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Kurzfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung emImmunultrafiltrationsmethode
(IUF) fur die Probenvorbereitung der Mykotoxine Rwgoivalenol (DON) und

Zearalenon (ZON) in diversen Matrizes beschrieli@as entwickelte Verfahren vereint
die spezifischen Antigen-Antikérper-Wechselwirkungemit der Methode der
Ultrafiltration. Im Gegensatz zu konventionellenoBenvorbereitungsmethoden fir
Mykotoxine werden bei der IUF die Antikdrper niahimobilisiert, sondern direkt dem

Probenextrakt zugesetzt.

Der erste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit doduktion polyklonaler Antikérper
gegen DON und ZON in Kaninchen. Die Tiere wurdenbestimmten Zeitabstanden
immunisiert. Nach ein paar Tagen wurde den Tieren &tnommen, um den Fortschritt
der Immunisierung zu beobachten. Trotz wiederhdftenunisierung zeigte das Blut der
Tiere nur einen geringen Anstieg der Konzentratien DON- bzw. ZON-Antikérper.
Deshalb wurden zusétzlich Hihner gegen DON und Z®Munisiert. Im Gegensatz zu
den Kaninchen wurde hier nicht das Blut der Tieig flie Bestimmung des
Antikdrpertiters herangezogen, sonder das EigelizhAhier konnte nach wiederholter
Immunisierung der Tiere mit den Antigenen kein étlked Antikdrperspiegel erzeugt
werden. Da die Antikérperproduktion sowohl in deanihchen als auch in den Hihnern
nicht funktioniert hat, wurde fur die Entwicklung@dIUF ein monoklonaler Antikdrper

herangezogen.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit dentwicklung und anschlielRenden
Optimierung einer IUF-Methode fir den Nachweis \@@N und ZON. Zuerst wurden

alle Parameter hinsichtlich gréRRtmoglicher Seng#tivim Standardversuch optimiert.
Nach erfolgreichem Abschluss der Standardversuairdem Untersuchungen mit realen
Proben unternommen. Die abschlie3enden Validierunige IUF wurden fir DON mit

einem zertifizierten Referenzmaterial (Maismehlpdufir ZON durch Zusatz des
Analyten zu ZON-freiem Weizenmehl durchgefiihrt. DMiederfindungen fir DON

lagen bei 93% flUr eine Konzentration von 474 + 3@kpg. Fir ZON lagen die

Wiederfindungen zwischen 86 und 100 % flr eineneigbereich von 25 bis 400 pg/kg.
Die Ergebnisse der Validierung zeigten, dass di€ lien Anforderungen an eine
Analysenmethode in der EU entspricht [EG Nr. 208b/3



Abstract

In this work a method for the sample preparationtfe mycotoxins deoxynivalenol
(DON) and zearalenone (ZON) in various matrices waeveloped utilizing
immunoultrafiltration (IUF). This procedure is bdsen the specifity of the antigen-
antibody interaction and ultrafiltration. Contraxy the conventional sample preparation

method for mycotoxins the antibodies are not imrimdsil.

The first part of this work describes the polycloaatibody production for DON and
ZON in rabbits. After predefined intervals the rablwere immunized and their blood
was analyzed to scan the progress of the immuorzagirocedure. Although the
immunization was repeated the analysis of the bkiaalved only a marginal rise of the
DON- and ZON-antibody concentration. For this reasbicken were immunized for
DON and ZON. Contrary to the determination of amdiles in rabbits not the blood of
the chicken is analyzed but the egg yolk. AnalyZing yolk no significant rise of the
antibody concentration was observed. Since thebaahyi production in rabbits and
chicken failed, monoclonal antibodies were utiliZzed the method development of the
IUF.

The second part of the work describes the developraed subsequent parameter
optimization for the sensitive detection of DON aB®N. The method validation for

DON was processed applying certified reference natémaize meal). The method

validation for ZON was carried out by adding ZONZAON-free matrix.

The recovery rate for DON was 93% for a conceraratif 474 + 30 pg/kg. For ZON the

recovery rates ranged between 86 and 100% for &imgprange between 25 to 400
pa/kg.

The results of the method validation demonstratg the IUF-method performs the

requirements of an analytical method in the EU pfG2005/38].
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1 EINLEITUNG
1.1 Schimmelpilze

Schimmelpilze leben aerob, besitzen kein Chlordplwid sind somit nicht zur
Photosynthese fahig. Zur Deckung ihres Kohlenstafid Energiebedarfs benétigen sie
organische Verbindungen, die sie ihrer Umwelt @hizn. Die meisten Schimmelpilze
gedeihen saprophytisch oder parasitar, d.h. senlsbwohl von abgestorbenen wie auch
von lebenden Organismen [Miicke W., Lemmen Ch.].

Im Laufe ihres Wachstums produzieren viele Schinpited sogenannte Mykotoxine.
Dabei handelt es sich um giftige Substanzen, diarevidl der Metabolisierung der
Substrate sekundar gebildet und an die Umgebunggaibgn werden. Zumeist werden
Mykotoxine von Vertretern der Deuteromyceten (Fungperfecti) und der Ascomyceten
(Schlauchpilze) gebildet [Micke W., Lemmen Ch.].

Mykotoxine haben nicht nur eine geradezu faszin@ee Vielfalt von chemischen
Strukturen, sondern auch auf3erordentlich untersbtie Wirkungen auf den
menschlichen und tierischen Organismus. Die beddsten Toxinbildner befinden sich
unter den Aspergillen, Claviceps, Penicillien urehd-usarien. Damit Schimmelpilze
wachsen und Mykotoxine produziert werden, bedarfzesi wesentlicher Faktoren,
namlich einer bestimmten Temperatur und Feuchtigk®uf Grund dieser Faktoren
wurde von Christensen eine Unterteilung der Mykotpsoduzenten in zwei Gruppen
vorgenommen, den Feld- und den Lagerpilzen [Coufaeil Agricultural Science and
Technology]. Zu den Feldpilzen gehéren die Vertreter Gruppe der Fusarien und
Claviceps. Aspergillen und Penicillien entsteherhmgad der Lagerung [Council for

Agricultural Science and Technology].

1.2 Feldpilze
1.2.1 Fusarien sp.

Die Art Fusarium zahlt zu den gréf3ten und kompletesrten. Dieser Genus ist auf der
ganzen Welt zu finden. Die Sporen des pathogenerg&rs kommen haufig auf
landwirtschaftlichen Nutzflachen und als Saproptadf Kulturpflanzen vor. Als

Pflanzenschadling befallt er vor allem die Ahrerrsehiedener Getreidearten z.B.
Weizen und Mais, und verursacht groRe ErnteeinbuB@se Ahrenfusariose ist eine

weltweit auftretende Krankheit des Getreides, déhnend der Blitezeit entsteht. Das

9



erste sichtbare Symptom dieser Pilzinfektion ist Aasbleichen einzelner Ahrchen oder
ganzer Ahrenstufen. Es entstehen Kiimmerkorner didekornbildung unterbleibt ganz,

obwohl ausgeblichene Ahrchen nicht infiziert seiitsssen. Spater folgt dann die Bildung
von rosa- bis rotfarbenen Deckspelzen und bei &distm Pilzbefall kann es zu einer
Schwarzfarbung der Kérner kommen [Sutton, J.C.].

Wird das Anbaugebiet Uber langere Zeit nicht besehvaftet, Uberleben die Sporen
geraume Zeit in Form von eingedickten Hyphen aghpischen Uberresten im Boden.
Auf Grund dieser Eigenschaft Uberstehen sie auchrene Monate ohne den Anbau
diverser Kulturpflanzen. Beim nachsten Anbau vorir&ee kbnnen die Sporen erneut
wachsen und sich vermehren. Deshalb wurde die ¥#ubg der Fusarium sp. in

Zusammenhang mit diversen Pflanzen beobachtet{EssBennett J.W.].

1.2.1.1Trichothecent

Die am weitesten verbreitete Gruppe der Fusariémtosind die Trichothecene. Sie
kommen haufig in der moderaten Klimazone der néh@ih Hemisphéare vor. Es
existieren rund 150 verschiedene Trichotheceneemiér sesquiterpenoiden Struktur.
Alle besitzen den fur die Toxizitdt verantwortlicheEpoxyring. Man kann die

Trichothecene in vier Gruppen (A-D) unterteilen.pTA&-Trichothecene besitzen keine
Carbonylgruppe an der Position C-8, wahrend dieriBhbthecene eine besitzen. Die
Gruppe der Typ C-Trichothecene besitzt einen zweitEpoxyring und die

D-Trichothecene haben eine makrozyklische Strukiiyp A- und B- sind weit

verbreitet, wogegen die Typ C- und D-Trichothecemwar eine héhere Toxizitat besitzen,
aber nur selten vorkommen [Krska R., Baumgartnedd&ephs R.].

Meist ist eine Kontamination mit Fusarientoxinenuomgénglich, da Fusarien im
Erdreich nattrlich vorkommen [Edwards S.G.].
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A-Trichothecene

MG | R Ry Rs | Ra Rs
Neosolaniol 382 OH OAgq OA¢ H OH
HT-2 Toxin 424 | OH| OH| OAc, H| OCOCKH(CHs),
T-2 Toxin 466 | OH| OAc| OAc| H| OCOCKEH(CHs),
T-2 Triol 382 | OH| OH OH H| OCOCKH(CHs):
T-2 Tetraol 298| OH| OH OH H OH
Scirpentriol 282 OH| OH OH H H
15-Monoacetoxy-
scirpenol (MAS) 324 | OH| OH| OAc| H H
4,15-Diacetoxyscirpenal 366 | OH | oac | opc | H H
(DAS)
B-Trichothecene
MG R: R R3 R4
Deoxynivalenol 294 OH H OH OH
3-Acetyl-DON 338| OAci H OH OH
15-Acetyl-DON 338| OH H OAc OH
Nivalenol 312| OH| OH OH OH
Fusarenon-X 354 OH OA¢ OH OH




1.2.1.2Typ A-Trichothecene

Die wichtigsten Vertreter der Typ A-Trichothecenadsdas T-2 Toxin und das HT-2
Toxin, weiters zahlen noch das T-2 Triol, T-2 Tetra Diacetoxyscirpenol,
Monoacetoxyscirpenol, Scirpentriol und Neosolardal dieser Gruppe [Langseth W.,
Rundberget T.]. Die Produzenten der Typ A-Tricho#dree sind-. equiseti F. poaeund

F. sporotrichoideswelche hauptsachlich in Mais, Hafer, Gerste urelaéh vorkommen.
Im Vergleich zu den anderen Trichothecenen bedégtT-2 Toxin die hdchste Toxizitat.
Sein LD;-Wert bei oraler Aufnahme, getestet an Ratten withv@inen, liegt zwischen 4
und 7 mg/kg Korpergewicht. Im Vergleich zu anderéiykotoxinen wie
z.B. Aflatoxin B, (5 mg/kg Korpergewicht, oral) und Deoxynivalenal6( mg/kg
Korpergewicht, oral) besitzt es eine relativ hohleuta Toxizitat [Josephs R.D.,
Derbyshire M., Stroka J., Emons H., Anklam E.].

Die Typ A-Trichothecene sind auf Grund ihrer felden Ketogruppe auf der Position
C-8 weniger polar als die B-Trichothecene. Weifetden ihnen die Chromophore, um
sie mittels UV-VIS Spektroskopie detektieren zu kém. Deshalb muissen sie vor der
Analyse mittels HPLC derivatisiert (z.B. p-Nitrokz&ylchlorid) werden. Fur die Analyse
von Typ A-Trichothecenen wird Uberwiegend GC-ECDC-8S oder HPLC-MS
verwendet [Berthiller F., Schuhmacher R., ButtinGer Krska R.]. Eine sehr sensitive
und selektive Methode zur Bestimmung von A-Tricleagmen stellt der ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) dar, seine Spezifigtullt auf der Wechselwirkung

zwischen Antigen und Antikorper [Krska R., BaumgartS., Josephs R.].

1.2.1.3Typ B-Trichothecene

Zur Gruppe der B-Trichothecene zahlen das Deoxiemd, 3-Acetyl-deoxynivalenol
(3-ADON), 15-Acetyl-deoxynivalenol (15-ADON), Nivahol und Fusarenon X. Den am
haufigsten vorkommenden Vertreter stellt jedoch Dasxynivalenol (DON) dar. Die
B-Trichothecene haben auf der Positiog €ne Carbonylgruppe, welche fur die
Absorption von Licht im niedrigen UV-Bereich veramttlich ist [Krska R.,

Baumgartner S., Josephs R.].
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1.2.1.3.1 Deoxynivalenol (DON)

DON wird vonF. graminearumund F. culmorumgebildet und kommt hauptsachlich in
den gemaéaRigten Breiten von Europa und den USA Wdaghn N.]. Man findet es
grof3teils in Mais, Weizen und Gerste, weniger ltaydidoch in Hafer, Reis, Roggen,
Hirse und Triticale. Ein Mykotoxin, das sehr haufigt DON gemeinsam in Produkten
wie Mais, Gerste und Weizen gefunden wird, ist Zksron (ZON), da beide von
denselben Fusarien Stammén @raminearum undF. culmorun) gebildet werdenF.
graminearum und F. culmorum sind sehr bekannte Pflanzenpathogene, die
Ahrenfusariose in Weizen und in Mais eine Kolbeafimse hervorrufen. In beiden
Fallen kommt es zu einem Absterben der gesundengfgindem sie zu faulen beginnen
[Papst C., Zellner J., Ventaratnam S., Eder J.5 Baftreten dieser Erkrankungen steht
im engen Zusammenhang mit der hohen Luftfeuchtigkéhrend der Blitezeit. Meist
kommt es bei Temperaturen um die 25°C und bei ai@sseraktivitat (g von grol3er
0,88 zu einem vermehrten Wachstum ¥orgraminearumwohingegert. culmorumbei
21°C und einem aWert von grofRer 0,87 einen deutlichen Wachstumssdarfahrt
[Magan N.].

1.2.1.3.2 Chemische und physikalische Eigenschaften von DON

DON ist ein tetrazyklisches Sesquiterpen, das eiBpaxydring auf der Position 12
besitzt. Es ist ein farbloses, kristallines Molekigssen Schmelzpunkt bei 153°C liegt.

Es 16st sich in Wasser und anderen polaren Losuttgm{Krska R., Szente E.].

Abbildung 1: Strukturformel von Deoxynivalenol

Formel: GsH2006

Molekulargewicht: 296,32 g/mol

IUPAC-Name: 12,13-epoxyed 7a, 15-trinydroxytrichothec-9-en-8-one
CAS: 51481-10-8
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1.2.1.3.3 Wirkungsweise von DON

DON wird auf Grund seiner toxischen Wirkung bei Merhstieren auch Vomitoxin
genannt. Auf der zellularen Ebene verhindert DO&I iroteinsynthese im Ribosom. Es
bindet an die 60 S Untereinheit des Ribosoms ureintréchtigt die Aktivitat der
Peptidyltransferase, weiters besitzt es zytotoxsEfffekte [Rotter B., Perlusky D.B.,
Pestka J.J.]. Besonders sensitiv reagieren Monigragt.B. Schweine) auf mit DON
kontaminiertes Futter [Rotter B., Perlusky D.B.stRa J.J.]. Symptome einer Vergiftung
(Gewichtsverlust und Erbrechen des Futters) wurden Schweinen beobachtet und
dokumentiert. Auf Grund des Erbrechens wird verutass es zu Interaktionen mit den
serotinergen und dopaminergen Rezeptoren im Berdah Area postrema kommt
[Fioramonti J., Dupuy C., Dupuy J., Bueno L.].

Wiederkauer sind relativ unempfindlich gegen DOM,sie Mikroorganismen besitzen,
die DON zu dem unschéadlichen Produkt De-epoxy-DOdatmolisieren kénnen [Rotter
B., Perlusky D.B., Pestka J.J.].

Auf Grund der toxischen Effekte von DON wurden Hétgehalte fir Deoxynivalenol
[Tab. 1] in Lebensmitteln festgelegt. Weiters has dScientific Committee on Food
(SCF) einen Wert fur die tolerierbare tagliche Aalime (TDI) von DON erstellt (1pg/kg
Kdrpergewicht/Tag) [EG Nr. 856/2005].

Produkt Hdchstgehalt [pg/kg]

Andere unverarbeitete Getreide als 1250

Hartweizen, Hafer und Mais

Unverarbeiteter Hartweizen und Hafer 1750
Unverarbeiteter Mais 1750
Getreidemehl, einschlieRlich Maismehl, 750

Maisgrutze und Maisschrot

Brot, feine Backwaren, Kekse, Getreidesnacks 500
und Fruhstlckscerealien

Teigwaren (trocken) 750
Getreidebeikost und andere Beikost fur 200

Séauglinge und Kleinkinder

Tabelle 1: Hochstmengenangaben fir DON in Lebensméln [EG Nr. 1126/2007]
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1.2.1.4Zearalenon (ZON)

Zearalenon ist ein 0Ostrogenwirksames, nichtstelesda Mykotoxin, das von
verschiedenen Vertretern der Gattung Fusarium, tedaplich vorF. graminearumund

F. culmorum gebildet wird [SCF].

ZON tritt in den gemaRigten Klimaregionen von Arkari Europa und Asien auf und
kommt gemeinsam mit anderen Trichothecenen in siareiGetreidearten vor [Zinedine
A., Soriano J.M., Molt6 J.C., Mafies J.]. ZON thtsonders bei niedrigen Temperaturen
und einem hohen Feuchtigkeitsanteil vermehrt in ddaturen auf [Martins M.L.,
Martins H.M.].

1.2.1.4.1 Chemische und physikalische Eigenschaften

Zearalenon ist ein nichtsteroidales Makrolid dersdteylsaure. Es ist ein weil3es,
kristallines Pulver, dessen Schmelzpunkt bei 188>T6liegt. ZON ist ein apolares
Molekdul, das sich in wassrigen alkalischen Lésungad organischen Lésungsmitteln
|6st. Es ist sowohl wahrend der Lagerung als aughrend der Verarbeitung stabil, und

halt hohen Temperaturen stand [The Merck Index].

Abbildung 2: Strukturformel von Zearalenon

Formel: GgH2.,05

Molekulargewicht: 318,36 g/mol

IUPAC-Name: [S-(E)]-3,4,5,6,9,10-Hexahydro-14,163diroxy-3-methyl-1H-2-
benzoxacyclotetradecin-1,7(8H)-dion

CAS: 17924-92-4
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1.2.1.4.2 Wirkungsweise von ZON

Unter den verschiedenen ZON-Derivaten, die von kwsasp. produzierto-Zearalenol
(0-ZOL), B-Zearalenolp-Zearalanol-Zearalanol, und Zearalanon) werden, konnten nur
ZON und o-ZOL in naturlich kontaminierten Getreide und Futidgteln detektiert
werden [Urraca J.L., Marazuela M.D., Moreno-BondiOM.

ZON und die Metabolite-- und p-Zearalenol konnen durch ihre strukturelle Ahnlieik
zum korpereigenen Ostradiol an den Ostrogenrezeptden [Minervini F., Giannoccaro
A., Fornelli F., DellAquila M.E., Minoia P., Viseti A.]. Die Bindungsaffinitat von
a-ZOL ist 3-4 Mal so hoch wie fiir ZON [De SaegerShanda L., Van Peteghem C.].
Auf Grund der 6strogenen Wirkung in Sdugern beéahtiigt ZON die Empfangnis, die
Ovulation, die fotale Entwicklung und die Uberlebenancen von Neugeborenen.
Weiters bewirkt es eine Verdnderung der Fortpflaggorgane von Nutz- und
Versuchstieren [Fink-Gremmels J., Malekinejad H.].

Besonders in weiblichen Saugern kommt es zu Symgrtomvie Entziindung der Vulva,
VergrofRerung der sekundéaren Geschlechtsmerkmalkeinem Prolaps des Rektums und
der Vagina, VergrofRerung des Uterus, pathologissfeénderungen der Eierstocke und
Verlust des AppetitsJonkova E., Laciakova A., Kov&s., Seidel H.].

Bei Ebern kann ZON zu einer Atrophie der Hoden uimfolge dessen zur
Verweiblichung fuhren [Martins M.L., Martins H.M.].

ZON wurde von der IARC als nicht karzinogen fur Menen eingestuft [IARC].

Auf Grund der dstrogenen Wirkung wurde von der Ewahl ein TDI von 0,2 pg/kg

Korpergewicht/Tag [Tab. 2], als auch eine Verordntiir die zulassigen Hoéchstmengen
von ZON in Lebensmitteln erlassen [EG Nr. 1126/3007
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Produkt Hdchstgehalt [pg/kg]

Raffiniertes Maisol 400
Unverarbeiteter Mais aul3er solchem, der zur 350
Verarbeitung durch Nassmahlen bestimmt ist

Fur den unmittelbaren menschlichen Verzehr 100
bestimmter Mais, Snacks und

Frihstickscerealien auf Maisbasis

Unverarbeitetes Getreide aul3er Mais 100
zum unmittelbaren menschlichen Verzehr 75
bestimmtes Getreide, Getreidemehl

Brot (einschlief3lich Kleingebéack), feine 50
Backwaren, Kekse, Getreide-Snacks und

Fruhstlckscerealien, auf3er Mais-Snacks und
Frihstickscerealien auf Maisbasis

Getreidebeikost (auRer Getreidebeikost auf 20
Maisbasis) und andere Beikost fur Sauglinge

und Kleinkinder

Verarbeitete Lebensmittel auf Maisbasis fur 20

Sauglinge und Kleinkinder

Tabelle 2: Hochstmengenangaben fir ZON in Lebensmglin [EG Nr. 1126/2007]

1.2.2 Claviceps sp.

1.2.2.1Mutterkornalkaloide

Mutterkorn bzw. die darin enthaltenen Alkaloide d&r oder Mutterkornalkaloide) sind
vermutlich die seit langstem bekannten MykotoxiNach dem Befall mit Claviceps
purpurea (Mutterkornpilz) werden von bestimmten r@dearten statt Kornern
schwarzviolette Sklerotien (dicht zusammengewaahddyphen) gebildet. Von dieser
Art des Befalls wurde erstmals 600 v. Chr. berichim Mittelalter wurden weitere
Ausbriche des “Sankt Antonius Feuers® dokument@itse Bezeichnung entstand auf
Grund der Vergiftungssymptome (Konvulsionen, Hafllationen und Gangran), welche

zu einem starken Kribbeln fuhrten. Heutzutage korasmbeim Menschen kaum noch zu
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Vergiftungen mit Mutterkornalkaloiden, da man diekleBotien mit modernen

Siebtechniken leicht entfernen kann [Weidenbdrngr M

1.3 Lagerpilze

Zu den Lagerpilzen zahlen Vertreter der GattasgergillusundPenicillium

1.3.1 Aspergillus sp.
1.3.1.1Aflatoxine

Aflatoxine wurden zum ersten Mal entdeckt, als ribh@0000 Truth&hne durch den
Konsum von verschimmeltem Erdnussmehl starben. éhemischer Sicht sind die
Aflatoxine Difuranocumarin-Derivate. Zu den bedeutsten Aflatoxinen z&hlen
Aflatoxin B, By, G, G, und M. Die Buchstaben B und G erhielten die Aflatoxiwejl

sie unter UV Einstrahlung blau bzw. griingelb fliszieren. Die Indexzahlen geben den
Grad der Toxizitat an (1>2). Das ,M-Aflatoxin® wugdzuerst aus der Milch von Kuihen
isoliert, die mit aflatoxinhaltigem Futtermittel fi¢tert wurden — das ,,M* steht sowohl
fur Milch als auch fir das englische Wort ,metabolf, da das Aflatoxin Bnach der

oralen Aufnahme zu Aflatoxin Mmetabolisiert wird [Weidenbdrner M.].
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Abbildung 3: A-Aflatoxin B 1, B-Aflatoxin B,, C-Aflatoxin G4, D-Aflatoxin G,, E-Aflatoxin M ;

Aflatoxine werden von der Gattung Aspergillus (frpduziert, speziell voi. flavus
und A. parasiticus,welche bevorzugt bei hoherem Feuchtigkeitsgehatt béheren
Temperaturen wachsen. Die Aflatoxine gehdren zu datérksten natirlich
vorkommenden Kanzerogenen. Bei akuten und chroammsciVergiftungen mit
Aflatoxinen treten hauptséchlich Schadigungen ddyer auf, wobei die Toxizitat in der
Reihenfolge B>G,>B,>G, abnimmt [Micke W., Lemmen Ch.].

1.3.2 Aspergillus sp. und Penicillium sp.

1.3.2.10chratoxin A

Ochratoxin A (OTA) wird in warmeren Regionen vAspergillus sp(A. ochraceus, A.
carbonarius, A. niger, A. terreusind in gemaRigten Breiten vérenicillium verrucosum
gebildet [Rosa C.A.R., Magnoli C.E., Fraga M.E.,Id@eo A.M. Santana D.M.N.].
Ochratoxin A besitzt eine Iso-Cumarin Struktur, ché Phenylalanin amidiert ist. OTA

wird weltweit auf landwirtschaftlichen Produkten ewiz.B. Getreide, Erdnulssen,
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Paranussen und Kaffee gefunden. OTA ist ein staNegshrotoxin. Im menschlichen

Organismus wird OTA an Plasmaproteine gebundeninrdken Nieren und der Leber
akkumuliert [Mlicke W., Lemmen Ch.].

O._ _OH
NH 0
“/CH,
cl

Abbildung 4: Ochratoxin A

Auf Grund seiner nativen Fluoreszenz kann OTA nsittdPLC-FLD [Rosa C.A.R.,
Magnoli C.E., Fraga M.E., Dalcero A.M. Santana DNM.analysiert werden. Auch
ELISA [Usleber E., Dietrich R., Schneider E., MBdler E.] und LC-MS werden flr die
Bestimmung von OTA verwendet [Z6lIner P., Meyerddds.].
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2 ZIELSETZUNG

Wegen ihrer Toxizitat und dem vermehrten Auftretém Lebens- und
Futtermitteln erlangten Mykotoxine in den letzteinken zunehmend an Bedeutung. Aus
diesem Grund ist es wichtig, sensitive und zuvsitfisMethoden zur Bestimmung dieser
Toxine zu entwickeln. In den letzten Jahren hah siof dem Gebiet der Lebens- und
Futtermittelsicherheit in Bezug auf Mykotoxine gi@s verandert. Es wurden vermehrt
Kontrollen durchgefihrt und Gesetzesvorschlage Hichstmengenverordnung erstellt
(Deoxynivalenol und Zearalenon: 1.7.2007/ Commis&aektive 2005/38/EC).

Die bisherigen analytischen Verfahren zur Prob&eaugung sind jedoch haufig
kostenintensiv und benétigen viel Zeit. Um diesarfwand zu verringern, galt es, eine
neue Probenvorbereitungsmethode zu entwickeln.evethode sollte selektiv, sensitiv,
einfach zu handhaben und kostengtinstig sein.

Ziel dieser Arbeit war, diesen Anforderungen gbtezu werden, und eine
immunochemische Probenvorbereitungsmethode (Imiimatiion in Kombination mit
der Ultrafiltration gekoppelt mit HPLC/UV bzw. FLD)ur Bestimmung von DON und

ZON in Lebens- und Futtermitteln, zu entwickeln,aptimieren und zu etablieren.
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3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

3.4 Immunanalytik

Die Immunanalytik beruht auf der Wechselwirkung satien Antigen und Antikorper.

3.4.1 Antigen

Ein Antigen l6st in einem Organismus die Bildungnvdntikorpern aus. Bei
niedermolekularen Substanzen ist es fast unmogéate Immunantwort auszulésen.
Substanzen mit einem Molekulargewicht von klein80@ Da werden auch Haptene
genannt. Da diese Molekile auf Grund ihrer Grol3gendgende Immunogenitat
aufweisen, muss man sie kovalent an Carriermolgkippeln. Als Carrier kommen z.B.
Albumine (bovines Serumalbumin, Ovalbumin, Keyholéanpet hemocyanin),
Polyaminosauren, inerte Trager wie Agarose, Segkafdikropartikel und Membranen
zum Einsatz. Durch die Kopplung an ein gré3ereselkidl kann das Hapten nach der
Injektion mit einem Adjuvans auch die gewilnschte tilkkwperproduktion im

Versuchstier auslésen [Rehm H.].

3.4.2 Adjuvanzien

Das Adjuvans bewirkt im weitesten Sinne eine Vekstdg und Verlangerung der
Immunantwort. Durch seinen Zusatz kann die einzesele Menge an Antigen und die
Zahl der Applikationen reduziert werden. Es wureéame ganze Reihe unterschiedlicher
Adjuvanzien beschrieben, wobei die richtige Auswaliber den Erfolg einer
Immunisierung entscheidet [Luttman W., Bratke Kiipiger M., Myrtek D.].

Der Klassiker fur die Primarimmunisierung ist dd&omplette Freundsche Adjuvans”
(FCA). Es wurde 1948 von Freund in New York besben und enthalt in
abgewandelter Form Paraffindl, Mannose-Monooleat Eiulgator sowie abgetotete
Tuberkulosebakterien (Mycobakterium tuberculosileben dem FCA kommt das
“Inkomplette Freundsche Adjuvans® (FIA) zur Anwemdu Es enthalt keine
Mycobakterien und wirkt dadurch weniger stark stiemend als FCA. Der Zusatz von
abgettteten Bakterien oder deren Fragmente winkz gdgemein stark stimulierend auf

das Immunsystem. Weil FCA eine starke Wirkung zésihd dem Tier Qualen bereitet,
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wird es nur eingeschrankt verwendet. FCA kommt emsin Einsatz, wenn mit
gemalligteren Alternativadjuvanzien keine Immunisigserfolge erzielt werden
[Luttman W., Bratke K., Kiipper M., Myrtek D.].

3.4.3 Antikorper

Antikdrper sind l6sliche globulare Proteine, die iBlutplasma zirkulieren. Die
Immunglobuline (Ig) werden in 5 Antikdrper-Hauptktzn (IgG, IgA, IgD, IgE, IgM)
unterteilt. Aufgrund ihrer unterschiedlichen scharerPolypeptidketten kann man die
einzelnen Ig erkennen. Nach Art der Herstellungdearmonoklonale und polyklonale
Antikdrper (AK) unterschieden. Erstere werden vdentischen Plasmazellen produziert,
letztere von unterschiedlichen. Allgemein besital@ Ig eine Struktur aus 2 leichten und
2 schweren Polypeptidketten. Diese Ketten werdenhdinterchenare (=zwischen zwei
Ketten wirkende) Disulfidbricken verknUpft und @idin ihrer raumlichen Anordnung
eine Struktur, die einem Y ahnelt. Daneben gibhesh intrachenare Disulfidbriicken,
die verschiedene Abschnitte innerhalb einer Kettealent miteinander verknupfen.

Mit Hilfe von verschiedenen Substanzen (Protea@eéviercaptoethanol, Harnstoff) kann
man die Ig in ihre einzelnen Fragmente spalfellercaptoethanol und Harnstoff spalten
die intrachenaren Disulfidverknipfungen und maréakrtlie leichten und die schweren
Ketten des Antikorpers. Das Enzym Papain spaltet Algikorper in ein E (Fragment
crystalline) und zwei § (Fragment Antigen bindend). Pepsin spaltet derkarger in
ein Kk und ein k)2 Die R-Fragmente aller Antikérper sind nahezu gleich, wgbhgen
die Antigen bindenden Fragmente der einzelnen Anpdr stark variieren. Besondere
Bedeutung kommt den Doméanen der Aminotermini dgiFFagmente zu. Sie bilden die
variable Region der Antikdrper. Diese Regionen simht alle gleich variabel, so zeigen
einige Segmente (jeweils 3 der leichten und 3 dewsren Ketten) eine deutlich héhere
Variabilitat. Diese werden als hypervariable Redieaeichnet, und stellen die eigentlich
strukturellen Sequenzen zur Gestaltung der AntBjaglungsstelle (=Paratop) dar
[Luttman W., Bratke K., Kiipper M., Myrtek D.; Aigné., Neumann S.].
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Abbildung 5: Schematische Abbildung eines Immungloblins

(www.hal-allergie.de/allergieinfosanti.htr)

3.4.4 Antikorperklassen

Nach Auslésen einer Immunreaktion tritt im Plasnoa \5augetieren das IgM als erster
Antikdrper in Erscheinung. Es stellt damit die kelit am frihesten einsetzende humorale
Antwort dar. In sehr viel hoherer Konzentration kotmigG im Blutplasma vor. Aus
diesem Grund wurde es auch als erstes und am hestiEnsucht. IgA findet man sowonhl
im Plasma und als sezerniertes Molekil in divetsérpersekreten. Uber IgD und IgE
weild man vom funktionellen Standpunkt her wenig3eaudass das IgE vermutlich an
allergischen Reaktionen beteiligt ist.

Das bisher nicht erwéhnte IgY (=Yolk, Eidotter) ieseine gesonderte Stellung, und
kommt in geringen Mengen im Serum und vermehrt idoter von Vogeln und
Reptilien, sowie Amphibien vor. In seiner Struktunterscheidet es sich vom Saugetier
IgG nur durch eine vierte Domane im, Bereich anstelle der hier Ublichen drei
Domanen. Weiters besitzt das IgY keine “hinge Refgiond ist daher in seiner
Flexibilitat starker eingeschrankt als das 1gG [WaiW., Magor K.E., Higgins D.A.].
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3.4.5 Produktion von polyklonalen Antikdrpern

Zur Herstellung polyklonaler Antikdrper geht mannveiner gezielten Immunisierung
mit einem Antigen aus. Hierzu wird einem Saugetlgiufig Maus, Kaninchen oder
Ziege, nach einem festgelegten Immunisierungsscheasajeweilige Antigen in die
Blutbahn oder in ein Gewebe injiziert. Dadurch komes zur Expansion und
Differenzierung von B-Zellen. Beim ersten Kontakit nler Fremdsubstanz entsteht eine
Primarantwort, bei der Uberwiegend IgM AntikOrperoguziert werden. Wird der
Organismus ein weiteres Mal (nhach einigen Wochebh)3demselben Antigen in Kontakt
gebracht, dann findet eine Sekundarreaktion stit,sich durch eine viel schnellere
Immunantwort auszeichnet und Booster Effekt genanmird. Bei dieser
Verstarkungsreaktion werden durch eine schnellerggan-Antikorper-Reaktion auf der
Zelloberflache ausgesuchte B-Gedachtniszellen igktivSchon nach Verabreichung
relativ kleiner Antigenmengen wird in dieser Phasge rasche und umfangreiche
Produktion spezifischer Antikorper eingeleitet. Bakommt es zu einem drastischen
Anstieg der IgG Konzentration. Mittels Titerbestiming kann man erkennen, ob schon
genugend polyklonale Antikorper im Versuchstierdumert wurden. Bei ausreichender

Menge kann man sie aus dem Blut isolieren [L6fBerPetrides P.E.].

3.4.6 Produktion von IgY

Das Immunsystem von Voégeln, im speziellen von Hitnenterscheidet sich nicht
wesentlich von dem der Saugetiere. Sie besitzenfalse T-Zellen, die im Thymus
reifen, nur die B-Zellen werden in einem anderemmigartiment gebildet, namlich der
Bursa Fabricius. Auch hier sind die B-Zellen fiie dtiroduktion von Immunglobulinen
verantwortlich. Als erstes werden die IgM gebilddie die gleichen Funktionen haben
wie die der Saugetier IgM. Auch IgA wird vom Immysgem produziert, und in
verschiedene Korperflussigkeiten sezerniert. Ig¥Me das 1gG aufgebaut, es kommt in
hoher Konzentration im Serum vor, jedoch gibt egeiwesentlichen Unterschied bei der
Gewinnung der Antikdrper. Hierfir muss man dem Tieht unbedingt Blut entnehmen,
man kann sie ganz einfach aus den Eiern gewingénuhd IgM werden mit Proteinen
in geringen Mengen ins Eiweil3 transferiert, wohome die IgY mittels Rezeptor in
groBen Mengen ins Eigelb exportiert werden. Dies den Vorteil, dass bei der

Gewinnung von polyklonalen IgY einfach mehrere Hielogesammelt werden kénnen.
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Weiters missen die IgY nicht durch spezielle Me#mdvon den anderen
Immunglobulinen getrennt werden, da diese durchcAbslen des Eiweisses einfach
entfernt werden kénnen. Mittels Titerbestimmung rkanan auch hier den Gehalt an
Antikdrpern bestimmen [Warr G.W., Magor K.E., HiggiD.A.; Schade R., Behn 1.,
Erhard M., Hlinak A., Staak C.].

3.4.7 Produktion monoklonaler Antikdrper

Monoklonale Antikdrper werden von Immunzellen serst, die von einer einzigen B-
Zelle abstammen. Deshalb sind sie jeweils nur gegém bestimmtes Epitop
(Antigendeterminante) eines Antigens gerichtet. Zagwinnung von monoklonalen
Antikdrpern werden Lymphozyten aus der Milz ein@munisierten Maus isoliert, und
mit Myelomzellen fusioniert. Dies ist notwendig, dhe antikdrperproduzierenden
Lymphozyten in Kulturen nur wenige Wochen lberleb&urch die Fusionierung
entstehen Zellhybride (Hybridome), die unsterblgthd. Die Fusion von Zellen wird
durch Zugabe von Polyethylenglycol gesteigert. Mugnige der fusionierten Zellen
bilden auch Antikdrper. Um diese Antikdrper zu kétmieren, missen die Hybridoma
durch Klonieren vereinzelt und vermehrt werden. &dnwerden die Klone getestet und
weiter kloniert [Koolmann J., R6hm K.H.].

Eine weitere Methode zur Herstellung von monoklenaRntikdrpern ist die Ascites-
Technik. Dabei werden die Hybridomazellen in diai@@ohle einer Maus injiziert. Die
Mause werden sozusagen mit Krebszellen infizieie Bscites-Technik ist aul3erst
effektiv, aber auf Grund der invasiven Schadigueg Tieres in vielen Landern untersagt
[Luttman W., Bratke K., Kiipper M., Myrtek D.].
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Abbildung 6: Schematische Abbildung der Produktion von monoklonalen Antikérpern,
1-Immunisierung, 2-B-Lymphozyten aus der Milz, 3-Myelomzelle, 4-Zellfusionierung,
5-Hybridomzelllinie, 6-Wechselwirkung Antigen-Antikdrper,  7a-Zellkultur,  7b-Produktion
monoklonaler Antikorper in einer Maus, 8-Antikdrper (http://de.wikipedia.org)

3.4.8 Titerbestimmung

Nach der Immunisierung wird eine Titerbestimmungctigefuhrt. Dies ist ein Verfahren
zur Konzentrationsbestimmmung der produziertenl&mger. Prinzipiell handelt es sich
um einen direkten Immunoassay. Der erste Schritebé darin, das Antigen an die
Mikrotiterplatte zu “coaten”. Sie besteht aus Polga und eignet sich aufgrund ihrer
hohen Bindungskapazitat besonders gut fur Protedie. Art der Bindung ist pH
unabhangig, da sie hauptsachlich auf hydrophobeohgéwirkungen beruht. Deshalb
werden zum “Coaten® auch verschiedene Puffersysteeneendet z.B. PBS (pH=7,4)
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oder Natriumcarbonatpuffer (pH=9,6). Man “coatediiitherweise durch Zugabe von
50-200 ul Coating-Puffer inklusive Antigen je Kaititund inkubiert bei 2-8°C fur 10-18
Stunden. Die Mikrotiterplatte wird anschlieRend geehen, um alle nicht gebundenen
Antigene zu entfernen. Im nachsten Schritt werdesief Proteinbindungsstellen
abgeblockt, um eine unspezifische Bindung von Aplkern zu vermeiden. So kdnnen
zum Blocken BSA oder Casein verwendet werden. Nigeh Blocken findet ein weiterer
Waschschritt statt und danach wird der zu unteesudé AntikGrper aus dem Serum oder
Eidotter hinzu gegeben. Nach einer Stunde wird matlgewaschen und der sekundare
Antikorper aufgetragen. Dieser bindet an defT&il des ersten Antikdrpers, und ist in
den meisten Fallen enzymmarkiert (kann auch mieraimadioaktiven Isotop markiert
sein). Der zweite Antikorper wird zur Detektion wendet. Die Enzymaktivitat wird
mittels colorimetrisch nachweisbarer Substrate ilmest. Dabei entsteht ein farbiges
Produkt, das durch Zugabe eines Stoppreagens ii®r Kingeren Zeitraum stabil ist.
Die Ergebnisse konnen dadurch sowohl visuell ath gahotometrisch ermittelt werden
[Luttman W., Bratke K., Kiipper M., Myrtek D.].

3.4.9 Isolierung und Reinigung der Antikdrper

Im Falle von polyklonalen Antikérpern muss man dastsprechende Serum des
Versuchstiers aufreinigen. Monoklonale Antikérpeerden aus dem Uberstand der
entsprechenden Zellkultur bzw. Ascites entnommaerttihan W., Bratke K., Kiipper M.,
Myrtek D.].

IgY kénnen aus dem Eigelb von Huhnereiern, abeh aus dem Serum von Hihnern
isoliert werden. So vielfaltig die Arten von Antilgiern sind, so vielfaltig sind auch deren
Aufreinigungsmethoden. Die Aufreinigung von Progzir(lg) ist immer ein Kompromiss
zwischen Reinheit und Ausbeute. Viele Reinigungstiehbedeuten eine geringere
Ausbeute [Luttman W., Bratke K., Klpper M., MyrteK.

3.4.10 Reinigung polyklonaler und monoklonaler Saugerantikper

Zuerst werden durch Aussalzung die Proteine préipi Die Grundlage dieses
Verfahrens ist eine Erh6hung der lonenstarke, uduidd die Hydrathille der Proteine

zu storen. Die Proteine fallen dadurch aus und MNederschlag kann einfach

28



abzentrifugiert und anschlie3end in einem geringefelumen wieder gelést werden.
Die haufigste Variante des Aussalzens ist die nmitn#foniumsulfat. Der Vorteil besteht
darin, dass man keine speziellen Gerate bendétigt.sioh jedoch auch Salze in der
Losung befinden, und diese bei nachfolgenden Chiagnaphieschritten stéren kénnen,
muss man sie mittels Dialyse entfernen [Luttman BYatke K., Kipper M., Myrtek D.].
Eine weitere Methode zur Entfernung von Proteinmegingungen ist die Fallung mittels
Caprylsaure im saurem Medium. Hierbei bleiben demunglobuline in Ldsung.
Caprylsaure wird langsam unter standigem Riuhreegelgen. Danach wird die Lésung
abzentrifugiert und die im Uberstand verbleibendatikorper auf pH 7 gebracht.

Den einfachsten, jedoch teuersten Weg der Immunglokinigung stellt die
Affinitatschromatographie dar. Hierfur werden baidie Proteine (Protein A oder G) an
einer Gelmatrix immobilisiert [Aigner A., Neumann].S

Protein Aist ein Zellwandprotein des Bakteriun&aphylococcus aureusit einem
Molekulargewicht von 35-50 kDa. Immobilisiertes #ia A bindet spezifisch die Fc-
Region von Immunglobulin-Molekilen vieler Saugetezies. Die Protein A-
Affinitatschromatographiést eine einfache und schnelle Aufreinigungsmeth@&ileden-
Waschen-Eluieren-Neutralisieren), mit der die nagistNicht-lgG-Kontaminanten
entfernt und sehr gute Reinheiten erzielt werdemkd [Luttman W., Bratke K., Klpper
M., Myrtek D.].

3.5 Photometrie

Photometrische Methoden beruhen auf der MessungLidbtabsorption im Bereich
sichtbarer (VIS-) und ultravioletter (UV-) Strahlymurch Materialien in Abhangigkeit
von der Wellenlange. Da die Absorption von elektagmetischer Strahlung im UV- und
sichtbaren Bereich zur Anregung von Elektronen tfuhwird sie auch als
Elektronenspektroskopie bezeichnet. Dieses Venfakient zur Charakterisierung und
Quantifizierung von anorganischen und organischérst@nzen.

Beim Durchtritt von elektromagnetischer Strahlubigiit) durch eine Lésung wird deren
Intensitat durch Absorption verringert [Schwedt.G.]

Bougouer-Lambert-Beer stellten fest, dass es eidaeammenhang zwischen der
Schichtdicke, der Absorption von Licht und der Kentzation eines Stoffes gibt. Diese

Abhangigkeiten findet man im Lambert-Beerschen-Gese
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Eztscdzlogll—0

E : Extinktion (Absorbance)

£ : molarer Extinktionskoeffizient in I/mol cm

¢ : Konzentration der absorbierenden Substanz il mo
d : Schichtdicke der Kuvette in cm

I, : Intensitat des eingestrahlten Lichts

| : Intensitat des Lichts nach Durchlaufen der Sddicke d

Gultigkeit dieses Gesetzes:
Nur bei monochromatischem Licht

Nur bei verdiinnten Lésungen

Aufbau des Photometers
Der prinzipielle Aufbau eines Spektralphotometersasst eine Strahlungsquelle, einen
Monochromator, den Probenraum, ein Detektionssysieareine Auswerteeinheit.
1. Strahlungsquelle
Als Lichtquelle wird fur den UV-Bereich eine Deuten-Lampe, fir den VIS-
Bereich eine Wolframlampe verwendet.
2. Monochromator
Zur Erzeugung des monochromatischen Lichts wird dasnachst
polychromatische Licht an Prismen oder Gitterneggtl
3. Probenbehélter
Zur optischen Spektroskopie werden geeignete Phbabgilter benttigt, die man
als Kivetten bezeichnet. Sie bestehen fir den UliBle aus Quarz, fur den
visuellen Bereich aus Glas oder Kunststoff.
4. Detektor
Zur Detektion verwendet man Photozellen oder Sedueiektronenvervielfacher
(SEV). Die Photozelle besteht aus einer Kathods, @er durch auftreffende
Photonen Elektronen herausgeschlagen werden. Diesgsachen im freien
Raum zwischen der Kathode und einer auf hoheripesiSpannung liegenden
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Anode einen Stromfluss. Da die Photozelle nur geriAusbeuten liefert, werden
meist SEV verwendet. Dieser enthalt mehrere Eldkinozwischen Kathode und
Anode. Die frei werdenden Elektronen gelangen zistea Elektrode und
schlagen Sekundarelektronen heraus, die ihrergaitsiner weiteren Elektrode
gelangen und dort wieder Sekundarelektronen erreugeurch diese

Vervielfachung von Elektronen kommt es zu eineo@trerstarkung um einen
Faktor von 10.000 — 10.000.000 [Otto M.].

Blende 2 Blende 3
Detektor mit Anzeigegerit

Blende 1 j | I:I
\ Prisma Kiivette mit
/,.- Probe

Lichtquelle

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Einstrahlpbtometers
(http://www.elhardt.de/matthias/chemie/photometer/motometer.htm)

3.5.1 Spektralphotometrische Proteinbestimmt

Die Konzentration von Proteinlésungen (Antikorpeahn direkt photometrisch bestimmt
werden. Die einfachste Methode ist die Messung E@mktion bei 280 nm, die im
Wesentlichen durch den Gehalt an aromatischen Aséumen, Tryptophan und Tyrosin
verursacht wird. Der Vorteil dieser Methode ist,ssladas Protein zerstérungsfrei
analysiert werden kann. Der Nachteil besteht dalass die Methode wenig sensitiv und
relativ storanfallig ist. Der Vergleich der Extim von gleich konzentrierten
Proteinlésungen bei 280 nm zeigt, dass sich typistandardproteine deutlich in ihrer
Absorption unterscheiden:
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Protein [c]=1 mg/ml Extinktion bei 280 nm

Huhnerovalbumin 0.7
Rinderserumalbumin 0.63
Huhnerlysozym 2.65
Rinderimmunglobulin 1.38

Nukleinsauren mit einer starken Absorption bei 26@ stéren die Messung, diese
Stérung kann durch die Messung bei zwei Wellenlangglweise korrigiert werden

[Layne E.].

CProtein[mgx ml_l] = ]__55)( A280nm - O76>< AZGOnm

A 260nm,280nm Absorbance (Extinktiondonm. 280nm

Mit dieser Methode werden ausschlie3lich aufgegdéenAntikérper analysiert, da alle

weiteren Bestandteile das Ergebnis verfalschen eviird

3.6 Chromatographische Methoden

Die Chromatographie ist ein Trennprozess, bei deaa Brobengemisch zwischen
stationdrer und mobiler Phase verteilt wird. In d€&hromatographie werden
Substanzgemische in der mobilen Phase weiterbefode Einzelsubstanzen werden
unterschiedlich stark von der stationaren Phaselckgehalten. Aufgrund der
Wechselwirkungen zwischen der Probe, der station®ase und der mobilen Phase
werden die einzelnen Komponenten unterschiedlichnedt weitertransportiert und
kbnnen somit voneinander getrennt werden. Die Karapten, die von der stationdren
Phase zuriickgehalten werden, bewegen sich nur dangdurch die Trennsaule.
Demgegeniber wandern die Komponenten, die nur sthwan der stationdren Phase
zurtckgehalten werden, schneller. Aufgrund unteesitither Retentionseigenschaften
trennen sich die Probenkomponenten in diskrete &araif, die sowohl qualitativ als

auch quantitativ analysiert werden kénnen.
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Als Mal? fir die Tendenz, sich bevorzugt in der einder anderen Phase aufzuhalten,
dient der Verteilungskoeffizient K:

c

— stat
X

C

K

mob

c..... Konzentration des Stoffes X in der stationareadeh

stat *

c. .. Konzentration des Stoffes X in der mobilen Phase

mob *

oder der Retentionsfaktd«:

k = stat

mob

n..... Anzahl der Mole des Stoffes X in der stationdPérase bei Gleichgewicht

stat *

n_ . : Anzahl der Mole des Stoffes X in der mobilen Rhlasi Gleichgewicht

mob*

Damit sich ein Stoffgemisch trennt, missen die créeslenen Komponenten im
betreffenden chromatographischen System verscheedfmteilungskoeffizienten und
daher auch verschiedene Retentionsfaktoren halk@o@ID.A., Leary J.J.].

Die Substanzen, die in den Detektor transportiestden, werden vom Schreiber als
Gaul3kurven registriert. Die Signale nennt man Bahks Gesamtheit Chromatogramm.
Uber die Peaks erhdlt man qualitative und quaivéatinformationen der zu

untersuchenden Mischung.

Qualitativ Retentionszeit, ist die Zeit, welchenvdEinspritzen der Probe bis zum
Erscheinen des Signalmaximums im Detektor verditeicZur
Identifikation eines Peaks kann man daher die jeyeeiReinsubstanz
injizieren und die Retentionszeiten vergleichene Rietentionszeit einer
Komponente ist bei gleichen chromatographischenirBgagen stets

gleich grol3 [Meyer V.R.].
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Quantitativ.  Sowohl die Flache wie auch die Holes eaks sind proportional zur
Konzentration des Analyten. Wenn verschiedene Lgsnn genau
bekannter Konzentration eingespritzt werden, digehdrigen Flachen
oder Hohen bestimmt und eine Kalibrierkurve gezeétiwird, kann man
aus dem Signal der unbekannten Probe deren Koa#zentrbestimmen
[Meyer V.R.].

Mit Hilfe eines Chromatogramms kann man verschieddngaben tber die Gute der

Trennung und der Séaule machen.

t,: Totzeit der Trennséaule; ist die Zeit, die die mwlPhase bendtigt, um die

Trennséule zu durchwandern

2
t,[s] = 0,03%

d.: Innendurchmesser der Saule [mm]
L.: Saulenlange [mm]

F : Volumenstrom der mobilen Phase [ml/min]

ty: Retentionszeit; ist die Zeit, die von der Injektides Analyten bis zur

Registrierung seines Peakmaximums verstreicht.

Als quantitatives Mal3 fur die Effizienz einer chratographischen Saule werden héufig
zwei Ausdrucke verwendet, und zwar @edenhdhe Hind dieZahl der theoretischen
Bdden N Die Effizienz nimmt mit steigender Bodenzahl ustthehmender Bodenhéhe
zu [Meyer V.R.].
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H: Bodenhohe
L.: Saulenlange
N: Zahl der theoretischen Bdden

hp: Peakhodhe

Ap: Peakflache

Die Gute der Trennung zweier Substanzen ist duiehAdflosungR definiert. Die
Auflésung zweier benachbarter Peaks ist definiertkd den Quotienten aus dem Abstand

der beiden Peakmaxima voneinander; d.h. der Diffeder beiden Retentionszeitgg,

und dem arithmetischen Mittel aus den beiden Basidpreiterw [Meyer V.R.].

R= 2tR2 ey =118 ey ~le
W W, Wil +W,1
2 2

W, Peakbreite auf halber Hohe des Peaks

2

Bei einer Auflosung von 1 sind die Peaks nicht stéihdig voneinander getrennt, doch
erkennt man die beiden Komponenten. Fur die quivie Analyse ist eine Auflésung

von 1 in der Regel zu wenig. Es ist notwendig, Blasentrennung zu erreichen, also

z.B.R=1,5[Skoog D.A., Leary J.J.].
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3.6.1 Reversed-Phase Chromatographie (Umkehrphasenchragedphie)

Bei der Reversed-Phase Chromatographie ist im Gagenzur Normalphasen-
Chromatographie die stationare Phase apolar und ndibile Phase polar. Als
Tragermaterial werden hauptsachlich Kieselgel aerthetische Polymere verwendet.
Die typischen Kieselgeloberflachen enthalten SiOtdgpen, die mit Hilfe von
Organochlorsilanen zu Siloxanen reagieren und d&eaeine Alkylgruppe oder eine
substituierte Alkylgruppe (§ Cig) ist [Meyer V.R.].

Die Oberflache der station&ren Phase ist starkaap@asser kann diese hydrophoben
Gruppen nicht benetzen und in keinerlei Wechselwig<mit ihnen treten. Es ist daher
die schwachste aller mobilen Phasen und eluieriPdibben am langsamsten. Je grof3er
der Wassergehalt des Eluenten ist, desto l&angeér di@ Retentionszeiten.

Substanzen werden von der Umkehrphasen-Oberflachso ustarker retentiert, je

weniger sie in Wasser l6slich, d.h. je unpolarerssnd [Meyer V.R.].

Aliphaten
Tetrachlorkohlenstoff
Chloroform

Ether, Aldehyde, Ketone

Sinkende Retention

Amine
Alkohole, Phenole

Carbonsauren v

Als mobile Phase verwendet man meist Gemische v@ass@f oder von wassrigen
Puffermischungen mit verschiedenen, mit Wasser mbisen Losungsmitteln. Je
apolarer die Losungsmittel sind, umso starker eduné wirken sie.

Methanol < Acetonitril < Ethanol < Isopropanol <nbethylformamid < n-Propanol <
Dioxan < Tetrahydrofuran
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3.6.2 Schematischer Aufbau einer HPL@ypparatur

Eine HPLC-Apparatur besteht aus Vorratsgefal3endi@rmobilen Phasen, einer oder
mehrerer Pumpen (Hochdruckpumpen), einem Autosanzpie Injektion einer grof3en

Zahl von Proben, einer analytischen Trennsaule (QPC;s), dem Detektor und einer

Auswerteeinheit [Abb. 8].

Im Folgenden sollen nur die Detektoren ndher be$mmo werden, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Autosampler Analysensaule +
Ofen

Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage
(http://iwww.forumsci.co.il/HPLC/system.gif)

3.6.2.1Detektoren

Der Detektor ist das letzte Glied in der instrunetiah HPLC. Er misst die Anderung der
Zusammensetzung der mobilen Phase und wandelt ohesi@ elektrisches Signal um.
Die Anspriiche an einen Detektor andern sich mit zleruntersuchenden Probe. Im
Allgemeinen sollte ein Detektor jedoch eine hohelel8w&itat, ein niedriges

Basislinienrauschen, eine niedrige Nachweisgrenzel weinen grof3en linearen

Messbereich besitzen [Meyer V.R.].
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3.6.2.2UV-Detektor

Der UV-Detektor wird haufig verwendet, weil er gtigsin der Anschaffung ist, und
einen grof3en linearen Messbereich besitzt. Westegrirelativ unempfindlich gegentber
Temperaturschwankungen und kann auch bei Gradigloteon eingesetzt werden.

Er registriert Substanzen, die ultraviolettes Liahsorbieren [Meyer V.R.].

Ein MaR fiur die Fahigkeit der Lichtabsorption istranolare Extinktionskoeffizient.
Aromaten besitzen einen vergleichsweise hohen Eitimskoeffizient, wahrend Ketone
einen kleinen aufweisen. Wie stark der Lichtstrdtgim Durchtritt durch die
Detektorzelle abgeschwacht wird, hangt vom molatetinktionskoeffizient, von der

Konzentration der Substanz und von dedinge der Zellel ab [Meyer V.R.].

E=excxd
E: Extinktion
£ molarer Extinktionskoeffizient in L/mol cm
c: Konzentration der absorbierenden Substanz inLmol/
d: Schichtdicke der Durchflusszelle in cm

Die mobile Phase soll so gewahlt werden, dass eie lkicht absorbiert. Die Hohe der
Peaks ist abhéngig von der Konzentration der é¢kneubstanz und von ihrem molaren
Extinktionskoeffizient. Stoffe mit einem grof3en @m@n Extinktionskoeffizient ergeben
grolBere Peaks, als solche mit einem kleinen. Wiell @Gré3e des Signals von der
durchstrahlten Schichtdické abhangt, sind die Durchflusszellen in UV — Detedto
madglichst lang, ca. 10 mm. Um das Volumen Kleinhalten, sind sie sehr dinn. Das
Licht tritt in L&ngsrichtung durch die Zelle. Mitilfe eines Gitters wird die gewinschte
Lichtwellenlange in den Strahlengang gebracht. Wer Zelle, durch die die mobile
Phase fliel3t, ist ein Plattchen aus Quarzglas aagkty das einen kleinen Teil des
Lichtes auf die Referenz Fotodiode reflektiert, vedild der grolBere Anteil der
Lichtintensitat durch Plattchen und Zelle auf diedgéfotodiode trifft. Die Detektorzelle
hat eine optimierte Geometrie, um die Basisliniamsnkungen niedrig zu halten.

Als Lichtquellen dienen hauptsachlich Deuteriumlamp aber  auch
Quecksilberdampflampen, Cadmium-, Zink- und Wolfltampen werden verwendet
[Meyer V.R.].
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3.6.2.3Fluoreszenzdetektor

Grundlage der Fluoreszenz ist die Absorption voot&men durch z.B. nicht substituierte
aromatische Kohlenwasserstoffe, Molekile mit Ringgturen und hochkonjugierten
Doppelbindungsstrukturen. AnschlieBend wird ein ed der Energie in Form von
Licht groRerer Wellenlange abgegeben. Die Wellagazunahme im Vergleich zur
Absorption wird als Stoke sche Verschiebung bezeithDieser Energieverlust entsteht
durch Zusammenstdsse der angeregten Molekile mderan Molekilen. Die

Fluoreszenzquantenausbeute ist das Verhdltnis der Zahl der Molekile die

fluoreszieren, zur Gesamtzahl der angeregten Mtdekldie Fluoreszenzintensitat . ,

die senkrecht zum Anregungsstrahl gemessen wirdjthén folgenden Parametern ab:

I =¢l,ecd

Ir : Fluoreszenzintensitat

¢ : Fluoreszenzquantenausbeute

&: molarer Extinktionskoeffizient in L/mol cm
c: Konzentration der absorbierenden Substanz inLmol/

d: Schichtdicke der Durchflusszelle in cm

Der Fluoreszenzdetektor, bei dem eine etwa 10-2@rpBe Zelle vom Primarstrahl
durchstrahlt wird, zeichnet sich durch eine hohepfmdlichkeit und Selektivitat im
Vergleich zum UV-Detektor aus. Allerdings ist sdinearer Messbereich kleiner als

jener des UV-Detektors [Camman K.]
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4 PROBENVORBEREITUNG

Einer der wichtigsten Schritte bei der Bestimmurgn Wykotoxinen in Lebens- und
Futtermitteln ist die Probenvorbereitung. Sie dield@r Abtrennung von stérenden
Matrixbestandteilen und ermdglicht dadurch einerwst@sfreie quantitative Analyse.
Leistungsfahige Cleanup-Methoden vereinfachen dialyik und tragen wesentlich zum

Erhalt richtiger Analysenergebnisse bei [Schwedt G.

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Einblick in dieneist verwendeten

Probenvorbereitungsmethoden in der Analytik von D@M ZON gegeben werden.

Die Affinitatschromatographie ist eine Probenvodiemgsmethode, die zum ersten Mal
vor 30 Jahren zum Einsatz kam. Sie beruht auf denzip der molekularen Erkennung
von Analyten. Dieses Schlissel-Schloss-Prinzip fioniert auf der Basis, dass ein
sogenannter “Binder” einen gegen ihn gerichtetermlyen (“Target”) erkennt und an
sich bindet. Sowohl Binder oder Target kbnnen imitisdyt werden. Meist wird einer
der beiden kovalent an ein Polymer gebunden unctime S&ule gepackt. Der zu
untersuchende Analyt wird in geloster Form am S#@néang aufgegeben, und wahrend
er die Saule passiert, vom Binder erkannt und geédunDie am haufigsten verwendete
Form der Affinitatschromatographie ist die Immunatbtschromatographie. Bei dieser
Methode wird ein immobilisierter Antikdrper flr disolierung eines Antigens verwendet
[Wilchek M., Miron T.].

Auf Grund ihrer Selektivitat werden die Immunaffatssaulchen gerne fur die
Probenvorbereitung von DON [Cahill L.M., Kruger S.®McAlice B.T., Ramsey C.S.,
Prioli R., Kohn B.] und ZON [Kruger S.C., Kohn BRamsey C.S., Prioli R.] eingesetzt.

Eine weitere Probenvorbereitungsmethode, die hawdggewandt wird, ist die
Festphasenextraktion (SPE). Bei dieser Methode komes auf Grund von
unterschiedlichen Adsorptionsverhalten der Analyrei einer Abtrennung der
Matrixbestandteile. Festphasenextraktionen werdamptsachlich in kleinen S&ulchen
durchgefuhrt. Die feste Phase besteht aus einem wadreren Adsorbentien. Als
Adsorptionsmaterial werden haufig Kieselgel, Alummoxid und spezielle Gele
verwendet. Die Probenlésung wird am S&ulenbegirigegieben und durch die feste
Phase (Sorbens) geleitet. Bei diesem Schritt reticheh der Analyt auf dem Sorbensbett
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an und der Rest der Probenlosung passiert die Sanlechlielend wird durch ein
geeignetes Loésungsmittel der Analyt vom Sorbenartergel6st [Schwedt G.].

Eine auf SPE basierende Methode fir die Probenwaitbag von Trichothecenen wurde
zum ersten Mal 1986 veroffentlicht. Dabei wurden eikké Saulen mit
Aktivkohle/Aluminiumoxid gefullt. Der Probenextralturde unter Einfluss von Vakuum
aufgegeben. AnschlieBend wurde das Saulchen geeraseid der Probenextrakt eluiert.
Die A- und B-Trichothecene wurden mittels Dunnshlebromatographie getrennt und
mittels UV-Licht detektiert. Diese multifunktioneth Saulchen wurden fortan als

Mycosep Séaulchen bezeichnet [Romer T.R.].

Ein weiteres Verfahren, das zur Probenvorbereittorg Mykotoxinen (ZON) eingesetzt
wird, ist die Flussig-Flissig Extraktion [Krska RUnter Flussig-Flissig-Extraktion wird
das Abtrennen gelOster Stoffe aus flissigen Extakgitern durch fllssige
Extraktionsmittel verstanden. Das Verfahren beauitder unterschiedlichen Loslichkeit
des extrahierenden Stoffes in zwei flissigen Phaldérbei kann es sich sowohl um
einen Feststoff wie auch um einen flissigen Staffdeln. Voraussetzung muss nur sein,
dass sich dieser Stoff in dem Losungsmittel beKssgrals in der Flissigkeit, in der er

urspringlich geldst ist [Schwedt G.].
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4.1 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration ist ein Verfahren, das zur Aainigung und Aufkonzentrierung von
Makromolekilen (meist Proteinen) verwendet wirdedflir werden Membranen mit
einer gewissen Porengréf3e (Cut-off) fur die Filbnatverwendet. Dieser “Cut-off* wird
definiert als die minimale Molekilmasse eines glaben Molekils, welche durch die
Membran zuriickgehalten wird. Die Molekile werdenmctiuAnlegen von Druck oder
durch die Zentrifugalkraft durch die Membran fiétri [Cooper G.T.].

4.2 Immunultrafiltration

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Ver@hiangewendet, bei dem die
Eigenschaften der Ultrafiltration mit der Selekidti der Antigen-Antikérper-Bindung

vereint werden. Dabei werden geringe Mengen Anpkodrzu einer Probenlésung
hinzugefiigt. Die eingesetzten Antikorper reagiemait den in der Probenldsung
enthaltenen Antigenen durch Bildung von AntigeniRémper-Komplexen. Dadurch wird

die Abtrennung des niedermolekularen Analyten vetéit. Um unspezifisch gebundene
Matrixkomponenten zu entfernen, folgt ein WaschischDurch die Zugabe von

organischem Ldsungsmittel wird der Antigen-AntikérgKomplex dissoziiert. Da der

Antikérper nur einmal verwendet wird, kénnen dredtie Elutionsbedingungen
angewendet werden, die zu einer irreversiblen Remating der Antikorper fihren. Die

Abtrennung erfolgt durch Abzentrifugieren der Logunwobei der denaturierte
Antikdrper durch den Filter zurtickgehalten wirddusias Antigen mit dem organischen
Losungsmittel den Filter passieren kann. Das osglwe Losungsmittel wird im

Stickstoffstrom entfernt und das Antigen anschlrel3exn mobiler Phase aufgenommen
und kann direkt mittels HPLC und geeignetem Detektwalysiert werden. Die Vorteile

dieser Methode liegen in ihrem geringen AntikOrgebrauch sowie in ihrer

Schnelligkeit und Einfachheit [Morais S., Maquiefa Puchades R.].
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5 BISHER IN DER LITERATUR ERWAHNTE IMMUNULTRAFILTRATI ONS-
METHODEN

Bis jetzt wurden nur wenige Probenvorbereitungsowtih basierend auf

Immunultrafiltration veréffentlicht. Einige wichtegsind hier angefuhrt.

Im Falle der von Morais et al. publizierten Methoderde fiir den Pestizidnachweis in
Wasser die Immunultrafiltration mit einem kompettn ELISA direkt gekoppelt. Auf eine
Filtermembran aus Polyvinylidendifluorid wurden Adirper aufgetragen und durch passive
Adsorption gebunden. Die freien Stellen wurden gektl und anschlielRend wurde die Probe
aufgetragen. Danach wurden die freien Bindungssteler Antikbrper mit enzymmarkierten
Antigenen versetzt, und nach Aufgabe des Subswats Stoppen der Enzymreaktion
photometrisch  detektiert. Basierend auf dieser Me¢h konnte sowohl eine
Aufkonzentrierung um einen Faktor 13 als auch &laehweisgrenze von 4,75 ng/L erreicht
werden. Auf Grund der Kopplung der IUF mit dem EAI&onnte auch erheblich Zeit

eingespart werden [Morais S., Maquieira A., Pucbdrlg.

Westcott et al. entwickelten eine “Screening Metofilir Leukotrien E4 in menschlichem
Urin, bei der eine Probenvorbereitung mittels U Kombination mit einem ELISA
angewandt wurde. Fur den Nachweis wurden monoldoraitikorper (anti-LTE 4) mit
einem geringen Volumen des Urins vermischt und k. Die L6ésung wurde in eine
Centricon Filtereinheit mit einer Porengréf3e vonkDi Uberfiihrt und 30 min bei 4°C und
12.000 g zentrifugiert. Nicht gebundene Matrixbedtaile (kleiner 10 kDa) wurden beim
folgenden Waschschritt abgetrennt. Danach wurde Fikereinsatz aus dem Ro6hrchen
entnommen und in umgekehrter Richtung in eine nEureit Uberfihrt. Der Antigen-
Antikdrper-Komplex wurde durch Zentrifugation vomiltér entfernt und mit Methanol
dissoziiert. Der prazipitierte Antikorper wurde dirZentrifugieren von der LTE4 haltigen
Losung abgetrennt. Der verbleibende Uberstand wieihgeengt und in PBS gelost.
Anschlie3end konnte die LTE4 Konzentration mitt8sndwich ELISA bestimmt werden.
Die Ergebnisse waren identisch mit den Wertenydteder praparativen HPLC-Aufreinigung

und anschlieBendem Immunoassay erhalten wurdent¢dies.Y., Sloan S., Wenzel S.E.].

Haasnot et al. entwickelten ein immunchemischegeungverfahren zur Bestimmung von

Salbuterol f—Agonist) in Rinderurin. Dazu wurde der Urin in dérF-Einheit mit einem
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verdinnten Antiserum von einem Kaninchen versé&tig.Filtermembran wurde anschlie3end
gewaschen und die Ldsung zentrifugiert. Der auf dEilter verbliebene Antigen-
Antikdrperkomplex wurde durch Zugabe von Methanotl werdiinnter Essigsdure zerstort.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das Rile@aporiert und der Ruckstand in PBS
aufgenommen.

Der gereinigteB-Agonist wurde mittels ELISA quantifiziert. Dieseaf2n wurden mit einem
ELISA ohne Probenvorbereitung verglichen. Dabeideufestgestellt, dass der IUF-ELISA
sechs Mal sensitiver ist als der urspriingliche BL&hne Probenvorbereitung. Auch im
Vergleich mit GC-MS schnitt der IUF-ELISA mit &holi guten Werten ab [Haasnoot W.,
Kemmers-Voncken A., Samson D.].
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Produktion von polyklonalen IgG in Kaninchen

Im Folgenden wird die Immunisierung von Kaninchem Produktion von polyklonalen I1gG

genauer beschrieben.

6.1.1 Immunogenherstellung

Verwendete Reagenzien:

Immunogen: DON-BSA (DON gebunden an bovines Serhuomain)
ZON-CMO-BSA (Zearalenon Uber Carboxymethyloxim anovihes

Serumalbumin gekoppelt)

Um DON- und ZON-Antikdrper herstellen zu konnendée es einer Immunisierung mit
DON und ZON. Da beide auf Grund ihres niedrigenié¥aolargewichtes nicht geeignet sind,
um eine Immunantwort im Versuchstier auszulosenrdem sie an ein Carriermolekdl
gekoppelt erworben. DON war an bovines Serumalbui@@N-BSA) gebunden, und ZON
war mittels Carboxymethyloxim an bovines Serumalbumekoppelt (ZON-CMO-BSA).
Beide Immunogene lagen in lyophilisierter Form vBevor sie in die Kaninchen injiziert
wurden, mussten sie noch in Loésung gebracht werddenfir wurden die Immunogene(je 5
mg, lyophilisiert) in 5 ml isotonischer NaCl-Losur(@,9%) geldst und anschlieRend kréftig
geschuittelt.

Zur Loésung wurden 5 ml des Adjuvans (= Gerbu — L@|ches flur Kleintiere geeignet ist,
hinzugegeben. Das Adjuvans enthielt Nanolipidpattik GMDP (ein I6slicher
Zellwandbestandteil dekactobacillus bulgaricusund Cimetidin, welches als zusatzlicher
Stimulator fir das Immunsystem fungierte. Um einenbgene Lésung des Gerbu-Adjuvans
und der Immunogenlosung zu erhalten, wurde die hgsgevortext. Die erhaltene
Suspension wurde aliquotiert und bei —18°C geladget der Immunogenherstellung wurde

ausschlief3lich unter sterilen Bedingungen gearbeite
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6.1.2 Immunisierung der Kaninchen

Fur die Immunisierung wurden acht weil3e, weiblibleaiseelander Hybridkaninchen von der
Familie Schitkowitz (Niederosterreich) gekauft, die€2 Gruppen unterteilt wurden:

1) DON-Gruppe & 4 weibliche Kaninchen(D,)

2) ZON-Gruppe & 4 weibliche Kaninchem{Z,)
Die Kaninchen, die in Bodenhaltung mit Einstreu gjegn wurden, hatten ein Alter von 3
Monaten erreicht und wogen im Durchschnitt 2-2,5 kign die Tiere unterscheiden zu
kénnen, wurden sie an verschiedenen Stellen radfert jeder Immunisierung wurden die
Tiere gewogen und einer Blutabnahme unterzogenieststellen zu kdénnen, ob sie sich gut
weiterentwickelt haben, oder ob die verabreichteimunogene das nattrliche Wachstum
einschrankten. Die Immunisierung wurde von Dr. &isth Wagner am Institut fir Ernahrung
der Veterindrmedizinischen Universitat Wien durdiibet.
Einen Tag vor der 1. Immunisierung (Grundimmunisigy) wurde den Tieren Blut
entnommen, welches als Nullserum (frei von DON- d@N-Antikorpern) fur die folgenden
Titerbestimmungen dienen sollte.
Um gentigend Antikérper zu produzieren, musste ewigses Immunisierungsschema erstellt
und eingehalten werden. Dieses Schema sah jeweil/oghen Wartezeit zwischen
Immunisierung und Boosterung sowie zwischen dermsBwangen vor. Normalerweise wirde
der Abstand zwischen den Boosterungen 4 Wochenadmir da es sich bei den
Immunogenen aber um niedermolekulare Antigene (@teg)t handelte, wurde ein 6
Wochenintervall vereinbart. Bei jeder Immunisierungirde den Tieren 1 ml (0,5 mg
Antigen) der Immunogen-Gerbu-Losung subcutan iefizi Zwei Wochen nach jeder
Immunisierung wurde den Kaninchen Blut fur die fstimmung abgenommen und als

Serum bei -20°C aufbewabhrt.

6.1.3 Titerbestimmung des Kaninchenserums

Verwendete Reagenzien:

Coating Antigen: DON-ConA [c]=0,5 mg/ml
ZON-ConA [c]=0,5 mg/ml
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Coatingpuffer: Carbonat-Bicarbonatpuffer, pH=9,6
1,59 g NaCOs
2,93 g NaHC®

wurden in einem Liter bDqq gelost.

PBS-Tweefi 20

PBS mit 2% Casein

Goat-Anti-Rabbit IgG HRP [c]=0,8 mg/mi
Tetramethylbenzidinlésung (TMB)
Schwefelsaure 3 M

Fur die Ermittlung der Antikdrperkonzentration im akinchenserum wurde eine
Titerbestimmung durchgefiihrt. FlUr diese wurde ehdrotiterplatte, bestehend aus 96
Kavitaten, verwendet. Die einzelnen Kavitdten wundi 100 pl des verdinnten Coating-
Antigens (Verdunnung des Coating-Antigens 1:1000 @Goatingpuffer) versetzt und Uber
Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Die Konzentration @oating-Antigen betrug 50 ng/well.
Am nachsten Tag wurde die Titerplatte mit PBS-Tw2@rgewaschen. Anschlie3end wurden
die freien Bindungsstellen mit einer 2% igen Cd#sung fir eine Stunde geblockt. Dabei
wurde die Platte auf einen Horizontalschuttler gitstum sicher zu gehen, dass sich das
Casein gleichméaRig verteilt. Danach wurde die Platit PBS-Tween 20 (5 mal 300 pl/well)
gewaschen und mit dem verdinnten Kaninchenserur@ (d@vell) flir eine Stunde bei
Raumtemperatur  inkubiert. Zur Detektion wurde ein oaGAnti-Rabbit HRP
(Meerrettichperoxidase) markierter Antikorper, det0.000 verdunnt (je 200 pl/well) war,
aufgegeben. Die Inkubation erfolgte fir eine Stundébei Raumtemperatur am
Horizontalschittler. AnschlieBend wurde Tetramdibgkzidin (200 pl/well) als Substrat fur
das Enzym hinzugegeben, um eine Farbung zu erreiddei diesem Schritt dauerte die
Inkubation nur etwa 15 Minuten, danach wurde eiteufirbung sichtbar. Um die Reaktion
zu stoppen, wurden 50 pul einer 3 M Schwefelsduuelgd<avitat hinzupipettiert. Das
Produkt farbte sich gelb, und der Titer konnte HQuvtessung der Extinktion bei 450 nm mit

einem Mikrotitterplattenreader ermittelt werden.
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6.1.4 Ermittlung der Bindungskapazitat des Kaninchensens

Verwendete Reagenzien:
70 ng DON/mI HOyq4 (Standard)
ACN/H20qq (80:20, v/v)

1 ml der Standardldsung wurde mit 1 ml des nach 8ehlachten gewonnenen Serums des
Kaninchens B versetzt und bei 3.200 g und 23°C fur 15 min inltdd=-Einheit zentrifugiert.
Zum Waschen der Filtermembran wurden 2 mOid aufgegeben und unter den gleichen
Bedingungen abzentrifugiert. Anschlielend wurde 2ninl 80% ACN eluiert. Die Lésung
wurde 30 min bei 3.200 g abzentrifugiert. Das Elatde im Stickstoffstrom eingeengt und

anschlieBend in 1 ml @49 aufgenommen. 100 pl wurden in die HPLC-Apparatinjiziert.

6.1.5 Isolierung der IgG mit einer Protein A Saule

Verwendete Reagenzien:

Bindungspuffer: 20 mM Natriumphosphatpuffer, 3 M@, pH=7
2,4 g NaHPO,
175,32 g NaCl
wurden in einem Liter bDgg gelost und mit konzentrierter

Phosphorsaure auf pH=7 eingestellt

Elutionspuffer: 100 mM Natriumcitratpuffer, pH=3
21,41 g Mononatriumcitrat [HOC(COONa)(@EOOH))]
wurden in einem Liter bOq4q gel0st und mit Eisessig auf pH=3

eingestellt

Tris-HCI-Puffer: 1M Tris-HCI Puffer, pH=9
12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanziNOs)
wurden in einem Liter pDqyq geldst und mit 0,1 M Natronlauge auf

pH=9 eingestellt
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Das tiefgeklhlte Serum wurde auf Zimmertemperagbrgcht. Verwendet wurden die Sera
der geschlachteten Kaninchen der DON-Reihg @, D4). Es wurde 1 ml des jeweiligen
Serums in einen Dialyseschlauch gefillt und gegeenre Liter Bindungspuffer (20 mM
Natrium-Phosphatpuffer, pH=7) flr eine Stunde diEdit. Da das Serum nach der Dialyse
immer noch trilb war, wurde es fir 5 min bei 1.58@egtrifugiert. Der Uberstand wurde
durch ein 0,45 pm Spritzenvorfilter gedrickt und die Protein A Saule aufgetragen. Diese
wurde zuvor mit 5 ml BDyy gewaschen, um das Konservierungsmittel (Ethano§rtfernen
und mit 5 ml Elutionspuffer gespilt. Zum Equiliea wurde die Protein A Saule mit 10 ml
Bindungspuffer gespult. Das filtrierte und dialysee Serum (~1 ml) wurde auf die S&aule
aufgetragen. Danach wurde die Saule mit 10 ml Biugdpuffer gespuilt und anschlie3end
wurde je 5 x 1 ml Elutionspuffer aufgetragen, ure t§iG von der Saule zu eluieren. Das
Eluat (1 ml des gereinigten IgG) wurde mit 100 pisFHCI-Puffer versetzt. Es wurden 5
Fraktionen gesammelt und die Proteinkonzentratiarde mittels des Photometers bestimmt
(siehe 3.5.1).

6.1.6 Isolierung der IgG aus Kaninchenserum mittels Capggiure-/Ammonium-
sulfatfallung

Verwendete Reagenzien:

Acetatpuffer: 60 mM Natrium-Acetatpuffer, pH=4,5
4,92 g CHCOONa
werden in einem Liter #Dqq gelost

der pH-Wert wurde mit Eisessig eingestellt.

PBS 10-fach konzentriert: 7,8 g NgD4
62,3 g NgHPO4
42,5 g NaCl

wurden eingewogen und in 500 mj®4q gelost.

1IN Natriumhydroxid-Losung: 20 g NaOH-Platzchen wvwamdin einen 500 ml
Messkolben uberfuhrt und mit.Bqq versetzt, bis sie
sich gelost haben und danach wurde der Messkollien m

H2Oqq bis zur Markierung aufgefullt.
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Caprylsaure
Amberlite—lonenaustauscherharz
Ammoniumsulfat 98%

PBS

Diese Methode diente zur Isolierung von IgG aus KHaninchenseren. Durch Zugabe von
Caprylsaure (Oktansaure) im sauren Milieu werdeouAlin und andere Nicht-IgG Proteine
ausgefallt. Ammoniumsulfat bewirkt die Aggregater Immunglobuline und eignet sich zur
Antikdrperaufreinigung besonders gut, weil es imKentrationen tber 0,5 M die biologische
Aktivitat empfindlicher Proteine nicht beeintradit{McKinney M.M., Parkinson A.].

1 ml Serum wurde mit 4 ml Acetatpuffer versetzt umedter Rihren wurde mit einer
Pasteurpipette 100 pl Caprylsdure tropfenweise gelggn. Die Losung wurde 30 Minuten
geruhrt und anschlieRend ~30 Minuten bei 2.100ngriZegiert. Das Pellet, das Albumin und
andere nicht IgG Proteine enthielt, wurde verwaorfen

In eine leere Glassaule wurde ein Filter aus Pagergt. AnschlielRend wurde sie mit ~ 2 g
Amberlite—lonenaustauscherharz gefiillt. Der Ubedstavurde aufgebracht und mit einer
Spritze durch die Saule gepresst. Das Eluat wurdeeinem Zentrifugationsréhrchen
aufgefangen und mit 10-fach konzentriertem PBS ienh¥ltnis 10:1 versetzt. Anschliel3end
wurde der pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Danach wurde die Lésung mit Eis gekihlt und 0,277Amgmoniumsulfat/ml Losung
zugesetzt. AnschlieBend wurde fir 30 Minuten gerihd die Loésung bei 4°C Uber Nacht
stehen gelassen. Die Losung wurde bei 2.100 g Iuten lang bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das entstandene IgG-Relte200 pl PBS gelost. Die Suspension,
wurde zur Entfernung der Salze (Ammoniumsulfat)egeginen Liter PBS dialysiert.
Anschlie3end wurde das Volumen ermittelt und di@x@mntration der Proteine photometrisch

bestimmt.

6.1.7 Photometrische Konzentrationsbestimmungrdsolierten IgC

In Quarzklvetten wurden je 3 ml PBS vorgelegt ufell80 pl der isolierten 1gG-Lésung
zugegeben. Die Extinktion wurde bei 260 nm und 20 nm gemessen. Die

Proteinkonzentration wurde Uber die in 3.5.1 anigeé&iFormel berechnet [Layne E.].
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6.2 Erzeugung polyklonaler IgY in Hihnern

Zusétzlich sollten polyklonale IgY aus Huhnereigawonnen werden.

6.2.1 Immunogenherstellung

Verwendete Reagenzien:

Immunogen: DON-BSA (DON gebunden an bovines Serhuomain)
ZON-CMO-BSA (ZON uber Carboxymethyloxim an bovin8srumalbumin
gekoppelt)

Die beiden Immunogene (je 5 mg, lyophilisiert) wairtch 5 ml isotonischer NaCl-Lésung
(0,9%) gelost. AnschlieRend wurde stark geschiitteih sicher zu gehen, dass die
Immunogene sich vollstandig I6sen. Danach wurder2z0 pl der jeweiligen DON- und
ZON-NaCl L6ésung je 250 pl des kompletten Freunduidps (bestehend aus Parafindl,
Mannose-Monooleat als Emulgator und dem inaktiverycdbacterium tuberculosis)
hinzupipettiert und gevortext, bis eine homogensund entstand. Dieses Gemisch wurde fur
die Grundimmunisierung verwendet. Fur die Boostgremrden 250 pl der jeweiligen DON-
und ZON-NaCl Lésung mit je 250 pl des inkompletkgeund Adjuvans vermischt und dem

Tier injiziert.

6.2.2 Immunisierung der Hihner

Fur die Immunisierung wurden zwei Legehthner desseaDerco-braun (30-40 Wochen alt,
gekauft von Heindl Co., Wien) verwendet. Beide Héthwurden in Kafigen gehalten und
hatten jederzeit Zugang zu Wasser und Futter. \iéevteirde darauf geachtet, dass sie einen
16 h Tag und konstante Temperaturen (20°C + 1°@ghaDie Immunisierung wurde am
Department fur Biochemie und Zellbiologie der Unsigit Wien von Ao. Univ. Prof. Dipl.
Ing. Dr. Marcela Hermann durchgefiuhrt. Je ein Hulunde fur die Immunisierung mit DON-
BSA und eines fir die Immunisierung mit ZON-CMO-BSAehalten. Fur die
Grundimmunisierung und die Boosterinjektionen wurden Huhnern je 0,5 ml des
Immunogengemisches (250 pg Immunogen) in den Busitet (musculus pectoralis)

injiziert. Der Abstand von der Grundimmunisierungr zersten Boosterung betrug zwel
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Wochen. Es folgten weitere Boosterinjektionen imstand von je einem Monat. Vor der
Grundimmunisierung der Tiere wurden Eier gesammeéiche fur die Bestimmung des
Nulltiters verwendet wurden. Dies diente dazu, eiegentuellen Erfolg der Immunisierung

beobachten zu kénnen.

6.2.3 IgY —Isolierung aus dem Eidotter

Verwendete Reagenzien:
Puffer: pH=7,5
33,2 g NaHPO,
2,62 g NaHPO,
116,90 g NaCl

wurden in einem Liter bDyq gelost.

Fir die Titerbestimmung wurden die Eier 7 Tage nader Immunisierung gesammelt und
untersucht. Um festzustellen, ob die Immunisierd®n gewilnschten Erfolg erzielt hat,
wurden die Eier nach jeder Immunisierung mit denlltNier verglichen. Hierflr wurden die
Eidotter sorgfaltig mit destilliertem Wasser gewsst, um sie vom Eiweil3 zu trennen.
Anschliel3end wurde die Perivittelinmembran (Membia den Dotter umgibt) entfernt und
die Dotter mit dem gleichen Volumen an Puffer {NBOQ)/ NaH,POs/NaCl-pH=7,5)
vermischt. Um den Dotter im Puffer homogen zu I§searde 15 Min gerihrt. Danach
wurden die Lésungen fiir 15 min bei 4°C und 29.508egtrifugiert. Der Uberstand wurde
Uber 4 Lagen Zellstoff filtriert und fir die Titegbtimmung verwendet. Das Prazipitat wurde

verworfen.

6.2.4 Titerbestimmung von Hihnereiern

Verwendete Reagenzien:

Coating Antigen: DON-ConA [c]=0,5 mg/mi
ZON-ConA [c]=0,5 mg/ml
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Coatingpuffer: Carbonat-Bicarbonatpuffer, pH=9,6
1,59 g NaCOs
2,93 g NaHC®

wurden in einem Liter bDqq gelost.

2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonsjtirésung (ABTS)
SDS (99%)
Rabbit-Anti-Chicken IgY HRP [c]=1 mg/ml

Eine 96-well Titerplatte wurde mit 50 ng Coatingtfyen (ZON/DON) in 200 ul
Coatingpuffer (Carbonat-Bicabonatpuffer)/well tGld¢acht im Kihlschrank inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde die Platte 5 mal je 300 [lil/mé& PBS-Tween 20 gewaschen. Das
Blocken der freien Bindungsstellen erfolgte mit 300einer 2% igen Caseinlésung. Nach
einer Stunde wurde die Mikrotiterplatte sorgfalig PBS-Tween 20 gewaschen und mit 100
pl der verdinnten Dotter Losung (1:500-1:4000 irSPRIr eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end wurden die freien IgY duMifaschen mit PBS-Tween 20 entfernt.
Danach wurden 200 pl einer mit Meerrettichperoxedamrkierten Rabbit-Anti-Chicken IgY
Losung (1:10.000 mit PBS) auf die Platte aufgetnadéach der Inkubation wurde die Platte
abermals gewaschen und mit 200 pul Substrat ABTS-fZino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonsaure)) fur 15 Min inkubiert. Zum Schlussraeudie Enzymreaktion durch Zugabe
von 50 pl 1% SDS (Sodium dodecyl sulfate) gestopp. Extinktion wurde bei 405 nm mit
einem Mikrotiterplattenreader gemessen.
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6.3 Chromatographische Bestimmung von DON mittels HPLG/

6.3.1 Chromatographische Bedingungen

Fir die Bestimmung von DON wurden 2 HPLC-Systenrevgadet:

HPLC-System 1:Das System setzte sich aus einer Gradientenpukh@ek-Hitachi L—
6200 intelligent pump), einem Injektionsventil v&heodyne (Modell 7125) mit einer
100 pl Injektionsschleife, einem Saulenofen (Metdkachi 655 A-52) und einem UV-
Detektor (Merck—Hitachi UV Detektor L—4000) zusammm®etektiert wurde bei einer
Wellenlange von 220 nm. Die anschlieBende Auswgrtariolgte mit der Stratos LC
Software von Polymer Laboratories Ltd (Version 3.0)

Getrennt wurde DON von anderen Verbindungen inreamalytischen Séule der Firma
Phenomenex - Synergi 4u Polar-RP, die eine Lange @0 mm, einen
Innendurchmesser von 4,6 mm und eine Partikelgu@®e4 pum aufwies. Als Vorsaule
wurde eine Kartusche von Phenomenex mit einem Cagidl, einer La&nge von 4 mm
und einem Innendurchmesser von 3 mm vorgeschalteteventuelle Verunreinigungen
von der analytischen Saule abzuhalten.

Als mobile Phase wurde Acetonitril/Methanol/bidstites Wasser (5:5:90, v/iviv),
verwendet, die FlieRgeschwindigkeit betrug 1 ml/min

Mit Hilfe dieser Apparatur wurden hauptsachlich ¥@rversuche durchgefihrt.

HPLC-System 2:Dieses bestand aus einer isokratischen Pumpe (8huraC-9A) und
einem Autosampler (Merck-Hitachi AS-2000) mit eiri€0 pl Injektionsschleife. DON
wurde mittels UV-Detektor (Shimadzu SPD-6A) beiainNellenlange von 220 nm
detektiert. Die anschlielBende Auswertung der Chtogramme erfolgte mit der Stratos
LC Software (Version 3.0) von Polymer Laboratoti¢d.

Getrennt wurde DON von anderen Substanzen mit &iG& 3-RP Aqua Saule, die eine
Lange von 150 mm und einen Innendurchmesser vom&)lund eine Partikelgrof3e von
3 um aufwies. Die Saule war mit einer Kartusche Wirenomenex mit einem C18
Material und einer Lange von 4 mm und einem Innecitdnesser von 3 mm gekoppelt.
Als mobile Phase wurde Acetonitril{Bqy (7:93, v/v) verwendet, die mit einer

FlieRgeschwindigkeit von 0,4 ml/min durch die S&g#pumpt wurde.
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6.3.2 Herstellen einer DON — Standardlésung aus einem pdisat

Der DON-Standard lag in lyophilisierter Form mihem Nettogewicht von 5 mg vor. Bevor
der Standard geoffnet wurde, wurde er auf Raumtesyne gebracht, um mdgliche
hygroskopische Wechselwirkungen zu minimieren. AhleBend wurde das Lyophilisat mit
wenig ACN vermengt und in einen 5 ml Messkolbenrfithet. Das Flaschchen, in dem der
Standard in kristalliner Form vorlag, wurde mehifanit geringen Volumina ACN gesplilt,
bis der Miniskus der Flussigkeit unterhalb der kikenung des 5 ml Messkolbens lag. Der
Messkolben wurde vorsichtig mit ACN bis zur Markieg aufgefillt und DON durch eine
15 mindtige Behandlung im Ultraschallbad vollst@ndjel6st. Die Sollkonzentration der
Standardlosung liegt It. Hersteller (Biopure) b@éd® + 1,8 pug/ml.

AnschlieRend wurde die Standardlésung auf eine Kwotmation von 20 pg/ml mit ACN
verdunnt und photometrisch tberprift. Dazu wurdel der verdinnten Standardlésung (20

pg/ml) in eine Quarzkivette Gberfihrt und die Bxiiion bei 218 nm gemessen.

Die Berechnung erfolgte wie angegeben:

c(ug/ml) = Axmx1000/ e xd

A = Absorbance (Extinktion) bei 218 nm
m = Molekulargewicht (296,3 g/mol)
£ = molarer Extinktionskoeffizient von DON in ACN§@5 (L mol* cmi%)]

d = Lange des Weges durch die Klvette (cm)

c = 0,4669*296,3*1000/6825
c= 20,27 pg/ml

Die DON-Standardlésung wurde aliquotiert (~1 ml)dubei -18°C gelagert. Fur die

Herstellung von weiteren Verdinnungen fir Analyseexke wurde immer ein Aliquot

aufgetaut und dementsprechend verdinnt [KrskaZent8 E.].

56



6.3.3 Erstellen einer Kalibrationsgeraden fir DON mit b#&n HPLC-Systemen

Die DON-Standardlésung (20 pg/ml) wurde mit dastitem Wasser auf Konzentrationen
zwischen 50 ng/ml — 1 pg/ml verdinnt Aliquote inidee HPLC-Systeme injiziert.

Kalibriergeraden wurden erstellt, indem die Pealki&igegen die Konzentration aufgetragen
wurde. Die Kalibration erfolgte in regelmafiigen fbwlen, wobei die Bestandigkeit der

Losung Uberprift wurde.
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6.4 Entwicklung einer Immunultrafiltrationsmethode flrdie Probenvorbereitung von
DON
6.4.1 Auswahl der Immunultrafiltrationseinheit (IUF) undUntersuchung der

Bestandigkeit

In den nachfolgenden Versuchen wurden drei untezdbbhe Filtrationseinheiten
verschiedener Hersteller auf ihre Bestandigkeit egéfer organischen Lésungsmitteln

Uberpruft.

a. Vivaspin (Sartorius)

Fallvolumen: 2 ml

Membranflache: 1.2 ¢ = 1
Cut-off: 30.000 Da i
Material: ; ~.
Membran: Polyethersulfon > -
Filtrationskorper: Polypropylen e
Auffanggefald: Polycarbonat ' P

b. VectaSpin™ Micro (Whatman)
Fullvolumen: 0,4 ml
Membranflache: 0,28-0,34 ém
Cut-off: 12.000 Da
Material:

Membran: Cellulose-Triacetat
Filtrationskorper: keine Angaben
Auffanggefal3: keine Angaben

]

c. Amicon® Ultra-4 (Millipore)
Fullvolumen: 4 ml
Membranflache: 12,62 ¢m
Cut-off: 30.000 Da
Material:
Membran: Low binding regenerated
Cellulose
Filtrationskorper: Co-polymer
Styren/Butadien
Auffanggefald: Polypropylen

24
MILLIPORE

§F 3

Abbildung 10: a-Vivaspin Filtrationseinheit (http:/ /www.sartorius.de/index.php?id=2436), b-VectaSpin™
Micro (http://www.whatman.com/products/?pagelD=7.26339), c-AmicorfUltra-4
(http://www.millipore.com)
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Verwendete Reagenzien:

ACN
MeOH

In die unterschiedlichen Immunultrafiltrationseiitea (Vivaspin, VectaSpin™ Micro,
Amicon® Ultra-4) wurden die maximalen Fillvolumina an 800% ACN/HOqq oder an
reinem Methanol eingefillt. Die IUF-Einheiten wunddann 20 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen und anschlieBend die Loésungsmaiiatntrifugiert. Die IUF-Einheiten
wurden auf ihre Veranderungen (Durchlassigkeitt@edigkeit der Membran, Verfarbungen

des Kunststoffes) infolge der Einwirkung der Léssmgtel untersucht.

Fir die weiteren Untersuchungen wurde ausschlie®lie IUF-Einheiten Amicoh Ultra-4
(Millipore) verwendet.

6.4.2 Untersuchung der Membranadsorption

Verwendete Reagenzien:
~55 ng DON/mI HOgq

In die IUF-Einheiten von Millipore wurden 4 ml dé&s5 ng/ml DON-Standardlésung
eingeflllt. Die Lésung wurde 30 min bzw. 60 min BBumtemperatur in der IUF-Einheit
stehen gelassen, und anschlieRend abzentrifugi@dtyl des Filtrats wurden in die HPLC-
Apparatur injiziert. Um die Ausbeute bestimmen zaniken, wurde auch die DON-

Standardldsung direkt injiziert.

6.4.3 Testen des “Cut-offs”

Verwendete Reagenzien

~70 ng DON/mI HOqq
monoklonale DON-Antikdrper [c]=1 mg/ml

Dafur wurde 1 ml einer ~70 ng/ml DON-Standardlosud@0 pl monoklonale DON-
Antikdrper und 2,9 ml BDqyq in die IUF-Einheit mit einem Membran “Cut-off* vaB0 kDa,
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50 kDa und 100 kDa pipettiert und bei 23°C und 8.8Gur 25 min zentrifugiert. Gewaschen
wurde die Immunultrafiltrationseinheit mit 4 ml,844. Der Antigen-Antikorperkomplex
wurde durch Zugabe von 4 ml ACNALB,q4 (80:20, v/v) dissoziiert. Das Antigen befand sich
nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 28H@ 3.200g nach 25 min im Eluat. Das
Eluat wurde eingeengt und mit mobiler Phase auf |laafgefillt, mittels HPLC-UV
untersucht und die Konzentration des Antigens rechoh ermittelt.

6.4.4 Bestimmung der Bindungskapazitat des Antikorpers

Verwendete Reagenzien:

70 ng DON/ ml HOqyq

150 ng DON/ ml HOqyq

300 ng DON/ ml HOqq4

500 ng DON/ ml HOqyq4

750 ng DON/ ml HOqyq4

1000 ng DON/ ml KHOygq

1250 ng DON/ ml HOgyq

monoklonale DON-Antikdrper [c]=1 mg/ml

Zu je 400 pl mAk wurden 1 ml DON-Standardlésung, (280, 300, 500, 750, 1000 bzw.
1250 ng DON/mI HOyg) in die IUF-Einheit (Amicoff Ultra-4) hinzugegeben.

Danach wurden die Losungen abzentrifugiert (23°@20@g, 15 min) und der Antigen-
Antikérperkomplex mit 4 ml KOq4q gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der Innetesil
IUF-Einheit wurde herausgenommen und in ein 15 mgig@r Réhrchen gesteckt. DON
wurde mit 4 ml 80% ACN/BDyqg (80:20, v/v) 20 min bei 23°C und 3.200 g durch die
Membran filtriert. Das Eluat wurde im Stickstoffstn eingeengt und mit mobiler Phase auf 1
ml aufgefillt und mittels HPLC-UV analysiert.
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6.4.5 Optimierung der Inkubationszeit und der Inkubatiotemperatur

Verwendete Reagenzien:

monoklonale DON-Antikdrper (c=1 mg/ml)
~70 ng DON/mI HOqq

ACN/H2044(80:20, v/v)

H2O0qqd

0,1 ml mAk-L6sung, 2,9 ml ¥4 und 1 ml DON-Standardlosung (=70 ng/mjGgy)
wurden in die IUF-Einheit (Amicdh Ultra-4) pipettiert und gevortext. Die IUF-Einheit
wurden 0, 15, 30 oder 60 min bei RT bzw. 0, 15088r 60 min bei 36°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Lésung bei 23°C und 3.200 gn#i zentrifugiert. Das Filtrat wurde
entfernt. Die Membran wurde mit 2 mhByy gewaschen und 10-20 min bei 23°C und 3.200
g zentrifugiert. Der Innenteil der IUF-Einheit warcherausgenommen und in ein 15 ml
Greiner Roéhrchen gesteckt. DON wurde mit 4 ml 80%NAH,O44 (80:20, v/v) 20 min bei
23°C und 3.200 g durch die Membran filtriert. Dalgr& wurde im Stickstoffstrom eingeengt
und der Ruckstand in 1 ml mobiler Phase aufgenommen

6.4.6 Wahl des Elutionsmittels

Verwendete Reagenzien:

monoklonale DON-Antikdrper (c=1 mg/ml)
~70 ng DON/mI HOqq

ACN

H2O0qqd

Aus Vorversuchen war bekannt, dass ACN sich befigedie Dissoziation des Antigen-
Antikdrperkomplexes eignet als Methanol. Deshallvden die weiteren Versuche mit ACN
durchgefuhrt.

In mehrere IUF-Einheiten wurde 1 ml der DON-Stadttzsung mit 100 pl mAk vermischt.
Die Réhrchen wurden fir 10 min bei 3200 g abzangrdrt und mit 1 ml HOy4q gewaschen

und nochmals 10 min zentrifugiert. Danach wurdel Lasungsmittel mit steigendem Anteil
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an ACN (20-100 %) in die IUF-Einheiten hinzugefiugtd jeweils 10 min zentrifugiert. 100
pl des jeweiligen Eluats wurden in die HPLC-Apparainjiziert und die ermittelte
Konzentration mit jener der DON-Standardlésung kengn. An Hand der Wiederfindung

wurde die ideale Zusammensetzung des Elutionssgtehittelt.

6.4.7 Optimierung des Elutionsvolumens

Verwendete Reagenzien:

monoklonale DON-Antikdrper (c=1 mg/ml)
~70 ng DON/mI HOgyq

ACN/H2044(80:20, v/v)

H204d

0,1 ml einer 1 mg/ml mAk-L6sung, 2,9 mb®ly und 1 ml DON-Standardlésung (~70 ng
DON/ml H,Oq44q) wurden in die IUF-Einheit pipettiert und gevorteie Losung wurde 10
min bei RT und 3.200 g zentrifugiert. Das Filtrairde entfernt. Die IUF-Einheit wurde mit 4
ml H,Oq4q gewaschen und bei RT und 3.200 g 10-20 min zegigft. Der Innenteil der IUF-
Einheit wurde herausgenommen und in ein 15 ml @redrohrchen gesteckt. DON wurde mit
1, 2, 3 oder 4 ml ACN/ kDyq (80:20, v/v) aus dem Ag-Ak-Komplex freigesetzte diosung
bei 23°C und 3.200 g 10-20 min durch die Membramtrfegiert und ACN im
Stickstoffstrom bei 30°C entfernt. Der Rickstandauin 1 ml mobiler Phase aufgenommen.

6.4.8 Testen der Methode unter optimierten Bedingungerf @eren Reproduzierbarkeit

Verwendete Reagenzien:

monoklonale DON-Antikdrper (c=1 mg/ml)
~70 ng DON/mI HOqq

ACN/H2044(80:20, v/v)

H2O0q4d

0,1 ml einer 1 mg/ml mAk—L6sung wurden mit 2,9 miQgy und 1 ml des DON-Standards
(~70 ng DON/mI HOqq) in die IUF-Einheit gegeben und gevortext. AnseRénd wurde die
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Losung fur 20 min bei 24°C und 3.200 g abzentréugi Das Filtrat wurde entfernt, die
Membran mit 0,5 ml kDyy gewaschen und 10 min bei 23°C und 3.200 g zegtafti Nach
dem Austausch des Auffanggefalles wurde der Anthgeikorper-Komplex mit 4 ml
ACN/ H;Oq4q (80:20, v/v) dissoziiert und 20 min bei 23°C und@® g abzentrifugiert.

Dieser Ansatz wurde 3 Mal wiederholt, um die Repmerbarkeit der Methode sicher zu

stellen.

6.4.9 Anwendung der entwickelten Immunultrafiltrationsmebde fur die
Probenvorbereitung von DON in Mais

6.4.9.1Extraktion

1 kg einer vorgemahlenen Maisprobe wurde mit eRetormihle (Pulverisette Analysette
Laborette) gemahlen. Das eingesetzte Sieb besa? Rorengréf3e von 0,5 mm. Das so
erhaltene Maismehl wurde anschlieRend aliquotied: ei -18°C gelagert. Fur die einzelnen
Versuche wurde die Probe auf Raumtemperatur geforach

5 g Maisprobe (Maismehl) wurden eingewogen, mitrdlOH,Oq4q versetzt und flr 30 min
geruhrt. Die Losung wurde anschlieRend dekantied auf zwei Zentrifugenbecher (V=30
ml) aufgeteilt. Es folgte ein Zentrifugationsschisei 23°C und 15.770 g fur 10 min. Der
Uberstand wurde durch eine Borosilikatnutsche (Biib5 = 1-1,6 pm PorengrolRe) weiter
filtriert. Um eine Verstopfung der IUF-Membran zarmeiden, wurde die Losung zusatzlich
durch ein Membranfilter (Porengréf3e: 0,22 pum)iéhrund dann erst ein Aliquot (1 ml) des
Filtrats in die IUF-Einheit eingefillt.

6.4.9.2Probenaufarbeitung und Bestimmung

Verwendete Reagenzien:

Maismehl

monoklonale DON-Antikdrper (c=1 mg/ml)
700 ng DON/ml HO

ACN/H2044(80:20, v/v)

H2O0qqd
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5 g einer Maisprobe wurden mit 40 mp®}q versetzt und fir 30 min mittels Magnetriuhrer
geriihrt. Der Extrakt wurde bei 23°C und 15.770 g0 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und mit einer Borosilikatnutsch®orpsitat 5 = 1-1,6 um Porengrol3e)
vorfiltriert, um gréRere Matrixbestandteile abzuatren. AnschlieRend wurde das Filtrat durch
ein Membranfilter (PorengrofRe: 0,22um) filtriertmusicher zu gehen, dass es die IUF-
Membran nicht verstopft. 700 ng DON wurden zu 10FRitrat zugesetzt, und anschlie3end
wurde davon 1 ml entnommen und gemeinsam mit 408AK-Losung und 600 pl $Dyq in

die IUF-Einheit gegeben. Das Gemisch wurde flrpaiar Sekunden gevortext und dann bei
23°C und 3.200 g 15 min lang zentrifugiert. Um miedolekulare Matrixbestandteile zu
entfernen, wurde die IUF-Membran mit 4 mb®dy gewaschen. Die Waschlésung wurde
durch Zentrifugieren der IUF-Einheit bei 23°C un@® g fur 25 min entfernt. Nach dem
Austausch des originalen Zentrifugenréhrchens geged5 ml Greiner Réhrchen wurde mit
2 ml ACN/ H,0Oqq (80:20, v/v) und Zentrifugation bei 23°C und 3.2900r 25 min eluiert.
Anschliel3end wurde das Filtrat bei 30°C im Stickstcom bis zur Trockene eingeengt. Der
Ruckstand wurde in #Dq4q resuspendiert, in einen 1 ml Messkolben transtetied unter
Nachwaschen des Greinerréhrchens mddd bis zur Ringmarkierung aufgefillt. Die Losung

wurde gevortext. Es wurden 100 pl des Filtratsas HPLC-System 2 injiziert.

6.4.9.3Vergleich der Probenaufarbeitung mittels Immunaffititschromatographie und

Immunultrafiltration

1. Immunaffinitatschromatographie

Verwendete Reagenzien:
Polyethylenglycol (MG=8000)
H20qq

5 g Maismehl wurden eingewogen, mit 1 g Polyethglgeol 8000 (PEG) versetzt
und in 20 ml HOy4q geldst. Die Losung wurde 5 Minuten gerihrt undridaen

Faltenfilter filtriert.
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Die kauflich erworbenen Immunaffinitdtssaulchen (i€st™ HPLC, Vicam) wurden
auf die Festphasenextraktionsapparatur (Visipreplipgre) gesetzt und durch die
Einwirkung der Schwerkraft wurde die Aufbewahruiigsing vor Gebrauch entfernt.
AnschlieBend wurde 1 ml des Filtrats auf ein Imniffimgtssaulchen (IAS)
aufgetragen und mit Hilfe der Schwerkraft durch 8&ule beférdert. Das Saulchen
wurde mit 5 ml HO4q gewaschen. Fir die Elution von DON wurde 1 ml Metbi
verwendet.

Das Eluat wurde im Stickstoffstrom eingeengt und Réckstand in 300 pl #qq

gel6st. Davon wurden 50 pl in das HPLC-System i2igtjt.

2. Immunultrafiltration

Die genaue Durchfuhrung ist im Abschnitt 6.4.9.@sdhrieben. Der Riickstand des bis
zur Trockene eingeengten Eluats wurde wie bei demunaffinitdtssaulchen
beschrieben, in 300 pl B4y geldst. Davon wurden 50 pl in das HPLC-System 2

injiziert.

6.4.9.4Validierung der IUF-HPLC-UV-Methode mittels eines Ms-Referenzmaterials

Verwendete Reagenzien:

Zertifiziertes Referenzmaterial, Maisg=474+30 pg/kg) von Biopure (Tulln)
ACN
H2O0qqd

Es wurden 5 g Maisprobe (Referenzmaterial) eingenpgiit 40 ml HOqyq versetzt und fur

30 min gerihrt. Die Losung wurde anschlie3end didsdrund auf zwei Zentrifugenbecher
(V=30 ml) aufgeteilt und bei 23°C und 15.770 g fiD min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde Uber eine Borosilikatnutsche filtriert. Dahaavurde der Extrakt durch ein
Membranfilter (Porengrof3e: 0,22 pm) filtriert.

Die weitere Aufarbeitung mittel IUF-Methode erfadguie in Abschnitt 6.4.9.2. beschrieben.
Dieser Vorgang wurde an vier aufeinander folgendeagen wiederholt und die

Reproduzierbarkeit als auch die Wiederfindung dethdde ermittelt.
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6.5 Chromatographische Bestimmung von ZON mittels HPLEL-D

6.5.1 Chromatographische Bedingungen

Fur die chromatographische Bestimmung von ZON wuréén HPLC-System und 2
verschiedene analytische Saulen verwendet

HPLC-System: Das System bestand aus einer Gradientenpumpe KMigachi L-6200
intelligent Pump), einem Injektionsventil von Rhgod (Modell 7125) mit einer 100 pl
Injektionsschleife, einem Saulenofen (Merck—Hita@®5 A-52) und einem Fluoreszenz-
Detektor (Merck—Hitachi F-1080). Die Anregung edi@ bei einer Wellenlange von 330 nm
und die Emissionsintensitat wurde bei einer Wetlage von 460 nm gemessen. Ausgewertet

wurde mit der Stratos LC Software von Polymer Labarnies Ltd. Version 3.0.

Séaule 1 Mit dieser Saule wurden hauptsachlich Vorversuduechgefiihrt. Bei der
analytischen Saule vom Typ ACE-3 C18 RP handeltsigds um eine Reversed Phase
Séaule mit einer PartikelgréRe von 3 pm, einer Lamgm 150 mm und einem
Innendurchmesser von 2,1 mm. Als mobile Phase watd@®eginn ein Gemisch aus
Acetonitril/ H,Oqq (48:52, viv) verwendet. Spater wurde die Zusameizasig des Eluens
auf Acetonitril/H:Oqq (40:60, v/v) geandert.

Séaule 2 Hypersil-BDS C18 — diese Saule wies eine Pagikde von 5 um und eine
Lange von 150 mm mit einem Innendurchmesser vonn® auf. Als mobile Phase
wurde Acetonitril/HOqq (40:60, v/v), verwendet.

Als Vorséaulensystem wurde ein Kartuschenhalter emier C18 Cartridge von der Firma

Phenomenex (genaue Angaben siehe unter 6.3.1) ndetye um eine eventuelle

Verunreinigung der Saule durch Realproben zu vgerim.
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6.5.2 Erstellen einer Kalibration fir das HPLC-System
Die ZON-Standardlosung (104,4 pg/ml) wurde mit AQNO.q (15:85, v/v) so verdinnt,
dass Konzentrationen zwischen 5 ng/ml und 150 ngfrhalten wurden. Die Kalibration

wurde in regelmaligen Abstanden durchgefuhrt unidchendurch die Stabilitdt der ZON-
Lésungen Uberpruft.

6.5.3 Entwicklung einer Immunultrafiltrationsmethode fiir die Probenvorbereitu

6.5.3.1Auswahl der Immunultrafiltrationseinheit

Da sich die Amicofi Ultra-4 IUF Einheit bestandig gegeniiber ACN undtihdeol erwiesen

hat (siehe Vorversuche DON), wurde sie auch fur Hrebenvorbereitung von ZON

verwendet.

6.5.3.2Untersuchung der Membranadsorption

Verwendete Reagenzien:
100 ng ZON/ml HOyq

Es wurde je 1 ml der 100 ng ZON/m}®hq Standardldsung in die 3 IUF-Einheiten (Ami€on
Ultra-4) pipettiert und dann die Lésung in der WFiEinheit sofort, in der 2. IUF-Einheit
nach 30 min und in der 3. IUF-Einheit nach 60 mén Raumtemperatur (25°C) zentrifugiert
3.200 g fur 10 min). Danach wurden 100 pl des&dtin das HPLC-System injiziert.

Das Filtrat wurde mittels HPLC-FLD analysiert.

Um die Wiederfindung zu bestimmen, wurde auch dien&ardlésung (100 ng ZON/ml

H.Oqg) injiziert und die beiden Messwerte verglichen.
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6.5.3.3Adsorptionsverhalten von ZON an diversen Materialider Auffanggefalde

Fur diesen Versuch wurden die drei gangigsten Nadien getestet, die bei der
Immunultrafiltration als Auffangbehalter zum Eirs&amen. Dafur wurde 1 ml einer 100 ng
ZON/ml H,Oq4¢-Standardlosung in drei Gefal3e unterschiedlicheteNéds pipettiert. Eines
war ein konisches Glasvial mit einem Fullvolumemvib ml, das zweite war ebenfalls ein
konischer Behélter (Greiner Rohrchen aus Polypepyl und das dritte war der
Auffangbehalter der AmicShUIltra 4 IUF. Die ZON-Konzentration der Lésungen rdel
jeweils nach einer Inkubationsdauer von 40 min rsoieht.

In einem zweiten Ansatz wurde die Standardldsurdgeim GefaRen nach einer Inkubationszeit
von 24 Stunden untersucht. Die Analysenergebnisselem mit jenen der direkt injizierten

Standardlésung verglichen.

6.5.3.4Einfluss der Losungsmittelzusammensetzung auf diespezifische

Membranadsorption

Verwendete Reagenzien:
1000 ng ZON/mI HOqyq
ACN/H20qq (15:85, viv)
ACN/H2044 (10:90, Viv)
H204d

Um die Wechselwirkung von ZON mit der Immunfilt@ismembran zu minimieren bzw.
auszuschalten, wurde ZON in 10% bzw. 15% ACNK (v/v) in die
Immunultrafiltrationseinheit einbracht.

Dazu wurden 100 pl einer ZON-Standardlasung (10§0nh mit 900 pul 10% bzw. 15%
ACN/H;Oqq (V/V) vermengt. Die Losung wurde zentrifugiert2@0 g fir 10 min) und dann
die Membran mit 1 ml 10% bzw. 15% ACNMBy4 (v/v) gewaschen. Zum Eluieren von
adsorbiertem ZON wurden 2 ml ACN eingesetzt.

Zwischen der Aufgabe, dem Waschschritt und der i@iuterfolgte immer ein

Zentrifugationsschritt und jedes einzelne Filtrarde mittels HPLC-FLD untersucht.
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6.5.3.5Bestimmung der Bindungskapazitat der monoklonalentkorper

Verwendete Reagenzien:

mAK; (ZEN-1.1.3.27.21) (c=11,68 mg/ml)
mAKk; (ZEN-2.1.2.4.9) (c=8,32 mg/ml)
ACN/H20qq (15:85, v/v)

ACN/H20q4q (80:20, V/iv)

Es wurden zwei unterschiedliche Klone des ZON-Akdaren Bindungsspezifitat beziglich
ZON untersucht. Fur diese Versuche wurden je 108ipds 1000 ng/ml ZON-Standards in
die IUF-Einheit pipettiert und mit je 50 pul mAk (RE1.1.3.27.21 bzw. ZEN-2.1.2.4.9)
vermengt und mit ACN/ bDqyq (15:85, v/v) auf 4 ml aufgefillt. Anschliel3end warohne
Inkubation bei 25°C und 3.200 g fur 15 min zengi@rt. Zum Waschen wurden 4 ml
ACN/H,Oq4q (15:85, v/v) eingesetzt und abzentrifugiert. BiuMurde 2-mal mit je 3-4 ml
ACN/H20q4q (80:20, V/iv).

6.5.3.6Inkubationsversuche mit mAkund Guanidinhydrochlorid

Verwendete Reagenzien:

200 ng ZON/mI ACN/HOqq (15:85, v/v)
mAk; (ZEN-1.1.3.27.21) (c=11,68 mg/ml)
Guanidinhydrochlorid (6 M)

150 pl mAkwurden mit 1 ml ZON-Standardlésung (200 ng/ml) ie BUF-Einheit pipettiert

und die Losung abzentrifugiert. Es wurde mit 4 raDld gewaschen. Bei der Elution wurden
je 4 ml Guanidinhydrochlorid in die Filtrationsegiten gefullt und sofort, nach 15 min, 30
min oder 60 min abzentrifugiert. Wahrend der Inkidramit dem Elutionsmittel standen alle
IUF-Einheiten auf einem Vortex. Es wurden je 10Gu$ dem Eluat in die HPLC-Apparatur

injiziert.
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6.5.4 Anwendung der entwickelten Immunultrafiltrationsmebde fur die

Probenvorbereitung von ZON aus Mais

6.5.4.1Extraktion

1 kg einer Maisprobe wurde mit einer Rotormtihle gkl®n. Das eingesetzte Sieb besal eine
PorengroRe von 0,5 mm. Das Maismehl wurde ansdrfabgepackt und bei -18°C
gelagert. Fur die Extraktion wurde die Probe aufirR@mperatur gebracht. 5 g Probe wurden
mit 20 ml Acetonitril/Wasser (60:40, v/v) vermengid eine Stunde mit einem Magnetrihrer
geruhrt. AnschlieBend wurden die festen Bestamdtdirch Zentrifugieren entfernt. Der

Uberstand wurde auf folgende Arten weiter veradieit

1. Herabsetzung der Acetonitrilkonzentration durch adogfen:
10 ml des Extrakts wurden in einen 250 ml Rundkoltiberfihrt und bei 30°C am
Rotavapor eingeengt. Die verbleibende Losung wumndeinen 10 ml Messkolben
transferriert und mit ACN/BDqyq (15:85, v/v) aufgefiillt. Da immer noch Schwebstoff
in der Lésung waren, wurde ein weiteres Mal zemgigrt. Ein Aliquot (1 ml) des

Extrakts wurde danach auf die IUF-Einheit aufgetrag

2. Herabsetzung der Acetonitrilkonzentration durchdiemung:

1 ml des Filtrats wurde mit 4 ml PBS verdinnt unfidie IUF-Einheit aufgegeben.

6.5.4.2Probenaufarbeitung und Bestimmur

Verwendete Reagenzien:

Maismehl

mAk; (ZEN-1.1.3.27.21) (c=11,68 mg/ml)
2000 ng ZON/ml ACN/HOqq (15:85, v/v)
ACN/H20q4q (60:40, v/iv)

ACN/H20qq (15:85, v/v)

ACN/H20qq (80:20, v/v)
Guanidinhydrochloridlésung (6 M)
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Das Filtrat wurde in der IUF-Einheit mit 50 pl mAkind 4 ml ACN/HOqyq (15:85, V/v)
vermischt und zentrifugiert. Die IUF-Einheit wurdevei Mal mit 4 ml ACN/HOqyq (15:85,
v/v) gewaschen und wieder fur je 15 min abzentrdtig AnschlieRend wurde mit 4 ml 6 M
Guanidinhydrochloridlésung zweimal eluiert. Die &fe wurden mittels HPLC-FLD
analysiert.

Parallel zu dem Versuch wurde 1 ml ZON-Standardigs(@000 ng/ml) mit 4 ml PBS
verdunnt und auf die IUF-Einheit aufgegeben, mittBUnAk; vermischt und zentrifugiert.
Die IUF-Einheit wurde zwei Mal mit 4 ml ACNA®yq (15:85, v/v) gewaschen und die
Losung fur je 15 min abzentrifugiert. AnschlieBendurde mit 4 ml 6 M
Guanidinhydrochloridlésung zweimal eluiert. Die &l wurden mittels HPLC-FLD

analysiert.

6.5.5 Anwendung der Immunultrafiltrationsmethode fur di€robenvorbereitung von
ZON in Weizen

6.5.5.1Extraktion

5 g Weizenmehl wurden mit 20 ml ACN/Byy (60:40, v/v) eine Stunde gerihrt.
AnschlieRend wurde der Extrakt mittels eines Fféilters filtriert und wie unter Punkt 1 bzw.

2 angefuhrt, weiterverarbeitet.

1. Herabsetzung der Acetonitrilkonzentration durch adogfen:
Je nach Anzahl der Versuche wurden 5 ml des Hltrateinen 5 ml Messkolben
Uberfihrt und bei ~30°C im Stickstoffstrom eingeen@er im Messkolben
verbleibende Anteil wurde mit #yq bis zur Markierung aufgeftllt und anschliel3end

kurz gevortext. 1 ml der L6sung wurde auf die IURHeit aufgetragen.

2. Herabsetzung der Acetonitrilkonzentration durchdiemung:
1 ml des filtrierten Extrakts wurden entnommen umitl 4 ml PBS verdinnt und auf

die IUF-Einheit aufgetragen.

6.5.5.20ptimierung der Inkubationszeit von mAk
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Verwendete Reagenzien:

Weizenmehl

5000 ng ZON/ml ACN/HOqq (15:85, v/v)
mAKk; (ZEN-2.1.2.4.9) (c=8,32 mg/ml)
ACN/H20q4q (60:40, viv)

ACN/H20qq (80:20, v/v)

H204d

12,5 g Weizenprobe wurden mit 1 ml ZON-Standardiggs(6000 ng ZON/ml ACN/bDyq
(15:85, v/v)) und 49 ml ACN/bD4q (60:40, v/v) vermengt und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit einem Magnetrihrer gerthrt. Alns@end wurde der Extrakt tber ein
Faltenfilter filtriert und danach im Stickstoffstroeingeengt. Der Ruckstand wurde mjtOg
auf das urspriingliche Volumen (50 ml) aufgeftilladach wurden mehrere Ansatze mit je 1
ml des Extrakts und 50-100 pl mAkin die IUF-Einheit eingeflllt. Zwei der Mischungen
wurden sofort, eine nach 15 min, eine nach 30 nmd @ine nach 60 min zentrifugiert.
Wahrend der Inkubation wurden die IUF-Einheitentetst Vortex geschittelt. Nach dem
ersten Zentrifugationsschritt wurde mit 4 mbQdq gewaschen. Zwischen den einzelnen
Schritten wurde immer bei 25°C und 3.200 g mehkireuten zentrifugiert. Fur die Elution
wurden 4 ml ACN/HOgyq (80:20, v/v) verwendet. Die Eluate wurden im Sdtckfstrom auf <

1 ml in einem Messkolben eingeengt und anschlie®eimdACN/H,Oq4q4 (15:85, v/v) wieder
bis zur Marke aufgefllt. Ein Aliquot wurde in di&PLC-Apparatur injiziert.

6.5.5.3Testen der Immunultrafiltrationsmethode mit mAk

Verwendete Reagenzien:

Weizenmehl

5000 ng ZON/mI ACN/HOqq (15:85, v/v)
mAK; (ZEN-1.1.3.27.21) (c=11,68 mg/ml)
Guanidinhydrochlorid (6 M)

H204d

Die Extraktion der Weizenprobe wurde wie in Kapeb.5.1beschrieben durchgefuhrt. Der
vorbereitete Extrakt wurde zu je 1 ml auf die IURteiten aufgetragen und mit 150 pl mAk

vermengt.
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Anschlie3end wurde die Lésung bei 25°C und 3.2080gmin zentrifugiert und dann die
IUF-Einheit mit 4 ml HO4q gewaschen. Beim letzten Schritt, der Elution, veudie IUF-
Einheit mit 4 ml 6 M Guanidinhydrochloridlésung B#f und eine Stunde geschuttelt. Wieder
wurde wie vorher beschrieben zentrifugiert und ebweites Mal 4 ml der
Guanidinhydrochloridlésung in die Einheit gegeb®iese Losung wurde jedoch sofort
abzentrifugiert. Von den so erhaltenen Eluaten emrge 100 ul in die HPLC-Apparatur
injiziert, die Konzentration von ZON ermittelt uaghschliel3end die Wiederfindung in Bezug
auf den ZON-Standard bestimmit.

Die Probe wurde mehrmals in ungespikter und 2 Magespikter Form (400 ng/g Probe)
analysiert.

6.5.5.4Testen der Immunultrafiltrationsmethode mit mAkind einer Weizenprobe

Verwendete Reagenzien:

Weizenmehl

5000 ng ZON/ml ACN/HOqq (15:85, V/v)
mAKk; (ZEN-2.1.2.4.9) (c=8,32 mg/ml)
ACN/H20qq (80:20, v/v)

H2O0q4d

Die Extraktion der Weizenprobe wurde wie in Kapieb.5.1beschrieben durchgefuhrt. Der
vorbereitete Extrakt wurde zu je 1 ml auf die IUREeiten aufgetragen und mit 50 pl mAk
vermengt und fir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBemarde die Losung abzentrifugiert und
die IUF-Einheit mit 4 ml HOy4q gewaschen. Die Lésung wurde bei 25°C und 3.208 30j
min zentrifugiert. Die Elution erfolgte in 2 Schieh mit je 4 ml ACN/HOyq4 (80:20, V/v).
Beide Eluate wurden im Stickstoffstrom eingeengt imje 1 ml ACN/HOyq4 (15:85, V/v)
aufgenommen und separat in die HPLC-Apparaturienfiz

Die Probe wurde mehrmals in ungespikter und 2 Magjespikter Form (400 ng/g Probe)

analysiert.
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6.5.5.5Analysedes naturlich kontaminierten Weize

Die Extraktion von ZON aus dem Weizenmehl erfolgte in Kapitel 6.5.5.1 beschrieben. Da

nicht bekannt war, ob die Probe kontaminiert waerodicht, wurde sie sowohl mit der

Immunultrafiltrationsmethode als auch mit einer koenziell erhaltlichen IAC (ZearaStar™,

Romer Labs) aufgearbeitet und dann mit HPLC-FLDyamert.

1.

Immunaffinitdtschromatographie

Verwendete Reagenzien:
PBS

Methanol

H20qq

Die Probenextraktion und die Probenvorbereitungd sirKapitel 6.5.5.1. beschrieben.
Die Immunaffinitatssdulchen wurden auf Raumtempergeébracht. Danach wurde die
in den S&aulen enthaltene Aufbewahrungslosung démlegen eines Unterdrucks
entfernt. 1 ml des Extrakts wurde auf die IAC-Shelt aufgegeben und unter dem
Einfluss der Schwerkraft durchflielen lassen. AheBend wurde mit 20 ml #Dyq
gewaschen. Das Wasser wurde durch Anlegen einesdyatks vollkommen entfernt
und ZON durch Aufgabe von 3 ml Methanol eluiert. tM@ol wurde im
Stickstoffstrom entfernt und der Rickstand in 1 AWCN/HO (15:85, v/iv)
aufgenommen. 100 pl davon wurden in die HPLC-Appauiajiziert.

Immunultrafiltration

Verwendete Reagenzien:

mAKk; (ZEN-1.1.3.27.21) (c=11,68 mg/ml)
mAKk; (ZEN-2.1.2.4.9) (c=8,32 mg/ml)
ACN/H2044 (80:20, V/V)

H204q

Guanidinhydrochloridiésung (6 M)
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Die Probenextraktion und die Probenvorbereitungdenrbereits unter Punkt 6.5.5.1.
Beschrieben. Der Extrakt (10 ml) wurde einige Selaimgevortext und je ein Aliquot
von 1 ml auf die IUF-Einheit aufgetragen. Zu eitigF-Einheit wurden 150 pl mAK
zur anderen 50 pl mAkzugesetzt. Beide Losungen wurden 30 min bei 25i€ u
3.200 g zentrifugiert. Es wurde mit 4 mb®y gewaschen und unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Bei der Elution wurdendie IUF-Einheit, die mit dem
mAKk; versetzt worden war, 4 ml Guanidinhydrochlorididgpipettiert und fur eine
Stunde geschiittelt. Bei der IUF-Einheit, der m&kgesetzt worden war, wurden 4 mi
ACN/H20q44 (80:20, v/v) aufgetragen und die Losung soforteaitrzfugiert. In beiden
Fallen wurde eine zweite Elution mit denselben Inggmn durchgefihrt. Die Eluate

wurde mittels HPLC-FLD analysiert (100 ul Injektgswolumen).

6.5.5.6Validierung der entwickelten Immunultrafiltrationsmethode firWeizenmel

Verwendete Reagenzien:

Weizenmehl

mAKk; (ZEN-2.1.2.4.9) (c=8,32 mg/ml)
125 ng ZON/ ml ACN/HO (15:85, v/v)
250 ng ZON/ ml ACN/HO (15:85, v/v)
500 ng ZON/ ml ACN/HO (15:85, v/v)
2000 ng ZON/ ml ACN/HO (15:85, viv)
ACN/H,0 (60:40, v/v)

ACN/H,0 (80:20, v/v)

H204d

Da es kein zertifiziertes Referenzmaterial fur Z@NWeizen gibt, wurde zur Absicherung
der Ergebnisse Weizenmehl mit unterschiedlichend&alkonzentrationen versetzt.

5 g Probe wurden jeweils mit 1 ml der angefuhrtetan&ardiésungen und 19 mi
Acetonitril/Wasser (60:40, v/v) vermengt und eirtarfsle gerthrt. AnschlielBend wurden die
festen Bestandteile abfiltriert. 5 ml des Filtraisrden in einen Messkolben tberfihrt und im
Stickstoffstrom eingeengt. Der Messkolben wurde iHhiDqq bis zur Markierung aufgefullt
und anschlielRend nach dem unter Abschnitt 6.5rhgéféhrten Schema weiter vorgegangen.
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Alle Validierungsversuche wurden ausschliel3lich deitn mAk durchgefuhrt. Jede gespikte

Probe wurde innerhalb eines Tages viermal anatysier
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7 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

7.1 Produktion polyklonaler Antikdrper

Fur die Entwicklung einer immunanalytischen Prolmebereitungsmethode zum Nachweis
von DON und ZON wurde versucht, die daftir benotighatikorper selbst herzustellen. Dazu
wurden je 8 Kaninchen und 2 Huhner in regelmaRifggarvallen immunisiert, und die

Antikdrperbildung in den Versuchstieren mittelsefitestimmung verfolgt.

7.1.1 Titerbestimmung der DON-Antikdrper in den Kaninchseren

Kaninchen eignen sich auf Grund ihrer GroRRe, ilmedativ langen Lebenserwartung (5-8
Jahre), ihrer einfachen Haltung und Blutabnahme,veéefigbaren Menge an Blut und der
damit verbundenen Produktion an Antiserum besténgdie Produktion von polyklonalen
Antikdrpern [Schweizer Bundesamt fir Veterindrwe860.116-3.02].

Die Tiere wurden sowohl durch subcutane Injektiomeit dem Ag (gesamt 0,5 mg) an
mehreren Korperstellen grundimmunisiert, als auehogstert. Diese Menge entspricht der
durchschnittlichen Dosis fur die Verabreichung sinAg [Schweizer Bundesamt fur
Veterinarwesen-800.116-3.04]. Diese Art der Immignisyg ist als eine der géngisten
beschrieben [Hanly W.C., Artwohl J.E., Bennett B.T.

Wie in Abschnitt 6.1.2 beschrieben, hatten die Kehen ein Alter von 3 Monaten erreicht,
bevor sie das erste Mal immunisiert wurden. Lautld¥a und Lane sollte man Kaninchen
keinesfalls friher immunisieren, da es sonst Eiebul® der Antikérperproduktion geben
kann [Hanly W.C., Artwohl J.E., Bennett B.T.]. D¥erlauf der Immunisierung bzw. der
Antikdrperproduktion ist in Abbildung 11 ersichticNach der Grundimmunisierung wurde
ein Anstieg der DON-AK im Serum bemerkt, der nadr dweiten Immunisierung (1.
Boosterung) geringftigig einbricht, um nach der @8o&er Injektion nochmals anzusteigen.
Normalerweise sollte die Ak-Konzentration im Seruaach der Prima&rimmunisierung nach
ein paar Tagen bis zu 2 Wochen ansteigen und aeRehld wieder abfallen. Wenn man
jedoch Boosterinjektionen danach durchfuhrt, sallte Immunantwort um ein Vielfaches
ansteigen [Howard G.C., Bethell D.R.]. In Abbildubg ist die Prim&rantwort sichtbar, leider
wurde jedoch auch nach wiederholter Boosterungek8iekundarantwort beobachtet. Das ist

ein Hinweis darauf, dass die Immunisierung nichgewtnschten Ausmalf? verlaufen ist.
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Abbildung 11: Mittelwert der Titerbestimmung der Ka ninchenseren unterschiedlicher Verdiinnung

Abbildung 11 stellt den durchschnittlichen Verlagr Immunisierung der 4 Kaninchen der
DON-Reihe dar.

7.1.2 Titerbestimmung der ZON-Antikérper der Kaninchensar

Bei der Titerbestimmung der Kaninchenseren konra ebenfalls einen Anstieg nach der
ersten Immunisierung beobachten. Dieser war jeshmechvon kurzer Dauer, denn schon bei
der dritten Immunisierung war ein Abfall der Antrk@rkonzentration bemerkbar.

Der Immunisierungsverlauf in Abbildung 12 wurde fire Kaninchen der ZON-Reihe

erstellt, und zeigt, dass die Immunisierung wenegéslgreich als bei DON verlaufen ist.
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Abbildung 12: Mittelwert der Titerbestimmung der Ka ninchenseren unterschiedlicher Verdiinnung

Warum es bei der Immunisierung nicht zu dem gewitesc Anstieg der
Antikdrperkonzentration gekommen ist, konnte niggklart werden. Eine erfolgreiche
Immunisierung hangt von verschiedenen Faktoren &hs der Tierart, Menge an Antigen,
das injiziert wird, von der Injektionsart, von del&ufigkeit der Immunisierung usw.) ab
[Hanly W.C., Artwohl J.E., Bennett B.T.].

7.1.3 Bindung von DON an Antikorper

Wie aus dem Verlauf der beiden Titerbestimmungesicletlich wurde, kam es nach der 4.
Boosterung zu einem Abfall der Antikdrperkonzentnat Auf Grund dieser Tatsache wurden
die Kaninchen ausgeblutet, und das Blut gesammeltaufbereitet. Da nun genug Serum zur
Verfiigung stand, wurden Untersuchungen mit eineminGhenserum (Kaninchen Nr. 3 der
DON-Reihe), das eine hohere Immunantwort zeigteli@lsnderen, durchgefuhrt.

Ein Aliquot des nach der Schlachtung erhaltenemir8srdes Kaninchenszvurde, bevor es
aufgereinigt wurde, mittels Immunultrafiltrationsifaseine Bindungskapazitat hinsichtlich
DON untersucht. Dabei wurde das Serum einmal iretdinnter, 1:5 bzw. 1:10 verdinnter
Form mit 70 ng DON in die IUF-Einheit pipettiertidbe Abschnitt 6.1.4). Nach dem
Waschen wurde DON mit 80 % ACN eluiert.

Am besten wurde DON an die im Serum vorliegendetkérper im unverdinnten Zustand

(44 %) gebunden. Mit zunehmender Verdinnung (1:8 Lri0) nahm das Ausmal des
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gebundenen Anteils auf 37 % bzw. 17 % ab. Alle Velng wurden als Einzelbestimmungen

durchgefuhrt.

7.1.4 Isolierung der IgG mittels Protein A Saule

Fur die Aufreinigung der Kaninchenseren (DON-Reibg: D,, D3) wurde eine Protein A
Séaule verwendet. 1 ml des Kaninchenserums wurde deif Sdule aufgetragen. Die
Durchfuhrung erfolgte nach dem Prinzip: Binden-WescEluieren-Neutralisieren. Das
bedeutet, dass nach der Aufgabe des Serums dreatdhaltenen Immunglobuline G an das
Saulenmaterial gebunden wurden. Danach wurden @i¢ensn Serumbestandteile durch
einen Waschschritt entfernt. Mit Hilfe eines Namnicitratpuffers (pH=3) wurden die
gebundenen Immunglobuline fraktionsweise (1 ml) den Saule eluiert. Da Antikdrper im
sauren Milieu nicht stabil sind, wurde durch ZugakB00 ul) eines alkalischen
Losungsmittels das Eluat neutralisiert. Anschliel3amrden 30 — 100 pl von der isolierten
lgG-Losung aus den einzelnen Fraktionen (4 Fraktiomit je 1,1 ml) mit PBS auf 1 ml
aufgefullt, um die Proteinkonzentration photometrizu ermitteln. Die Saule wurde nach
jeder Probe mit PBS regeneriert (die genaue Duhchfig ist im Abschnitt 6.1.5
beschrieben). Die photometrische Bestimmung ealge in Abschnitt 3.5.1 beschrieben.

Kaninchenserum nach der Schlachtung Proteinkoregeirfmg/ml]
D]_ 9!4
Ds 11,8
D, 9,4

Tabelle 3: Ergebnisse der Proteinbestimmung in deBera nach der Aufreinigung mittels Protein A Saule

Die in Tabelle 3 angegebenen Proteinkonzentrationeng/ml setzen sich aus der Summe
der Proteinkonzentration der 4 Fraktionen dividiguich deren Volumina zusammen. Wie
aus Tabelle 3 ersichtlich sind die Proteinkonzéimnan relativ hoch.

Dennoch kann man keine exakten Rickschlisse aldahieentration der DON-Ak machen,

da mittels Protein A Saule alle im Serum vorhandeinemunglobuline G unabhangig ihrer

Antigenspezifitat gebunden werden [Luttman W., BeaK., Kipper M., Myrtek D.].
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Um einen Vergleich hinsichtlich der Proteinkonzation machen zu kdnnen, wurden die
Seren auch noch mittels Caprylsdure/Ammoniumsélatig aufgereinigt und die jeweilige

Proteinkonzentration bestimmt.

7.1.5 Isolierung der IgG aus den Kaninchenseren mittelg@ylsaure/Ammonium-

sulfatfallung

Die Isolierung der IgG erfolgt in zwei Stufen. lerdersten Stufe werden Albumin und die
meisten Serumproteine, ausser IgG, mit Caprylsausgefallt. In der zweiten Stufe werden

die Immunglobuline mittels Ammoniumsulfat prazipiti[McKinney M. M., Parkinson A.].
Das Ammoniumsulfat bewirkt, dass es zwischen demero(NH" und SG°) und den

Proteinen zu einer Konkurrenz um die freien Wass&kiile kommt. Durch die Zugabe
hoherer Konzentrationen von Ammoniumsulfat bleiliandie Proteine nicht mehr geniigend
Wassermolekile zur Ausbildung einer intakten Hyulifie Ubrig. Die Folge davon ist, dass
die Proteine auf Grund ihrer verminderten Loslichlausfallen [Luttman W., Bratke K.,
Kipper M., Myrtek D.]. Durch die anschlieBende Zeagation werden die ausgefallten
Proteine von der Lésung abgetrennt und als PelietBomden des Zentrifugenréhrchens
sichtbar. Die darauf folgende Dialyse des gelodederschlages dient zur Entfernung des
Ammoniumsulfats. Im Anschluss an die Dialyse wuibs Volumen der Proteinlésung
ermittelt und danach die Proteinkonzentration pmatisisch bestimmt (genaue Durchfihrung

siehe unter 6.1.6).

Kaninchenserum nach der Schlachtung Proteinkoreteorirfmg/ml]
D; 3,00
D3 13,97
Dy 11,39

Tabelle 4: Ergebnisse der Proteinbestimmung in deBera nach der Aufreinigung mittels
Caprylsdure/Ammoniumsulfatféllung

Die Proteinkonzentrationen in Tabelle 4 sind almlien Werten, die nach der Isolierung

mittels Protein A Saule [Tab. 3] erhalten wurden.
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7.1.6 Titerbestimmung der anti-DON-IgY im Dotter

Da die Antikorperproduktion im Kaninchen nicht beders erfolgreich verlaufen war, wurde
ein 2. Versuch unternommen. Diesmal wurden anstadle Kaninchen Huhner fir die
Immunisierung  herangezogen. Die Immunisierung vonuhiérn und  die
Antikdrperproduktion im Ei z&hlen zu den alternativMethoden. Sie beeindrucken durch
eine unblutige Antikérpergewinnung und eine hohenékorperausbeute [Schade R., Hlinak
Al

Es wurde je ein Huhn/Mykotoxin (DON bzw. ZON) irgedméaligen Abstadnden immunisiert.
Die Eier wurden sieben Tage nach der Immunisieruygsammelt und fur die
Titerbestimmungen verwendet. Ab diesem Zeitpunkiteso vermehrt Antikérper in den
Eidottern auftreten [Schade R., Behn I., Erhard Minak A., Staak C.]. Abbildung 13 zeigt
die Entwicklung der IgY in Abhangigkeit vom Gradrdenmunisierung und der Verdinnung.
Bei der Untersuchung der Eidotter wurde der erstatikArperanstieg nach der 4.
Immunisierung (3. Booster) bemerkt. Dieser Anstiey jedoch nur bei einer Verdinnung
von 1:500 deutlich sichtbar. Die fehlende Primasemt und die erst spat einsetzende
Sekundarantwort deuten auf eine schwache Immunogakin. Daher wurden keine weiteren

Versuche unternommen.

1,80 ~
1,60 ~
1,40 ~
1,20 ~ —0—1/500
1,00 ~ —&—1/1000
0,80 A —&—1/2000
0,60 - —>*—1/4000
0,40 -
0,20 A
0,00 \ \ \ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6 7

Anzahl der Immunisierungen

Extinktion bei 405 nm

Abbildung 13: Titerbestimmung des DON-Antikérpers im Hihnerei bei unterschiedlichen Verdiinnungen
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7.1.7 Titerbestimmung der anti-ZON-IgY im Dotter

Die Immunisierung mit ZON verlief ahnlich wie beidaninchen, jedoch weniger erfolgreich
als bei DON. Auch hier wurde ein geringer Anstieg Antikorperkonzentration nach der 4.
Immunisierung festgestellt. Dieser war jedoch sgdming und konnte nur bei der starksten
Verdinnung (1/4000) kaum noch erkannt werden [Aldf.

0,60 -

0,50 ~

0,40 - —0—1/500

——
030 | 1/1000

—&— 1/2000
0,20 - W —%— 1/4000

0,10 A

Extinktion bei 405 nm

0,00 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Anzahl der Immunisierungen

Abbildung 14: Titerbestimmung des ZON-Antikérpers im Hihnerei bei unterschiedlichen Verdiinnungen

Beide Immunisierungen haben nicht den gewiinschemtalf gezeigt, erst durch mehrfache
Boosterung wurde ein geringer Anstieg des Titengigt. Auf Grund des atypischen

Verlaufs der Immunisierung wurden keine weiteremsdehe unternommen.
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7.2 Bestimmung von DON mittels HPLC-UV

Fur eine Bestimmung von DON in Lebens- und Futtdeim war es zuerst erforderlich,
Kalibrierfunktionen fir beide HPLC-Methoden zu eiln, mit deren Hilfe nach der

Immunultrafiltration DON quantitativ erfasst werdeonnte.

7.2.1 Erstellen von Kalibrationsgeraden mit beiden HPLGr8emen

Fur die Kalibrierung wurden DON-Standardldsungeneinem Konzentrationsbereich von
50 ng/ml - 1 pg/ml hergestellt und in die HPLC-®yse injiziert.

Durch Auftragen der erhaltenen Peakflachen A [mVgggen die zugehdrigen
Konzentrationen c [ng/ml] der jeweiligen DON-Stardléasung wurden die Kalibriergeraden
erhalten [Abb. 15 und 16].
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Abbildung 15: Reprasentative Kalibriergerade fur DON fiir das HPLC-System 1

Die Gleichung der Kalibrierfunktion lautet: y =0688x + 0,3089
Der Korrelationskoeffizient betragt: ’R 0,9989
LOD: 49 ng/ml

LOQ: 199 ng/ml
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Abbildung 16: Reprasentative Kalibriergerade fur DON fiir das HPLC-System 2

Die Gleichung der Kalibrierfunktion lautet: y =1859x - 0,5623
Der Korrelationskoeffizient betragt: ’R 0,9999
LOD: 7 ng/ml

LOQ: 25 ng/ml



7.3 Entwicklung einer Immunultrafiltrationsmethode

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit der Entviuelg einer Immunultrafiltrationsmethode
zur Aufarbeitung von DON und ZON in Lebens- und téuhitteln. Fir die weiteren
Versuche wurde ein kauflich erworbener monoklonafartikbrper verwendet, da die
Produktion der polyklonalen Antikérper (Kaninchétyhn) nicht erfolgreich war.

7.3.1 Probenvorbereitung zur Analyse vdbON

7.3.1.1Auswahl der Immunultrafiltrationseinheit

Es gibt eine Vielfalt an Immunultrafiltrationseinten (IUF) auf dem Markt, die sich
hinsichtlich ihrer GroRe, der Art des Filtrationgkérs und ihrer Membranspezifikation
unterscheiden. Aus dieser Fille an Angeboten wuddenlUF-Einheiten ausgewéhlt und auf
ihre Eigenschaften geprift. Nadhere Angaben zu d#rHinheiten sind im Abschnitt 6.4.1
hinterlegt.

7.3.1.2Untersuchung der Bestandigkeit der Immunultrafiltteonseinheiten gegentuber

organischen Lésungsmitteln

Da die Elution des Antigens bzw. die Zerstorung AlgsAk-Komplexes durch Einsatz eines
organischen Ldsungsmittels erfolgt, sollte die Bedigkeit der IUF-Einheiten gegenuber
organischen Lésungsmitteln getestet werden.

Die Einheiten wurden mit 80-100% ACN/B44 Gemischen und reinem Methanol befillt. Die
Losungsmittel wurden fir 20 min in der IUF-Einheitekubiert und danach abzentrifugiert.
Die IUF-Einheit vom Typ Vivaspin (Sartorius) zeigeine weildliche Verfarbung des
Filtrationskorpers bei der Inkubation mit ACN®BkLy (80:20, v/v). Bei Methanol wurde
derselbe Effekt sichtbar.

Bei der VectaSpin™ Micro - IUF-Einheit (Whatman) nda nach der Inkubation (20 min) mit
ACN/H;0Oq4q4 (80:20, v/v) ein Riss in der Filtermembran festgkis Reines Methanol konnte
auch nach mehrfachem Zentrifugieren die Membrahtmuassieren.

Die Amicorf’ Ultra-4 IUF-Einheit war sowohl gegeniiber 100% Metbl als auch gegeniiber
80-100% ACN/HO44 bestandig. Selbst nach mehrstindiger Inkubatiagtere sich keine

Veranderungen.
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurden alle weiterersiehe mit der IUF-Einheit Amicén
Ultra-4 durchgefihrt.

7.3.1.3Unspezifische Membranadsorption

Um eine unspezifische Adsorption von DON an der-Mé&mbran ausschlieBen zu kdnnen,
wurde 1 ml einer 55 ng/ml DON-Standardlésung ineeiltF-Einheit pipettiert und
unterschiedlich lange inkubiert. Die Inkubationszeiwurden mit 0, 30 und 60 Minuten
festgesetzt. Danach wurde die Losung abzentriftygiex Konzentration von DON im Filtrat
mit jener der Standardldésung verglichen und die datitndung von DON berechnet.
Abbildung 17 zeigt, dass es ohne Inkubation zu éw#n Wechselwirkung zwischen DON
und der IUF-Membran kam, wéhrend bei 30 und 60 tigeii Inkubation eine unspezifische
Adsorption von DON feststellbar war. Nach 30 minrden 1,5 % und nach 60 min 3 % des

aufgegebenen DON unspezifisch adsorbiert.

3,5

2,5

1,5 1

0,5

Unspezifische Membranadsorption (%)

0 min 30 min 60 min

Inkubationszeit

Abbildung 17: Adsorption von DON an der Filtermembran
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7.3.1.4Testen des “Cut-offs”

Die Ausschlussgrenze bzw. “Cut-off* der IUF-Membraiird Ublicherweise in Form des
“molecular weight cut-off* (Einheit: Dalton) angdmen. Er wird definiert als die kleinste
Molekulmasse eines Proteins, welche durch die Mamlzurlickgehalten wird. Diese muss
niedriger sein als das Molekulargewicht des Antigis (150 kDa), um einen Verlust des
Antikdrpers zu vermeiden, jedoch so grof3, dass Dddixchdiffundieren kann. Deshalb
wurden Amicoff Ultra-4 IUF-Einheiten mit unterschiedlichen Auskssgrenzen (“Cut-
offs*: 30, 50, 100 kDa) getestet. Alle drei lageautl Hersteller deutlich unter dem
Molekulargewicht des Antikorpers. Um jedoch siclustellen, dass dies auch in der Praxis
der Fall ist, wurden die oben angefihrten IUF-Eitgmeunter gleichen Bedingungen getestet
und die Wiederfindung von DON im Eluat bestimmtjT&]. Die genaue Durchfihrung wird
in Abschnitt 6.4.3 beschrieben.

Wiederfindung
Cut-off | Anzahl der Versuche Mittelwert (%) RSD (%)
30 kDa n=4 66,34 3,70
50 kDa n=4 70,31 6,54
100 kDa n=4 24,87 5,40

Tabelle 5: Mittelwert der Wiederfindung von DON und relative Standardabweichung im Eluat abhangig
von der Membranausschlussgrofle

Wie Tabelle 5 zeigt, liefert die IUF-Einheit mitneim “Cut-off* von 30 kDa ein d&hnlich gutes
Ergebnis wie die mit 50 kDa. Nur die Amicdtltra-4 IUF mit einer 100 kDa Membran ist
fur die Probenvorbereitung von DON nicht geeigimar Verlust an DON ist vermutlich auf
die Inhomogenitat der Porengrol3e zurtckzufiihrers wa Folge hat, dass ein gewisser
Anteil des Ag-Ak-Komplexes die Membran passiert.

Da die IUF-Einheit mit einem “Cut-off* von 50 kDaine gute Wiederfindung aufwies,

wurden die weiteren Versuche mit dieser Membracityefuhrt.

7.3.1.5Bestimmung der Bindungskapazitéat des Antikorpers

Fur die Bestimmung der Bindungskapazitat des mamztén DON-Ak (mAK) wurden zu

einer konstanten Menge an monoklonalen Antikor{df0 pl) steigende Mengen an DON
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(70 — 1250 ng) hinzugegeben. Nach der Dissoziaties Ag-Ak-Komplexes wurde die
Konzentration des DON-Standards im Eluat in Retatiar Konzentration des eingesetzten
DON-Standards gesetzt. Der gebundene Anteil (%dnigtbbildung 18 in Abhangigkeit zur

eingesetzten Menge graphisch dargestellt.
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Abbildung 18: Gebundener Anteil (%) bei steigendeMMenge an DON

Um einen gebundenen Anteil von > 90 % zu erhakeiiten zu 400 pul mAk (400 ng) nicht

mehr als 70 ng DON hinzugegeben werden.

7.3.1.60ptimierung der Inkubationszeit und der Inkubatiotsmperatur

Es ist bekannt, dass die Reaktion zwischen Antigah Antikérper relativ langsam ist. Aus
diesem Grund wurden 70 ng DON mit 100 pg des mAdssetzt und das Eluat nach
sofortiger Zentrifugation bzw. nach 15, 30 und 6@itiger Inkubation auf DON untersucht.
Zusatzlich wurde der Einfluss der Temperatur aug dintigen-Antikorperbindung bei

Raumtemperatur und bei 36°C studiert.

Die besten Ergebnisse wurden ohne InkubationseeRaumtemperatur erzielt.
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7.3.1.7Wahl des Elutionsmittels und Ermittlung des Elutiewolumens

Der gebildete Antigen-Antikérperkomplex, der durdie Membran zurtickgehalten wurde,
musste im nachsten Schritt dissoziiert werden, UONxu eluieren und mittels HPLC-UV
bestimmen zu kdnnen. Da die mobile Phase der HPhAge 1 aus ACN/Methanol/Wasser
(9:9:82, vivlv) bestand, bot sich als Elutionsnhitdeetonitril, Methanol oder Mischungen
von Acetonitril/Wasser bzw. Methanol/Wasser anVorversuchen hatte sich Acetonitril als
das bessere Elutions-/Dissoziationsmittel  herausifes Um  den  Elutions-
/Dissoziationsvorgang zu optimieren, wurden veestdbne Acetonitril/Wasser-Mischungen
(ACN/H2O4q, 10-80 %, v/v) verwendet und die Wiederfindung v@ON in der
Elutionslésung untersucht [Abb. 19]. Mit ACNABLg (80:20, viv) wurde auch der Einfluss
des Elutionsvolumens auf die Wiederfindung getefiet hochste Wiederfindung wurde mit
ACN/ H,Oq4q (80:20, v/v) erhalten. Die besten Ergebnisse wurdé 4 ml erzielt.
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Abbildung 19: Wiederfindung von DON im Eluat in Abhangigkeit von der
Lésungsmittelzusammensetzung

7.3.1.8Reproduzierbarkeit der IUF-Methode im Standardvedu

Um sicher zu gehen, dass die gewéhlten Bedinguogimal waren, wurde die entwickelte
Methode auf ihre Reproduzierbarkeit getestet. ldrasfurden 4 Versuche parallel unter den
gleichen Bedingungen durchgefuhrt. Dafir wurde 1D8es mAKk mit 2,9 ml bDgyq und 1 ml
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des ~70 ng/ml DON-Standards in die 4 IUF-Einhegegeben und gevortext. Gewaschen
wurde mit 0,5 ml HOq4q. Die Elution erfolgte mit 4 ml ACN/ pDqq (80:20, v/v). Zwischen

der Aufgabe, dem Waschprozess und der Elution a¢igéns wurde zentrifugiert. Das Eluat
wurde im Stickstoffstrom eingeengt, in 1 ml mob#drase aufgenommen und in die HPLC-
Anlage injiziert.

Der Mittelwert der Wiederfindung betrug 78,5 % [T&l). Die geringe Standardabweichung

von 1,8 % zeigte, dass die Methode gut reproduaresh.

Anzahl der Versuche Mittelwert (%) Standardabwerah (P6)

n=4 78,5 1,8

Tabelle 6: Wiederfindung von DON unter den optimieten Bedingungen im Standardversuch

7.4 Analyse von DON in Mais

7.4.1 Gespikter Maisextrakt

Maismehl wurde, wie im Abschnitt 6.4.9.2 beschrigbextrahiert und dem Extrakt DON (70
ng/ml) zugesetzt. Ein Aliquot des Extraktes wure@e binmunultrafiltration unterworfen und
dabei eine Wiederfindung von DON von 90 % festdisien nachsten Schritt wurde daher

nattrlich kontaminierter Mais untersucht.

7.4.2 Naturlich kontaminierter Mais

Um die Effizienz der entwickelten Immunultrafiltiramsmethode feststellen zu kdnnen, wurde
fur die Aufarbeitung einer natirlich kontaminiertstaisprobe neben der IUF-Methode auch
die Immunaffinitatschromatographie eingesetzt. Daauden beide Methoden soweit wie
maoglich aneinander angepasst [Abb. 20].

Entsprechend der Vorschrift fur die Extraktion VODON und der nachfolgenden IAC wird
vom Hersteller der IAC-Séaulchen die Zugabe von &wlylenglykol (PEG) empfohlen
[Instruction Manual-DONtest™ HPLC]. Dieses wurdelgeh die Poren der Filtermembran
der IUF-Einheit verstopfen, deshalb musste bei Bebenextraktion in der IUF-Einheit

darauf verzichtet werden.
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Immunaffinitatschromatographie Immunultrafiltration

5 g Probe + 1 g PEG + 20 ml HoOgygq 5 g Probe + 20 ml HoOggq

1 Minute bei hoher , y
Geschwindigkeit riihren 30 Minuten rdihren
Uber Faltenfilter filtrieren Zentrifugieren, Dekantieren

Filtrieren

Abbildung 20: Vergleich der Extraktion von DON ausMais

Die Durchfuhrung der IAC und der IUF erfolgte sakaitlich wie mdglich. Im ersten Schritt
wurde 1 ml Extrakt aufgetragen anschlie3end wurdendas
Immunaffinitatschromatographiesaulchen und die BiRheit mit 5 ml HO4q gewaschen.
Bei der IAC wurde mit 3 ml reinem Methanol, bei dermunultrafiltration mit 2 ml ACN/
H2O4q (80:20, v/v) eluiert. Beide Eluate wurden im SstKfstrom bis zur Trockene
eingeengt und der Ruckstand in 300 Ok aufgenommen. Davon wurden 50 pl in die
HPLC-Apparatur 1 injiziert.

Sowohl mit der IAC-Methode als auch mit der IUF-kiede wurden Doppelbestimmungen

durchgefuhrt.
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Abbildung 21: Chromatogramme der Maisextrakte. A-Probenvorbereitung mittels IUF,
B-Probenvorbereitung mittels IAC

Abbildung 21 zeigt eindrucksvoll, dass mit der Immalirafiltrationsmethode die Matrix
ebenso effektiv abgetrennt werden kann, wie mitt&l§. Die quantitative Bestimmung
bestatigt dieses Ergebnis [Tab. 7] und zeigt, desssm Rahmen der Dissertation entwickelte
IUF-Methode ahnliche Werte wie die IAC-Methode digf

Mittelwert von . . _
Methode Standardabweichung [ng/g]  Wiederfindung (%)
DON [ng/g]
IAC 223,61 7,71 79,80
IUF 218,77 571 78,07

Tabelle 7: Ubersicht (iber die Mittelwerte (n=2) derDON-Konzentrationen, der Standardabweichung und
der Wiederfindung

7.4.3 Validierung der IUF-HPLC-UV-Methode mittels eines Bs-Referenzmaterials

Als zertifiziertes Referenzmaterial wurde ein Magtihvon der Firma Biopure mit einer
DON Konzentration von 474 = 30 pg/kg verwendet. Prebe wurde mittels IUF-HPLC-UV
mehrmals an einem Tag als auch an verschiedenesanTlagersucht. Es sollte an Hand der
erzielten Ergebnisse uberpruft werden, wie sorngfgkearbeitet wurde.

Wie in Tabelle 8 ersichtlich, wurden je 4 Untersuiopen des zertifizierten Referenzmaterials
innerhalb eines Tages durchgefiihrt. Die Mittelweda Standardabweichungen und die

Wiederfindung von DON sind in Tabelle 8 wiedergesgeb
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DON
[ng/g]

Mittelwert
[ng/g]

Standardabweichung
[ng/g]

RSD
(%)

Wiederfindung
(%)

455,4
512,63
506,18
485,95

Tag 1

490,04

25,74

5,25

103,38

462,28
467,88
424,41
459,27

Tag 2

453,46

19,69

4,34

95,67

343,94
457,12
447,65
382,24

Tag 3

407,74

54,01

13,25

86,02

390,42
446,36
402,47
410,64

Tag 4

412,47

24,07

5,84

87,02

Tabelle 8: Ergebnisse der Intraday-Validierung

Um zu uberprifen, ob die Leistungskriterien deméckelten IUF-HPLC-UV-Methode den

Anforderungen der EU-Richtlinie fir Analysenmethodetsprechen, wurde eine Interday-
Validierung durchgefuhrt [EG Nr. 2005/38]. Entsatexnd fir die Leistungskriterien der
Methode sind die ermittelte relative Standardabluaig (RSD), die Wiederfindung und der
Konzentrationsbereich der zu untersuchenden Prabsifiziertes Referenzmaterial). Die

RSD wurde aus den unter Wiederholbarkeitsbedingunde h. dieselbe Probe, derselbe

Prifer, dasselbe Geréat, dasselbe Labor, kurzepaeite) ermittelten Ergebnissen berechnet

[EG Nr. 2005/38].

Fur die Interday-Validierung werden die Ergebnigser 4 Tage zusammengefasst.

Anzahl der Mittelwert Standardabweichung  RSD Wiederfindung
versuche [ng/d] [ng/d] (%) (%)
n=12 440,93 45,87 10,40 93,02

Tabelle 9: Ergebnisse der Interday-Valididerung
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Bei der von uns untersuchten Probe handelte es siohein Maismehl mit einer
Konzentration an DON von 474 + 30 pg/kg. Vergleictgn den Mittelwert der Analysen aus
Tabelle 9 mit denen in Tabelle 10, wirde der Kotrationsbereich> 100—s 500 liegen.
Wird jedoch auch die Standardabweichung hinzugezogkerschneidet sich der Wert mit
der Konzentrationsangabe 2.

Vergleicht man die RSD- und Wiederfindungswerte &abkelle 9 mit denen aus Tabelle 10,
erkennt man, dass die entwickelte IUF-HPLC-UV-Melballe Leistungskriterien fur eine
EU-Analysenmethode [Tab. 10], fir die Bestimmung {@ON, erfullt.

Konzentrationsbereich der Probe ng/g Deoxyn.|valer?ol
RSD (%) | Wiederfindung (%)
> 100—=< 500 <20 60—110
> 500 <20 70—120

Tabelle 10: Leistungsmerkmale fur die Bestimmung vio DON [EG Nr. 2005/38]

Die Nachweisgrenze (LOD) der Methode liegt bei g4 g Mais, die Bestimmungsgrenze
(LOQ) bei 244 ng/ g Mais.
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7.5 Bestimmung von ZON mittels HPLC-FLD

Von Interesse war auch, ob sich die Immunultrafiitmnsmethode in Kombination mit
HPLC-FLD fir die Bestimmung von ZON eignet.

7.5.1 Erstellen von Kalibrationsgeraden mit den HPLC-Sgsten

Es wurden sowohl mit dem HPLC-System mit Sdule % aluich mit Saule 2
Kalibrierfunktionen erstellt, dazu siehe Abschiits.1. Fur die Kalibrierung wurden ZON-
Standardlésungen zwischen 5 ng/ml und 150 ng/nveredet.

Durch Auftragen der erhaltenen Peakflachen A [mVgggen die zugehdrigen
Konzentrationen c¢ [ng/ml] der jeweiligen ZON-Starda wurden die Kalibriergeraden
erhalten [Abb. 22 und 23].
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Abbildung 22: Repréasentative Kalibriergerade fir ZON mit Saule 1

Die Gleichung der Kalibrierfunktion lautet: y $5814x + 0,0080
Der Korrelationskoeffizient betragt: ’R 0,9999

LOD: 2 ng/ ml
LOQ: 6 ng/mi
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Abbildung 23: Repréasentative Kalibriergerade fir ZON mit Saule 2

Die Gleichung der Kalibrierfunktion lautet:

Der Korrelationskoeffizient betragt:

LOD: 4 ng/ ml
LOQ: 14 ng/ml

y =2093x - 0,1244
2R 0,9995
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7.6 Entwicklung einer Immunultrafiltrationsmethode

Die Materialbestandigkeit der AmicBriJltra-4 IUF hinsichtlich organischer Losungsmittel
war bereits bei der Entwicklung der IUF-Methode fON untersucht worden. Da die
Anforderungen fur die Probenvorbereitung von ZOMligh sind, waren keine weiteren

Versuche erforderlich.

7.6.1 Unspezifische Membranadsorption

Um die Adsorption von ZON an der Filtermembran denicon® Ultra-4 zu testen, wurde
eine wassrige ZON-Standardlésung (100 ng ZON/p@dg) auf die Einheit aufgetragen, und
0, 15 und 30 Minuten inkubiert. Die abzentrifugeert_Ldsungen wurden anschlieRend mittels
HPLC-FLD analysiert. ZON konnte in keinem der Ekiatichgewiesen werden, was auf eine
vollstandige Adsorption von ZON an der Membran sf3gn lasst. Aus diesem Grund
mussten Versuche zur Verringerung der unspezifisddembranadsorption durchgefiihrt

werden.
7.6.2 Verringerung der unspezifischen Membranadsorption

Eine Moglichkeit, die unspezifische Adsorption v@ON an der Membran zu verringern
besteht darin, die ZON-L6sung in einem ACKIE-Gemisch in die IUF einzubringen. Der
Acetonitrilanteil darf dabei 15 % nicht Uberscheait da sonst die Gefahr besteht, dass die
Affinitat des Antikdrpers gegeniiber ZON stark heyedetzt wird.

Um die Auswirkungen auf die unspezifische Membraoggtion von ZON (100 ng/ml) in
H2Oq4q einer 10 bzw. 15 % ACN/ #4-Mischung verfolgen zu kdnnen, wurden samtliche
Losungen (Aufgabe-, Wasch- und Elutionslésung) 20N mittels HPLC-FLD untersucht.
Der Aufgabe von ZON in 10 bzw. 15 % ACNA®kq folgte ein Waschschritt mit denselben
Losungsmitteln. Der letzte Schritt (Elution) wurdei allen drei Versuchen mit reinem

Acetonitril durchgefihrt.
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Abbildung 24: Einfluss der Aufgabel6sung auf die uapezifische Membranadsorption

Wie in Abbildung 24 ersichtlich, kam es bei der gaibe von ZON in bDyy zu einer

vollstandigen Adsorption an die Filtermembran, &@N konnte ZON nur zu 60 % von der

Membran eluiert werden.

Schon bei

geringen Konagiotten von ACN in der

Aufgabelésung konnte die Adsorption verringert veerdDie Wiederfindung von ZON wurde

verteilt Uber die einzelnen Schritte (Aufgabe, Wast Elution) summiert. Daraus geht

hervor, dass, um eine unspezifische Adsorption minmeren, eine ACN/HOyq (15:85, v/v)

Losung fur die Aufgabe von ZON verwendet werdensnus

_Sumr_ne der Mittelwert Standardabweichur
Wiederfindungen (%) (%)
(%)
H,O 69,32
H,0O 56,85 63,09 8,82
ACN 10% 74,79
ACN 10% 84,22 79,51 6,67
ACN 15% 111,39
ACN 15% 109,19 110,29 1,56

Tabelle 11: Summe der Wiederfindungen der Aufgabe\Wasch

g

- und Elutionsfraktionen
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7.6.3 Adsorptionsverhalten von ZON an diversen Materialie

Dieser Versuch sollte sicherstellen, dass man wbededer Immunultrafiltration noch bei
anderen Aufarbeitungsschritten Konzentrationsabmeahmegen einer Adsorption von ZON
an den verwendeten GefalR3en erhalt. 1 ml einer Z@Ndardiésung (100 ng/ml Bqyq)
wurde in ein konisches Glasgefald mit einem Fullwadn von 15 ml, in ein Greiner Réhrchen
mit denselben Dimensionen, und in das Auffanggefé@@ér Amicon Ultra-4
Immunultrafiltrationseinheit pipettiert. Diese Ldglen wurden nach 40 min und nach 24

Stunden auf deren ZON-Konzentration untersucht.

Material Inkubationszeit Adsorption (%)
Glas 40 Minuten 0,5
Greiner ROhrchen (PP) 40 Minuten 3,6
Amicon Auffanggefald (PP) 40 Minuten 4,0
Glas 24 Stunden -
Greiner Rohrchen (PP) 24 Stunden 10,8
Amicon Auffanggefal3 (PP) 24 Stunden 11,7

Tabelle 12: Adsorption von ZON in Abhéngigkeit vomMaterial

Wie aus der Tabelle 12 ersichtlich ist, wurde itnadls von 40 min keine nennenswerte

Adsorption von ZON an den getesteten Materialiesbbehtet.

7.6.4 Bestimmung der Bindungskapazitat des Antikorpers

Es wurden monoklonale ZON-Antikdrper aus 2 unteestiichen Klonen zur Verfliigung
gestellt. Die Antikorperlosung mit der AufschriftER-1.1.3.27.21 (mAR wies laut
Hersteller eine Konzentration von 11,68 mg/ml &#r zweite Klon ZEN-2.1.2.4.9 (mAk2)
hatte eine Konzentration von 8,32 mg/ml.

Um die Bindungskapazitat der Antikérper zu ermitfelvurden zwei Versuchsreihen in
Immunultrafiltrationseinheiten durchgefihrt. Jeds tJF-Einheiten wurde mit 100 ng ZON
in ACN/H,O (15:85, v/v) beschickt, entweder mA&der mAk zugesetzt und die Losung
zentrifugiert. Gewaschen wurde mit 4 ml ACN@H (15:85, v/v). Die Dissoziation des
Antigen-Antikérperkomplexes wurde in der 1. Verssrglihe mit ACN/HO (80:20, v/v) und
in der 2. Versuchsreihe mit 100 % ACN vorgenommen.

Die Ergebnisse in Tabelle 13 sind ohne vorherged@yatimierungsversuche erzielt worden.
Dabei erwies sich mAk als besser geeignet als mAkTrotzdem wurden weitere

100



Optimierungsschritte mit dem 1. Antikorper durchiget, da mAl nur in geringen Mengen

vorlag.
Antikorper Ar(l,lzearlhI Elutionsmittel Gezﬁtneﬁlener Standar(c!)zg)welchung
Versuche (Mittelwert: %)
MAK; n=2 80% ACN 63,98 4,61
MAK; n=3 100% ACN 44,76 7,87
mAK; n=2 80% ACN 95,96 14,56
mAK; n=2 100% ACN 76,93 0,72

Tabelle 13: Untersuchung der Bindungskapazitat demonoklonalen Antikdrper

Auf Grund der niedrigeren Wiederfindungen von ZCGa¢im der Elution vom mAkwurde der
Schluss gezogen, dass die Elution unvollstandig darlaut Hersteller Angabe der mAk
sowohl in einer héheren Konzentration vorlag alshagine hohere Affinitat zu ZON, als der

mAk,, aufwies.

7.6.5 Elutionsversuche mit mAkund Guanidinhydrochlorid

Wie in Tabelle 13 ersichtlich, war die an mAgebundene Menge an ZON bei weitem
geringer als jene, die durch mAgebunden wurde. Deshalb wurde nochmals Rucksprache
mit dem Hersteller gehalten, um exakte Auskinfterithe Eigenschaften des Antikdrpers zu
erhalten. Laut Hersteller sollte der mA&ine sehr hohe Affinitat zu ZON haben. Deshalb
wurde vermutet, dass die Ergebnisse aus Tabelleauf3 Grund der unzureichenden
Dissoziation des Antigen-Antikorper-Komplexes sednig waren. Um die Dissoziation zu
steigern, wurde der Antigen-Antikdrperkomplex aef #embran unterschiedlich lange dem
Denaturierungsmittel Guanidinhydrochlorid ausgesetnn ZON mit diesem zu eluieren. Der
freigesetzte Anteil von ZON lag trotz 60 mindtigérkubation nur bei ~55%, diese
Elutionsmethode stellte daher keine Verbesserunglzion mit ACN dar [Abb. 25].
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Abbildung 25: Freisetzung von ZON mittels Guanidintydrochlorid

Wie man aus der oberen Abbildung erkennt, konnte Klieisetzung (Dissoziation) nur
minimal erhéht werden. Darum wurden Versuche dugtligt, bei denen ein zweites Mal
mit Guanidinhydrochlorid eluiert wurde, jedoch werdur bei der ersten Elution 60 min
gewartet. Durch Einfuihrung des 2. Elutionsschriki@snten die freigesetzte Menge auf bis zu
80 % erhoht werden

7.7 Analyse von ZON

7.7.1 Mais

Aus Vorversuchen war bekannt, dass beide mAks m& ACN-Konzentration von 15 %
aushalten, ohne denaturiert zu werden. Daher wudde Probenextraktion auf 2
unterschiedliche Vorgangsweisen vorgenommen [Abl. 2 g gemahlener Mais wurde mit
20 ml ACN/H,Oqq4 (60:40, v/v) und mit 2000 ng ZON versetzt. Die dhisng wurde fir eine
Stunde geruhrt und anschlieRend filtriert. Danndewter Extrakt in 2 Teile geteilt.

Zum einen wurden 10 ml Extrakt in einem Rotatiomdaenpfer bis zur Trockene eingeengt
und anschlielend der Rickstand in 10 ml 15 % ACPOgklaufgenommen. 1 ml der Losung
wurde auf die IUF-Einheit aufgetragen.

Der andere Teil des Extrakts (10 ml) wurde mit PBS verdinnt und auf die IUF-Einheit
aufgegeben.
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5 g Mais + 20 ml 60% ACN/H20qq

-

1 Stunde riihren Den Extrakt filtrieren

A

e

1 ml Filtrat + 4 ml PBS versetzt

'

!

1 ml auf die IUF aufgeben

Abbildung 26: Schematische Darstellung der Probendarbeitung fir Mais

Am Rotavapor bis zur Trockene einengen

Mit 10 ml 15% ACN-H>Oqq4 vVersetzen

v

Alles auf die IUF aufgeben

Die Ergebnisse, die mit beiden Methoden erzieltdear waren wenig zufriedenstellend.

Deshalb wurden weitere Versuche mit den gleichefaeitungsmethoden (Abdampfen

bzw. Verdinnen) durchgefuhrt, bei denen jedochZdaN-Standard erst nach der Extraktion

bzw. nach der Filtration zugesetzt wurde. Die Ergede, die bei diesen Versuchen erzielt

wurden, sind in Tabelle 14 angeflhrt.

Anzahl  Probenaufarbeitungs- Mittelwert der  Standardab-
der verfahren Wiederfindung  weichung
Versuche (%) (%)
Standardzugabe nach n=6 A 80,74 15,47
der Extraktion n=3 B 72,56 2,73
Standardzugabe vor n=9 A 34,73 3,28
der Extraktion n=3 B 42,68 8,87

Tabelle 14: Vergleich der Probenaufarbeitung A und und des Einflusses des Zeitpunkts der

Standardzugabe
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Auf Grund der in Tabelle 14 angefihrten Ergebnissede der Schluss gezogen, dass die
Maismatrix ZON stark bindet und ZON nicht vollst&mextrahiert werden kann.

7.7.2 Weizen

7.7.2.10ptimierung der Inkubationsze

Weizenmehl wurde mit ZON (400 ng/g) versetzt unttaert. Anschlie3end wurde je 1 ml

des Extraktes mit 50 pl mAkversetzt und sofort bzw. nach 15, 30 oder 60 Minut

zentrifugiert. Aus der Versuchsreihe geht hervassddurch eine 30 mindtige Inkubation die
an Antikoérper gebundene ZON Menge stark ansteigb[&7].

0 15 30 60

Inkubationszeit in Minuten

90
80
70
60
50
40 A
30
20
10 -

Gebundene Menge (%)

Abbildung 27: Erhdhung der gebundenen Menge an ZONMurch eine langere Inkubation von Ag und Ak

7.7.2.2Vergleich der Immunultrafiltrationsmethode bei Vemndung von mAkund mAk

Um festzustellen, welcher der beiden Antikorper dig weiteren Versuche geeigneter ist,
wurden beide unter den fir sie optimierten Bedimggumeingesetzt. Die Probe (Weizenmehl)
wurde mit ZON gespikt und nach der in Abschnitt.5.5 angefiihrten Methode extrahiert.
Anschlieend wurde wie in Tabelle 14 angeflhrt &mbenvorbereitung mittels 1UF

durchgefuhrt.
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mMAK; Inkubationszeit mAKk, Inkubationszeit
1 ml Extrakt +
1 ml Extrakt + 150 pl .
Aufgabe ) - 50 ul [416 pg] 30 min
[1752 pg] Antikorper .
Antikorper
Waschen 4 ml Wasser - 4 ml Wasse -
A4ml6M
1. Elution o . 60 min 4 ml 80% ACN -
Guanidinhydrochlorid
_ 4m6M
2. Elution o _ - 4 ml 80% ACN -
Guanidinhydrochlorid

Tabelle 15: Optimale Bedingungen fir die Immunultrdiltration unter der Verwendung von mAk ; und

mAK

Es wurden pro mAk je 2 Wiederholungen der IUF-HPEKD-Methode unter den
optimierten Bedingungen durchgefihrt, und die Witddéung durch Vergleich mit der
verwendeten Standardlésung berechnet.

Antikorper Wiederfindung (%) Mittelwert (%)  Standabweichung (%
mAkl 82)9
91,7 12,4
MAK; 100,5
mAK; 73,9
85,8 16,8
mAK; 97,7

Tabelle 16: Wiederfindung von ZON mit mAk; und mAKk,

Wie aus Tabelle 16 hervorgeht, ist die Wiederfirglun Hinblick auf die Weizenmatrix
besser als bei der Maismatrix, was bestatigt, desMatrix eine entscheidende Rolle bei der
Probenvorbereitung spielt.

Abschliel3end sollte die Verwendbarkeit der entwiekelUF-HPLC-FLD Methode an einem

natdrlich kontaminierten Weizen getestet werden.

7.7.2.3Kontaminierter Weizen

Um die Leistung der entwickelten IUF-HPLC-FLD Metigbeurteilen zu kénnen, wurde der
ZON Gehalt des naturlich kontaminierten Weizenshamnit der IAC-HPLC-FLD Methode
bestimmt. Fir die IUF-Methode wurden beide Antilgirpingesetzt.
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Methode Anzahl der Versuche Mittelwert  Standardabweichung
(ng/g) (ng/g)
IAC-HPLC-FLD n=2 84,16 9,84
mAK; (IUF-HPLC-FLD) n=2 103,67 0,54
mAk; (IUF-HPLC-FLD) n=6 79,70 9,39

Tabelle 17: Konzentration von ZON im natiirlich kontaminierten Weizen

Da es sich hier um kein Referenzmaterial handeltede der durchschnittiche ZON-Gehalt
des Weizens, aus den mit der IAC und der IUF-Megh@dAk,) erhaltenen Konzentrationen
berechnet, dabei ergab sich eine ZON-Konzentratton 80,7 ng/g (Mittelwert der

Einzelwerte).

7.7.2.4Validierung der IUF-HPLC-FLD-Methode mit Weizenmehind mAk,

Um die Wiederholbarkeit der Methode zu Uberprifgarde dem nattrlich kontaminierten
Weizen ZON zugesetzt. Dazu wurden unterschiedli@mkelevels gewdahlt, um die
Grenzwerte der EU-Kontaminanten Verordnung abzusle¢EG Nr. 1126/2007].

Innerhalb eines Tages wurde eine Weizenprobe (0N fHespikt) in 4 fach Bestimmung
durchgefuhrt. In Tabelle 17 sind die Mittelwertedutandardabweichungen innerhalb eines

Tages angegeben.
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Mittelwert  Standardabweichung
[ng/g] [ng/g]

Wiederfindung

Spikelevel Einzelwert [ng/g] (%)

RSD (%)

417,56
400 ng/g jgi;(])_ 431,51 50,08 11,61 86,26
372,07
173,89
123,44
166,25
176,29
163,00
201,79
186,12
183,83
124,39
161,85
124,01
99,46
139,41
139,02
131,38
130,42
105,09
88,84
72,90
104,32

100 nglg 159,97 24,73 15,46 82,04

100 ng/g 183,68 15,94 8,68 100,19

50 ng/g 127,43 25,74 20,20 93,89

50 ng/g 135,06 4,82 3,57 96,35

25 nglg 92,79 15,23 16,41 86,56

Tabelle 18: Mittelwerte und Standardabweichungen deZON-Konzentration

Um zu Uberprifen, ob die entwickelte IUF-HPLC-FLDetfiode den Anforderungen flr
Analysenmethoden in der EU entspricht, wurden gi&eversuche mit 50 ng/g und 100 ng/g,
die an zwei verschiedenen Tagen durchgefuhrt wytderangezogen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 18 zusammengefasst. Diese Untersuchungmist einer Interday-Validierung
vergleichbar.

Konzentration  Anzahl der Mittelwert [ng/g] Standardabweichung RSD Wiederfindung
[ng/g] Versuche 9’9 [ng/g] (%) (%)
100 ng/g n=8 171,83 23,06 13,42 91,12
50 ng/g n=8 131,24 17,62 13,43 95,12

Tabelle 19: Interday-Validierung

Da beide Konzentrationsbereiche aus Tabelle 19deflich sind, erfolgt die Beurteilung der
Methode nach den Werten, die in der 2. Zeile ddrella 20 angegeben sind. Mit einem RSD

107



von 13,4 % liegen die Validierungsdaten unterhadls cRSD-Wertes der EU. Auch die
Wiederfindung liegt innerhalb des Bereiches fur diknforderungen an eine

Analysenmethode.
Zearalenon
Konzentrationsbereich der Probe ng/g RSD (%) | Wiederfindungsrate (%)
<50 <40 60—120
> 50 <25 70—120

Tabelle 20: Anforderungen der EU an eine Analysenntkode fir ZON [EG Nr. 2005/38]

Der LOD der Methode liegt bei 7 ng/ g Weizen, d&Q.bei 27 ng/ g Weizen.
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8 RESUMEE

Die Immunultrafiltration wurde als eine Alternativeu der bisher vorherrschenden
Immunaffinitatschromatographie (IAC) entwickelt. €88 Methode sollte die gleiche
Sensitivitat sowie die gleiche Selektivitdt aufvegiswie die IAC. Es kommt bei beiden
Methoden zum Einsatz von Antikbrpern mit einem UWsthied. In der
Immunaffinitatschromatographie wird ein Gelbett wendet, an das die Antikorper
immobilisiert werden, wohingegen bei der Immundiliration die Antikérper direkt der
Probenlésung zugesetzt werden kdnnen.

Als groRes Problem erwies sich die Antikorperprdoiuk in Labortieren. Obwohl fur die
Mykotoxine DON und ZON je vier Hybridkaninchen immisiert und geboostert wurden,
konnten keine spezifischen polyklonalen Antikdrpenergestellt werden. Ein
Unsicherheitsfaktor war die geringe Erfahrung im temunisierung und Gewinnung von
Antikérpern. Aus diesem Grund wurde ein zweiter Steh flr die Erzeugung von
polyklonalen Antikorpern unternommen. Diesmal wurddiihner der Rasse Derco braun
immunisiert, und zwar je eines pro Mykotoxin. Drarhunisierung wurde von einer Person
durchgefuhrt, die auf diesem Gebiet Erfahrung hdte wurde fur die Immunisierung das
gleiche Antigen (DON gebunden an bovines Serumaibumnd Zearalenon Uuber
Carboxymethyloxim an bovines Serumalbumin gekoppeltwendet.

Leider konnten auch hier keine geeigneten Antikiipergestellt werden. Es kénnen nur
Mutmaf3ungen in Bezug auf das Scheitern der Anti{moduktion angestellt werden, da
hier zu viele Faktoren einen Einfluss auf den egrekchen Verlauf einer
Antikdrperproduktion haben.

In Folge dessen wurden geeignete monoklonale Am&o fir die Entwicklung der
Immunultrafiltrationsmethode herangezogen. Die nktoralen Antikorper haben den
Vorteil, dass sie beliebig oft geklont werden kémnegnd so der Vorrat nie aufgebraucht wird.
Der einzige Nachteil, den monoklonale Antikorpesiteen, ist, dass sie sehr teuer in ihrer
Produktion und Anschaffung sind.

Fur die Entwicklung der Immunultrafiltrationsmetleodvurde zuerst nach einer passenden
Filtrationseinheit gesucht. Es wurden drei gangiddtrafiltrationseinheiten mit
unterschiedlichen Membranspezifikationen gekauft.

Die erste Filtereinheit war von der Firma Whatmaud tbesal ein Fillvolumen von 0,4 ml.

Die Membran bestand aus Cellulosetriacetat une lestte Porengrof3e von 12 kDa.
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Die zweite Einheit wurde von dem Hersteller Sausrbezogen und wies ein Fullvolumen
von 2 ml und einen Membran “Cut-off* von 30 kDa abDfs Material der Membran bestand
aus Polyethersulfon.

Die letzte Ultrafiltrationseinheit kam vom Hersa&lMillipore und besal? mit 4 ml das grofite
Fullvolumen. Die Ausschlussgrenze der Membran kigebenfalls 30 kDa und war eine “low
binding regenerated Cellulose*.

Diese drei Filtereinheiten wurden im Hinblick auie dAnforderungen an die Membran
getestet. Zuerst wurden Inkubationsversuche mitg#gigsten Losungsmitteln (Acetonitril
und Methanol) unternommen. Unter diesen Extremlggotigen fur die Filtermembran ging
ein eindeutiger Sieger hervor, die Einheit von Mdlre. Alle anderen wiesen Verdnderungen
an der Membran oder dem Filtrationskdrper auf.

AnschlieRend wurden erste Versuche mit den Mykotandards unternommen. Danach
wurde der kauflich  erworbene  monoklonale = DON-Antpgr auf seine
Bindungseigenschaften an das Mykotoxin Deoxynivalentersucht.

Nach Optimierung der Bedingungen im Standardverswahde ein nicht kontaminiertes
Maismehl mit DON versetzt und mit der Immunultraéitionsmethode aufgearbeitet. Die
Wiederfindung lag bei 90 %.

Trotz der hohen Wiederfindung musste die Methodehmtem Vergleich mit kommerziell
erhaltlichen Immunaffinitatssaulen standhalten. \dem Selektivitat waren beide Methoden
sehr gut. Im Ablauf erwies sich die IUF jedoch wakssentlich einfacher, da man hier nur den
Antikdrper in eine Filtereinheit gibt und mit demroBenextrakt versetzt. Bei der
Immunaffinitatssaule muss man zuerst die Antikbrgerein Tragermaterial immobilisieren.
Dieser Schritt ist sehr kritisch, und entscheideéridie Affinitat der Antikérper und die
Bindungskapazitat der Saule.

Zum Schluss wurde die IUF-Methode noch mittels ®irfReferenzmaterial auf ihre
Wiederholbarkeit untersucht. Auch hier erwies slthMethode als zuverlassig.

Die gleichen Versuche wurden auch mit der IUF-Mdthdiir die Aufreinigung von ZON
durchgefuhrt. Hier zeigten sich jedoch die erstanbRme bei der Aufreinigung von
gespiktem Maismehl. Trotz unterschiedlichster Htomsverfahren konnte in keiner
untersuchten Maisprobe ZON nachgewiesen werdeneDabirde der Schluss gezogen, dass
der ZON-Antikorper eine zu grol3e Interaktion mitr ddatrix eingeht. Um dieses zu
bestéatigen, wurden weitere Versuche statt mit MatdVeizen unternommen. Trotz niedriger
Wiederfindung bei den ersten Versuchen konnte de¢hbtle so weit optimiert werden, dass
die Wiederfindung von ZON 90 % betrug.
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Dies zeigte deutlich, dass nicht jeder Antikdrperjéde Matrix einsetzbar ist.
Da die Immunultrafiltrationsmethode fur beide Analy (DON und ZON) den
Anforderungen an eine Analysenmethode in der EWpeath, konnte man sie in einem

Routinelabor zu Probenvorbereitung von DON und ZfN diversen Matrices einsetzen.
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11 ANHANG

Verwendete Reagenzien und Gegenstande

ABTS-L6sung, [2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolingdilfonsaure)], Sigma-Aldrich
Acetonitril, HPLC Gradient Grade, VWR
Ammoniumsulfat, Sigma-Aldrich

Anti-DON monoklonale Antikorper in PBS, Zheng Zhowsiing (Singapur)
Anti-ZON monoklonale Antikorper in PBS, Zheng Zha¥iing (Singapur)Biopure
Casein, Sigma

Deoxynivalenol, Biopure

Dialyseschlauch (cut-off 12-14 kDa), Medicell Intational
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat, 99,5%, Roth
Dinatriumhydrogenphosphatdodekahydrat, Fluka
DON-BSA, Biopure

DON-Con A, Biopure

Gerbu — LQ, Gerbu Biochemicals

Goat-Anti-Rabbit IgG -HRP, Pierce
Guanidinhydrochlorid, Sigma
Immunaffinitatssaulchen-DON, Vicam
Immunaffinitatssdulchen-ZON, Romer Labs

Methanol, HPLC Gradient Grade, VWR
Natriumacetat—Trihydrat, Sigma

Natriumcarbonat, Sigma

Natriumchlorid, 99,5%, Sigma

Natriumcitrat, Sigma

Natriumdihydrogenphosphat, Merck
Natriumdodecylsulfat, Serva
Natriumhydrogencarbonat, Merck
Natriumhydrogenphosphat, Sigma

Natriumhydroxid Platzchen, Merck

Natriumphosphat, Sigma

Octansaure (Caprylsaure), Merck

PBS, Fluka

PBS-Tween® 20, Sigma
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Polyethylenglykol, Fluka

Protein A Saulen, Amersham

Anti-1gY AntikérperRabbit-Anti-Chicken IgY- HRP, Brce
Rabbit-anti-chicken IgY-HRP, Pierce
Stickstoff verdichtet 5.0, Linde
Tetramethylbenzidin-Losung, Sigma

Tris-HCI, Sigma

Zearalenon, Biopure

Zertifiziertes Referenzmaterial (Mais), Biopure
ZON-Con A, Biopure

ZON-CMO-BSA, Biopure

Filtrationseinheiten

Amicone Ultra-4, regenerierte Cellulose, 30 kDa, Millipore
Amicone Ultra-4, regenerierte Cellulose, 50 kDa, Millipore
Amicone Ultra-4, regenerierte Cellulose, 100 kDa, Millipore
Vecta Spin Micro, Cellulose Triacetat, 12 kDa, Whan

Vivaspin 6, Polyethersulfon, 30 kDa, Sartorius
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Verwendete Geréate

Heizmodul
Magnetrihrgerat
Mikrotiterplatten
Mikrotiterplattenreader
Mikrotiterplattenwasher
Muhle

Photometer
Rotationsverdampfer
Wasserbad

Waage

Ultrazentrifuge

Vortex

Zentrifugen

Reacti Therm, Pierce
Tokyo Kagakusangyo, Co, LTD, MB16
Millipore, Cytoplate CFCP N96 10
Biorad, Modell 450
Biorad, Modell Novapath Wwas
Pulverisette Analysette Laborette, Fritsch
Thermo Spectronic, Modell Genesys\t0 U
Bichi, Modell R-114
Bichi, Modell B-480
Sartorius, TE 214S
Kendro Labs Products, Modell S#R&L5B Plus
Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Moda&lF2
Sigma, Modell 4 K 10
Eppendorf, Modell 5810 R
Beckman Avanti 30
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HPLC-Systeme

HPLC-System 1:
Gradientenpumpe
Injektionsblock
Vorsaule

Séaule

Séaulenofen
UV-Detektor

Fluoreszenzdetektor

HPLC-System 2:
Autosampler
Injektionsschleife
Isokratische Pumpe
Vorsaule

Saule

UV-Detektor

Merck-Hitachi, L-6200
Rheodyne mit einer 100 ul Injekisschleife
Phenomenex, ODS

Phenomenex, Synegri 4 Polar-RP
Thermo Electron, Hypersil-BDS C18
Aberdeen, ACE-3 C18 RP
Merck—Hitachi, 655 A-52
Merck—Hitachi, L—-4000

Merck-Hitachi, F-1080

Merck-Hitachi, AS-2000

Upchurch Scientific, 100 pl RE&Ibing
Shimadzu, Modell LC-9A

Phenomenex, ODS

Aberdeen, ACE 3-RP Aqua

Shimadzu, SPD-6A
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