unter Verwendung der
aktiven Estermethode synthetisierten Toxin-HRP-Konjugates (1:100 in
PBS). Zum Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren
von Konjugat und reinem Enzym (50 pg/ml) ermittelte
Differenzspektrum sowie das reine Toxin-Spektrum (6,25 pg/ml)
eingezeichnet.
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Abb. 21: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA unter Verwendung der Mannich-

Kondensation synthetisierten Toxin-KLH-Konjugates (1:20 in PBS). Zum

Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von Konjugat und

reinem Protein (50 pg/ml) ermittelte Differenzspektrum sowie das reine Toxin-

Spektrum (6,25 pg/ml) eingezeichnet.

&3



4 ERGEBNISSE

0.5
TeA-BSA
—BSA
0.4 .
Differenzspektrum
TeA
0,3 1
=
2
= 02
=
1T
a,1
O o T T T 1 1
200 25 300 350 400 450 500
-0,1 -

Wellenlange (nmy)

Abb. 22: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA unter Verwendung der Mannich
Kondensation synthetisierten Toxin-BSA-Konjugates (1:20 in PBS). Zum
Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von Konjugat und

reinem Protein (15 pg/ml) ermittelte Differenzspektrum sowie das reine Toxin-

Spektrum (6,25 pg/ml) eingezeichnet.
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Abb. 23: UV-Absorptionsspektrum des mit TeA unter Verwendung der reduktiven
Alkylierung synthetisierten Toxin-HRP-Konjugates (1:20 in PBS). Zum
Vergleich sind jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von Konjugat und

reinem Enzym (50 pg/ml) ermittelte Differenzspektrum sowie das reine Toxin-

Spektrum (6,25 pg/ml) eingezeichnet.
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4.3 Gewinnung spezifischer Antiseren gegen TeA

43.1 Antikorper-Titerverlauf

Der Antikorper-Titerverlauf der mit den verschiedenen TeA-Proteinkonjugate immunisierten
Kaninchen wurde {iber den gesamten Immunisierungsverlauf kontinuierlich untersucht. Dabei
erfolgte die Untersuchung mittels eines direkten (K1-K3 und K7-K9) sowie indirekten ( K4 -

K6) Enzymimmuntests.

Bei Kaninchen K1 bis K3 fiihrte die Immunisierung mit TeA-HS-KLH bei zwei Tieren zu
einer spezifischen Immunantwort, wohingegen im Serum des dritten Tieres trotz dreimaliger
Restimulierung keine spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden konnten. Es wiesen zwar
alle drei Kaninchen messbare Antikorpertiter (>0,3  Extinktionseinheiten bei
Antiserumverdiinnung >100) auf, allerdings mit deutlichen individuellen Unterschieden
beziiglich der Titerhohe (Abb. 24). Im Falle der Kaninchen mit der spezifischen
Immunantwort (K1 und K2) waren bereits nach der sechsten Woche Antikorper gegen TeA
nachweisbar. Kaninchen K1 reagierte auf die erste Restimulierung mit einem deutlichen
Anstieg des relativen Antikorpertiters. Auch Kaninchen K2 reagierte mit einem Anstieg, der
aber insgesamt verzdgert und viel schwicher ausfiel als der bei Kaninchen K1. Maximale
Titer lagen bei Kaninchen K1 im Bereich von >1:80.000, bei Kaninchen K2 >1:20.000. Im
Falle von Kaninchen K1 fiel der relative Antikorpertiter nach einem steilen Anstieg bis
Woche 15 stetig bis zum Zeitpunkt der zweiten Restimulierung in Woche 23. Ab da stieg er
wieder deutlich an auf Werte >1:50.000, um dann kontinuierlich abzufallen. Bei Kaninchen
K2 fiihrte die zweite Restimulierung zu einem Abfall des Titers, der dritten Restimulierung
folgte ein Anstieg auf Werte >1:20.000, danach ein Abfall des relativen Antiserumtiters. Im
Falle von Kaninchen K2 lagen die maximal erreichten Titer in einem Bereich >1:20.000,
insgesamt zeigte sich ein dhnlicher Verlauf wie bei Kaninchen K2, abgesehen davon, dass
nach der dritten Restimulierung kein Titeranstieg mehr folgte. Fiir die mituntersuchten
Praimmunseren wurden unter den beschriebenen Testbedingungen bei Kaninchen K1 und K2

Extinktionswerte von maximal 0,06 bzw. 0,05 Einheiten gemessen.

Die Immunisierung mit TeA-KLH (Mannich-Kondensation) bei Kaninchen K4 bis K6 fiihrte
bei keinem der drei getesteten Tiere zu einem signifikanten Titeranstieg (siche Abb. 25). Bei

Kaninchen K4 stieg der Titer nach der Grundimmunisierung bis auf Werte von >1:4.000, bei
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Kaninchen K5 auf maximale Serumtiter von 1:3.000, wobei die Restimulierungen bei beiden
Kaninchen zu einem leichten Anstieg des Titers fiihrten, um dann aber etwa zwei Wochen
nach der zweiten Restimulierung deutlich abzufallen. Bei Kaninchen K6 wurden {iber den
gesamten Untersuchungszeitraum relative Antiserumtiter <1:500 erreicht und auch die
Restimulierungen fiihrten nicht zu einem deutlichen Titeranstieg. Spezifische Antikdrper

konnten von keinem der drei immunisierten Tiere gewonnen werden.

Fir die Immunisierung der Kaninchen K7 bis K9 wurden unterschiedliche Immunogene
verwendet. Kaninchen K7 und K9 wurden mit TeA-HS-BSA, Kaninchen K8 mit TeA-HS-
KLH immunisiert. Der Grund fiir die unterschiedliche Immunisierung lag darin, dass die
Praimmunseren der Tiere auf einen moglichen relativen Antiserumtiter auf das Trigerprotein
getestet wurden und Kaninchen K7 und K9 bei einer Plattenbeschichtung mit BSA (1 pg/ml)
Extinktionswerte <1 Einheiten aufwiesen, wohingegen bei Kaninchen K8 Extinktionswerte
>2 FEinheiten detektiert wurden. Deshalb erfolgte bei Kaninchen K8 eine Immunisierung

mittels TeA-HS-KLH.

Kaninchen K8 reagierte auf die Immunisierung mit einem deutlichen Titeranstieg auf
maximale Antiserumtiter von 1:700. Darauthin fiel der Titer deutlich ab, stieg nach der ersten
Restimulierung noch einmal auf Werte >1:200 an, um dann wieder kontinuierlich abzufallen.
Die zweite Restimulierung fiihrte noch einmal zu einem leichten Anstieg auf Werte von
1:100, fiel dann aber direkt ab. Kaninchen K7 und K9 reagierten auf die Immunisierung mit
einem Anstieg des relativen Antiserumtiters auf Werte von 1:400 (Kaninchen K7)
beziehungsweise <1:300 (Kaninchen K9). Danach folgte ein Abfall bis zur ersten
Restimulierung in Woche zwdlf. Bei Kaninchen K7 fiel der Titer weiter ab, bei Kaninchen K9
stieg er noch einmal auf Werte >1:300 an, fiel dann aber kontinuierlich trotz zweiter
Restimulierung in Woche 17. Bei Kaninchen K7 fiihrte diese zweite Restimulierung zu einem
minimalen Anstieg auf Werte bis 1:100, um dann aber auch wieder abzufallen (Abb. 26).

Spezifische Antikdrper konnten von keinem der Kaninchen gewonnen werden.
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Relative Antiserumtiter der mit TeA-HS-KLLH immunisierten Kaninchen nach

Uberpriifung im kompetitiven direkten Testsystem unter Verwendung von

Anti-Kaninchen-IgG (K1, K2, K3).
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Relative Antiserumtiter der mit Tenuazondure-KLH (Mannich-Kondensation)
immunisierten Tiere nach Uberpriifung im kompetitiven indirekten Testsystem

unter Verwendung von TeA- BSA als Festphasenantigen (K4, K5, K6).
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Relative Antiserumtiter der beiden mit TeA-HS-BSA und des mit TeA-HS-
KLH immunisierten Kaninchens nach Uberpriifung im kompetitiven direkten

Testsystem unter Verwendung von Anti-Kaninchen-IgG (K7, K8, K9).

Auswahl geeigneter Antiseren

Die Antiseren wurden nach den in Kapitel 3.2.5 genannten Kriterien ausgewéhlt, wobei sich

lediglich das Antiserum von Kaninchen K1 in der 22. Woche als geeignet erwies, da hier bei

ausreichender Absorption fiir den Negativkontrollansatz (Leerwert) eine maximale Hemmung

durch TeA erzielt werden konnte.

Alle anderen getesteten Antiseren erbrachten nur eine sehr geringe bis keine Spezifitdt bei

hoher TeA-Konzentration (10 pg/ml), so dass diese nicht in die weiterfiihrenden

Untersuchungen mit einbezogen wurden.
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4.4 Entwicklung eines kompetitiven indirekten Enzymimmuntests

Mit dem Antiserum von Kaninchen K1 (Woche 22) wurden bei der parallelen kompetitiven
Titration (Hemmtitration) Versuche zur Anwendbarkeit einer indirekten Testanordung
durchgefiihrt (Abb. 8). Bei Verwendung von TeA-HS-BSA (aktive Estermethode) in
eingesetzten Verdiinnungen von 1:1.000 bis 1:96.000 sowie bei Verwendung von TeA-BSA
(Mannich-Kondensation) in Verdiinnungen von 1:1.000-1:31.250.000 als
Beschichtungsantigene in der parallelen kompetitiven Titration (Hemmtitration) konnten
keine befriedigenden Ergebnisse erzielt werden. Zwar konnten bis zu hohen Verdiinnungen
der Immunreagenzien Extinktionswerte flir den antigenfreien Ansatz von bis zu 3,5 Einheiten
erreicht werden, es wurde jedoch keine spezifische kompetitive Inhibition durch TeA-
Standardlosungen (bis 10 pg/ml Methanol) beobachtet. Geringgradige Reduktionen des

Mefsignals auf hochstens 90% des Leerwertes wurden als unspezifische Reaktionen gewertet.

4.5 Entwicklung eines kompetitiven direkten Enzymimmuntestsystems

(Doppelantikdrpertechnik)

Bei Uberpriifung der Nachweisempfindlichkeit stellte sich heraus, dass lediglich bei
Kaninchen K1 (Woche 22), eingesetzte Verdiinnung 1:3.000 in Kombination mit TeA-HS-
HRP-Konjugat (in einer Verdiinnung von 1:3.000) nach Kapitel 3.2.5 praktikable Resultate
erzielt werden konnten. Bei dieser Kombination wurde ein im Hinblick auf die Testrobustheit
gewiinschter Mindestextinktionswert von 0,5-1,0 fiir den toxinfreien Leerwert erreicht. Die
mit diesen Verdiinnungen erstellten Standardkurven fiir TeA, TeA-Acetat und TeA-
Hemisuccinat (homologe Testanordnung) zeigten in ihren MeBbereichen deutliche
Unterschiede. Die Nachweisgrenze (70%-Wert) des Tests lag fiir TeA-Acetat bei 5 ng/ml, die
50%-Dosis bei 23,3 ng/ml. Im Vergleich dazu lag der 50%-Wert fiir freie TeA (n = 5) bei
226 ng/ml (70%-Dosis: 85 ng/ml). Fiir TeA-Hemisuccinat (n = 2) lag der 50%-Wert bei
4,9 ng/ml 70%-Dosis: 1,89 ng/ml), Abb. 27.

Kein Unterschied zeigte sich bei Verwendung von TeA in Form des Kupfersalzes und in

Reinform von verschiedenen Herstellern, wie Kapitel 4.1. Abb. 17 zu entnehmen ist.
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Die Standardkurven wurden fiir die weiteren Untersuchungen ausschlieBlich mit TeA-Acetat
erstellt. Die Extinktion der Leerwerte lag zwischen 0,8-1,2 Einheiten, die maximale durch
TeA erzielbare Inhibition lag bei ca. 0,15 Einheiten. Die Variationskoeffizienten lagen im

ausgewerteten Bereich von ca. 40%-70% bei <10%.

Das Spektrum der acetylierten TeA ergab ein Absorptionsmaximum bei 195 nm und 273 nm

(10 pg/ml), wobei sich das Spektrum deutlich von dem der nicht-acetylierten unterschied

(Abb. 12).

Die Acetylierung der TeA erbrachte eine deutliche Verbesserung der 50%-Dosis von vorher
ca. 226 ng/ml (70%-Dosis: ca. 85 ng/ml, n = 5) auf 23,3 ng/ml (70%-Dosis: 5 ng/ml, n = 25).
Fiir das bei der Kopplung mittels aktiver Estermethode hergestellte Hemisuccinat ergab sich
ein Wert von 4,9 ng/ml (70%-Dosis: 1,89 ng/ml, n = 2; Abb. 27). Bei Uberpriifung der
Stabilitdt des Acetats der TeA durch enzymimmunologische Untersuchung an verschiedenen
Tagen nach der Herstellung stellte sich heraus, dass die Losung bei Lagerung im Kiihlschrank

(4-7 °C) tiber mehrere Wochen stabil war (Tab. 11).
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Tab. 11: Stabilitdt der TeA-Acetat-Losung (in 5% Acetonitril/PBS) in Bezug auf den
50%-Wert der Standardkurve.

Lagerung 50%-Wert der Standardkurve, ng/mL
(Tage)
Versuch 1 Versuch 2
0 22,1 21,6
1 21,5 -
2 18,3 —
7 — 36,0
16 — 38,1
43 - 25,8
49 — 20,2
59 - 37,4
70 - 24,4
114 — 15,7
133 — 14,5
161 — 18,6
Mittelwert + 20,6 £2 252 +8,9
Standardabweichung
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Abb. 27: Vergleich der Standardkurven des kompetitiven direkten Enzymimmuntests

unter Verwendung von TeA, TeA-Acetat und TeA-HS als
Standardantigenlosung  (Konzentration  jeweils:  1.000 ng/ml,  weitere
Verdiinnungen in 5% Acetonitril/PBS). Die 50%-Dosen lagen bei 226 ng/ml
(TeA), 23,3 ng/ml (TeA-Acetat) und 4,9 ng/ml (TeA-HS).
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Tab. 12: Referenzdaten des kompetitiven direkten Enzymimuntests fiir TeA unter

Verwendung der optimierten Kombination aus Antiserum (K1, Woche 22) und

TeA-HS-HRP-Konjugat.

Parameter

Antiserum, eingesetzte Verdiinnung
TeA-HRP-Konjugat, eingesetzte Verdiinnung
50%-Wert der Standardkurve

(Bereich min-max., ng/ml)

Mittelwert 50%-Wert (ng/ml)
Standardabweichung 50%-Dosis (ng/ml)
Variationskoeffizient 50%-Dosis (%)
Nachweisgrenze (70%-Wert) Standardkurve
(ng/ml)

Mittelwert Nachweisgrenzen (ng/ml)
Standardabweichung Nachweisgrenze (ng/ml)
Variationskoeffizient Nachweisgrenze (%)

n

1:3.000 (verdiinnt in PBS)
1:3.000 (verdiinnt in 1% Casein/PBS)

12,1-37,4
23,3

7,5

32,2

3-8
5,4
2
36,3
25
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Abb. 28: Typische Standardkurve des kompetitiven direkten Enzymimmuntests fiir TeA

(nach Acetylierung) unter Verwendung von Antiserum K 1 (Woche 22),
1:3.000 in PBS und TeA-HS-Konjugat (1:3.000 in 1% Casein/PBS). Die Intra-
assay-Standardabweichungen der einzelnen Standardkonzentrationen (n = 4)
lagen bei <10%, die 50%-Dosis lag bei 23,3 ng/ml. Die Nachweisgrenze lag
bei 5 ng/ml. Die Extinktion des Leerwertes betrug 1,0 Einheiten, die hochste
TeA-Konzentration (1 pg/ml) fiithrte zu einem Extinktionswert von

0,13 Einheiten.

Die Untersuchung der Reaktivitit des Enzymimmuntests unter Verwendung von K 1 (Woche
22) im direkten kompetitiven Testsystem ergab, dass der Test hochspezifisch fiir TeA (Acetat)
war. Es konnte keine Kreuzreaktion mit AOH, AME und ALT (jeweils in Konzentrationen

von 100 pg/ml) festgestellt werden.
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4.6 Anwendbarkeit des Nachweisverfahrens unter Verwendung von ktinstlich

und natirlich kontaminierten Probenmaterialien

4.6.1 Nachweis von TeA in Apfelsaft

Bei der Extraktion wurde zu Beginn der Versuchsphase eine zweifache Ausschiittelung mit
Ethylacetat durchgefiihrt, wobei in der ersten Phase bereits deutlich >85% der zugegebenen
TeA gefunden wurde, weswegen danach mit einer einfachen Ausschiittelung gearbeitet

wurde.

Die fiir den direkten simultanen EIA ermittelten Wiederfindungsraten fiir TeA in kiinstlich
kontaminiertem Apfelsaft sind in Tab. 13 dargestellt. Die kiinstlich kontaminierten Proben
wurden im Vierfachansatz eingesetzt. Die Wiederfindungsraten lagen in Bereichen zwischen
77,5 und 129,7%. Die Variationskoeffizienten reichten von 24,6 bis 35,8% und damit in

einem zufriedenstellenden Bereich.

Von den sieben untersuchten Apfelsaftproben wies eine Probe einen Wert von
durchschnittlich 58 ng/ml TeA auf. In den anderen Proben konnte keine TeA nachgewiesen
werden (Tab. 17). Hier ergab sich unter Berilicksichtigung der Nachweisgrenze des
Testsystems sowie des sich aus der Extraktion ergebenden Faktors eine Nachweisgrenze von

25 ng/ml.

Tab. 13: Wiederfindungsraten fiir TeA in kiinstlich kontaminierten Apfelsaftproben

(Messwert fiir den Toxingehalt des Ausgangsmaterials subtrahiert).

Ergebnis TeA
TeA-Zusatz Mittelwert S VK Wiederfindung n
(ng/ml)* (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
50 65,4 16,1 24,6 129,7 5
100 103,9 37,2 35,8 103,9 7
500 387.,8 100,9 26,0 71,5 6

*7Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde TeA-Acetat verwendet.
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Abb. 29: Wiederfindung (%) von TeA bei unterschiedlichen Dotierungen (ng/ml) in vier
kiinstlich kontaminierten Apfelsaftproben.

4.6.2 Nachweis von TeA in Tomatenerzeugnissen

Die mit Hilfe des kompetitiven direkten Enzymimmuntests ermittelten Wiederfindungsraten
fiir TeA in kiinstlich kontaminiertem Tomatensaft (Tab. 14) lagen zwischen 59,5% und

112,7%, die Variationskoeffizienten betrugen 28,5% bis 56%.

Die Messergebnisse flir acetylierte und nicht-acetylierte Tomatensaftproben unterschieden
sich signifikant. Es wurde bei einer natiirlich kontaminierten Probe nach Acetylierung (216,9)
ein ca. fiinffach hoherer Wert als fiir die nichtacetylierten Probe (46,1 ng/ml) gefunden, was
mit den Beobachtungen beziiglich der Nachweisgrenze von acetylierter TeA {ibereinstimmt.
Demzufolge wurden die Proben grundsitzlich acetyliert eingesetzt, wodurch zwar die
Extraktion aufwendiger wurde, allerdings ein Selektivititsgewinn beziiglich der Aussagekraft

zum tatsichlichen Vorhandensein von TeA in den Proben erzielt werden konnte.

Von den insgesamt 15 untersuchten Tomatensiften wiesen drei Proben TeA-Konzentrationen
oberhalb der Nachweisgrenze auf. Die Untersuchung der TeA-Belastung wurde mehrfach
wiederholt, wobei jeweils Konzentrationen >50 ng/ml nachgewiesen werden konnten. Fiir die
einzelnen Proben wurden durchschnittlich 61,3 ng/ml; 103,6 ng/ml und 226,8 ng/ml TeA

nachgewiesen (Tab. 17). Die Nachweisgrenze fiir dieses Testsystem (wiederum
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zusammengesetzt aus Nachweisgrenze des Tests und sich aus der Extraktion ergebendem

Faktor) betrug fiir Tomatensaft 50 ng/ml.

Tab. 14: Wiederfindungsraten fiir TeA in kiinstlich kontaminierten Tomatensaftproben
(Messwert fiir den Toxingehalt des Ausgangsmaterials subtrahiert).

Ergebnis TeA
TeA-Zusatz Mittelwert S VK Wiederfindung n
(ng/ml)* (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
50 56,4 27,1 48,1 112,7 3
100 97,3 54,5 56 97,3 3
500 430,4 235,8 54,8 86 6
1.000 594,6 169,6 28,5 59,5 5
*Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde TeA-Acetat verwendet.
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Abb. 30: Wiederfindung (%) von TeA bei unterschiedlichen Dotierungen (ng/ml) in drei

kiinstlich kontaminierten Tomatensaftproben.

97



4 ERGEBNISSE

Fiir die Tomatenketchup-Proben ergaben sich Wiederfindungsraten zwischen 34,2% und

136,1%, bei Variationskoeffizienten zwischen 23,9% und 42%. Die Wiederfindungsraten sind

in Tab. 15 dargestellt. Die Nachweisgrenze fiir den Test bei Untersuchung von Ketchup-

Proben lag bei 40 ng/g.

Von den insgesamt 18 untersuchten Tomatenketchup-Proben waren zwei Proben TeA-positiv,

die Gehalte lagen bei durchschnittlich 55,2 ng/g und 67,3 ng/g (sieche auch Tab. 17).

Tab. 15: Wiederfindungsraten fiir TeA in kiinstlich kontaminiertem Tomatenketchup

(Messwert fiir den Toxingehalt des Ausgangsmaterials subtrahiert).

Ergebnis TeA
TeA-Zusatz Mittelwert S VK Wiederfindung n
(ng/ml)* (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
100 136,1 32,6 23,9 136,1 3
500 227,1 95,4 42 45,2 4
1.000 435,8 127,5 29,3 43,6 4
2.000 683 215,1 31,5 34,2 3
*7Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde TeA-Acetat verwendet.
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Abb. 31: Vergleich der prozentualen Wiederfindung (%) von TeA bei verschiedenen

Dotierungsniveaus in kiinstlich kontaminiertem Tomatenketchup.
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Die Ergebnisse der Versuche zur Wiederfindung in kiinstlich kontaminiertem Tomatenmark

sind in Tab. 16 dargestellt. Die Wiederfindungsraten lagen zwischen 43,6% und 57,3% bei

Variationskoeffizienten zwischen 16,7% und 32,3%.

Fiir die Untersuchung einer moglichen TeA-Belastung wurden zehn Tomatenmarkproben

herangezogen. Es ergab sich fiir diese Probenmatrix eine sehr hohe Nachweisgrenze von ca.

150 ng/g, was vermutlich auf die starke (bis zur dreifachen) Aufkonzentration der Probe

zuriickzufilhren war. Bei Auswertung der niedrigen Verdiinnungen ergaben sich deutliche

Probenmatrixeffekte. Keine der zehn Proben wies TeA-Gehalte von mehr als 154 ng/g auf.

Tab. 16: Wiederfindungsraten fiir TeA in kiinstlich kontaminiertem Tomatenmark

(Messwert fiir den Toxingehalt des Ausgangsmaterials subtrahiert).

Ergebnis TeA
TeA-Zusatz Mittelwert S VK Wiederfindung n
(ng/ml)* (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
500 287 92,6 32,3 57,3 4
1.000 507,6 191,7 20 50,8 4
2.000 871 145,6 16,7 43,6 3
*7Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate wurde TeA-Acetat verwendet.
100
= 75
=
=
'g 0 ® Probe 1
ﬁ = Probe 2
= o5 — B Probe 3
0 .

500 1000

TeA-Konzentration (ng/g)

99

2000



4 ERGEBNISSE

Abb. 32: Wiederfindung (%) von TeA bei unterschiedlichen Dotierungen (ng/g) in drei

kiinstlich kontaminierten Tomatenmarkproben.

Tab. 17: Nachweis von TeA in verschiedenen Lebensmitteln
Probenart n n positiv Mittlerer nachgewiesener
Gehalt an TeA
ng/ml bzw. ng/g
Apfelsaft 7 1 58
Tomatensaft 15 3 61,3; 103,6; 226,8
Tomatenketchup 18 2 55,2; 67,3
Tomatenmark 10 0 -
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4.6.3 Untersuchung von natiirlich verschimmelten Tomaten auf TeA

Alle frischen, makroskopisch einwandfreien Tomaten ergaben im Enzymimmuntest TeA-
negative Ergebnisse. Bei einer frischen Tomate, die zwei Wochen im Brutschrank gelagert
worden war und die in dieser Zeit einen weill-grauen Schimmelrasen entwickelte, ergab sich
nach mikroskopischer Untersuchung kein Hinweis auf Alternaria-Sporen, im
Enzymimmuntest war keine TeA-Produktion nachweisbar. Bei den drei Tomatenproben, die
bereits mit schwarzen Flecken gekauft worden waren und die weitere 2-4 Wochen gelagert
worden waren, konnten im Enzymimmuntest teilweise sehr hohe TeA-Gehalte bestimmt
werden. Sie lagen (bezogen auf das Fruchtfleisch) bei 82,9 ng/g bis zu 476,2 ng/g (Tab. 18).
In diesen Fillen waren auch mikroskopisch Alternaria-Sporen erkennbar. Die aus den
Tomaten mit erhohten TeA-Gehalten angeziichteten Schimmelpilze (auf Malz-Agar,
mindestens 7 Tage bebriitet bei 25 °C) wiesen TeA-Gehalte von 466 ng/g (Probe 5) bzw. von
210.000 ng/g Pilzmycel (Probe 7) auf. Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchung
ist in Tab. 18 dargestellt.
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Tab. 18: Ubersicht der Ergebnisse der untersuchten Tomatenproben
Probe TeA-Konzentration TeA-Konzentration Mikroskopischer
der Frucht im angeziichteten Nachweis von
ng/g Schimmel Alternaria-Sporen
ng/g
1  Tomate, schwarze 82,93 n. n. n. d.

Flecken, zwei
Wochen gelagert

bei Raumtemperatur

2 Tomate, frisch n. n. n. d. n. d.
3 Tomate, kleine n. n. n. n. n. n.
schwarze Stellen,
drei Tage gelagert
bei Raumtemperatur
4  Tomate, frisch, zwei n. n. n. n. n. n.
Wochen gelagert im
Brutschrank
5  Tomate, mit 439,53 466 +

schwarzen Flecken,

vier Wochen gelagert

im Kiihlschrank
6  Tomate, frisch n. n. n. d. n. d.
7  Tomate, mit 476,23 210.000 +

schwarzen Flecken,
vier Wochen gelagert

bei Raumtemperatur

n.n. = nicht nachweisbar
n.d. = nicht durchgefiihrt

+ = Alternaria-Sporen nachweisbar
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Abb. 33a: Verschimmelte Tomaten (AuBlenansicht, Probe 5). Der TeA-Gehalt lag
bei 440 ng/g.

Abb. 33b: Verschimmelte Tomate (Innenansicht, Probe 5)
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!

Abb. 34a:  Alternaria spp. aus einer Probe der oben abgebildeten Tomaten (Probe
5), angeziichtet auf Malzextraktagar (acht Tage bebriitet bei 25 °C)

Abb. 34b: Konidiosporen von Alternaria spp., aus Pilzmycel, Isolat aus Probe 5

(40fache VergroBerung)
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4.6.4 Untersuchung von Schimmelpilz-Kulturmaterial auf TeA

Zur  orientierenden  Untersuchung des  TeA-Bildungsvermégens  verschiedener
Schimmelpilzspezies bzw. zur Priifung einer moglichen Beeinflussung des Enzymimmuntests
durch unspezifische Schimmelpilzmetaboliten wurden fiinf Spezies (Tab.19) in
Fliissigmedium bzw. auf Malzextrakt-Agar angeziichtet. In Fliissigmedium konnte fiir keine
Spezies TeA-Bildung nachgewiesen werden, auch nicht fiir die gepriifte Alternaria-Kultur.
Auf Festmedium ergab sich fiir Alternaria spp. ein positiver TeA-Befund, wéhrend die
anderen Spezies ein TeA-negatives Ergebnis erbrachten. Bei der Untersuchung im
Enzymimmuntest ergab sich fiir die Alternaria spp. ein TeA-Gehalt von ca. 130.000 ng/g

Pilzmycel bei einer Nachweisgrenze von 4000 ng/g.

Tab. 19: Ubersicht iiber die Ergebnisse des TeA-Nachweises in verschiedenen
Schimmelpilzspezies
Pilzspezies TeA-Produktion TeA-Produktion
in Bouillon auf Agar
Alternaria spp. - +

Aspergillus flavus - -
Aspergillus candidus - -
Aspergillus niger - -

Penicillium roqueforti - -
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5 DISKUSSION

ODb oder ob nicht unter realen Bedingungen eine potentielle Gefdhrdung von Mensch und Tier
durch die Aufnahme von Alternaria-Toxinen vorliegt, ist zum jetzigen Zeitpunkt weitgehend
unklar. Nur fiir wenige Toxine liegen brauchbare Daten vor (MILLER et al., 1963; WOODY
und CHU, 1992; YEKELER et al.; 2001). Im Vergleich zu anderen Mykotoxinen ist die akute

Toxizitét recht gering. So liegt auch eine Risikobewertung von TeA derzeit nicht vor.

Als problematisch ist jedoch die weite Verbreitung und die hidufig hohe Kontamination von
Lebens- und Futtermitteln pflanzlichen Ursprungs mit TeA zu beurteilen. Die Bedeutung
einer moglichen chronischen Belastung des Verbrauchers mit diesem Toxin ist zur Zeit noch
nicht abschétzbar. Es wurde versucht, eine Verbindung zwischen Alternaria-befallener Hirse
mit dem Auftreten mit Speiserohrenkrebs in China herzustellen (LIU et al., 1991). Gestiitzt
wird diese These durch einen Fiitterungsversuch von YEKELER et al. (2001), die zeigten,
dass eine Langzeitfiitterung von TeA bei Méausen zu prikanzerogenen Verdnderungen der
Mukosa der Speiserohre fiithrte. Dariiber hinaus wurde von STEYN und RABIE (1976) das
Auftreten der durch Thrombozytopenie gekennzeichneten Erkrankung ,,Onyalai® in Afrika

mit dem Verzehr mit TeA-kontaminierter Hirse in Verbindung gebracht.

In einer Stellungnahme des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung (BfR) aus dem Jahr 2003
wird auf die moglichen Gefahren der Alternaria-Toxine verwiesen, gleichzeitig aber auch
konstatiert, dass die Datenlage zur Zeit nicht ausreiche, um eine Risikoabschétzung
vorzunehmen. So seien weitere Untersuchungen der Exposition sowie der Toxikologie dieser
Toxine erforderlich. Auch dies zeigt die Notwendigkeit der Entwicklung schneller und
einfacher Testsysteme fiir die Toxine der Alternaria-Gruppe. In einem Technical Report der
EFSA (BATTILANI et al., 2008) mit Informationen iiber Alternaria-Toxine gaben die
Autoren einen Ausblick iiber ein weiteres Vorgehen beziiglich dieser Schimmelpilze. Sie
schlugen die Entwicklung validierter Methoden zum Nachweis von Alternaria-Metaboliten
vor, ebenso wie Untersuchungen iiber das Auftreten von Alternaria-Toxinen, um ein Risiko
des Verbrauchers soweit wie mdglich zu minimieren (BATTILANI et al., 2008). Daneben
wird von mehreren Autoren, die sich mit Schimmelpilzen der Gattung Alternaria und deren
Metaboliten auseinandersetzten, die Notwendigkeit der Uberwachung von Lebensmitteln
wegen des ubiquitiren Vorhandenseins der Toxine in teilweise hohen Konzentrationen

erwahnt (BARKAI-GOLAN und PASTER, 2008; LOGRIECO et al., 2009).
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Die bisher zum Nachweis von TeA verwendeten Methoden sind hauptsidchlich physikalisch-
chemischer Natur, was neben teuren Materialien und einem hohen Zeitaufwand auch
geschultes Personal verlangt. Eine schnelle vor-Ort-Analytik ist mit diesen Verfahren nicht
moglich. Dariiber hinaus ist der Verbrauch an organischen Losungsmitteln verhdltnisméBig
hoch. Enzymimmunologische Verfahren erlauben einen groflen Probendurchsatz bei hoher

Sensitivitdt und sind dabei kostengiinstig und einfach durchzufiihren (CHU, 1996).

5.1 Synthese von TeA-Proteinkonjugaten

Fir die Synthese von Toxin-Protein- beziehungsweise Toxin-Enzym-Konjugaten wurden
verschiedene, in der Literatur beschriebene Verfahren in fiir eigene Zwecke angepasster Form
eingesetzt. Hierbei handelte es sich um Methoden, mit denen normalerweise gute
Kopplungsraten erzielbar sind (MARTLBAUER et al., 1988; USLEBER, 1991;
ABRAMSON et al., 1995; USLEBER et al., 2008; LATIF et al., 2009).

Mittels UV-Spektrometrie erfolgte eine qualitative Beurteilung des Kopplungserfolges, die
allerdings sehr vorsichtig zu interpretieren ist, da die Spektren der Toxinkonjugate durch eine
Uberlagerung der Spektren von Toxin und Protein ,,maskiert wurden. Zudem ist bereits
durch die durchgefiihrten = Kopplungsmethoden eine  Verdnderung der UV-

Absorptionseigenschaften des Triagerproteins wahrscheinlich.

Aufgrund der Tatsache, dass die Orientierung von TeA am Trigermolekiil unbekannt ist und
bisher weder Kopplungsmethoden fiir TeA noch sich daraus ergebene Spektren beschrieben
wurden, konnte ein praktisch relevanter Erfolg der Konjugation nur im Enzymimmuntest

selbst gezeigt werden.
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5.2 Antikérper gegen TeA und Entwicklung des enzymimmunologischen

Nachweisverfahrens

Im Verlauf der Arbeit stellte sich eine relativ schwache Immunogenitét von TeA-Protein-
Konjugaten heraus. Da eine Nutzung von TeA-Protein-Immunogenen bisher nicht
beschrieben wurde, ldsst sich keine Aussage dariiber treffen, ob es sich hierbei um eine
generelle, fiir TeA-Protein-Konjugate charakteristische Eigenschaft handelt. Die
Schwierigkeiten bei der Immunisierung mit diesem Immunogen sind neben der geringen
GroBe des Molekiils unter Umstdnden auch auf die Tatsache zurlickzufiihren, dass TeA per se
ein sehr instabiles Molekiil ist. Es sind verschiedene Umlagerungsreaktionen mdéglich, was
auch bereits von ROSETT et al. (1957) und STICKINGS (1959) beschrieben wurde. Die
Tatsache, dass TeA als Molekiil nicht in Reinform, sondern in Form des Kupfersalzes vorlag,
konnte auch Auswirkungen auf die Immunogenitit gehabt haben, allerdings ist durch diese
Form als Chelatkomplex eine grofere Stabilitit des Toxins gewdhrleistet (ROSETT et al.,
1957). JOHN et al. (1991) beschrieben die Herstellung von TeA-Proteinkonjugaten. Sie
verwendeten dazu eine gemischte Anhydridmethode. Eine Immunisierung von Versuchstieren
zur Herstellung polyklonaler Antikdrper ist in dem Zusammenhang auch spéter nicht
beschrieben worden. Ob eine Immunisierung vorgenommen wurde, ist nicht bekannt. Dies
konnte ein Indiz dafiir sein, dass die Herstellung von immunogenen TeA-Konjugaten

schwierig ist.

In eigenen Untersuchungen scheiterten Versuche zur Produktion von Anti-TeA-Antikorpern
in Kaninchen durch Immunisierung mit einem TeA-KLH (Mannich-Kondensation)-Konjugat
ebenso wie die Immunisierung mit TeA-HS-KLH (bei drei von vier Tieren) und TeA-HS-
BSA (bei zwei von zwei Tieren). Lediglich im Serum eines Tieres konnte ein Antikdrpertiter

nachgewiesen werden, der flir die weiteren Untersuchungen ausreichend war.

Bei der vergleichenden Uberpriifung von TeA und TeA-Derivaten im Enzymimmuntest fiel
auf, dass die polyklonalen Antikdrper gegen TeA nur médBig empfindlich fiir freie TeA (50%-
Dosis: 226 ng/ml; 70%-Dosis: 85 ng/ml, n = 5), aber sehr empfindlich fiir acetylierte TeA
(50%-Dosis: 23,3 ng/ml, 70%-Dosis: 5 ng/ml, n = 25) waren. Die stirkste Reaktivitit jedoch
wurde fiir TeA-Hemisuccinat festgestellt (50%-Dosis: 4,9 ng/ml, 70%-Dosis: 1,89 ng/ml,
n=2). Als KompromiBlosung wurde fiir die Testetablierung das TeA-Acetat bzw. die

Probenacetylierung eingesetzt. Hiermit konnte eine ausreichende Empfindlichkeit bei
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gleichzeitigem Selektivititsgewinn erzielt werden. Der Anti-TeA-Antikorper reagierte ca.
zehnfach empfindlicher mit TeA-Acetat als mit freier TeA. Das Protokoll zur Acetylierung
von in der Probe enthaltenem Toxin wurde in Anlehnung an frithere Arbeiten (USLEBER und
MARTLBAUER, 1998) etabliert, es erwies sich fiir Tomaten- und Apfelprodukte als
praktikabel. Die Verwendung des Hemisuccinates hitte zwar eine weitere Verbesserung der
50%-Dosis und damit auch der mittleren relativen Nachweisgrenze zur Folge gehabt, jedoch
ist die Herstellung des Hemisuccinates deutlich aufwendiger. Aus diesen Griinden wurde der

Acetylierung von TeA der Vorzug gegeben.

Bei der Durchfiihrung eines Enzymimmuntests ist zu beachten, dass viele Parameter die
Qualitdt des Tests beeinflussen kdnnen. So kann bereits derselbe Test bei Durchfiihrung von
unterschiedlichen Personen zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Auch spielt bisweilen
die Temperatur eine nicht unerhebliche Rolle. Um aber dennoch eine verlédssliche Aussage
treffen zu konnen, und einer Fehlinterpretation von Messergebnissen vorzubeugen, wurden
nur Extinktionen >40% und <70% des toxinfreien Ansatzes herangezogen, die in beinahe
allen Féllen Anfang und Ende des linearen Bereiches darstellten. Hierdurch ergab sich im
Zuge der Untersuchung der Lebensmittelproben iiber einen Zeitraum von einem halben Jahr
eine durchschnittliche Nachweisgrenze von 5 ng/ml Pufferldsung. Unter Beriicksichtigung der
eingesetzten Faktoren bei der Probenaufbereitung ergaben sich unterschiedliche
Nachweisgrenzen fiir die einzelnen Lebensmittelproben: 25 ng/ml fiir Apfelsaft, 40 ng/ml fiir
Tomatenketchup, 50 ng/ml fiir Tomatensaft und 154 ng/ml fiir Tomatenmark.

Diskutiert man die Nachweisempfindlichkeit dieses Tests im Hinblick auf die zuléssige
,HoOchstmenge®, ergeben sich einige Schwierigkeiten, da keine Risikobewertung der
Alternaria-Toxine im Allgemeinen und von TeA im Speziellen vorliegt. TeA nimmt zudem
durchaus eine Sonderstellung in der Alternaria-Mykotoxin Gruppe ein, da sie das einzige
Tetramsiurederivat ist (WEIDENBORNER, 2001). Fiir andere Mykotoxine sind bereits
Grenzen festgelegt, beispielsweise fiir das Mykotoxin Patulin, welches von Pilzen der Gattung
Penicillium griseovulvum gebildet wird. Dabei handelt es sich um eine Substanz mit einer
verhdltnisméBig niedrigen LDsy-Dosis von 35 ng/ml, fiir die ein Grenzwert in Apfelsaft- und
Spirituosen aus Apfeln von 50 ng/ml festgelegt wurde (ABRAMSON et al., 1995), fiir feste
Apfelerzeugnisse, die fiir den direkten Verzehr bestimmt sind, 25ng/ml, fiir
Sauglingsnahrung von 10 ng/ml (VO (EG) Nr. 1881/2006). Da zunichst einmal nicht davon

ausgegangen werden kann, dass TeA in seiner Wirkung wesentlich kritischer als Patulin zu
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beurteilen ist, ergibt sich durch dessen Grenzwert eine zumindest hypothetische Bezugsgrole,

von der aus sich die Gehalte von TeA in den untersuchten Proben beurteilen lassen.

Da TeA neben den pflanzlichen Ausgangsprodukten (u.a. Apfel, Tomaten) auch in den daraus
hergestellten Produkten wie Siften, Ketchup oder Tomatenmark auftritt (STACK et al., 1985;
MISLIVEC et al., 1987; DA MOTTA und VALENTE SOARES, 2001; TERMINELLO et al.,
2006; OSTRY, 2008), konnte das immunologische Nachweisverfahren fiir die Untersuchung

von Obst- und Gemiise-basierenden Lebensmitteln eine wichtige Rolle spielen.

Die Anwendbarkeit des entwickelten Testsystems fiir TeA wurde zunédchst anhand kiinstlich
kontaminierter Apfelsidfte, Tomatenséifte, Tomatenmark- sowie Ketchup-Proben iiberpriift.
Fiir die Untersuchung erfolgte zunichst eine Acetylierung, da sich bei Uberpriifung der
Toxinstandards und FEinsatz von acetylierter TeA im Testsystem herausstellte, dass die
Antikdrper bis zu zehnfach empfindlicher auf acetylierte im Vergleich zu nichtacetylierter
TeA reagierten. Zwar ist die Probenaufbereitung aufwendiger, allerdings ergibt sich dadurch
ein Selektivititsgewinn. Bei Einsatz acetylierter und nicht-acetylierter Proben ergaben sich im
Enzymimmuntest stets ca. zehnfach hohere Toxingehalte fiir die acetylierten Proben, was die
relative Kreuzreaktivitdt des Acetats widerspiegelt. Die Wiederfindungsraten fiir TeA (nach
Acetylierung) in Apfelsaft in einem Dotierungsbereich von 50-500 ng/ml lagen zwischen 78%
und 130%, die fiir Tomatensaft in einem Dotierungsbereich von 50-1.000 ng/ml zwischen
60% und 113%, die fiir Tomatenmark zwischen 44% und 57% in einem Dotierungsbereich
zwischen 500-2.000 ng/g und die fiir Tomatenketchup zwischen 34% und 136% in einem
Dotierungsbereich zwischen 100-2.000 ng/g.

Die praktische Anwendbarkeit des entwickelten EIA fiir TeA wurde dariiber hinaus an
einigen im Lebensmitteleinzelhandel erworbenen Proben untersucht, um eine Orientierung

uber das Vorhandensein und die Konzentration des Toxins zu erhalten.

Bei den Apfelsaftproben wies eine von sieben Proben ein positives Ergebnis fiir TeA von
58 ng/ml auf, was unter Verwendung der ,Patulin-Nachweisgrenze als Bezugsgrofle
durchaus als relevant zu bewerten ist, wenn man davon ausgeht, dass der Pro-Kopf-Verbrauch
in der Bundesrepublik Deutschland an Apfelsaft im Jahre 2009 bei 8,5 Liter lag
(http://www.fruchtsaft.net). Bei den Tomatenséiften wiesen drei von 15 untersuchten Proben

ein Ergebnis in einem Konzentrationsbereich zwischen 61 ng/ml und 227 ng/ml auf, bei den
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Ketchup-Proben waren zwei von 18 Proben mit Werten von 55 ng/g und 67 ng/g belastet. In
keiner der zehn untersuchten Tomatenmarkproben war TeA nachweisbar. Dabei ist jedoch
anzumerken, dass die Extraktionsmethode, die fiir die anderen Probenmatrices brauchbare
Wiederfindungen lieferte, fiir die hoch konzentrierte Probenmatrix Tomatenmark nur
eingeschrinkt geeignet zu sein schien. Die Nachweisgrenze lag bei dieser Probenmatrix aus
rechnerischen Griinden (hohere Probenextraktverdiinnung) bei 154 ng/g, wodurch eine
Aussage liber das tatsidchliche Vorhandensein von TeA in niedrigeren aber moglicherweise
relevanten Konzentrationen nicht moglich war. Da Tomatensaft beispielsweise mit einem
Absatz von ca. 46 Millionen Litern im Jahre 2008 (http://www.fruchtsaft.net) zu den
beliebtesten Gemiisesidften zéhlt, sind die darin gefundenen, teilweise sehr hohen Werte
durchaus als kritisch zu bewerten. In Untersuchungen von DA MOTTA und VALENTE
SOARES (2001) wurden ebenfalls Tomatenprodukte auf deren Gehalte an TeA untersucht, es
wurden dabei Toxingehalte bis zu 178 ng/g detektiert, was mit den eigenen Untersuchungen
weitestgehend iibereinstimmt. STINSON et al. (1980, 1981) stellten hohere TeA-Gehalte in
Tomaten als in Apfelprodukten fest, was bei den eigenen Untersuchungen ebenfalls zu
beobachten war. Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen konnten OZCELIK et al.

(1990) weder in Apfeln noch in Tomaten TeA detektieren.

In einer Untersuchung iiber das Vorkommen von TeA in ,natiirlich verschimmelten
Tomaten, die bereits mit schwarzen, punktférmigen Lésionen in Lebensmittelgeschiften des
deutschen Einzelhandels gekauft worden waren, wurde das Toxin in den verschimmelten
Friichten in Konzentrationen bis zu 480 ng/g Fruchtgewebe und in den auf Malzagar
angeziichteten Schimmelpilzen in Konzentrationen von bis zu 210.000 ng/g Pilzmycel
detektiert. Diese hohen Werte stimmen mit Ergebnissen anderer Autoren iiberein. So fanden
STINSON et al. (1980, 1981) in natiirlich und kiinstlich kontaminierten Tomaten TeA-
Gehalte bis zu 1.373.000 ng/g, wobei diese sehr hohen Werte in kiinstlich kontaminierten
Tomaten auftraten. LOGRIECO et al. (1988) untersuchten natiirlich kontaminierte Tomaten

aus einer Region in Siiditalien und fanden dort TeA in Konzentrationen bis zu 7.200 ng/g.

Bei den auf Obst- und Gemiisebasis produzierten Lebensmitteln liegt die Gefahr der
Toxinaufnahme weniger im Verzehr der ganzen Friichte, da der Verbraucher mit Alternaria
befallene Lebensmittel aufgrund des unappetitlichen Aussehens nicht zu sich nehmen wiirde.
Kritischer sind daraus hergestellte Produkte zu beurteilen, weil unter Umstéinden

verschimmelte Friichte nach der Verarbeitung nicht mehr als solche erkannt werden, das
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Toxin aber dennoch vorhanden ist (BARKAI-GOLAN und PASTER, 2008). Vor allem bei
Apfeln erscheint die Tatsache problematisch, dass der Fiulnisprozess zumeist vom Kern
ausgeht. Somit ist ein Verderb von aulen oftmals nicht ersichtlich, und da bei der Produktion
von Apfelsaft ganze Apfel verarbeitet werden, ist davon auszugehen, dass faule Friichte
mitverarbeitet werden (JACKSON und AL TAHER, 2008). Bei Tomaten ist zwar der
Féaulnisprozess von auBlen bereits erkennbar, aber die hohen Gehalte an TeA in einigen
Tomatensaftproben lassen auf eine Mitverarbeitung verschimmelter Tomaten in diesen
Produkten schlieBen. Bei Untersuchungen von STACK et al. (1985) und MISLIVEC et al.
(1987) wurden Tomatenproben untersucht, die aus Ketchup-Fabriken stammten. Dabei konnte
in den Tomaten regelméfBig TeA in Konzentrationen bis zu 69.700 pg/kg gefunden werden.
Die Autoren sahen diese TeA-Gehalte als mdgliche Indikatoren fiir eine Verarbeitung
verfaulter Tomaten an, da sie davon ausgingen, dass auch im Endprodukt Tomatenketchup
noch Mykotoxinriickstdnde gefunden werden konnten. In den eigenen Untersuchungen konnte
in zwei der untersuchten Tomatenketchup-Proben TeA-Konzentrationen von 55,2 ng/g und
67,3 ng/g nachgewiesen werden. Insgesamt wurde bei den eigenen Untersuchungen zur
Vorkommenshdufigkeit von TeA in Apfel- und Tomatenprodukten aus dem deutschen
Einzelhandel regelmdBig TeA nachgewiesen, wenngleich nur in zwolf Prozent der
50 untersuchten Proben. Um eine Aussage beziiglich der Befallshdufigkeit und damit
verbundenen Toxinaufnahme durch den Verbraucher treffen zu konnen, sollte eine wesentlich
groflere Probenanzahl untersucht werden. Die eigenen Untersuchungen bestétigen, dass hier
offensichtlich Handlungsbedarf besteht. Die kiirzlich von ASAM et al. (2012)
verdffentlichten Daten bestdtigen dies ebenfalls. Bei allen Spekulationen iiber ein mogliches
Verbraucherrisiko sollte jedoch immer auch bedacht werden, dass keine ausreichenden
toxikologischen Daten, gerade im Hinblick auf die Metabolisierung dieses Toxins im
menschlichen Organismus, vorliegen. Inwieweit TeA {iberhaupt bei oraler Aufnahme die
Darmschranke passiert und welche Wirkungen das Toxin im menschlichen Korper entfaltet,
ist nicht bekannt. Diesbeziigliche Studien wiren fiir eine Risikobewertung dringend

notwendig.

Zusammenfassend beschreibt die vorliegende Arbeit erstmals die Herstellung von
Antikorpern gegen das Mykotoxin TeA sowie die Entwicklung eines praktikablen
enzymimmunologischen Nachweissystems. Die Anwendbarkeit fiir
Riickstandsuntersuchungen in Lebensmitteln konnte mittels kiinstlich kontaminierter

Lebensmittelproben (Apfelsaft, Tomatensaft, Tomatenmark, Tomatenketchup) sowie anhand

112



5 DISKUSSION

von Untersuchungen zum Auftreten des Mykotoxins in Apfel- und Tomatenprodukten des
deutschen Einzelhandels belegt werden. Positive Toxinnachweise sollten aber dennoch zur
Absicherung mit einer anderen Methode iiberpriift werden. Hierbei konnten z.B.
fliissigkeitschromatographische Methoden, insbesondere die LC-MS/MS zum Einsatz

kommen.

Der in der vorliegenden Arbeit entwickelte Enzymimmuntest kann einen wichtigen Beitrag
zur Verbesserung der analytischen Moglichkeiten fiir TeA leisten. Weitere Arbeiten sollten
auf eine Verbesserung der Nachweisgrenze, beispielsweise durch Optimierung der
Extraktionsmethoden (insbesondere fiir konzentrierte Probenmatrices wie Tomatenmark)
abzielen. Weitere Untersuchungen natiirlich kontaminierter Probenmaterialien wiren fiir eine
Aussage zur Belastung von Lebensmitteln mit diesem Toxin sinnvoll, auch um eine fundierte

Expositionsabschétzung zu ermoglichen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Anwendung eines
enzymimmunologischen Verfahrens zum quantitativen Nachweis von Tenuazonsdure (TeA),

einem Mykotoxin der Alternaria-Gruppe, in Apfel- und Tomatenprodukten.

Zur Herstellung eines immunogenen Toxin-Protein-Konjugates und eines enzymmarkierten
Antigens wurde TeA zunéchst mittels Bernsteinsdureanhydrid derivatisiert. Fiir die Kopplung
dieses Toxinderivates an Tragerprotein (Hdmocyanin, KLH) zur Immunogensynthese sowie
an das Enzym Meerettichperoxidase (HRP) zur Herstellung eines markierten Antigens wurde

eine aktive Estermethode verwendet.

Nach Immunisierung von Kaninchen mit TeA-KLH konnten Antikdrper gegen TeA
gewonnen werden. Die Immunantwort wurde mittels eines kompetitiven direkten
Enzymimmuntest (Doppelantikdrpertechnik unter Verwendung von Anti-Kaninchen-IgG)
untersucht. Die Spezifitdit wurde durch Vergleich von TeA-Standardldsung mit anderen
relevanten Substanzen getestet. Das TeA-KLH-Konjugat induzierte eine TeA-spezifische
Immunantwort. Vier Wochen nach Grundimmunisierung konnten bei drei von vier Tieren
Antikorpertiter nachgewiesen werden. Das Antiserum eines Tieres (K1) erwies sich nach der
Restimulation als ausreichend empfindlich. Ein kompetitiver direkter Enzymimmuntest (TeA-
Enzymimmuntest) wurde entwickelt unter Verwendung von Anti-TeA-Antiserum und TeA-

HRP-Konjugat.

Der TeA-Enzymimmuntest war méBig empfindlich fiir freie TeA (50%-Inhibitionsdosis:
223 ng/ml), aber sehr empfindlich fiir acetylierte TeA (50%-Inhibitionsdosis 23,3 ng/ml;
Nachweisgrenze (70%-Inhibitionsdosis): 5 ng/ml). Die Spezifitit dieses direkten, simultanen
Nachweisverfahrens fiir Tenuazonsdure wurde durch FEinsatz anderer Toxine aus der
Alternaria-Gruppe iberpriift. Kreuzreaktionen mit anderen Alternaria-Toxinen (AOH, AME
und ALT) lagen bei <1%. Dieses Ergebnis war nicht iiberraschend, da die chemische Struktur
von TeA keinerlei Ahnlichkeit mit der der anderen Toxine der Alternaria-Gruppe aufweist.
Aufgrund der circa zehnfach hoheren Empfindlichkeit des Testsystems fiir TeA-Acetat als fiir
freie TeA wurde ein Protokoll fiir die Probenaufbereitung erstellt, das die Acetylierung von

eventuell in der Probe vorhandenem TeA-Toxin einschloss.
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Fiir die Uberpriifung der Anwendbarkeit dieses Tests wurden Apfel- und Tomatenproben
verwendet. Zum Nachweis von TeA in Apfel- und Tomatenproben erfolgte eine Extraktion
nach Aufreinigung mittels Fliissig-Fliissigverteilungschromatographie mit Ethylacetat
entweder bei der unverdiinnten Probe (Apfelsaft, Tomatensaft) oder bei der mit A. dest.
verdliinnten Probe (Tomatenketchup, Tomatenmark). Nach Verdampfen erfolgte die
einstiindige Acetylierung der Probe mit anschlieBender Verdiinnung mit PBS 1:20. Weitere
Verdiinnungen wurden mit 5% Acetonitril/PBS angefertigt. Die Nachweisgrenzen fiir TeA in
unterschiedlichen Probenmatrices lagen zumeist bei 25-50 ng/g, fir Tomatenmark bei
~ 150 ng/g. Die Wiederfindungsraten in unterschiedlichen Probenmatrices waren zumeist
zufriedenstellend (34-136%). Eine Probe von sieben untersuchten Apfelsiften enthielt TeA in
einer Konzentration von 58 ng/ml. Drei von fiinfzehn untersuchten Tomatenséften enthielten
TeA in einem Konzentrationsbereich von 61-227 ng/ml, und zwei von achtzehn untersuchten
Tomatenketchupproben enthielten TeA in Konzentrationen von 55,2 ng/g und 67,3 ng/g. In

keiner der zehn untersuchten Tomatenmarkproben konnte TeA nachgewiesen werden.

In einer Untersuchung zum Vorkommen von TeA in natiirlich mit Schwérzepilzen
kontaminierten Tomaten aus dem deutschen Einzelhandel konnte gezeigt werden, dass nach
langerer Lagerung hohe Gehalte (max. 480 ng/g) an TeA im Fruchtfleisch erreicht wurden.
Mikroskopisch wurden in einigen dieser Proben Alternaria spp. festgestellt, im

Enzymimmuntest konnte in diesen Proben TeA nachgewiesen werden.

Bei einer Untersuchung des Vorkommens von Tenuazonsdure bei verschiedenen Pilzspezies
wurden unterschiedliche Schimmelpilze (Penicillium sp., Aspergillus spp., Alternaria sp.) aus
der Stammsammlung des Instituts gepriift. Lediglich im Mycel von Alternaria spp. wurde

TeA nachgewiesen, hier allerdings in extrem hohen Konzentrationen (130.000 ng/g).
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7 Summary

Enzyme Immunoassay for tenuazonic acid (TeA) in apple and tomato products

The present study describes the development and application of an enzyme immunoassay for
the detection of tenuazonic acid (TeA), a mycotoxin of the Alternaria group, in apple and

tomato products.

TeA was derivatized with succinic anhydride and conjugated to the proteins keyhole limpet
hemocyanin (KLH) and bovine serum albumin (BSA) and to the enzyme horseradish

peroxidase (HRP) via an activated ester method.

The KLH conjugate was used to produce polyclonal antibodies in rabbits. The immune
response was screened in a competitive EIA using Anti-rabbit IgG in a double antibody solid
phase system. The antibody specificity was determined by competitive binding inhibition of
several other compounds compared with TeA standard solution. The TeA-KLH conjugate
demonstrated an immunogenic activity. Four weeks after the first immunisation, antibody
titers could be detected in three of four rabbits but only those of one rabbit were sufficiently
specific after the first restimulation. The antisera of the other rabbits were not sufficiently
sensitive for the development of an enzyme immunoassay. A competitive direct EIA was

established with Anti-TeA antiserum and TeA-HRP conjugate.

The enzyme immunoassay was moderately sensitive for TeA (ICsy of the TeA standard curve:
223 ng/mL), but was very sensitive for acetyl-TeA (ICsp: 23.3 ng/mL; detection limit
5 ng/mL). Cross-reactivities with other Alternaria mycotoxins (AOH, AME, ALT) were
< 1%. This was not surprising, since the chemical structure of TeA has no similarities with the
other Alternaria toxins. Therefore a sample preparation protocol was established which

includes an acetylation step of TeA.

For application studies apple and tomato products were examined. For the assessment of TeA
in apple and tomato products, an extraction was used with a clean up step liquid-liquid
partition with ethyl acetate either in the the undiluted sample (apple juice, tomato juice) or in
the sample diluted with distilled water. (tomato ketchup, tomato paste). Detection limits for

tenuazonic in different matrices were from 25-50 ng/g (apple juice: 25 ng/mL; tomato juice:
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50 ng/mL; tomato ketchup: 40 ng/g), and tomato paste ~ 150 ng/g, respectively. The
recoveries in various matrices were mostly satisfactory (34-136%). One of seven analyzed
samples of commercial apple juices contained TeA, at a level of 58 mg/mL. Three out of 15
tomato juice samples contained TeA in a concentration range of 61-227 ng/mL, and two out
of 18 tomato ketchup samples contained TeA at levels 55.2 ng/g and 67.3 ng/g. In the tomato
paste samples, no TeA could be detected by EIA.

For the assessment of TeA in naturally contaminated, mouldy tomatoes from the German
market it was shown that high levels of TeA (up to 480 ng/g) could be present in the pulp. In
the microscopic examination, Alternaria spores could be detected in some of the samples, in

all of these samples TeA was detected.
For a preliminary assessment of TeA in different fungal genera, mycelium of fungal species

(Penicillium sp., Aspergillus spp., and Alternaria sp.) was analysed by enzyme immunoassay.

TeA was only found in the mycelium extract of the Alternaria spp..
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