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I Einleitung und Problemstellung



[ EINLEITUNG UND THEORIE

Mykotoxine sind sekundidre Stoffwechselprodukte von verschiedenen pflanzenpathogenen
Schimmelpilzgattungen, die in Nahrungs- und Futtermitteln vorkommen konnen und nicht
vollstidndig aus diesen entfernbar sind. Hinsichtlich ihrer Entstehung wird zwischen Toxinen,
die bereits in der Vegetationsperiode auf dem Feld und v.a. zum Zeitpunkt der Bliite gebildet
werden (sog. ,,Feld-Pilze*“, z.B. Fusarien), und denjenigen, die nach der Ernte aufgrund un-
sachgemiBer Lagerung im Erntegut entstehen, unterschieden (sog. ,.Lager-Pilze*, z.B. Asper-
gillen und Penicillien). Mykotoxine sind von hoher toxikologischer Relevanz und verursachen
sowohl akute als auch chronische Erkrankungen bei Mensch und Tier. Als Konsequenz sind
in der Europdischen Union Grenzwerte fiir Mykotoxine in Getreide- und Getreideprodukten
sowie anderen Lebensmitteln festgelegt (sieche Verordnung (EG) Nr. 1881/2006 und
1126/2007). Die derzeitigen Hochstmengen in getreidehaltigen Lebensmitteln betragen 2-
5 ug/kg fiir Aflatoxine, 3 - 5 pug/kg fiir Ochratoxin A, 500 - 1750 pug/kg fiir Deoxynivalenol,

50 - 350 pg/kg fiir Zearalenon und 800 - 4000 pg/kg fiir Fumonisine (Mais und Maiserzeug-

nisse). Fiir T-2/HT-2 Toxin sind Grenzwerte avisiert. Fiir Sduglinge und Diabetiker sind zum

Teil deutlich niedrigere Werte in Nahrungsmitteln festgelegt.

Fiir die Einhaltung dieser Grenzwerte ist die Entwicklung schnellerer, einfacherer und kos-
tengiinstigerer Verfahren im Vergleich zu den Routinemethoden wie LC-MS/MS zum Nach-
weis der o.a. Mykotoxine unter Praxisbedingungen von entscheidender Bedeutung. Als
schnelle Screening-Verfahren haben sich bisher Enzymimmuntests auf dem Gebiet der My-
kotoxin-Analytik etabliert. Sensitivitat, Spezifitit, Untersuchungsdauer und Kosteneffektivitit
reprasentieren die klassischen Vorteile dieser analytischen Verfahren. Allerdings sind den
iiblichen kommerziellen Testdesigns (Mikrotiterplatten-Verfahren bzw. membranbasierte
Schnelltests) im Hinblick auf die parallele Untersuchung mehrerer Analyten enge Grenzen
gesetzt. Auch die Analysedauer von 25 min bis zu 180 min ist unter Praxisbedingungen nicht
mit einer effizient organisierten Analyse und Beurteilung von Anlieferungspartien kompati-

bel.

Ziel der Forschungsarbeit ist die Entwicklung, Optimierung und Validierung eines auf immu-
nologischen Prinzipien basierenden Multi-Analyt-Verfahrens, das den parallelen, quantitati-
ven und kostengiinstigen Nachweis aller sechs in Getreide und Getreideprodukten mit einem
Hochstwert belegten Mykotoxine bzw. Mykotoxin-Gruppen innerhalb von 10 — 12 min (inkl.
Extraktion 20 — 25 min) ermdéglicht. Als Mikroarray-System soll mit dem am Institut fiir Was-
serchemie und Chemische Balneologie (IWC) entwickelten Munich Chip Reader 3 (MCR 3)

gearbeitet werden.
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Diese Problemstellung erfordert zunichst die Synthese und Charakterisierung geeigneter My-
kotoxinkonjugate, die Chipherstellung, sowie die Immobilisierung der Toxine auf den modifi-
zierten Chip-Oberflichen. Dabei soll des Weiteren der Einflul von Linkern auf die Signalin-
tensitit untersucht werden. Dazu sollen Peptid- bzw. Aminlinker als Abstandshalter von My-

kotoxinen zur Oberflache dienen.

Fiir einen kostengiinstigen und somit wirtschaftlich nutzbaren Biosensor steht die Regenerier-
barkeit (Wiederverwendung des Chips) im Vordergrund. Daher miissen die Assays in Hin-
blick auf regenerierbare Chips optimiert und der Einfluss von Getreidematrizes untersucht
werden. Die anschliefende qualitative und quantitative Analyse erfolgt dabei mit einem
Mikroarray basierend auf Chemilumineszenz-Detektion und beruht auf dem indirekt kompeti-
tiven Enzym-Linked Immunosorbent Assay Prinzip. Dabei sollen alle festgelegten Myko-

toxin-Grenzwerte mit der jeweiligen erstellten Kalibrierung erfasst werden.

Des Weiteren steht auch die Extraktion im Fokus, denn Ziel ist es eine Extraktionsmethode zu
entwickeln, mit der moglichst alle Mykotoxine gleichzeitig aus der Probe gewonnen werden
konnen. Dabei sei zu bedenken, dass diese sehr herterogene chemische Eigenschaften besit-
zen. Es soll im Rahmen dieser Arbeit ein aktuelles Problem der Wirtschaft mit der am besten

geeigneten Technik gelost werden.

Ein weiterer wesentlicher Teil dieser Arbeit fokussiert auf Studien zu geeignetem Einsatz der
vorhandenen Antikorper, sowie die Komplettierung der Antikorperpalette gegen Mykotoxine,
insbesondere Ochratoxin A. Dies erfolgt in Zusammenarbeit mit Dr. R. Dietrich, Ludwig-
Maximilians-Universitit und Dr. E. Weber, Universitit Halle. Monoklonale Ochratoxin A-
Antikorper sollen mit der Hybridomtechnik hergestellt werden. Zudem stehen Robustheit,

Sensitivitdt und Spezifitit der Antikorper im Zentrum der Charakterisierungsstudien.
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II THEORETISCHE GRUNDLAGEN

1  Mykotoxine

1.1 Vorkommen und Bedeutung

In der Wissenschaft werden Organismen nach wie vor in das Fiinf-Reiche-System, das von R.
H. Whittaker 1969 vorgeschlagen wurde, eingeteilt. Pilze bilden dabei als Regnum Fungi ne-
ben den Pflanzen, Tieren, Protisten (eukaryontische Lebewesen) und Prokaryonten ein eigen-
standiges Reich. Es sind etwa 120.000 Pilzarten bekannt, die wiederum in Stidnderpilze,
Schlauchpilze, Jochpilze und imperfekte Pilze gruppiert sind. Die meisten Schimmelpilze
fallen in die letztere Gruppe und werden als Mikroorganismen des ,.tiglichen Lebens* be-
zeichnet. Sie tragen zur Humusbildung und Mineralisierung durch Zersetzung organischer
Komponenten bei (Biodegradation). Sie sind daher ein fester Bestandteil im Boden und es-

senziell fiir den Stoffkreislauf der Welt (Miicke, 2004).

Im sekundiren Stoffwechsel von Schimmelpilzen konnen sog. Mykotoxine als Produkt, be-
vorzugt auf ndhrstoffreichen Substraten gebildet werden. Die wichtigsten Mykotoxinpro-
duzenten sind die Pilzgattungen Aspergillen, Penicillien, Alternarias und Fusarien (Blout,
1961; Vaclavik, 2010). Der Name Mykotoxin ist eine Kombination aus dem griechischen
Wort ,,mykes* (Pilz) und dem lateinischen ,,toxicum* (Gift). Um Mykotoxine produzieren zu
konnen, benotigen Schimmelpilze eine Temperatur von etwa 25 — 30 °C, sowie vorzugsweise
ein feuchtwarmes Klima wie in subtropischen und tropischen Gebieten (Bennett, 2003; Cer-
vino, 2008). Deshalb sind toxinhaltige Nahrungsmittel in Europa oftmals importierte Ware.
Eine Kontamination der Lebensmittel mit den Toxinen kann bereits auf den Feldern oder bei
der Lagerung, sowie beim Transport auftreten. Ist ein Gut einmal befallen, so ist es aufgrund
der hohen Siure- und Hitzebestindigkeit schwierig, die Mykotoxine zu zerstéren (Czeh,
2012; Bondarenko, 2012; Cervino, 2008). Der Pilzbefall wird zwar durch moderne Anbau-
und Lagerungsmethoden verringert, jedoch kann eine vollstindige Vermeidung der Toxinbil-
dung nicht erreicht werden (Lee, 2004; Biselli, 2006). Nach Schitzung der Food and Agricul-
ture Organization (FAO) sind weltweit 25 % der Lebensmittel mit Schimmelpilzen befallen
und 20 % des Getreides in der EU mit Mykotoxinen kontaminiert (FAO, 2003; Miicke, 2004).
Die in unseren Breitengraden am hiufigsten vorkommenden Mykotoxine sind Aflatoxine,
Ochratoxin A, Citrinin, Patulin, Fusarientoxine, Deoxynivalenon und Zearalenon. Es handelt
sich um relativ kleine Molekiile sog. Haptene (200 — 1000 Da) mit sehr unterschiedlichen
chemischen Strukturen (Turner, 2009). Diese gehoren zu den am meisten untersuchten Toxi-

nen, denn von den ca. 400 chemisch verwandten Metaboliten stellen sie die grofite Gefahr fiir
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die Gesundheit von Mensch und Tier dar (Cole, 1989). Das dabei entstehende Krankheitsbild
wird als Mykotoxikose bezeichnet. Diese kann von Hautreizungen bis hin zur Organschidi-
gung und Krebsbildung fithren (Hussein, 2001; Bennett, 2003). Die Européische Union hat
daher gesetzliche Hochstmengen fiir Mykotoxine mit den Verordnungen (EG) Nr. 1881/2006
und Nr. 1126/2007 in bestimmten Lebensmitteln festgelegt. Zusitzlich gelten innerhalb der
EU ldnderspezifische Hochstmengen, die sich je nach den Erndhrungsgewohnheiten verschie-
dener Bewohner in Grenzwert und Lebensmitteln unterscheiden (D-
Hochstmengenverordnung 2006; van Egmont, 2007). In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt
auf den Aflatoxinen, Ochratoxin A, Fumonisin B1, Deoxynivalenol, Zearalenon und T-2 bzw.

HT-2 Toxinen, weshalb im nachfolgenden jedes einzelne Mykotoxin niher besprochen wird.

1.2 Aflatoxine

Die Entdeckung von Mykotoxinen begann im Jahr 1960 mit dem Massensterben von {iiber
100.000 Truthdhnen und Enten in GroBbritannien. Bei genaueren Untersuchungen des Fut-
termittels zeigte sich ein Befall von Schimmelpilzen der Art Aspergillus flavus, worauthin das
Toxin als Aflatoxin (AF) bezeichnet wurde (Blount, 1961). Diese Entdeckung hatte zur Folge,
dass in den 60er bis zur Mitte der 70er Jahre die Mykotoxinforschung intensiv verfolgt wurde
und diese Zeit daher als ,,Mykotoxin-Goldrausch* bezeichnet wurde. In den darauffolgenden
Jahren kam es immer wieder zu neuen Krankheitsfillen. So starben Kinder in einem taiwane-
sischen Dorf, die AF-haltigen Reis konsumierten und auch in Kenia starben Menschen an den

Folgen von Aflatoxikose (Ling, 1967).

Die Hauptproduzenten der AF sind Aspergillus flavus, der die Aflatoxine B1 und B2 syntheti-
siert, so wie Aspergillus parasiticus, der das gesamte Spektrum (AFB1, B2, G1 und G2) bil-
det. Bei Aspergillus flavus kann nur die Hilfte der Kulturstimme AF bilden, aber diejenigen
Stimme, die das Mykotoxin synthetisieren, produzieren bis zu 10° ug/kg d.h. 10° ug Toxin
pro ein kg Getreide (Cotty, 1994). Hohe AF-Gehalte werden oft in fettreichen Lebensmitteln
tropischer Linder nachgewiesen (Shephard, 2008). Am hiufigsten befallene Lebensmittel
sind Erdniisse, Schalenfriichte, Trockenfriichte, Getreide, Gewiirze, Mais, Kaffee und Bohnen
(Urusov, 2010; Prieto-Simon, 2012). AF sind iiberwiegend in Importware vorhanden und da-

her bleiben Lebensmittel in unseren Breitengraden weitgehend verschont.

AF sind Difuranocumarine bestehend aus einem heterozyklischen Grundgeriist aus fiinf Rin-

gen. Bisher sind 20 strukturell dhnliche Substanzen bekannt, wobei sechs als Kontaminanten
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von pflanzlichen Lebensmitteln bekannt sind (Cervino, 2007). Die AFB1, G1 und M1 sind
Dihydrofuranofurane, wihrend es sich bei den AFB2, G2 und M2 um Tetrahydrofuranofurane

handelt (Abbildung 1).

AFM1 AFM2

Abbildung 1: Strukturen von AFB1, B2, G1, G2, M1 und M2 mit Farbkodierung.

Die Namensgebung beruht auf der Fluoreszenzfarbe. Unter UV-Licht fluoreszieren B1 und
B2 blau, G1 und G2 griin (Bennett, 2003). Die AFM1 und M2 wurden als Hydroxyderivate in
Milch von Kiihen und Schafen gefunden und werden daher als Milchtoxine bezeichnet (Mii-

cke, 2004). Dies verdeutlicht zudem die Relevanz von Mykotoxinen in der Nahrungskette.

AF sind hepatotoxische Mykotoxine und wirken akut toxisch, immunosupressiv, mutagen,
teratogen und karzinogen (Hussein, 2001). AFB1 ist das toxischste Karzinogen und kann bei
kurzzeitiger Aufnahme hoher Konzentrationen zu Leberschdden bis hin zum Leberversagen
fiihren. Die letale Dosis (LDsp) von AF liegt bei 1 — 10 mg/kg Korpergewicht, weshalb sie
von der International Agency for Research on Cancer (IARC) als Karzinogen I eingestuft

wurden (Lee, 2004; Kolosova, 2006).

Nach der oralen Aufnahme des Toxins tritt es iiber den Magen-Darmtrakt in die Leber und
dringt hier auch in den Zellkern ein. Die AFB1 und G1 werden durch Oxidation der Doppel-

bindung des duBleren Furanrings zu hochreaktiven 8,9-Epoxiden. Dieses Epoxid alkyliert die
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Nukleinsiure an der DNA-Base N'-Guanin, wodurch ein Defekt bei der DNA-Reparatur ent-
steht. Dies fiihrt wiederum zu Fehlern bei der DNA-Replikation, was die Tumorentstehung
pradisponiert. Die orale Aufnahme von AFB1 ruft eine Mutation am Codon 249 im Tumor-
Suppressor p53 hervor. Die ungesittigten AFB2, G2 und M2 bilden kein Epoxid, AFB2 wird
aber vom Organismus zum Teil in AFB1 umgewandelt (Miicke, 2004; Summer, 2007).

H AFB1

(c\fN\Wo

/NE\I\}\“H\,\Q&;\I\?\

\\H\N N

H

Abbildung 2: Wirkmechanismus von AFB1: Alkylierung der Guanin-Base durch das aktive Epoxid-
AFB1.

Um Schutz fiir Konsumenten gegen eine Aflatoxikose zu bieten, wurden in vielen Staaten
weltweit gesetzliche Grenzwerte festgeschrieben. Tabelle 1 fasst die durch AFB1, B2, G1 und

G2 betroffenen Lebensmittel und deren gesetzliche Hochstmengen zusammen.

Tabelle 1: Die gesetzlichen Hochstmengen fiir AF in Lebens- und Futtermitteln nach der
Verordnung EG Nr. 1881/2006.
Hochstgehalt [pg/kg]
Lebensmittel AF Summe
Bl (B1, B2, G1 und MI
G2)
G id zum direkten Verzehr 2 4 -
etreide Rohware' 2 4 -
Mai zum direkten Verzehr 2 10 -
s Rohware' 5 10 -
.. zum direkten Verzehr 2 4
Erdniisse
Rohware' 8 15
direkten Verzeh 2 4
Trockenfriichte Zuim CIresten ¥erzen
Rohware' 5 10
wirmebehandelt - - 0.05
Rohmilch
! Séduglingsmilch - - 0.025

' Rohware, unverarbeitet, die Produkte miissen vor ihrem Verzehr bzw. Verwendung einer Sortierung oder einer
anderen physikalischen Behandlung unterzogen werden. Verwendung als Lebensmittelzutat.
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1.3 Ochratoxine

Initiiert durch die Turkey-X-Disease im Jahr 1960 wurden weitere Mykotoxine, nimlich die
Ochratoxine kurz nach der Entdeckung der AF in Siidafrika entdeckt (Van der Merwe, 1965).
Der dabei gefundene Pilz Aspergillus ochraceus befillt hdufig Getreide, Erdniisse und Ge-
miise und spielt daher auch eine grofle Rolle in unseren Breitengraden (Pohland, 1982; Har-
wig, 1983; Lee, 2000). Dies zeigte sich auch in den Jahren 1957 — 1958, als aufgrund von
kontaminiertem Getreide und Gemiise eine Vielzahl von Menschen in Ruménien, Bulgarien
und dem ehemaligen Jugoslawien an Nierenleiden erkrankte. Das Phanomen wurde als Bal-
kan Endemic Nephropathy (BEN) bekannt. Dabei enthielten 6.5 % der erhaltenen Blutproben
3 — 5 mg/g Serum Ochratoxin A (OTA; Hult, 1982).

Die Gruppe der Ochratoxine sind strukturell verwandt mit Iso-Cumarinen, die mit Phenyl-
alanin amidiert sind. Das toxischste und damit das bekannteste Toxin ist das chlorierte OTA
(Abbildung 3). Ebenso oft wird das Ochratoxin B, die chlorfreie Variante von den Schimmel-
pilzen gebildet. Haufig begleitet sind Ochratoxine von Citrinin, Penicillinsdure und Patulin,
jedoch konnte ein simultanes Vorkommen von OTA und AF bisher nicht gezeigt werden

(Miicke, 2004).

Die wesentlichen Produzenten von OTA sind Aspergillus und Penicillium, die einen gro3en
Toleranzbereich besitzen (pH, Temperatur). Die hédufigsten betroffenen Lebensmittel sind
Getreide, Nusse, Trockenfriichte, Kaffee und Gewiirze. Aber auch Wein und Bier sind befal-

len (Ratola, 2006; Anfossi, 2012; Ameacutezqueta, 2012).

O

N
H

Cl

Abbildung 3: Struktur von OTA.

Nach oraler oder inhalativer Aufnahme wird OTA rasch im Blutplasma aufgenommen und
gelangt iiber den Blutstrom vor allem in Niere, Leber, Muskeln und das Fettgewebe. Dabei
besitzt das Mykotoxin eine hohe Affinitdt zu Serumalbumin, was u.a. zu einer langen Halb-
wertszeit im Korper fithrt und eine Anreicherung in der Nahrungskette (carry over) er-
moglicht. Substanzen mit einer hoheren Affinitdt zu Serumalbumin, z.B. Aspartam, konnen

das Toxin verdriangen und somit aus dem Korper waschen (Miicke, 2004). Die genaue meta-
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bolische Aktivierung ist momentan noch unklar. Bekannt ist, dass OTA kanzerogene, nephro-
toxische und immunosupressive Wirkungen auf Siugetiere hat. Allerdings konnte OTA in
nahezu allen Humanblutseren in Deutschland nachgewiesen werden (Rosner, 2000). Die leta-
le Dosis von OTA liegt bei 10 mg/kg Korpergewicht. Deshalb hat 1993 die IARC OTA als

Karzinogen 2 B eingestuft.

Fiir die Lebensmittelindustrie hat dies gesetzliche Grenzwerte zur Folge. In Tabelle 2 sind die

gesetzlichen Hochstmengen fiir OTA zusammengefasst.

Tabelle 2: Die gesetzlichen Hochstmengen fiir OTA in Lebens- und Futtermitteln nach der
Verordnung EG Nr. 1881/2006.

Lebensmittel OTA Hochstgehalt [pg/kg]
Getreid zum direkten Verzehr 3
ctreide Rohware' 5
) zum direkten Verzehr 10
Getrocknete Weintrauben
Rohware' -
) zum direkten Verzehr 2
Wein
Rohware' -
zum direkten Verzehr 5
Kaffee
Rohware' 10
Getreidebeikost Diitetische Lebensmittel 0.50
etreidebeikos
Sduglingsnahrung 0.50

! Rohware, unverarbeitet, die Produkte miissen vor ihrem Verzehr bzw. Verwendung einer Sortierung oder einer
anderen physikalischen Behandlung unterzogen werden.

14 Deoxynivalenol

Die Pilzgattung Fusarium ist einer der wichtigsten Toxin-Produzenten in feucht-gemifBigtem
Klima und bildet ein groBes Spektrum an toxischen Substanzen mit sehr unterschiedlichen
Strukturen. Dazu zdhlen Trichothecene, Fumonisine, Fusarin C, Zearalenon, Moniliformin
und Butenolid (Smith & Moss, 1985). Trichothecene wurden erstmals 1949 aus dem Pilz Tri-
chothecium roseum gewonnen, um anschlieBend als Antibiotika eingesetzt zu werden
(Freeman, 1949). In den darauffolgenden Jahren konnten die Strukturen isoliert und mehr

oder weniger allen Trichothecen-Derivaten toxische Wirkungen zugeschrieben werden. Aus
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diesem Grund war der weitere Einsatz als Antibiotika hinfillig. Bis heute umfasst die Gruppe

der Trichothecene ca. 170 Substanzen (Grove, 1988 & 1993).

Trichothecene werden dabei in die zwei Gruppen Typ A und Typ B unterteilt. Alle zeigen als
chemische Grundstruktur ein tetrazyklisches Sesquiterpensystem, fiir das eine Doppelbindung
zwischen C9 und C10 sowie ein Epoxidring an C12 und C13 charakteristisch sind. Bei De-
oxynivalenol (DON) handelt es sich um 3,7,15-trihydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on
und es wird zum Typ B gruppiert. Typ B ist durch eine Ketogruppe am C8 Atom gekenn-
zeichnet, wie in Abbildung 4 dargestellt.

R, =OH, OAc
R,=H, OH, OAc
R; = OH, OAc

R, = H, OCOCH,CH(CHj3),

R;=OH, OAc
Typ B R,=H, OH, OAc
R; = OH, OAc
Ho ' OH
DON A

| Me
OH OH

Abbildung 4: Grundgeriiste fiir Trichothecene des Typs A und Typ B, sowie die Struktur von
DON.

DON wird iiberwiegend von Fusarium graminearum und teilweise von Fusarium culmorum
gebildet (Richard, 2007). Kritisch fiir eine Infektion ist die Zeit der Bliite, die durch feucht-
warmes Klima weiter begiinstigt wird (Suty, 1996). Daneben bleiben die Sporen der Schim-
melpilze liber lange Zeit lebensfihig und konnen bei unsachgemifBer Lagerung, Transport und
Verarbeitung erneut auskeimen und Mykotoxine bilden (Bennett und Richard, 1996). Deshalb
darf nur Erntegut mit einem Wassergehalt von max. 14 % eingelagert werden, notfalls muss
es vorgetrocknet werden. Getreide ist das am héufigsten mit Fusarientoxinen belastete Le-
bensmittel und davon sind wiederum Mais und Weizen am hochsten kontaminiert. So hat das

Bayerische Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL) DON vor allem in
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Mais (in 89 % aller Proben) und Weizen (61 %) nachgewiesen. Die Verfiitterung von mit
DON kontaminiertem Getreide wird mit Emesis, Futterverweigerung und Wachstums-
depression bei Tieren, insbesondere bei Schweinen und Hunden in Verbindung gebracht. Die-
se Effekte sind vermutlich durch eine Beeinflussung der serotonergen Wirkungen im zentra-
len Nervensystem oder durch periphere Wirkungen auf den Serotoninrezeptor zu erkliren.
Weiterhin inhibiert DON die DNA, RNA und die Proteinbiosynthese auf ribosonaler Ebene
und weist hdmolytische Wirkungen gegeniiber Erythrozyten auf (Rotter, 1996). Die entschei-
denden Wirkungen von DON sind seine allgemeine Toxizitidt und Immuntoxizitiat, wobei bis-
her keine Hinweise auf Kanzerogenitit und/oder Mutagenitdt gefunden wurden (Iverson,
1995). Als weitere Effekte zeigen sich ein iiberméBiges Sprudeln bei Bier, verursacht durch
kontaminiertes Malz sowie mangelhafte Ergebnisse beim Backen durch kontaminiertes Wei-
zenmehl. Eine Einschitzung der Toxizitit mittels NOAEL (No observable adverse effect le-
vel) ist daher moglich und variiert zwischen 0.040 — 0.375 mg/kg bw/day. In Tabelle 3 sind

die gesetzlichen Hochstmengen fiir DON zusammengefasst.

Tabelle 3: Die gesetzlichen Hochstmengen fiir DON in Lebens- und Futtermitteln nach der
Verordnung EG Nr. 1881/2006 und Nr.1126/2007.
Lebensmittel DON Hochstgehalt [pg/kg]
Mais, Hafer, zum direkten Verzehr 750
Hartweizen Rohware' 1750
.12 zum direkten Verzehr 1250
Getreide |
Rohware 750
zum direkten Verzehr 500
Brot |
Rohware -
Getreidebeikost Sduglingsnahrung 200

5]

Rohware, unverarbeitet, die Produkte miissen vor ihrem Verzehr bzw. Verwendung einer Sortierung oder einer
anderen physikalischen Behandlung unterzogen werden.
Ohne Mais, Hafer und Hartweizen.

1.5 Fumonisine

Fumonisine konnten 1988 erstmals aus Fusarium moniliforme-Kulturen, welche auf Mais
wuchsen, isoliert und schliefllich charakterisiert werden. Fumonisine werden durch die

Schimmelpilze Fusarium verticillioides (Fusarium moniliforme), Fusarium proliferatum,
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Fusarium nygamai und Alternaria alternata produziert (Gelderblom, 1988; Bezuidenhout,
1988; Li, 2012). Fumonisine kommen in vier verschiedenen Formen, Fumonisin B1, B2, B3
und B4 vor (Abbildung 5), wobei Fumonisin B1 und B2 (FB1/B2) die am héaufigsten vor-

kommenden Vertreter sind.

R, R,
FB1 |-OH -OH
FB2 |-H -OH
FB3 |-OH -H
FB4 |-H -H

CH, R NH,

CH,

HOM
O 5. 0
07 OH

Olllnu-

Abbildung 5: Strukturen von FB1, B2, B3 und B4.

Die FBI-Produktion in Fusarium verticillioides beginnt erst nach etwa zwei Wochen und
nimmt nach 13 Wochen wieder ab. Das Wachstum dieser Schimmelpilze tritt bevorzugt bei
20 — 25 °C auf Mais auf, kann aber auch auf anderen Getreidearten vorkommen (Alberts,
1990). Fumonisine dhneln Strukturmolekiilen in Membranen, den sog. Sphingosiden und
Sphingolipiden, und hemmen somit deren Biosynthese, die bis hin zur Apoptose der Zellen
fiihren kann (Miicke, 2004). FB1 ist ein potentielles Nierengift und steht im Verdacht, Speise-
rohrenkrebs auszulosen. In Regionen mit iiberdurchschnittlich hohen Krebsraten, wie in Siid-
afrika in den 70er Jahren (Marasas, 1981), Nordostitalien oder China (Chu, 1994), wurden
sehr hohe Konzentrationen an Fumonisin in Maismehl und Maisgriitze festgestellt (Peraica,
1999). Neben chronischen Erkrankungen wie Diinndarmentziindung konnen auch akute
Krankheitsbilder auftreten. Beispielhafte Fille ereigneten sich in 27 Dorfern in Indien. Hier
wurden durch den Verzehr von ungesiduertem Brot, welches aus verschimmelter Hirse oder
Mais hergestellt wurde, Symptome wie Bauchschmerzen, Magenknurren und Durchfall her-

vorgerufen; diese verschwanden jedoch wieder vollstindig (Bhat, 1997).

In einer EU-weiten gemeinsamen Studie (EU - SCOOP, 2003) konnte gezeigt werden, dass
46 % aller Getreideproben mit FB1, 42 % mit FB2 und 36 % mit FB3 belastet waren, wih-
rend bei den Maisproben die Kontamination an FB1 66 % betrug. In Tabelle 4 sind die gesetz-

lichen Hochstmengen fiir FB1 und B2 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Die gesetzlichen Hochstmengen fiir FB1 und FB2 in Lebens- und Futtermitteln nach
der Verordnung EG Nr. 1881/2006 und Nr.1126/2007.
Lebensmittel Summe aus FB1 und FB2 Hochstgehalt [ug/kg]
. zum direkten Verzehr 1000
Mais

Rohware' 4000

Friihstiickscerealien, .
Snacks auf Maishasis zum direkten Verzehr 800
Getreidebeikost Sduglingsnahrung 200

' Rohware, unverarbeitet, die Produkte miissen vor ihrem Verzehr bzw. Verwendung einer Sortierung oder einer
anderen physikalischen Behandlung unterzogen werden.

1.6 Zearalenon

Ein weiteres Fusariumtoxin ist das Zearalenon (ZEA), das in befallenem Mais mit der Pilzart
Gibberella zeae 1962 erstmals entdeckt wurde (Stob, 1962). ZEA und seine Derivate gehoren
zur Gruppe der makrozyklischen Resorcylsdurelactone und werden typischerweise von Pilz-
stimmen der Spezies Fusarium graminearum oder Fusarium culmorum gebildet. ZEA wird
hdufig mit DON in Getreideproben nachgewiesen. Es ist meistens in Mais und Maisprodukten
zu finden. Da aber die Sporen der Fusarienstimme ubiquitdr sind, treten Kontaminationen
auch bei anderen Getreidearten auf. Dabei besteht die Gefahr, dass diese unverindert in die
Milch von Kiihen tibergehen (carry over). ZEA und seine Derivate sind die wichtigsten My-
kotoxine mit Ostrogener Wirkung. ZEA kann durch Biotransformation im Korper in - und B-
Zearalenol (ZOL) iiberfiihrt werden (Abbildung 6; Richardson, 1984; Miles, 1996; Gaumy,
2001).

ZEA bindet an intrazellulire Ostrogenrezeptoren von Uterus, Hypothalamus und Hypophyse.
Einige Experimente zeigten vor allem bei weiblichen Tieren den Symptomkomplex des Hy-
perostrogenismus sowie Fertilitidtsstorungen (Miicke, 2004). Es wurde zudem beobachtet,
dass eine Steigerung des Wachstums durch die Hormonwirkung erfolgte, weshalb es bis 1989
als Wachstumsforderer fiir die Rinderzucht eingesetzt wurde (EU, 1988; Winssinger, 2007).
Langzeitstudien konnten keine teratogene Wirkung nachweisen, allerdings wurde eine Be-
eintrichtigung der Fruchtbarkeit erkannt (CONTAM, 2004). Des Weiteren wurde eine kan-
zerogene Wirkung in Ratten festgestellt, dennoch stufte die IARC das ZEA als nicht krebser-

regend in Kategorie 3 ein (Fink-Gremmels, 1994).
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OH 0O OH O
HO Z “OH HO Z OH

alpha-ZOL beta-ZOL

| |

OH O OH O
HO “OH HO OH

alpha-ZAL beta-ZAL

Abbildung 6: Strukturen von ZEA und seine Metaboliten o-/f- ZOLund a-/B-ZAL
(Richardson, 1984).

In einer Studie der EU wurde verdffentlicht, dass 32 % aller Getreideproben mit ZEA belastet
waren, wihrend bei den Maisproben allein sogar 79 % der Proben messbare Gehalte auf-

wiesen (EU - SCOOP, 2003). Die festgelegten Hochstmengen fiir ZEA sind in Tabelle 5 zu-

sammengefasst.
Tabelle 5: Die gesetzlichen Hochstmengen fiir ZEA in Lebens- und Futtermitteln nach der
Verordnung EG Nr. 1881/2006 und Nr.1126/2007.
Lebensmittel 7ZEA Hochstgehalt [ug/kg]
Getreid zum direkten Verzehr 75
etreide
Rohware' 1000
.2 zum direkten Verzehr 100
Mais X
Rohware 350
Brot zum direkten Verzehr 50
Getreidebeikost Sauglingsnahrung 20

' Rohware, unverarbeitet, die Produkte miissen vor ihrem Verzehr bzw. Verwendung einer Sortierung oder einer
anderen physikalischen Behandlung unterzogen werden.
2 Mais, Maiscerealien und Snacks auf Maisbasis.
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1.7 T-2 und HT-2 Toxine

Auf die T-2 und HT-2 Toxine wurde erstmals im Jahr 1981 als potenzielle Gefihrdungsquelle
fiir Mensch und Tier aufmerksam gemacht. Bewohner einiger Dorfer in Laos, Kambodscha
und Vietnam litten nach dem Fall von gelbem Regen an Bluthusten, Benommenheit, Ohn-
macht und Reizungen der Haut. Analysen zeigten, dass es sich dabei um Trichothecene des
Typs A handelte, und die Substanz wurde als T-2 Toxin identifiziert. In Zeiten des Kalten
Krieges spekulierten die USA, dass die ehemalige Sowjetunion biologische Waffen eingesetzt
und getestet habe. Dies wird hiufig als Yellow Rain Controversy bezeichnet (Seagrave, 1983;
Wannemacher, 1997). Das T-2 Toxin spielt bis heute eine wichtige Rolle bei Untersuchungen,
Forschung und Entwicklung von biologischen Waffen (Paterson, 2006). Als grolere Gefihr-

dung wurde allerdings die Kontamination von Lebensmitteln festgestellt.

T-2 Toxin und HT-2 Toxin zeigen wie in Kapitel II. 1.4 beschrieben als chemische Grund-
struktur ein tetrazyklisches Sesquiterpensystem und gehéren zu den Fusariumtoxinen
(Abbildung 7). Sie unterscheiden sich durch die Substitution am C4-Atom: T-2 Toxin trigt
dort eine Acetylgruppe, wihrend HT-2 Toxin eine Hydroxylgruppe aufweist.

Abbildung 7: Struktur von T-2 und HT-2 Toxinen.

Hauptproduzenten sind dabei die Pilzgattungen Fusarium langsethiae, Fusarium sporotrichi-
oides und Fusarium tricinctum (Medina, 2010). Am héufigsten befallen sind Hafer, Weizen,
Roggen, Mais und Reis. Untersuchungen der Lebensmittel- und Umweltforschung haben ge-
zeigt, dass Hafer das am meisten kontaminierte Getreide ist, gefolgt von Mais, aber in deut-
lich geringeren Konzentrationen (Meister, 2007). Der Wirkmechanismus von T-2 Toxin liegt

in der Inhibierung der Proteinbiosynthese speziell der Peptidyltransferase, indem es an die
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ribosomale RNA bindet und somit die Zellen zerstort (Miiller, 1996). Eine davon verursachte
Krankheit ist die sog. alimentire toxische Aleukie (ATA), die durch Verminderung der Leu-
kozytenanzahl im Blutplasma, Schidigung des Knochenmarkes und Nekrosen der Haut ge-
kennzeichnet ist (Ler, 2006). Durch die schnelle Umwandlung von T-2 Toxin in das HT-2
Toxin werden beide iiberwiegend als ein Parameter angegeben (Summe aus T-2 und HT-2
Toxinen), wobei T-2 Toxin eine hohere akute Toxizitit, sowie himatotoxische und immuno-
toxische Effekte aufweist (Molinelli, 2008). Das Scientific Committee for Food (SCF) hat
2001 die Toxizitit bewertet und fiir die Summe von T-2 und HT-2 Toxin ein TDI (Tolerable
Daily Intake) von 0.06 ng/kg Korpergewicht pro Tag festgelegt. Gesetzliche Grenzwerte in
Lebensmitteln sind zwar von der EU vorgeschlagen, aber noch nicht festgelegt (EU-

Empfehlung der Kommission, 2006).

2 Analytik von Mykotoxinen

Beruhend auf der Tatsache, dass die meisten Mykotoxine schon in geringen Konzentrationen
eine toxische Wirkung zeigen, wird eine sensitive und zuverlédssige analytische Methode be-
notigt. Eine Analysemethode wird dabei nach Richtigkeit, Selektivitit, Reproduzierbarkeit,
Robustheit und Nachweisvermogen beurteilt. Die Herausforderung fiir die Mykotoxinanalytik
in Lebensmitteln ist zum einen die Notwendigkeit, niedrige Nachweisgrenzen zu erzielen, die
eine Quantifizierung innerhalb der gesetzlichen Hochstmengen erlauben. Zum anderen wer-
den ein hoher Probendurchsatz, wenige Arbeitsschritte und eine Vor-Ort-Analytik gewiinscht,
um die Wirtschaftlichkeit zu garantieren. Steigende Nahrungsproduktion und schnelle Wei-
terverarbeitung verlangen kurze Analysezeiten. Ziel ist es, ein moglichst schnelles und wenig
kostenintensives Routineverfahren zu entwickeln. Herausforderung dabei ist die Nutzung nur
einer Methode fiir die Detektion aller relevanten Mykotoxine, da eine hohe Heterogenitiit
bzgl. der Toxinstrukturen und somit der chemischen und physikalischen Eigenschaften vor-
liegt (Turner, 2009). Des Weiteren stellt sich eine repridsentative Probennahme oft schwierig
dar. Zudem muss auf die verschiedenen Matrizes eingegangen werden. Die Analytik umfasst
somit die Probennahme, Probenvorbereitung, Extraktion, Probenaufreinigung sowie die De-

tektions- bzw. Trenntechniken (Biselli, 2006).

Eine Analysemethode kann nicht alle gewiinschten Kriterien erfiillen, weshalb eine Vielzahl
an Analysetechniken zum Einsatz kommen. Eine hiufig verwendete Methode in der Lebens-

mittelanalytik besteht z.B. in der Kombination von Immunoassays zu Screeningzwecken
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(Voruntersuchung), um die positiven Proben anschlieBend mit validierten chromato-
graphischen Verfahren mit beispielsweise massenspektrometrischer Detektion zu quantifizie-
ren. Im Folgenden wird auf die relevanten Teilbereiche der Mykotoxinanalytik in Lebens-

mitteln, speziell in Getreide eingegangen.

2.1 Probennahme, Probenvorbereitung und Extraktion

Die durch die Probennahme verursachte Variabilitit stellt bei der Mykotoxinanalytik den
groBten Unsicherheitsfaktor dar. Die Verteilung der Mykotoxine kann sehr heterogen sein,
wodurch es punktuell zu sehr hohen bzw. sehr geringen Belastungen kommt. Es werden hohe
Anforderungen an die Probennahmen gestellt, damit die entnommene Probe reprisentativ ist.
Besonders problematisch bei der Analytik von Mykotoxinen, die durch Lagerpilze gebildet
werden (AFB1 und OTA), ist die Tatsache, dass ein Grof3teil der Lebensmittel unkontaminiert
vorliegen kann, wihrend einige wenige Stellen stark betroffen sein konnen (sog. hotspots;
Whitaker, 1993; Whitaker, 1999). Getreide auf dem Feld dagegen wird meist grofflachig von
Fusarien-Stimmen befallen, was wiederum zu einer homogenen Verteilung fiihrt (Hart, 1998;
Whitaker, 2000; Pitt, 2013). Dariiber hinaus kann die Toxinverteilung auch innerhalb des ein-
zelnen Korns inhomogen sein. So konnte gezeigt werden, dass beispielweise im Falle von
DON gerade die duBleren Schichten der Getreidekorner die hochsten Belastungen aufweisen
(Rios, 2009). Aus diesen Griinden miissen all diese Aspekte bei den Probennahmen beriick-
sichtigt werden. Im Allgemeinen muss eine Vielzahl von Stichproben genommen werden, da
die Toxine in einer Charge inhomogen verteilt sind. Um falsch negative Befunde zu vermei-
den, ist es daher entscheidend, das Probennahmeverfahren sehr genau zu regeln. Daher wurde

von der EU-Kommission die Richtlinie Nr. 401/2006 zur Probennahme erlassen.

Ziel bei der Probenvorbereitung ist die Herstellung einer homogenen Laborprobe aus mehre-
ren Einzelproben. Aus diesen wird eine Sammelprobe hergestellt, die anschliefend homoge-
nisiert wird. Bei Getreide wird die Sammelprobe getrocknet, zerkleinert bzw. gemahlen,
wodurch eine vollstindige Homogenisierung erreicht wird. Da dies die GroBe einer Labor-
probe iiberschreitet, wird in einem weiteren Schritt eine kleine Teilprobe entnommen. Aus
Kosten- und Zeitgriinden wird nur ein Aliquot im Labor weiterverarbeitet (Biselli, 2006). Da-
zu werden die zu analysierenden Stoffe aus der Probe extrahiert. Es gibt hierbei unzéhlige
Moglichkeiten eine Extraktion durchzufiihren. Die Anforderungen liegen hier vor allem in

guten Wiederfindungsraten, geringem LOsungsmittelverbrauch, sowie dessen optimaler Zu-
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sammensetzung (organische Phase/Wasser) und einem minimalen Zeitbedarf. Das Zerklei-
nern, Extrahieren und die Teilprobennahme wird zusammengefasst als Probenvorbereitung
bezeichnet und triagt neben der vorangegangenen Probennahme zur Variabilitidt der Mykoto-

xinanalytik bei (Whitaker, 2000; Biselli, 2006).

Die Extraktion der Mykotoxine aus den Lebens- und Futtermitteln spielt eine zentrale Rolle
und soll deshalb nidher besprochen werden. Die wenigsten analytischen Methoden ermogli-
chen eine Detektion von Mykotoxinen aus den Rohextrakten. Lebensmittelmatrizes miissen
meist weitgehend entfernt werden, da sie sonst zu einer Storung bei der Detektion fiihren
konnen (Bennett, 2003; Moise, 2009; Turner, 2009). Um mogliche Storsubstanzen in Le-
bensmitteln niher zu erldutern, wird kurz auf die Matrixbestandteile in den sieben Hauptge-
treidearten (Gerste, Hafer, Hirse, Mais, Reis, Roggen und Weizen) eingegangen. Die einzel-
nen Getreidearten haben eine dhnliche Zusammensetzung, konnen aber je nach Art und Sorte
leicht variieren. Grundsétzlich besteht Getreide aus 70 % Kohlenhydraten, 6 — 16 % Protei-
nen, 2 -7 % Lipiden und 2 —5 % Mineralien. Die einzelnen Bestandteile sind dabei unter-
schiedlich verteilt. So befindet sich im Mehlkorper fast die gesamte Stirkemasse, 70 % der
Proteine und 30 % der Mineralien, wihrend die Schalenschicht iiberwiegend aus Kohlen-

hydraten aufgebaut ist (Klingler, 1995).

Eine Extraktion kann in Anwesenheit von zwei nicht miteinander mischbaren fliissigen Pha-
sen (Flussig-Flussig-Extraktion, Liquid-Liquid Extraction, LLE) oder in Anwesenheit einer
fliissigen und einer festen Phase (Fliissig-Fest-Extraktion, Liquid-Solid Extraction, LSE) er-
folgen. Dabei sollten bei optimalen Bedingungen, z.B. bzgl. der Polaritit des Losungsmittels,
pH-Wert, Temperatur und Dauer der Extraktion, Analyt und Matrixkomponenten mit &hnli-
chen Eigenschaften nach Erreichen eines Gleichgewichtes in das Extraktionsmittel iibergehen.
Ein optimales Extraktionsverfahren beinhaltet in der Regel ein Extraktionsmittelgemisch, das
einen Kompromiss darstellt zwischen moglichst geringen Mengen an stérenden Begleitstoffen
(Matrixeffekten) und zugleich eine hohe Loslichkeit des Analyten sicherstellt (Biselli, 2006).
Somit kommt es zu einer effektiveren Anreicherung des Analyten, wihrend storende Ma-
trixsubstanzen entfernt werden konnen. Problematisch bei einer Extraktion ist das Losen von
mehreren Analyten unterschiedlicher Polaritit. Mykotoxine besitzen sehr unterschiedliche
Strukturen und haben daher einen breiten Polarititsbereich. Dies hat zur Folge, dass es kein
fiir alle Analyten gleichermaflen optimales Losungsmittel gibt. In Tabelle 6 sind die gingig-
sten Extraktionsmethoden fiir AF, OTA, ZEA, FB1 und DON speziell im Hinblick auf Immu-

noassays zusammengefasst.
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speziell im Hinblick auf Immunoassays.

Tabelle 6: Zusammenfassung der gingigen Extraktionsmittel fir AF, OTA, ZEA, FB1 und DON

AF
Matrix Methode Extraktionsmittel Referenz
Getreide, Fut- ELISA 70/30 Methanol/Wasser (v/v) | NPASCREEN Afla,
termittel R-Biopharm
Getreide ELISA 60/40 ACN/Wasser (v/v) Ad anyi, 2007

Getreide, Fut-

Lateral Flow

80/20 Methanol/Wasser (v/v)

Delmulle, 2005

termittel Dipstick
Getreide, Fut- ELISA 80/20 Methanol/Wasser (v/v) |  DIN EN 14123
termittel
OTA
Getreide, Fut- ELISA 25/75 RIDASCREEN O-
termittel Na,COs-Puffer/DCM TA, R-Biopharm
Getreide ELISA 60/40 ACN/Wasser (v/v) Ad’ anyi, 2007
Getreide, Fut- ELISA 80/20 Methanol/Wasser (v/v) DIN EN 14123
termittel
ZEA
Getreide, Fut- ELISA 70/30 Methanol/Wasser (v/v) | RIDASCREEN ZEA,
termittel R-Biopharm
Hafer, ELISA 60/40 Methanol/Wasser (v/v) Tanaka, 1995
FB1
GetreldF:, Fut- ELISA 70/30 Methanol/Wasser (v/v) RIDASC.REEN FBI,
termittel R-Biopharm
Mais CL-Biosensor PBS Mirasol, 2012
Getreide, Boh- 25/25/50
nen HPLC ACN/Methanol/Wasser (v/v/v) Scott, 1999
DON
) RIDASCREEN
Getreﬁi";:l““er‘ ELISA Wasser DON,
R-Biopharm
Getreide aokinmycontr01® Wasser Aokin
Getreide Bayer 70/30 Methanol/Wasser (v/v) Bayer
Getreide ELISA 10 % Methanol/Wasser (v/v) Ji, 2011
Getreide ELISA 10.5 % ACN/Wasser (v/v) Schneider, 2000
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Eine weitere Herausforderung der Toxinanalytik besteht darin, dass die Mykotoxine nicht
isoliert in der Getreidepflanze vorliegen. Sie liegen meist in Vakuolen oder gebunden in Bio-
polymeren vor, da sie durch ein pflanzeneigenes Enzym in polare Verbindungen umgewan-
delt werden (Berthiller, 2009). Dies kann vor allem bei immunanalytischen Methoden zur
Verfilschung von Ergebnissen fiihren, indem die Antikorper die enzymatisch umgesetzten
Mykotoxinderivate nicht mehr spezifisch binden oder durch sog. Kreuzreaktivititen die Mess-
ergebnisse beeinflusst werden. Daher ist zu beachten, dass fiir natiirlich kontaminierte Real-
proben eine deutlich ldngere Extraktionsdauer als fiir dotierte Proben erforderlich ist, weshalb
bei der Methodenoptimierung am Ende immer eine Uberpriifung mit zertifizierten (am besten

natiirlich kontaminierten) Referenzmaterialien erfolgen sollte (Trenholm, 1985).

Je nach Trenn- und Detektionsmethode miissen die Lebensmittelproben vorbereitet bzw. auf-
gereinigt werden, da die Substanzen moglicherweise bei der Detektion des Analyten interfe-
rieren. Rohextrakte, die Begleitstoffe enthalten, machen den zusétzlichen Schritt der Proben-
aufreinigung vor einer physikochemischen Trennung und Detektion unerldsslich. Dazu ge-
horen instrumentelle Messmethoden meist basierend auf chromatographischen Systemen.
Dagegen ist fiir Antikdrper-basierte Schnelltests eine Aufreinigung meist nicht erforderlich.
Eine der bekanntesten Aufreinigungsmethoden ist die Verwendung von Immunoaffinitits-
saulen (Immunoaffinity Columns, IAC). Es handelt sich dabei um Trennsidulen, bestehend aus
z.B. Agarosegel in Phosphat-Puffer, auf denen Mykotoxin-spezifische Antikorper gebunden
sind. Durch Zugabe des Rohextraktes werden die Toxine als Antigen an die monoklonalen
Antikorper (mAk) gebunden, wihrend die Storsubstanzen eluiert werden. Nach mehreren
Waschschritten werden die Mykotoxine z.B. mit organischen Losungsmitteln von den mAk
eluiert (Zheng, 2009). Eine weitere Methode ist die Festphasenextraktion (Solid Phase
Extraction, SPE). Hierfiir existieren unterschiedlichste Sorptionsmaterialien, allerdings kom-
men iiberwiegend die konventionellen Techniken der Umkehrphase (z.B. C8, C18) oder
Normalphase zum Einsatz (Zheng, 2009). Neuere Entwicklungen stellen die kommerziell
erhiiltlichen MycoSep® Siulen dar. Diese ermdglichen beispielsweise fiir Trichothecene eine
schnelle Aufreinigung (30 s), ohne dass ein zeitaufwiandiger Waschschritt bendtigt wird.
Storsubstanzen werden fast vollstindig von diesen Sidulen zuriickgehalten, wéhrend Tri-
chothecene nicht an das Packungsmaterial adsorbieren. Dies macht sie zu den zurzeit am hiu-
figsten eingesetzten kommerziellen Siulen fiir die Probenaufreinigung speziell fiir DON
(Krska, 2001). Vielversprechend sind zusitzlich Forschungen im Bereich der molekularen
Priagung von Polymernanopartikeln (Molecularly Imprinted Polymers, MIP). Dazu wird ein

Polymer um den Analyten, der als Templat dient, synthetisiert. Nach dem Herauswaschen
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besitzt das Polymer sowohl funktionelle Gruppen als auch eine dreidimensionale Struktur

komplementir zum eingebauten Templat-Molekiil (Biselli, 2006).

Nachteile all dieser Probenaufreinigungsmethoden sind die entstehenden Kosten und die be-
notigte Zeit, wodurch die Wirtschaftlichkeit der Methoden in Frage gestellt wird. Zudem kon-
nen meist nur strukturell dhnliche Toxingruppen gleichzeitig angereichert werden. Daher soll

in dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, die ohne Aufreinigung auskommt.

2.2 Instrumentelle Verfahren

Die gingigsten Methoden in der Mykotoxinanalytik sind instrumentelle/chromatographische
Verfahren, wie z.B. Gaschromatographie und Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie.
All diesen Trenn- und Detektionsmethoden gemeinsam ist die Probenaufreinigung mittels
IAC, SPE oder MIP. Diese Verfahren sind meist zeitaufwendig, teuer und es wird geschultes
Personal benoétigt. Sie sind jedoch nach wie vor die am meisten validierten Methoden in der

Qualifizierung und Quantifizierung von Mykotoxinen (Moises, 2009; Maragos, 2009).

Diinnschichtchromatographie (Thin Layer Chromatography, TLC)

Die traditionellste Detektionstechnik fiir Mykotoxine ist die Diinnschichtchromatographie. Sie
besitzt den Vorteil, dass aufgrund der 2-dimensionalen Chromatogramme keine Probenreini-
gung notwendig ist. Ein weiterer Vorteil liegt in dem geringen materiellen Aufwand und ent-
sprechenden Kosten, sowie in der einfachen Identifizierung durch UV/Vis- bzw. Fluoreszenz-
Detektion (Betina, 1976; Ciesla, 2009). Nachteilig dagegen ist, dass die Quantifizierung oft
schlecht reproduzierbar ist. Deshalb wird die TLC meist nur zu Screening-Zwecken einge-

setzt.

Gaschromatographie (GC)

Die GC kann fiir die Identifizierung und Quantifizierung von Mykotoxinen in Lebensmittel-
proben verwendet werden. Die Gaschromatographie ist meist kombiniert mit der Flammenio-
nisations- (FID), Elektroneneinfang- (Electron Capture, ECD), Fourier-Transformations-
Infrarot- (FTIR) und massenspektrometrischen (MS) Detektion (Onji, 1998; Hoerger, 2009).
Die GC wird vor allem fiir Analyten eingesetzt, die aufgrund schwacher optischer Eigenschaf-

ten bei optischen Detektionsmethoden zu hohe Nachweisgrenzen liefern wiirden und findet
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daher vor allem fiir Trichothecene Anwendung. Nachteil dieser Methode ist, dass die meisten
Mykotoxine schwer fliichtig sind und daher einer Derivatisierung unterzogen werden miissen
(Scott, 1995). So kann z.B. OTA nicht direkt in der GC gemessen werden. Die Detektion von
OTA nach einer Derivatisierung wurde mehrfach veroffentlicht (Jiao, 1992). Um eine Tren-
nung der Mykotoxine zu erreichen, hat sich dabei die Silanisierung der Hydroxylgruppen als
geeignet herausgestellt (Hoerger, 2009). Diese Methode ist zudem stark von der Probenmatrix

beeinflusst, weshalb Routinelabors andere Methoden bevorzugen.

Flussigkeitschromatographie (Liguid Chromatography, LC) und Massenspektrometrie (MS)

Die bekannteste Fliissigkeitschromatographie-Methode ist die Hochleistungs-Fliissigkeits-
chromatographie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Bei der HPLC werden
zur Trennung und Anreicherung meist Sdulen mit Umkehrphasen verwendet. Die Detektion
erfolgt iiberwiegend mit UV- und Fluoreszenz-Detektoren, die von der Anwesenheit von
Chromophoren abhingen, weshalb OTA und AF direkt identifiziert und quantifiziert werden
konnen (Turner, 2009). Die Kombination mit LC-UV oder Fluoreszenz (FL) -Detektion er-
moglicht nur bedingt eine multianalytfihige Technik und setzt stets eine Aufreinigung mit
IACs voraus. Eine neuere Entwicklung dabei ist die Ultra-Performance-
Fliissigkeitschromatographie (Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC), die auf-
grund der Verwendung kleinerer Partikel eine bessere Auflosung erreicht. Neben der hohen
Trennleistung und den geringen Nachweisgrenzen liegt der Vorteil der HPLC/UPLC darin,
dass beide mit Multi-Detektionssystemen, wie z.B. MS, kombiniert werden konnen. Durch
den Einsatz von MS/MS-Techniken mit Dreifachquadrupol-Analysatoren im SRM-Modus
(Selected Reaction Monitoring) ist die Selektivitit ausreichend hoch, um Toxine direkt in den
Lebensmittelrohextrakten zu quantifizieren. AuB8erdem wird der Durchsatz, sowie die Selekti-
vitdt verbessert. Aus diesen Griinden handelt es sich bei den meisten Routineverfahren um
massenspektrometrische Detektionstechniken, wie LC/MS und LC/MS/MS (Ates, 2013). Dies
fiihrt zur Moglichkeit der parallelen Detektion mehrerer Analyten. So wurde schon von der
parallelen Messung von bis zu 87 Analyten gleichzeitig mittels LC/MS berichtet (Krska,
2007; Jackson, 2012; Warth, 2012). Die dabei hiufigste Ionisierungsquelle ist die Elektron-
Spray-lonisation (ESI) und ebenso die chemische Ionisation bei Atmosphirendruck (Atmo-
spheric-Pressure Chemical lonization, APCI; Hajslova, 2011; Prelle, 2013). Lebensmittel-
rohextrakte stellen beim direkten Messen ohne Aufreinigung ein Problem in der LC/MS dar,
daher miissen 1.d.R. matrixabhédngige Kalibrierungen vorgenommen werden, andernfalls sind

solche Methoden nur als halbquantitative Screening-Tests geeignet (Cervino, 2009). Eine gute
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Alternative zur multiplexen Anwendung ohne Probenaufreinigung stellen die sog. dilute and

shoot Methoden bei der LC-MS/MS dar (Shephard, 2011; Al-Taher, 2013).

2.3 Immunoanalytische Methoden

Die oben genannten Messmethoden sind i.A. relativ zeit- und kostenaufwendig. So wird in
der Mykotoxinanalytik nach schnelleren und einfacheren Methoden gesucht, um die Lebens-
mittel auf ihren Toxingehalt zu testen. Diesen Anforderungen entsprechen vor allem immuno-
analytische Methoden. Hierbei binden spezifische Antikorper, die selbst bei komplexen Pro-
ben selektiv sind und somit eine Detektion ermoglichen, an die Analyten in der Probe (Cam-
mann, 2001; Knopp, 2004). Die gingigsten Techniken sind Enzym-Linked Immunosorbent
Assays (ELISAs), Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays (FPIA), Oberflichenplasmonenre-

sonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR) und elektrochemische Sensoren.

Enzym-Linked Immunosorbent Assays (ELISAs)

ELISAs bieten eine 6konomische Alternative zu anspruchsvollen instrumentellen Methoden
wie z.B. der Fliissigkeitschromatographie und wurden erstmals von Engvall & Perlmann 1971
entwickelt. Das Prinzip beruht auf dem spezifischen Nachweis von Antigen-Antikorper-
Komplexen. Die Vorteile des ELISAs liegen in hoher Spezifitit, Sensitivitit, Schnelligkeit
und Kostenersparnis. Eine parallele Messung mehrerer Proben wird durch die Vielzahl von
Kavitidten (normalerweise 96-wells) ermoglicht (Cammann, 2001; Biselli, 2006). Entschei-
dend bei der Methode ist die Mdoglichkeit, in Gegenwart der Matrix quantifizieren zu konnen,
ohne eine vorangehende Probenaufreinigung durchfithren zu miissen. Ein Nachteil des Enzy-
mimmunoassays ist die Notwendigkeit, die Stabilitdt der biologischen Komponenten (Anti-
korper, Enzyme) sicherzustellen. Antikorperlosungen konnen z.B. mit Azid stabilisiert wer-
den, was aber u.a. bei dem Enzym Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase, HRP)
wegen einer Inhibierungsreaktion nicht moglich ist (Kolosova, 2006). Die Detektion erfolgt
iber einen Enzymtracer, der eine chemische Reaktion katalysiert, die iiber eine optische Mes-
sung (Absorption, Fluoreszenz, Chemilumineszenz) quantifiziert wird. Der ELISA kann in
verschiedenen Formaten durchgefiihrt werden. Abhédngig von den Eigenschaften des Antigens
(Makromolekiil oder Hapten, Anzahl an Epitopen) konnen drei Methoden angewendet wer-

den, Sandwich, indirekter und direkter ELISA.
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Beim Sandwich-ELISA werden zunichst spezifische Antikorper an der Oberfliche der Kavi-
titen iiber Adsorption immobilisiert. Nach Zugabe des Analyten (Antigen) bindet dieser an
die freien Bindungsstellen am Antikorper. Ein zweiter Primérantikorper bildet nun einen
Sandwich-Komplex. Der Nachweis erfolgt mit Hilfe eines enzymmarkierten Antikorpers (Se-
kundirantikorper, siehe Abbildung 8). Dieser bindet an den konstanten Teil des Priméranti-
korpers (oft Maus-Antikorper), da dieser vom Sekundirantikorper (oft Pferd-Anti-Maus- An-
tikorper) erkannt wird. Als weitere Option kann auch der zweite Primérantikorper markiert
werden. Dies kann zum einen Arbeitsschritte und Kosten sparen, zum anderen ist allerdings
eine Abnahme der Affinitdit zum Analyten oftmals beobachtet worden. Beim Sandwich-
ELISA konnen nur ausreichend grof8e Analyten, die min. zwei Epitope aufweisen, untersucht

werden, weshalb diese Technik bei der Mykotoxinanalyse keine Rolle spielt.
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Abbildung 8: Darstellung eines direkten Immunoassays (Sandwich-ELISA); (1) Immobilisierung
der Antikorper; (2) Zugabe der Antigene (rot); (3) Zugabe der Primérantikorper; (4)
Zugabe der enzymmarkierten Sekundirantikorper und Detektion mittels Enzym-
reaktion.; S = Signal, ¢ = Konzentration.

Analog zum Sandwich-ELISA wird bei der direkten Methode ein Primédrantikérper an der
Oberfldche gebunden. Hierbei werden die in der Analyse enthaltenen Antigene zusammen mit
enzymmarkierten Antigenen iiber die immobilisierten Antikorper geleitet. Da weniger Anti-
korper als Antigene vorhanden sind, kommt es zur Kompetition um die verfiigbaren Bin-
dungsstellen. Der Nachweis erfolgt mittels einer Enzymreaktion (siehe Abbildung 9). Das
direkt-kompetitive Format ermoglicht die Untersuchung von kleinen Molekiilen, setzt aller-

dings enzymmarkierte Analyt-Analoga voraus.
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Abbildung 9: Vereinfachte Darstellung eines direkt-kompetitiven Immunoassays; (1) Immobilisie-

rung der Antikorper; (2) Zugabe des Analyten, sowie der markierten Antigene (rot);
(3) Detektion mittels Enzymreaktion; S = Signal, c = Konzentration.
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Fiir die Bestimmung von Mykotoxinen eignet sich besonders das indirekt kompetitive Format.
Beim indirekten Enzymimmunoassay wird das Antigen an eine Festphase gebunden. Bei klei-
nen Molekiilen wird generell ein Analyt-Protein-Konjugat zur Immobilisierung auf Oberfla-
chen eingesetzt, das adsorptiv an die Kavitidten der MTP binden kann (Knopp, 2004; Cam-
mann, 2008).

Die noch nicht belegte Oberflache wird mit einer Proteinlosung geblockt, um eine unspezifi-
sche Bindung der Antikorper zu verhindern. Dann wird ein Gemisch aus Kalibrierlosung oder
Probe (Toxin) und Analyt-spezifischen Antikorpern zugegeben. Da die Antikorper nur in ei-
ner bestimmten Konzentration vorhanden, also limitiert sind, kommt es zur Kompetition der
Antikorper-Bindungsstellen zwischen den immobilisierten Analyten und den freien Toxinen.
Je nachdem wie viel freies Toxin vorliegt, binden mehr oder weniger Antikorper an die im-
mobilisierten Mykotoxine. Wie bei den anderen ELISA-Formaten, erfolgt die Detektion iiber

einen enzymmarkierten Sekundérantikorper (Abbildung 10).
o

m
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abbildung 10: Vereinfachte Darstellung eines indirekt kompetitiven Immunoassays; (1) Immobil-
sierung des Antigens; (2) Zugabe der Antigene (Analyt; rot) und Primédrantikdrper
(Kompetition); (3) Zugabe der Sekundirantikérper und Detektion mittels Enzym-
reaktion.

Inzwischen gibt es eine breite Vielfalt an ELISA-Methoden, die sowohl polyklonale IgG- und
IgY-Antikorper, als auch monoklonale Antikorper nutzen (Mills, 1990; Usleber, 1991). Die
ELISAs gelten heute als schnelle Nachweismethoden, die v.a. als Vorscreening in der Le-
bensmittelindustrie genutzt werden. Daher sind viele ELISA-Kits fiir Mykotoxine kommer-

ziell erhiltlich (R-Biopharm, Neogen, Bioo Scientific, etc.).

Weitere immunoanalytische Methoden

Basierend auf der Antigen-Antikorper-Bindung finden in der Mykotoxinanalytik hdufig Me-
thoden Anwendung, die keinen instrumentellen Aufwand bendtigen und somit eine Vor-Ort-
Analytik ermdoglichen. Fiir solche ,,Feldanalysen* haben sich sog. Teststreifen (Lateral Flow

Dipsticks) etabliert. Diese basieren auf dem Prinzip des klassischen ELISAs. Die Immuno-
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reagenzien sind auf dem immunochromatographischen Teststreifen rdumlich voneinander
getrennt. Dieser besteht aus einem Proben-, sowie einem Konjugat-Streifen, einer Membran,
einem Absorbent-Streifen und einer Haftfolie. Nach Zugabe eines Rohextraktes binden freie
Antigene (z.B. Mykotoxine) spezifisch an die meist Gold-markierten Antikorper. Aufgrund
von Kapillarkriften wandern die Antigen-Antikorper-Komplexe zusammen mit sekundéren
Antikorpern (als Kontrolle) zum Konjugat-Streifen. Dort sind Antigene immobilisiert und nur
wenn freie Antikorper-Bindungsstellen vorhanden sind, reichern sie sich dort an. Dabei ent-
steht eine Farbentwicklung, die visuell auf die Anwesenheit des Antigens (indirekte Propor-
tionalitédt) schlielen ldsst. Diese Methode kann allerdings noch nicht zur exakten Konzentrati-
onsbestimmung eingesetzt werden und ist daher semiquantitativ (Tang, 2009; Basova, 2010;

Lattanzio, 2012).

Die bisher beschriebenen Immunoassays miissen in der Regel alle manuell ausgefiihrt werden.
Der Nachteil ist, dass die Validierung solcher Systeme oft Schwierigkeiten bereitet, da sie

oftmals personenabhingig und somit subjektiv sind.

Biosensoren

Die neuesten Forschungen bewegen sich in Richtung Miniaturisierung und Automatisierung
und somit zu den Biosensoren. Dabei sollen automatisierte, empfindlichere und reproduzier-
bare Auslesetechniken in die Entwicklung integriert und die Quantifizierung mehrerer Analy-
ten gleichzeitig ermdglicht werden. Biosensoren zeichnen sich durch einfache Handhabung,
Robustheit und schnelle Probenvorbereitung aus. Bekannte Technologien sind Oberflichen-
plasmonenresonanz, kinetischer Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay, Elektro-

Chemilumineszenz- und piezoelektrische Sensoren sowie Mikroarrays (Zheng, 2006).

Ein nicht multianalytfdhiger erhéltlicher Biosensor ist der kinetische Fluoreszenz-

Polarisations-Immunoassay (aokinmycontrol® kits, Fa. Aokin AG). Basierend auf dem kom-

petitiven ELISA-Format (in Losung) werden die Analyten mit Fluorophoren markiert (7ra-
cer) und anschliefend detektiert. Fiir Lebensmittelproben wie Getreide werden fiir die Mes-
sung je nach Analyten SPE- oder IAC-Siulen vorangestellt (Lippolis, 2011). Dagegen ermog-

licht der Bayer Quality Analyzer eine parallele Analyse von vier Mykotoxinen. Grundlage fiir

die Detektion stellt die planare Lichtleiter-Technologie (Planar Waveguide, PWG) dar. In
dem indirekt kompetitiven Assay werden die Analyt-Derivate auf einem PWG-Biochip im-
mobilisiert. Dieser ist in eine Plastikkartusche (Bayer-Micro-Labs) eingebettet. In eine Pro-

benoffnung (Abbildung 11) wird die zu untersuchende Probe aufgetragen. Durch Luftdruck
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wird der Extrakt zur Kammer mit den Reagenzien, den Fluoreszenz-markierten Antikérpern
geleitet und gemischt, wodurch eine Kompetition stattfindet. Die Reaktionslosung wird {iber

erneuten Luftdruck auf den Biochip geleitet und anschlieend analysiert (Tittelmeier, 2013).

Biochip und Reagenz Proben-
Reaktionskammer behélter offnung

\

- YR Jii

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines Biosensors von Bayer (Bayer Quality Analyzer) basie-
rend auf indirekt kompetitivem ELISA-Format.

= Trigger
&

Eine weitere Methode, die eine schnelle Detektion mehrerer Analyten ermdoglicht, ist die sog.

Oberflichenplasmonenresonanz. Bei Biosensoren, die auf SPR basieren, wird eine diinne

Goldschicht zwischen zwei Medien unterschiedlicher Brechungsindizes (z.B. ein Glasprisma
und eine Fliissigkeit, die den Analyten enthilt) verwendet. Bei der SPR wird das Medium mit
dem hoheren Brechungsindex (Glasprisma) mit parallel zur Einfallsebene polarisiertem Licht
bestrahlt. Dabei findet bei Einfallswinkeln, die groBer als der kritische Einfallswinkel sind,
eine Totalreflexion des Lichts statt, wobei die elektromagnetische Feldkomponente des Lichts
in die Goldfolie eindringt und dort ein sog. evaneszentes Feld entsteht (Abbildung 12). Durch
die Wechselwirkung des evaneszenten Feldes mit den Elektronen der Goldoberfldche begin-
nen diese kollektiv zu schwingen und es entstehen die sog. Oberflichenplasmonen. Dabei ist
die Wellenldnge der Oberflichenplasmonen sehr stark von der Brechzahl des zur Goldfolie
benachbarten Mediums (immobilisierten Rezeptors) abhidngig. Die wellenldngenabhingige
Detektion basiert auf der Anderung des Reflexionswinkels des eingestrahlten Lichts in Ab-
hingigkeit des effektiven Brechungsindexes der sensitiven Schicht (Hodnik, 2009; Dorokhin,
2011).
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Abbildung 12: Darstellung eines Oberfldchenplasmonenresonanz(SPR)-Biosensors am Beispiel des
direkten ELISA-Formats.
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SPR-Gerite werden z.B. vom Unternehmen GE Healthcare in mehreren Varianten kommerzi-
ell vertrieben. Dabei wird das indirekt kompetitive ELISA-Format fiir Mykotoxine eingesetzt.
Eine Mischung aus Antikorpern und Antigenen wird iiber den Chip geleitet. Dabei erfolgt
eine Kompetition zwischen den freien Antigenen und den auf der Goldfolie immobilisierten
Antigenen um die Bindungsstelle des Antikdrpers. Durch die Antikorperbindung dndert sich
die Bindungsdichte auf der Oberfldche und somit auch der Reflexionswinkel des eingestrahl-
ten Lichts. Die Verwendung des direkten ELISA-Formats in Kombination mit SPR wurde
ebenfalls beschrieben (Fitzpatrick, 2004; Raz; 2009).

SPR wird in der Biochemie eingesetzt, um kinetische Parameter bei Wechselwirkungen zwi-
schen Molekiilen zu bestimmen. Sie ist aber auch fiir die Quantifizierung von Substanzen
geeignet. Der grofite Vorteil von SPR liegt darin, dass die Interaktionen von Molekiilen in
Echtzeit (real-time) bestimmt werden konnen, und dass es sich um eine markierungsfreie Me-
thode handelt (Hodnik, 2009). Der Nachteil liegt darin, dass bei Einsatz von Realproben sehr
hohe Hintergrundsignale generiert werden. Unspezifische Bindungen konnen von spezifi-

schen nicht unterschieden werden, da SPR labelfrei arbeitet.

Als letzte Entwicklung soll hier die xMap-Technologie von Luminex (Austin, United States)

ndher erldutert werden. Diese Methode kombiniert den Einsatz von Mikrobeads mit einem
Durchflusszytometer. Bei den beads handelt es sich um carboxylierte Polystyrol- ,,Mikro-
kugeln®, die mit zwei verschiedenen Fluorophoren eingefirbt sind. Dies ermoglicht je nach
Verhiltnis der beiden Fluorophore bis zu 100 unterscheidbare Mikrobeads. Auf diesen kon-
nen nun iiber diverse Kopplungstechniken verschiedenste biologische Reagenzien (DNA,

Proteine, Antikorper, Polysaccharide, etc.) gebunden werden.

Zur Qualifizierung wird im Durchflusszytometer ein roter Laser (635 nm) zur Anregung ein-
gesetzt und die entstehende Emission detektiert (zwischen 645 nm und 669 nm). Anschlie-
Bend wird mittels eines griinen Lasers ein Reporter-Signal zur Quantifizierung gemessen. So
wurden bereits sechs Mykotoxine parallel in Lebensmitteln untersucht. Der Assay ist in Ab-
bildung 13 dargestellt. Die beads werden mit den Primérantikdrpern und Lebensmittelrohex-
trakten gemischt (Kompetition), nach einem Waschschritt wird ein Sekundérantikdrper mar-
kiert mit Phycoerythrin (als Reporter) hinzugegeben und im Durchflusszytometer analysiert

(Peters, 2011).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der xMap-Technologie von Luminex. (links) Kompetitiver
Assay mit Mikrobeads gefédrbt mit zwei Fluorophoren; (rechts) Durchflusszytometer.

3  Auswertung von Immunoassays

Zur Auswertung der Daten werden von den erhaltenen Messergebnissen vom MTP-
Auslesegerit die jeweiligen Mittelwerte, sowie die zugehorigen Standardabweichungen be-
stimmt. Mittels des Programmes Origin werden die Messdaten gefittet. Dazu wird die Ab-
sorption halblogarithmisch gegen die Toxinkonzentration aufgetragen. Fiir den Fit wird die

nachfolgende sigmoidale Funktion verwendet (Berkson, 1944).

Y: (AI_A’Z) +A2 (1)
[X]p
1+ =
XO

Y = Absorption A = maximale Absorption
X = Analytkonzentration A, = minimale Absorption

Xp = Testmittelpunkt p = Steigung am Testmittelpunkt
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Um gegebenenfalls die Analytkonzentration X bestimmen zu konnen, muss Gleichung 1 nach

X aufgelost werden:

2)

Die ,,goldene Regel* bei analytischen ELISA-Methoden ist, dass Daten von unterschiedlichen
Mikrotiterplatten nur schlecht direkt miteinander verglichen werden konnen, da die Wieder-
holprizision von ELISAs oft nur méBig ist. Ursache dafiir ist, dass die Bedingungen, z.B.
Temperatur, Verdiinnungen, etc., nicht genau konstant gehalten werden konnen. Deshalb
werden auf jeder MTP Kalibrierstandards mitgefiihrt. Die untere Nachweisgrenze (Limit of
Detection, LOD) ldsst sich durch den hochsten Messpunkt der Kalibrierkurve abziiglich der

dreifachen Standardabweichung des Blindwerts (BIk) berechnen (siehe Gleichung 3).

LOD = Xpix — 3 - Spik (3)

4  Mikroarraytechnologie

Mikroarrays sind moderne molekularbiologische Messsysteme, die eine Multianalyse ermog-
lichen konnen. Dabei bedeutet mikro klein und array frei tibersetzt ,,Anordnung in einem Ras-
ter”. Bei dem Mikroarraychip handelt es sich um einen planaren Triger, der aus Glas, Plastik
oder Silizium hergestellt ist und auf dem makroskopisch kleine Spots angeordnet sind (Wel-

ler, 1999).

Die Spots konnen dabei aus Antigenen, Antikorpern, DNA, RNA und weiteren biologischen
Rezeptoren bestehen. Deshalb werden Mikroarrays auch als Biochips bezeichnet. Die sog.
Féangermolekiile werden durch kovalente Wechselwirkung meist irreversibel auf der Oberflé-
che gebunden. Aufgrund der spezifischen Wechselwirkungen der Biomolekiile konnen die
zugegebenen Analytmolekiile in Losungen zu den einzelnen gespotteten Substanzen diffun-
dieren und binden. So wird beispielweise bei der Verwendung von Antikorpern (als Finger-

molekiil) das Prinzip des Enzyme-Linked Immunosorbent Assays angewandt.

Auf diese Weise wird somit ein Multi-Analyt-Verfahren mit den Eigenschaften eines her-
kommlichen ELISAs erhalten. Das Auslesen des Mikroarrays erfolgt anschlieBend iiber Fluo-

reszenz-, Chemilumineszenz-, elektrochemische oder Oberflichenplasmonenresonanz-
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Messungen. Grundsitzlich wird zwischen Durchfluss- und Nicht-Durchfluss-Mikroarrays

unterschieden (Seidel, 2008).

Im Vergleich zu den klassischen immunologischen Methoden kénnen mit den Mikrospots
hohe Dichten erreicht werden und es zeigte sich auch, dass die Detektion sensitiv ist. Zudem
werden die zu immobilisierenden Analyten kovalent und spezifisch gebunden. Ein weiterer
Vorteil besteht darin, dass viele Analyten gleichzeitig bestimmt werden konnen. Daraus erge-
ben sich weitere Vorziige: Die Analysezeit verkiirzt sich bei einer parallelen Messung um ein
Vielfaches, wodurch wiederum die Kosten verringert werden. Aus diesen Griinden werden
Mikroarrays in vielen Bereichen der Medizin, der Lebensmittelchemie und der Umweltanaly-

tik als Screening-Verfahren eingesetzt (Feng, 2004; Sashwati, 2006; Rich, 2008).

Ein Beispiel fiir ein Chip-basierende Plattform stellt der Munich Chip Reader dritter Genera-
tion (MCR 3) dar. Bei dem MCR 3 handelt es sich um eine Weiterentwicklung des bereits
mehrfach veroffentlichten PASA-Systems (Paralleler Affinitits-Sensor-Array) (Weller, 1999;
Fall, 2003; Knecht, 2004). Bei dem Biosensor werden Spots auf einer Glasoberflache (Mikro-
array-Chip) mit zwei Flusszellen immobilisiert. Da es sich um regenerierbare Chips handelt,
soll wihrend des Regenerationszyklus der einen Flusszelle, mit der zweiten Flusszelle gemes-

sen werden.

Mit dieser Plattform wurden bereits unterschiedlichste Mikroarray-Formate publiziert. Der
dabei gingigste Mikroarray basiert auf der Immobilisierung von Antikorpern als Finger-
molekiile (Antikorper-Mikroarray) auf der Chip-Oberfliche. Auf diese Weise kann eine
Quantifizierung von Bakterien oder Viren im Sandwich-Format erfolgen (Langer, 2011 und
2012). Nachteil dabei ist, dass dieser Mikroarray nicht wiederverwendbar ist, sondern nur fiir
Einmalmessungen bestimmt ist. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Nutzung von Hapten-
Mikroarrays. Fiir kleine Molekiile stellt dieses Format die hdufigste Detektionsmethode dar.
Dabei wird durch die Immobilisierung der Haptene ein indirekt kompetitiver Immunoassay
moglich, der sich durch hohe Sensitivitdt und eine mogliche Regenerierbarkeit auszeichnet.
Verwendung fand dies in Untersuchungen von Antibiotika in Milch (Kloth, 2009) und in Ho-
nig (Wutz, 2011), sowie von Pestiziden (Schuetz, 1999) in Lebensmittel- und Wasserproben.
Auch in der Mykotoxinanalytik wurde bereits OTA in Kaffee untersucht (Sauceda-Friebe,
2011). Von DNA-Mikroarrays wird gesprochen, wenn einzelstringige DNA-Fragmente (sog.
Sonden) auf den Trédger aufgebracht werden. Durch Zugabe von (mit HRP oder Fluoreszenz-
farbstoffen) markierten komplementédren Nukleinsduren hybridisieren diese mit der Sonde und

konnen mittels der Markierung identifiziert werden (Lemarchan, 2004; Donhauser, 2011). Als

33



II THEORETISCHE GRUNDLAGEN

weiteres Format soll hier noch der Zell-Mikroarray erwédhnt werden. Dieser ermoglicht ein
Screening geeigneter Antikorper, um Oberflichenantigene in vivo zu testen (Pappert, 2010).
So wurden beispielsweise Antikorper in Hinblick ihrer Affinitdt zu PAHs (Polycyclic Aroma-
tic Hydrocarbons; Karsunke, 2011) bestimmt.

4.1 Oberflichenchemie und Spotting

Die Oberfliche eines Mikroarrays muss vielen Anforderungen geniigen. Dazu gehoren Eben-
heit, Uniformitit, Effizienz und Haltbarkeit (Wolter, 2008). So haben sich Oberflichen aus
Kunststoff, wie Polystyrol (PS; Feng, 2004) oder Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS; Seidel,
2003), Silikon (Nijdam, 2007) oder Nitrozellulose fiir die Adsorption von Antikérpern als
geeignet herausgestellt. Aufgrund zu hoher Hintergrundsignale und fehlender Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse ist die Verwendung dieser Oberflidchen fiir manche analytischen Unter-
suchungen ungeeignet. Daher hat sich der Einsatz von Glasobjekttragern durchgesetzt. Wich-
tig bei der Beschichtung der Glasoberfliche ist, dass das Fiangermolekiil dauerhaft an die
Oberflidche gebunden ist und sich andererseits keine anderen Biomolekiile unspezifisch anla-
gern. Weiterhin haben sich besonders Glasoberflichen als gute Trigermaterialien herausge-
stellt, die sowohl hohe physikalische als auch chemische Stabilitit aufweisen. AuBerdem kann

die Oberfldache durch Silanisierungsreaktionen gut modifiziert werden.

Der Glastriger wird zunichst gereinigt und mit Laugen oder Sduren aktiviert. Als Silan-
isierungsreagenz wird 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS) verwendet. Bei der
Silanisierung reagiert das Silan mit den Hydroxylgruppen, so dass die Glasoberfliche mit
aktiven Epoxiden beschichtet wird. Nach dieser Aktivierung entsteht eine hydrophobe Ober-
flache, die den Nachteil besitzt, dass Proteine unkontrolliert binden konnen. Dies wird durch
eine weitere Reaktion mit Diamino-Polyethylenglycol-Molekiilen (DAPEG) verhindert. Das
Diamin greift dabei nukleophil am Epoxid an. Durch das entstehende hydrophile Netzwerk
kann die unspezifische Bindung zum Teil unterbunden werden. Weiter wird vermutet, dass
die langen Ketten sowie die hohe Entropie zu einer sterischen AbstoBung fithren. Um nun das
Fangermolekiil kovalent an die Oberfliche binden zu konnen, werden terminale Epoxid-
Gruppen an die freien Amino-PEG-Linker eingefiihrt. Hierfiir werden Diepoxid-PEGs (Epo-
xy-PEG) verwendet. Die terminale Epoxidfunktion ermdoglicht einen nukleophilen Angriff
durch das zu immobilisierende Hapten-Peptid oder Hapten-Amin. Dies ist in Abbildung 14
dargestellt.
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Abbildung 14: Herstellung von Epoxy-PEG beschichteten Glasoberfldchen; a) Beschichtung mit
GOPTS, b) Beschichtung mit DAPEG, c) Beschichtung mit Epoxy-PEG.

Eine weitere  Aktivierungsmoglichkeit besteht in der Nutzung von  Di-(N-
succinimidyl)carbonat (DSC), das an die DAPEG-Schicht bindet. Dabei entsteht eine aktivier-

te Carbonsiure (iiber die NHS-Gruppe), die ein freies Amin kovalent binden kann.

Fiir die Herstellung von reproduzierbaren Strukturen auf den Mikroarrays werden Robotersys-
teme eingesetzt. Fiir das Immobilisieren der Antigene auf der aktivierten Epoxidschicht sind
prinzipiell zwei Arten von Spotting gingig: contact printing und non-contact printing (Bar-

bulovic-Nad, 2006).

Beim Non-contact printing werden die Reagenzien als freifliegende Tropfen mittels piezoe-
lektrischen (Butler, 2001; Hughes, 2001), thermischen oder magnetischen Pumpen oder
Druckpuls (Gutmann, 2004) auf der Oberfldche abgesetzt. Zu dieser Methode gehoren u.a.
Photolithographie- (Pirrung, 1996), Elektrospray- (Moerman, 2001; Kim, 2005) und Inkjet-
Technologie (Okamoto, 2000; Allain, 2004). Die zweite Methode ist das contact printing.
Hierbei hat eine Kapillare (Georger, 2001) bzw. eine Nadel (Wang 2003) direkten Kontakt
mit der Oberfldache. Die Vorteile dieser Methode liegen in der Reproduzierbarkeit der ge-
druckten Spots und in der einfachen Handhabung. Ein Nachteil ist die zeitaufwendige Herstel-
lung der Spots, bedingt durch den langsamen Durchsatz. Methoden, die mit non-contact prin-
ting arbeiten, fithren hiufig zur Bildung von Satellitenspots, zudem konnen Proteine hierbei

leichter denaturieren (Barbulovic-Nad, 2006).
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4.2 Chemilumineszenzreaktion

Die Chemilumineszenzreaktion stellt in der Analytischen Chemie eine gute Detektionsmog-
lichkeit dar. Der Vorteil liegt darin, dass keine Anregung durch eine externe Lichtquelle beno-
tig wird und somit keine Hintergrundemission entsteht. Bei der Chemilumineszenz wird ein
Molekiil bzw. ein Atom durch eine chemische Reaktion elektronisch angeregt. Bei der Riick-
kehr in den Grundzustand kann dabei entweder Energie in Form von Licht im ultravioletten,
sichtbaren oder im nahen infraroten Bereich emittiert werden. Auflerdem kann die Energie an
ein anderes Molekiil weitergegeben werden, das anschlieend luminesziert (Garcia-Campana,

2007). Die Chemilumineszenzreaktion ist in Abbildung 15 dargestellt.

Katalysator COO- i COO
I}IH Oxidationsmittel
- = + +H,O —
NH coO" N2 2 oo + hv
NH, O NH; NH,

Abbildung 15: Darstellung der Chemilumineszenzreaktion.

Der limitierende Faktor der Chemilumineszenz ist lediglich die sehr geringe Quantenausbeute
der Chemilumineszenzreaktion (Lowry, 2008). Das Emissionsspektrum von Luminol besitzt
ein Maximum bei 425 nm und liegt somit am Rande des sichtbaren Lichtspektrums
(Takahashi, 1977; Roswell, 1978). Die Reaktion kann durch eine Vielzahl von Katalysatoren
beschleunigt werden. Der komplexe Mechanismus sowie die Stochiometrie sind noch nicht

vollstidndig aufgeklirt (Nakamura, 1998; Rodriguez-Lopez, 2001; Hiner, 2002).

S Antikorper

Antikorper werden zu der Klasse der Globulin-Proteine gezdhlt und von B-Lymphozyten
(Plasmazellen) gebildet. Sie spielen eine zentrale Rolle in Wirbeltierorganismen, indem sie
korperfremde Substanzen, z.B. Krankheitserreger, Makromolekiile, ganze Zellstrukturen oder
auch korpereigene Zellen, wie krankhaft veridnderte (Krebszellen) oder félschlich als fremd

eingestufte (Autoimmunitit) erkennen und binden. Der entstehende Antigen-Antikorper-
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Komplex basiert nicht auf kovalenten Bindungen, sondern u.a. auf ionischen, n-n- oder pola-
ren Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen. Dieser Komplex kann z.B. durch
Komplementaktivierung von Antikorpern im Anschluss von Phagozyten erkannt und durch
Phagozytose zerstort werden (Winter, 1991). Die Bindung des Antigens an membrangebun-
dene B-Zell-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung und Differenzierung der B-Lymphozyten. Dies
erfolgt dadurch, dass gebundene Antigene in kurze Fragmente zerlegt und von T-Helferzellen
erkannt werden, die wiederum die B-Zelle zur Teilung und Differenzierung anregen. So ent-
stehen Plasmazellen aus B-Plasmazellen, die freie Antikorper produzieren, diese sezernieren
und ermoglichen somit eine schnelle Bekdampfung der eingedrungenen Antigene. Diese Dif-
ferenzierung hat zudem zur Folge, dass durch hohe Mutationsraten selektive und daher viel-
faltigere Antikorper gebildet werden (Tonegawa, 1983). Auch bei Abwesenheit des Antigens
bleiben die Antikorper-produzierenden B-Lymphozyten erhalten und bilden dadurch ein im-
munologisches Gedichtnis, das bei erneutem Eindringen des Antigens eine schnelle Immun-
antwort sicherstellt (Prinzip der Impfprophylaxe; Ahmed, 1996). Dabei kann jedes Wirbeltier
theoretisch 10° — 10° verschiedenartige Antikorper besitzen (Di Noia, 2007).

5.1 Typen und Strukturen von Antikérpern

Antikorper sind Immunoglobuline (Ig) und werden in die fiinf verschiedenen Klassen IgA,
IgD, IgE, IgG und IgM eingeteilt. MengenmaBig spielt IgG die groflte Rolle im Wirbeltier. In
Abbildung 16 (oben) ist der schematische Aufbau eines IgG gezeigt. Dabei besteht der IgG
aus je zwei identischen schweren Polypeptidketten H (Heavy, ca. 55 kDa) und zwei identi-
schen leichten Ketten L (Light, ca. 22 kDa), die zusammen eine Y-dhnliche Struktur bilden
und iiber reduktionsempfindliche Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Die leichte
Kette ist aus einer konstanten (Cy) und einer variablen (Vi) Domine aufgebaut, hingegen be-
steht die schwere Kette aus drei konstanten (Cyxl, Cyx2 und Cyx3) und einer variablen (Vy)
Domaine. Jede Domine besteht aus zwei antiparallelen B-Sheets (B-Faltblattstruktur), die in-
tramolekular ebenfalls iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die variable Region
setzt sich dabei aus Vy und Vi zusammen, wobei an die hypervariable Regionen (Comple-
mentary Determining Region, CDR) die Antigenbindung erfolgt. Die Antigenbindestelle wird
als Paratop, die Stelle des Antigens, an die der Antikorper bindet, als Epitop bezeichnet. Da
das IgG zwei variable Regionen enthélt und somit eine Bindungsverstirkung (Aviditit) be-
sitzt, wird die Fahigkeit, zwei Antigene zu binden, als Multivalenz bezeichnet. Die Paratop-

Epitop-Wechselwirkungen bestehen aus verschiedenen Bindungsanteilen. Neben elektrostati-
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schen sind auch Dipol-Dipol- und Van-der-Waals-Wechselwirkungen zu beriicksichtigen.
AuBerdem hat die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Bindungsstirke. Ebenso muss die Verdringung von Wassermolekiilen und der

damit einhergehende Entropiegewinn beriicksichtigt werden (Roitt, 2006).

Variable Doméne
H-Kette CIS)F?2R1 \
Vv
. .. %" CDR3 AN
Variable Doméane /// \

L-Kette \Y;

L

C,
Konstante Domane

L-Kette Papainverdau

Pepsinverdau

Konstante Doménen
H-Kette

Oligosaccharide

N7 4

F(ab’), Fab Fv V,

Abbildung 16: (Oben) Schematische Abbildung eines Immunoglobulins des Typs IgG. C: konstante
Region; V: Variable Region; H: schwere Kette, L: leichte Kette, CDR: hypervariable
Regionen (Complementary Determining Region). (Unten) Schematische Darstellung
von Antikorperfragmenten. Fab: Antigenbindendes Fragment; Fv: variables Fragment;
Vy: variables Fragment der schweren Kette.

Antikorper konnen durch den Einsatz von Enzymen gespalten werden (Abbildung 16, unten).
So fithrt der Verdau durch Pepsin zu einem (Fab),-Fragment (Smith, 1990), wihrend Papain
zu zwei Fab-Fragmenten und einem kompletten Fc-Fragment fiihrt. Dies findet auch Einsatz
bei sog. humanisierten Antikorpern, die therapeutisch angewendet werden. Dazu wird nach
dem Pepsin-Verdau der Fc-Teil eines Tieres durch den des Menschen ersetzt und wieder mit
dem variablen Teil verkniipft. Dies ermdglicht, den modifizierten Antikorper in einen Men-

schen zu injizieren, und eine abgeschwichte Immunantwort auszuldsen.
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Die Klassen der Immunoglobuline unterscheiden sich in der konstanten Region der H-Kette,
die als a, 9, €, W, oder y bezeichnet werden. So besitzen IgGs und IgAs drei Cy-Doménen,
wihrend IgMs und IgEs vier Cy-Dominen besitzen (Abbildung 17). Die L-Ketten sind dage-
gen homolog und lediglich in die zwei Untergruppen k und A eingeteilt. Diese konnen sich
mit allen schweren Ketten zu Isotypen verbinden, die sich jedoch in ihrer Effektorfunktion

unterscheiden (Honjo, 2002; Manis, 2002).

\\ﬁ/l

Monomer Dimer (z.T. auch als Monomer) Pentamer
IgD, IgG IgA IgM

Abbildung 17: Schematische Darstellung der verschiedenen Antikorperklassen und ihrer supramole-
kularen Struktur. Die Dimere und Pentamere sind iiber ein cysteinreiches Joining Pep-
tide (olive-griin) untereinander verkniipft.

Beim Auslosen einer Immunreaktion werden zuerst IgM-Antikorper (als Pentamere) gebildet,
nach ca. zehn Tagen steigt der Titer des Monomers des Typs IgG im Serum signifikant an
(Isotypenwechsel). Antikorper der Klassen IgD, IgE (ebenfalls monomer) und IgA (dimer
oder monomer) werden mit gleicher Spezifitdt produziert. Fiir immunologische und immun-
analytische Verfahren ist dennoch nur der IgG-Typ von Bedeutung, da hier die Konzentration
im Serum gegeniiber den anderen Klassen um den Faktor 100 - 100000 erhoht ist. Ein weite-
rer Vorteil bei der Nutzung der IgGs liegt in deren Wasserloslichkeit, die im Vergleich zu

IgMs deutlich erhoht ist, was zudem eine Handhabung in vitro deutlich vereinfacht.

5.2 Herstellung von poly- und monoklonalen Antikérpern

Die Gewinnung von Antikorpern fiir den therapeutischen (z.B. Schutzimpfung) und industri-
ellen (z.B. Immunoassays, Biosensoren) Einsatz stellt nach wie vor eine grofle wissenschaftli-

che Herausforderung dar. Die Herstellung kann dabei polyklonal oder monoklonal erfolgen.

39



II THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Dabei wird unter polyklonal die Gesamtheit der im Serum vorhandenen Antikdrper mit be-

stimmter Spezifitit (gegen ein Antigen) verstanden.

Um generell Antikorper zu gewinnen, muss eine Immunantwort ausgelost werden. Im Allge-
meinen erfolgt dies durch korperfremde, makromolekulare Strukturen mit Molekiilmassen
> 5 kDa (Lottspeich, 2006). Kleinere Molekiile miissen daher an einen makromolekularen
Triager (Carrier), meist ein Trigerprotein wie bovines oder humanes Serumalbumin (BSA,
HSA), Ovalbumin (OVA) oder Himocyanin (Keyhole Limpet Hemocyanin, KLH) gekuppelt
werden (Li, 2010). Bei einer Immunreaktion werden auf diese Weise von verschiedenen B-
Zellen Antikorper gebildet, die jeweils eine andere Sensitivitdt und Spezifitit aufweisen. Die-
se Antikorper sind in ihrem konstanten Teil zwar identisch, unterscheiden sich jedoch in ihren
variablen Regionen (Lottspeich, 2006). Dadurch variieren die Affinititen zum Antigen, die
durch die Sequenz und die rdaumliche Anordnung der Schleifen in den CDRs bestimmt wer-
den. Ebenso konnen sich die Epitope des Antigens, die erkannt und gebunden werden, von
Antikorper zu Antikorper unterscheiden (spez. bei Makromolekiilen). Die Antikdrper werden
von Zellklonen verschiedener B-Zelllinien produziert, weshalb sie als polyklonal bezeichnet

werden.

Bei der polyklonalen Gewinnung werden iiblicherweise groBere Wirbeltiere wie Hasen, Zie-
gen oder Pferde verwendet, die eine ausreichend groe Menge an Serum liefern konnen. Bei
der Immunisierung werden zum einen die zeitliche Funktionsweise des jeweiligen Wirt-
immunsystems (Immunantwort) sowie die Wiederholungen der Immunisierungen optimiert.
Zum anderen miissen die physiologischen Voraussetzungen bei der Menge des verabreichten
Immunogens beriicksichtigt werden. Das Serum des Wirtstiers kann ohne oder auch mit vor-
heriger Affinititsanreicherung wie z.B. Protein-A/G-Sdulen verwendet werden (Bjorck,

1984). Der schematische Verlauf der Herstellung ist in Abbildung 18 dargestellt.

Vorteil der polyklonalen Antikdrper (pAk) ist die vergleichsweise schnelle, einfache und kos-
tenglinstige Herstellung. Zudem werden sie aufgrund der verschiedenartigen Paratope der
Antikorper und damit der Fahigkeit, das Antigen tiber unterschiedliche Epitope zu binden, als
hoch robust in immunoanalytischen Methoden angesehen. Daneben jedoch ist ein pAk an ein
einzelnes Wirtstier gebunden, wodurch zum einen ein erhohter Bedarf hdufig nicht gedeckt
werden kann, da die gewonnenen Mengen in der Regel konstant klein sind (geringe Serum-
konzentrationen), und zum anderen die Produktion mit dem Tod des Tieres beendet ist. Diese
Punkte begrenzen den Einsatz von pAk speziell fiir analytische Methoden und fordern daher

die Entwicklung und Produktion monoklonaler Antikdrper (mAKk).
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Polyklonale Antikorper:
\\\\n,,’/
b Y wo N
AN _ Wartezeit Booster - . H M TH
m (mehrere A Immunisierung I
Wochen) P} pAk
Serum

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Herstellung von pAk.

Aus diesem Grund wurde erstmals 1975 von Kohler und Milstein die sog. Hybridomtechnik
entwickelt, mit der Antikorper unabhiingig vom Wirtstier zu jedem Zeitpunkt gewonnen wer-
den konnen (Kohler, 1975). Dabei werden nach einer Immunisierung von Miusen (die am
hiufigsten verwendeten Wirtstiere) bei ausreichend hohem Titer an gebildeten Antikorpern
die Milz entnommen. Die daraus gewonnenen B-Lymphozyten werden in einem Po-
ly(ethylenglycol)-Medium mit Myelomzellen (Tumorzellen) zu sogenannten Hybridomzellen
fusioniert. AnschlieBend werden die fusionierten Zellen in einem Medium aus Hypoxanthin,
Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) selektiert. Durch das Auftragen auf die MTP
werden die Fusionszellen vereinzelt und diejenigen, die Antikorper produzieren (positive Zel-
len), in groBerem MaBstab kultiviert. Als Zellkulturiiberstand (ZKU) wird das Medium, in das
die produzierten Antikorper sezerniert werden, bezeichnet. Die ZKU werden zum Screening
und zu einer ersten Charakterisierung der Affinititen herangezogen. Geeignete mAk werden
weiterfithrend kultiviert, mehrmals rekloniert und der Antikorper iiber Affinititsanreicherung
aufgereinigt (Bailon, 2000). Die Hybridomzellen konnen nun schockgefroren (mit fliissigem
Stickstoff) und somit fiir unbestimmte Zeit gelagert werden. Aufgrund ihres Tumorzellencha-
rakters sind sie praktisch ,,unsterblich® und konnen in vitro kultiviert werden, wodurch mit
ihnen eine unbegrenzte Antikdrpermenge produziert werden kann. In Abbildung 19 ist die

Herstellung von mAk nach der Hybridomtechnik dargestellt.

Monoklonale Antikérper:
\\I--
- 0-_
Milz
& e 4’ - - W
o’ S i H
; Myelom-
|mr¥vfrﬁ§.r:$e en  zellen Hybridoma- ELISA- Zellkultur-  mAk
9 zellen Screening Uberstand

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Herstellung von mAKk.
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Monoklonale Antikorper besitzen alle neben dem konstanten Teil auch exakt dieselbe variable
Region. Aufgrund dieser chemisch einheitlichen Struktur und Bindungsfihigkeit des Antigens
(und der damit verbundenen molekularen Charakterisierung mittels Massenspektrometrie,
Rontgenstrukturanalyse, etc.) hat sich der Einsatz von mAk speziell in analytischen Metho-
den, wie ELISA, Testreifen etc. durchgesetzt. Obwohl die Produktion schwieriger, langwieri-
ger und wesentlich teurer als die Produktion von polyklonalen Seren ist, sind mAk die heute

meistverwendeten Antikorper.
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1  Messungen mittels Multiplex-Mikroarray

1.1 Chipherstellung

Fiir eine schnelle und parallele Detektion von Mykotoxinen sollte das am Institut fiir Wasser-
chemie und Chemische Balneologie entwickelte System, der sog. Munich Chip Reader der
3ten Generation (MCR 3), eingesetzt werden. Fiir die Modifizierung von Glasobjekttrigern
wurden die vielfach veroffentlichten Standardprozeduren verwendet (Wolter, 2007; Sauceda-
Friebe, 2011; Karsunke, 2011). Als gute Trigermaterialien stellten sich besonders Glasober-
flachen heraus, da diese sowohl hohe physikalische als auch chemische Stabilitit aufwiesen

und die Oberfldchen durch Silanisierung gut modifiziert werden konnten.

Der Glastridger wurde zunédchst mit einem Tensid (Hellmanex) griindlich gereinigt und in Siu-
rebdadern aktiviert. Als Silanisierungsreagenz wurde 3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
(GOPTS) verwendet. Hierbei reagiert das Silan mit der Hydroxyloberfldche, so dass die Glas-
oberfldche mit aktiven Epoxiden terminiert wird. Dabei hat sich gezeigt, dass eine einstiindige
Inkubation nicht zur vollstindigen Belegung mit GOPTS fiihrt (Karsunke, 2011), weshalb in
dieser Arbeit eine Beschichtungsdauer von drei Stunden zur vollstindigen Gleichgewichtsein-
stellung gewihlt wurde (Elbs, 2003; Kloth, 2009). Bei der Silanisierung entsteht eine hydro-
phobe Oberfliche, an der Proteine unspezifisch binden kénnen. Durch Zugabe von Diamino-
polyethylenglykol (DAPEG) entsteht ein hydrophiles Netzwerk, das die Bindung von Was-
sermolekiilen an der Oberfliche ermdglicht und somit unerwiinschte Ablagerungen verhin-
dert. Als weitere Moglichkeit wurde bei einigen Versuchen anschlieend eine Epoxy-PEG

Schicht zur Aktivierung eingesetzt.

Fir die Herstellung regenerierbarer Mikroarray-Chips wurde das indirekte ELISA-Format
genutzt. Dazu wurden die entsprechenden Mykotoxine bzw. Toxin-Derivate kovalent an der
modifizierten Chip-Oberfliche gebunden. Die Immobilisierung der Antikorper (sog. direkter
ELISA) wurde zum einen aufgrund der deutlich eingeschriankten Regenerierbarkeit (Deakti-
vierung einzelner Ak) und zum anderen wegen der bendtigten Sensitivitét bereits zu Beginn
der Arbeit ausgeschlossen. Fiir die Anbringung der Toxine wurden zudem verschiedene Ober-
flachenaktivierungsmechanismen sowie der Einsatz von unterschiedlichen Linkern unter-
sucht. In dieser Arbeit sollten Aflatoxin B1 (AFB1), Ochratoxin A (OTA), Zearalenon (ZEA),
Fumonisin B1 (FB1), Deoxynivalenol (DON) und T-2 bzw. HT-2 Toxin innerhalb der gesetz-

lichen Nachweisgrenzen qualitativ und quantitativ in Getreide bestimmt werden.
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1.2 Synthese von Toxin-Konjugaten

Fiir das kovalente Anbringen der Mykotoxine mussten im Vorfeld entsprechende Derivate
erstellt werden. Dabei sei erwihnt, dass die Toxin-Derivat-Synthesen moglichst einfach (we-
nige Stufen) sein sollten, um die Handhabung der toxischen Substanzen (mg-Mengen) auf ein
Minimum zu reduzieren. Konkret wurden bei ZEA und AFB1 und B2 die Ketogruppen mit
Methylcarboxylamin (CMO) funktionalisiert. Dazu wurde CMO im Uberschuss zum Toxin in
H,O/Pyridin/Methanol-Gemisch (1/1/4, v/v/v) gegeben und fiir vier Stunden refluxiert. Nach
Aufreinigung der Produkte mittels HPLC-UV/Vis enthielten die so derivatisierten Toxine eine

Saurefunktion (Cervino 2007 und 2009). Die Synthese ist in Abbildung 20 zusammengefasst.

MeO

N
H,Olpy/MeOH (O
AFB2 L0._CO,H "2/PyIet AFB2-CMO
tOHNTT? CO,H
OH O cMo OH O
HO Z 0 HO = \N’O\)J\OH
ZEA ZEA-CMO

Abbildung 20: Synthese von AFB2 und ZEA zur Einfiihrung einer Sdurefunktion CMO; Produkte:
AFB2-CMO, ZEA-CMO.

DON besitzt mehrere Hydroxylgruppen, weshalb sich eine Umsetzung mit Succinylanhydrid
(Bernsteinsdureanhydrid, BTS) als eine etablierte Methode anbot (Abbildung 21).

Pyridin
O._o 100°C reflux.

/
Yo 3-AcDON BTS

O~ OH

Abbildung 21: Umsetzung von 3-Acetyl-DON (3-AcDON) mit BTS zur Einfiithrung einer Carbon-
sauregruppe; Produkt: 3-Acetyl-DON-Hemisuccinyl (3-AcDON-HS).
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Hierbei wurde das 3-Acetyl-Deoxynivalenol (3-AcDON) in Pyridin und mit einem Uber-
schuss an BTS fiir vier Stunden refluxiert (Usleber, 1991). 3-AcDON wurde gewihlt, da die
Hydroxylgruppe am C3-Atom mit einer Acetylgruppe geschiitzt ist und somit die Bildung von
zwei unterschiedlichen Produkten verhindert. Die Synthese von T-2 Toxin erfolgte analog,

wurde aber von Dr. R. Dietrich, LMU zu Verfiigung gestellt.

Im Fall von OTA und FB1 sind bereits funktionelle Gruppen vorhanden. So enthélt OTA be-
reits eine Sduregruppe und FB1 sowohl mehrere Sduregruppen als auch eine Aminogruppe,
was eine weitere Umsetzung erspart. Zunédchst war geplant, mittels Festphasen-Peptidsynthese
geeignete wasserlosliche Mykotoxin-Peptid-Konjugate fiir die kovalente Immobilisierung auf
Epoxy-PEG-funktionalisierten Glaschips herzustellen. Fiir die Synthese der linearen Peptide
wurde die von R. B. Merrifield 1963 entwickelte Festphasenpeptidsynthese (Solid Phase Pep-
tide Synthesis, SPPS) verwendet (Barany, 1978; Kroll, 1997). Nach dieser Methode wurde das
Peptid schrittweise vom C- zum N-Terminus aufgebaut. Hierzu wurden die sdurefunktionali-
sierten Mykotoxine OTA, AFB2-CMO, ZEA-CMO und DON-HS mit einem Peptidlinker
umgesetzt. Als Linker wurde hierbei ein lineares Glycin-Serin-Glycin-Lysin-Peptid (lys-gly-
ser-gly-) synthetisiert (Abbildung 22). Dabei sollte das Serin durch seine Hydroxylgruppen
die Hydrophilie des Linkers erhohen und die Immobilisierung iiber die terminale Aminogrup-
pe des Lysins erfolgen. Diese Synthese ist bereits aus Vorarbeiten bekannt (Sauceda, 2011;
Karsunke; 2011). Die erhaltenen Rohprodukte wurden mittels semiprédparativer HPLC aufge-
reinigt. Die Detektion mittels UV-Detektor erfolgte beim jeweiligen Absorptionsmaximum

des Toxins.

Abbildung 22: Strukturen der synthetisierten Toxin-Peptide am Beispiel von A) OTA-gly-ser-gly-lys;
B) AFB2-CMO-gly-ser-gly-lys.

Diese Mykotoxin-Peptid-Konjugate hatten sich im Vorfeld fiir AF und OTA als vorteilhaft
erwiesen (Sauceda-Friebe, 2011b). Deutlich komplizierter erwies sich jedoch die Synthese

entsprechender Verbindungen mit 3-AcDON, da diese jeweils zu geringe Ausbeuten lieferten.
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Alternativ wurde neben der Peptidkupplung ein kiirzerer Linker, der Ethylendiaminlinker,

eingesetzt und untersucht.

Dazu wurden die Toxin-CMO-Derivate in moglichst wenig Dioxan gelost und mittels Dicyc-
lohexylcarbodiimid (DCC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) zu den entsprechenden Aktiv-
estern umgesetzt. Diese wurden dann in eine Losung (Dioxan/Wasser) mit Ethylendiamin im
Uberschuss hinzugegeben, wodurch eine endstindige Aminogruppe eingefiihrt werden konn-

te. Die Synthese ist in Abbildung 23 zusammengefasst.

H.,
H:,Q > AFB2-CMO o AFB2-CMO-Amin
NH,
o O
)\NH

1.DCCINHS _ 0
Dioxan MeO N
B ——

2, Ethylendiamin ZEA-CMO-Amin

/&io\ H,0/Dioxan OH O
0 0
0 0

ZEA-CMO

Abbildung 23: Derivatisierung von AFB2-CMO und ZEA-CMO iiber eine Sauregruppe zur Ein-
fiihrung eines terminalen Amins.

Bei 3-AcDON-HS erfolgte die Kupplung mit Ethylendiamin analog zum AFB2-CMO bzw.
ZEA-CMO. Die jeweiligen Produkte wurden mittels Massenspektrometrie gekoppelt an
Elektrospray-lonisation (ESI-MS) untersucht. Probleme traten nur im Fall von DON auf, bei
dem die gewiinschte Masse des Produktes 3-AcDON-HS-Amin nicht gefunden wurde. Die
Vorstufe zur Sdure (3-AcDON-HS) konnte aber analytisch bestitigt werden und ist in Abbil-
dung 24 dargestellt. Ein moglicher Grund konnte in der Probenaufbearbeitung liegen. DON
gehort zu den hydrophilen Mykotoxinen und durch die Einfiihrung einer Sdurefunktion bzw.
Aminlinkers wird diese chemische Eigenschaft weiter verstirkt, weshalb die Wahl der Lo-
sungsmittelzusammensetzung bei der Probenaufarbeitung (Ausschiitteln mit Wasser und

DCM) eine zentrale Rolle spielen konnte.
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Abbildung 24: ESI-MS-Spektrum des 3-AcDON-HS nach der ersten Synthesestufe.

1.3  Untersuchung der Kreuzreaktivitiiten

Voraussetzung fiir einen multiplexen Mikroarray und die damit verbundene parallele Detek-
tion, ist die hohe Spezifitit der Antikorper, die nicht mit chemisch dhnlichen Substanzen rea-
gieren sollen. Daher galt es, die Kreuzreaktivitdt (KR) der einzelnen Antikérper zu den jewei-
ligen anderen Analyten zu untersuchen. Hierzu wurde ein klassischer indirekt kompetitiver
ELISA verwendet. Dabei wurde stets ein Toxin gekoppelt an ein Protein, meist Bovines Se-
rum Albumin (BSA), als Konjugat zur Beschichtung der Oberfliche verwendet. Es wurde die
Mikrotiterplatte (MTP) mit AFB1-BSA-Konjugat beschichtet und dann fiir die Kompetition
spaltenweise AFB1-, OTA-, DON- und FB1-Verdiinnungen mit dem anti-AFB1-Antikorper
1F2 hinzugegeben. Die KR des Antikorpers gegen AFB1 wurde als 100 % angesetzt, da dies
zur Immunisierung verwendet wurde. Des Weiteren wurden je eine Platte mit DON-BSA,
FB1-BSA und OTA-BSA beschichtet und die jeweiligen Antikorper auf KR untersucht. In
Tabelle 7 sind die dabei erhaltenen Ergebnisse zusammengefasst. Die KR der AFB1, B2, G1

und G2 wurden bereits im Vorfeld bestimmt.
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Tabelle 7: Kreuzreaktivititen aller verwendeten Antikorper bestimmt mit indirektem ELISA.
Kreuzreaktivitit [%]
Antigen anti-AFB1  anti-OTA  anti-DON  anti-FB1  anti-T-2
1F2 5G9 1HS8 1H4 2E7
AFB1 100 0 0 0 0
AFB2 103 n.b. n.b. n.b. n.b.
AFG1 78 n.b. n.b. n.b. n.b.
AFG2 57 n.b. n.b. n.b. n.b.
OTA 0 100 0 0 0
DON 0 0 100 0 0
FB1 0 0 0 100 0
T-2 Toxin' 0 0 0 0 100
HT-2 Toxin' n.b. n.b. n.b. n.b. 15

von Dr. R. Dietrich, LMU

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit besaB der mAk 1F2 (anti-AFB1) eine Reaktivitiit von
103 % zu AFB2. AFG1 und AFG?2 besitzen dagegen einen Lactonring anstelle eines Pen-
tanon-Ringes, wodurch die Affinitdt des Ak auf 78 % bei AFG1 und auf 57 % bei AFG2 sank.
Eine Kreuzreaktivitit gegeniiber OTA, DON, FB1 und T-2 Toxin lag nicht vor. Auch bei den
Antikorpern 5G9 (anti-OTA), 1H8 (anti-DON), 1H4 (anti-FB1) und 2E7 (anti-T-2 Toxin) war
keine KR messbar, was die Herstellung eines Mikroarray-Chip zur parallelen Detektion mit

diesen mAk ermoglicht.

In spiteren Experimenten erfolgte die KR-Bestimmung von anti-T2 Toxin-mAk 2E7 auf dem
Mikroarray. Hierbei wurde T-2 Toxin-HS immobilisiert und je mit T-2 bzw. HT-2 Toxin-
Standards kalibriert. Dabei ergaben sich fiir HT-2 Toxin eine KR von 14.2 %, wobei T-2 To-
xin als 100 % festgelegt wurde. Dieser Wert ist somit mit den Ergebnissen aus dem klassi-
schen ELISA (15 %) nahezu identisch und zeigt die Vergleichbarkeit des Durchfluss-
Mikroarrays zu den klassischen ELISAs auf der MTP.
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14  Testentwicklung am MCR 3

Das Testen des Mykotoxin-Mikroarrays erfolgte mit dem am Institut fiir Wasserchemie ent-
wickelten Munich Chip Reader 3 (MCR 3). Das Messprinzip in dieser Arbeit basiert, analog
dem MTP-Test, auf dem indirekten ELISA-Format, das sowohl kompetitiv als auch nicht-
kompetitiv durchgefiihrt werden kann. Sdmtliche benotigten Reagenzien werden automatisiert
iiber den Mikroarray-Chip geleitet und das Messsignal, dass durch eine Meerrettichperoxi-
dase-katalysierte Reaktion erzeugt wird, mittels einer CCD-Kamera ausgelesen. Der Test ist

schematisch in Abbildung 25 dargestellt.

)[l\ +as Jﬂk 1) Bindung der affinen Primarantikdrper Wasch-
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des indirekt kompetitiven Assays auf dem MCR 3.

Die erhaltenen Text-Dateien wurden mit der Software Spot Image Processor 0.4 (SIP 0.4,
Karsunke Softwarebiiro, Wolnzach, Germany) ausgewertet (siche Kapitel V. 2.5.3). Fiir die
Messung wurde das bereits in Vorarbeiten optimierte Programm eingesetzt, das fiir eine Mes-

sung 11 min bendtigt (Sauceda-Friebe, 2011, Karsunke, 2011).
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1.4.1  Chipherstellung - Vergleich verschiedener Immobilisierungsstrategien

Fiir die Herstellung eines Mikroarrays wurden zwei Immobilisierungsstrategien genauer un-
tersucht. Entscheidend bei der Anbringung der einzelnen Toxine sollte eine moglichst kova-
lente Bindung auf der derivatisierten Oberflidche sein, womit sich eine Voraussetzung fiir die
Wiederverwendbarkeit der Chips ergibt. Wie in Kapitel III. 1.1 beschrieben, wurden bisher
Epoxy-PEG-aktivierte Chips eingesetzt, um anschlieBend Mykotoxin-Peptide iiber terminale
Aminogruppen zu binden (Sauceda-Friebe, 2011b). Diese Konjugate hatten sich im Vorfeld
fir AF und OTA als vorteilhaft erwiesen. Deutlich komplizierter erwies sich jedoch die Syn-

these entsprechender Verbindungen mit DON bzw. 3-AcDON (siehe Kapitel II. 1.2).

Werden nun die einzelnen Mykotoxine bzw. Mykotoxin-Konjugate, wie in Abbildung 26 dar-
gestellt, genauer betrachtet, zeigt sich, dass OTA und FB1 als koppelbare Funktionalititen
Sduregruppen besitzen. Dagegen wurden ZEA und AFB2 bzw. DON und T-2 Toxin bei der
ersten Synthesestufe iiber die Ketogruppe mit CMO bzw. iiber die Hydroxylgruppe mittels
Bernsteinsidureanhydrid funktionalisiert, also ebenfalls reaktive Carbonsdurengruppen einge-

fiihrt.

Qe

HN OH
O
O
ota ¢
oH © ZEA-CMO
@d@
HO SNO~—

T-2-HS

Abbildung 26: Molekulare Strukturen der Mykotoxine. (Oben) OTA und FB1; (Unten) derivatisierte
Toxine: ZEA, DON, AFB2 und T-2 Toxin.
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Daher ergab sich die Uberlegung, die Toxine bzw. Toxin-Derivate alternativ iiber die S#ure-
funktion an der modifizierten Oberfliche zu immobilisieren und somit den zweiten Synthese-
schritt einzusparen (Anbringung einer terminalen Aminogruppe). Wie in Abbildung 27 aufge-
zeigt, wurde die PEGylierung der Chip-Oberfliche bereits nach Aufbringung der DAPEG-
Schicht abgeschlossen, und die Toxine (FB1, OTA) bzw. Toxinderivate (AFB1/AFB2-CMO,
ZEA-CMO, DON-HS, T-2 Toxin-HS) iiber Carboxylfunktionen als Aktivester gebunden
(Abbildung 27, A). Im Vergleich dazu wurden bisher die Toxin-Peptide iiber die Amino-
gruppe auf der Epoxy-PEG-Schicht immobilisiert (Abbildung 27, B). Dabei sei erwihnt, dass
OTA und FB1 auch ohne Aminogruppen direkt auf die Epoxy-PEG-Schicht gebunden haben.

Vermutet wird, dass die Immobilisierung auch hier iiber die Carboxylgruppen erfolgte.

aananan

NANANAR annnann

P AVAVAVAVAVATAS N VAMVAIVAY
MAAVTAAAYAS

AR

MVVAVAAVAAY

MVAVAVAAVAAY

silanisierte Oberfache a TR DAPEG oM H
EEE—— VA EE—— RS
E v N7 z %/Y"x/‘%o’\}"‘“z
PR AAAAYAYAVAY [RMVIViViVVAVN
= AN (o) SRR n
= A L) OH

MAVAVAVATAVAVAY
AV
VAV
AAAAVAAY
B AVAVAVAVAVAAY AAAAAAR
MAAVAVATAVAAY
N AAVAVATAVAAY
R AAVAVAAVAAY

AANANAR
FAVAVAATAVAAY A AAVATAVAAY
MVVVVV

DAPEG-Chip: zwei Inmobilisierungsstrategien

o ol on
S s AN
(A) | (B) HzIN
g g
Glaschip Glaschip
{ Ho-g
NH
"
| 2
Z g
g Z,
g =]
E.

Abbildung 27: Modifizierter Glaschip mit (A) DAPEG-Oberfliche und Immobilisierung der Toxine
iber Carbonséaure; (B) Epoxy-PEG-aktivierte Oberfliche und Immobilisierung iiber
Aminogruppen.
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Fiir die Immobilisierung der sidurefunktionalisierten Mykotoxine wurde zunichst ein Aktiv-
Spottingpuffer, bestehend aus 69 % Carbonat-Puffer, 30 % DMSO, 1 % Glycerol und zusitz-
lich mit 10 Ag. (bzgl. Mykotoxin) 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), 10 Aq. 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 50 uL DIPEA hergestellt. Die Mykotoxine
wurden anschlieend in den entsprechenden Konzentrationen verdiinnt und fiir drei Stunden

bei Raumtemperatur und 100 rpm inkubiert.

Die Toxine bzw. Toxin-Konjugate wurden mit der Solid-Pin-Technik unter Verwendung eines
BioOdyssey Calligrapher MiniArrayer bei einer Luftfeuchtigkeit von 50 % und einer Tempe-
ratur von 15 °C auf die modifizierte Chip-Oberfliche aufgespottet. Dabei taucht beim auto-
matisierten Kontaktverfahren eine Stahlnadel (SN12, Arrayit) in die jeweilige Toxin-Losung
ein, nimmt ein Volumen von 5 nL auf und setzt den Tropfen an einer vorher definierten Stelle

auf dem Glaschip ab.

Vorteil bei Verwendung dieser neuen Immobilisierungsstrategie (Abbildung 27, A) ist, neben
der direkten Zeit- und Kostenersparnis, der Erhalt signifikant hherer Messsignale. Des Wei-
teren wird durch punktuelle Aktivierung (nicht ganzer Chip, sondern Aktivierung der Analy-
ten) die Anlagerung von unerwiinschten Substanzen wihrend der Inkubationszeit vermieden,
sowie eine anschlieBende Deaktivierung eingespart. In Abbildung 28 sind die Signalintensi-
titen von FB1 und OTA auf der Epoxy-PEG-Schicht (direkte Bindung) und auf der DAPEG-
Oberfldache dargestellt. OTA wurde als Aktivester immobilisiert, wiahrend FB1 auf beiden
Oberflidchen direkt gebunden wurde. Eine Sdureaktivierung von FB1 wurde aufgrund einer

intralinter-Polymerisation mit der in der eigenen Molekiilstruktur vorhandenen Aminogruppe

ausgeschlossen.
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Abbildung 28: Vergleich der Signalintensitit von OTA und FB1 auf DAPEG- und Epoxy-PEG-
Oberfliche (n=6,s =1).
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Des Weiteren wurde in Betracht gezogen, dass durch die Anbindung der Toxine iiber einen
»Abstandshalter (z.B. Peptide, Amine, aliphatische Spacer, etc.) ein hoheres Signal erzeugt
werden kann. Die Uberlegung dabei war, dass die Analyten flexibler und leichter erreichbar
fiir die Antikorper sind. Zudem konnte bei SPR-Biosensoren eine Verbesserung der Signal-
stiarke durch Einfithren von Linkern gezeigt werden (Wu, 2002; Yuan, 2009). In Abbildung 29
sind die Signalintensititen der jeweiligen Toxine bei linkerfreier oder Anbindung iiber einen
kurzen Linker an die Chip-Oberfliache dargestellt. Dabei wurden unter konstanten Bedingun-
gen (Spotting-Konz. und Ak-Konz.) die Signale vom Toxin-Peptid (Toxin-gly-ser-gly-lys)
und Toxin mit Ethylendiaminlinker (auf Epoxy-PEG-Schicht) mit den Toxin-
Aktivesterkopplungen (auf DAPEG-Schicht) verglichen.
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Abbildung 29: Vergleich der Signalintensititen von Toxinen gebunden an ein Peptid bzw. Amin auf
einer Epoxy-PEG- und als Aktivester auf der DAPEG-Oberfldche (n = 6, s = 1).

Die hochsten Signalintensitidten wurden wider Erwarten bei den Toxinen mit dem geringsten

Abstand zur Oberfldche erhalten. So zeigten die jeweiligen Peptide, gefolgt von den Aminen
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auf der Epoxy-PEG-Oberfliche eine niedrigere Signalstirke als die sdureaktivierten Toxine
auf der DAPEG-Schicht. OTA wurde zusitzlich ohne Aktivierung auf der DAPEG-
Oberfliche immobilisiert. Dabei konnte dennoch ein Signal hoher als das jeweilige Peptid
erzeugt werden. Es sei darauf hingewiesen, dass das generierte Signal von DON-Peptid nur
geringfiigig vom Hintergrund unterscheidbar war und erst die Aktivierung des DON-HS-

Konjugates eine ausreichende Signalintensitit fiir die weiterfithrenden Experimente lieferte.

14.2  Regenerierbarkeit des Mikroarrays

Fiir eine profitable Analysemethode ist es notwendig, moglichst geringe Kosten zu erzeugen.
Da die Herstellung der Chips sowie die einzelnen Synthesen der Analyten sehr zeitaufwindig
sind, sollten die Glaschips regenerierbar, also wiederverwendbar sein. Dies ermoglicht des
Weiteren den Einsatz von nicht speziell geschultem Personal und verbessert somit die Wirt-
schaftlichkeit dieser Methode. Bisher sind regenerierbare Chips nur bei SPR-Biosensoren

bekannt (Tudos, 2003; van der Gaag, 2003).

Durch Regenerationsexperimente sollte zusitzlich die Signalstabilitit als Ausdruck einer
stabilen (kovalenten) Immobilisierung der Mykotoxine auf der Chip-Oberfldache untersucht
werden. Die entscheidenden Kriterien waren die vollstindige Entfernung der an die Myko-
toxine gebundenen Primirantikorper, ohne dabei die kovalent gebundenen Toxine zu entfer-
nen bzw. strukturell zu verdndern, und als Weiteres, die Verhinderung eines biofoulings (An-
lagerung von Matrixbestandteilen) auf der Oberfldche, die zur Beeintrichtigung der Anti-
korpererkennung fithren konnen. Als Regenerationslosung wurde ein Glycin-HCl-Puffer (pH
3.0) mit 0.1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) eingesetzt. Das Messprogramm benétigte fiir ei-

nen Zyklus 11 min.

Im ersten Teil dieses Kapitels stand die Selektion eines Ak gegen das T-2 Toxin mit passen-
der Regenerierbarkeit im Vordergrund. Fiir die restlichen Mykotoxine waren bereits geeignete
Ak zur Verfiigung gestellt. Dafiir wurden in PBS nicht-kompetitive Zyklen (Bestimmung des
maximalen Chemilumineszenz-Signals als Mal fiir eine unbelastete Probe) fiir OTA, DON
und T-2 Toxin gemessen. Fiir T-2 Toxin standen vier Zellkulturiiberstinde (ZKU) 1A12, 2E7,
3F5 und 3H4 zur Verfiigung. Fiir die Untersuchung des Regenerationsverhaltens wurde fiir
jeden ZKU ein eigener Chip verwendet. Auf dem modifizierten Chip waren OTA, DON-HS

und T-2 Toxin-HS immobilisiert. Dabei wurden jeweils vier Messungen mit den mAk anti-
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OTA, anti-DON und anti-T-2 Toxin parallel durchgefiihrt. AnschlieBend wurde nur Casein
ohne Antikorper liber den Chip geleitet, was kein Signal erwarten ldsst, wenn vollstindige
Desorption bzw. Regenerierung vorliegt. In Abbildung 30 sind die Signalintensititen von

OTA, DON und T-2 Toxin nach den ersten Messungen mit mAk 1A12 gegen T-2 Toxin dar-

gestellt.
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Abbildung 30: Vergleich: Regenerationsverhalten der mAk von OTA, DON und T-2 Toxin 1A12
(n =6, s =1), mAk: Signal nach Zyklus mit Ak, ohne: Signal nach Zyklus ohne Ak.

Es zeigte sich, dass bei ZKU 1A12 im Vergleich mit OTA und DON bei gleicher Konzentra-
tion das hochste Signal generiert wurde. Allerdings konnte der mAk 1A12 unter den Re-
generationsbedingungen von pH 3.0 mit 0.1 % SDS auch nach vier Messungen (ohne Zusatz
von Ak) nicht vollstindig von dem an der Oberfliche gebundenen Analyten entfernt werden.
Im Vergleich dazu konnte bei den Toxinen OTA und DON bereits nach der ersten Regenera-
tion kein Signal mehr detektiert werden. Der Einsatz des mAk 1A12 fiir den regenerierbaren
Chip war daher ungeeignet. Das gleiche Verhalten, aber mit deutlich niedrigerem Signal (es
ist zu bedenken, dass die Absolutwerte nicht von Chip zu Chip iibertragbar sind) zeigte auch

der mAk 3F5 und ist somit ebenfalls fiir diese Zielstellung nicht verwendbar.

Die ZKU 3H4 und 2E7 zeigten dagegen das gewiinschte Regenerationsverhalten, also kein
Signal nach der ersten Regeneration. Der ZKU 3H4 fiihrte bei den Regenerationsmessungen
grundsitzlich zu einem deutlich niedrigeren Signal, das minimal vom Hintergrund zu unter-
scheiden war, und wurde daher nicht weiter verwendet. In Abbildung 31 ist das Regenerati-

onsverhalten von OTA, DON und ZKU 2E7 dargestellt.
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Abbildung 31: Vergleich: Regenerationsverhalten der mAk von OTA, DON und T-2 Toxin 2E7
(n =6, s = 1), mAk: Signal nach Zyklus mit Ak, ohne: Signal nach Zyklus ohne Ak.

Das beste Regenerationsverhalten wurde dabei bei den ZKU gefunden, die ein deutlich gerin-
geres Signal hervorriefen und somit wahrscheinlich eine geringere Affinitit aufwiesen. Je
hoher die Affinitét, desto stiarker die Bindung zwischen Antikorper und Analyten, und umso
schlechter scheint die Regenerierbarkeit. Fiir die Herstellung von regenerierbaren Chips miis-
sen daher alle verwendeten Ak einzeln getestet und genau untersucht werden. Fiir FB1 stan-
den zwei mAk (1H4 und 2ES) zur Verfiigung, die beide ein geeignetes Regenerationsverhal-

ten zeigten.

Mit den entsprechenden Antikorpern (fiir FB1 mAk 1H4) erfolgten nun 50 aufeinanderfol-
gende (automatisierte) nicht-kompetitive Zyklen mit 20 % Methanol in PBS. Es wurde dabei
das Regenerationsverhalten von AFB1, OTA, FB1, DON und T-2 Toxin parallel untersucht.
Dabei lag die Streuung (Standardabweichung iiber alle 50 Zyklen) unter 11 % und die Verlus-
te des Signals bei 1 — 11 %. Dies zeigte, dass die hergestellten Mikroarray-Chips wiederver-
wendbar sind. Zusétzlich wurden 50 Messungen in Hafer-, Weizen-, Maismehl- und Maispo-
lenta-Extrakt (20 % Methanol) durchgefiihrt, um einen Einfluss von moglichen Matrixbe-
standteilen oder ein sog. biofouling zu untersuchen. In Abbildung 32 sind die 50 Messungen
in Weizenmatrix dargestellt. Zu erkennen ist, dass die erste Messung stets niedrigere Werte
lieferte und damit die Vermutung nahelegt, dass der Mikroarray-Chip offenbar eine kurze

Inkubationsphase (evtl. Quellen der PEG-Schicht) benétigt.
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Abbildung 32: Untersuchung der Regenerierbarkeit des Mykotoxin-Chips in 20 % Methanol in
Weizenmatrix als Blank (n=6,s =1).

Bei dem Einsatz von Weizenmatrix lag die Streuung iiber die 50 Zyklen (Messung 1 wird
aufler Acht gelassen) <9 %. Dies ermdoglicht nun den Mittelwert (MW) der Signalintensititen
der ersten drei Messungen (2, 3 und 4) mit denen der letzten drei (48, 49 und 50) zu verglei-
chen. Die dabei erhaltenen Ergebnisse zeigten immer noch Signalintensititen von 84 — 103 %
fiir alle Mykotoxine in Weizenmatrix (AFB2: 103 %, OTA: 98 %, DON: 84 %, FB1: 90 %
und T-2 Toxin: 97 %). Fiir die anderen Matrizes lagen die Signalverluste mit < 18 % im glei-
chen Bereich bei einer Streuung der 50 Blankmessungen von < 11 %. In Tabelle 8 sind die
erhaltenen Ergebnisse zusammengefasst. Dabei wurden stets der MW aus den Blankmessun-

gen 2, 3 und 4 mit den MW der letzten 3 Messungen (48, 49 und 50) in Bezug gestellt.

Beim Vergleich verschiedener Matrizes war somit kein Unterschied in der Signalstabilitit zu
beobachten. So zeigte OTA nach 50 Messungen durchschnittlich ein Signal von
96.55 £ 1.80 %. Der daraus resultierende prozentuale Fehler lag mit 1.87 % fiir immuno-
logische Methoden sehr niedrig (normalerweise ~10 — 20 %). Bei AFB1 war das Signal in
verschiedenen Matrizes bei 102.14 + 8.87 % mit einem Fehler von 8.70 %, DON und FB1
zeigten einen rel. Fehler von 7.08 % und 5.14 %. T-2 Toxin hat mit 11.70 % die grofite Ab-
weichung, die durch die hohen Signale von 118.65 % bei Hafer und Maismehl zu erkliren

sind.
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Tabelle 8: Vergleich der Signale nach 50 nicht-kompetitiven Zyklen in verschiedenen Matrizes
bei paralleler Messung.
Toxin Chemilumineszenz-Signal nach 50 Zyklen' [%]
. 20 % Methanol
Aktivester Hafer | Weizen | Maismehl | Maispolenta
in PBS
AFBI1 111.33 93.97 | 102.84 92.30 110.27
OTA 95.23 96.49 98.23 94.36 98.46
DON 96.25 92.41 84.42 85.96 99.53
FB1 nicht aktiviert 98.95 87.67 90.22 96.92 96.47
T-2 Toxin 99.99 118.85 | 97.06 118.65 93.15

! MW (Messung 48,49,50)/MW (Messung 2,3,4)*100 %

In Abbildung 33 sind die verschiedenen Matrixeinfliisse auf das Regenerationsverhalten bzw.

die Signalintensitit anhand von DON {iiber 40 Zyklen dargestellt.
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Abbildung 33: Vergleich des Regenerationsverhaltens von DON in verschiedenen Matrizes

(n=6,s=1).

Allerdings wurde ein deutlicher Einfluss der ,,Getreidematrix* als solche auf die Signalinten-

sitdt festgestellt. So zeigte z.B. DON bei 20 % Methanol in PBS ein Signal von 7000 a.u.,
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wihrend beim Messen mit Matrix Werte von ca. 3500 a.u. zu beobachten waren. Dieser Ein-
fluss konnte auch bei den anderen Mykotoxinen beobachtet werden. Es bestitigt somit die

Notwendigkeit, Matrix-Kalibrierungen fiir die Quantifizierung von Realproben zu erstellen.

1.4.3  Erstellen von Toxin-Kalibrierungen mittels kompetitiven Immunoassays

Nachdem die Signalstabilitdt der immobilisierten Mykotoxine sichergestellt wurde, konnten
mittels indirekt kompetitiven Immunoassays erste Kalibrierungen erstellt werden. Hierzu
wurden die Verdiinnungen fiir die Kalibrierung nicht mit 20 % Methanol in PBS, sondern mit
20 % Methanol in Hafermatrix erstellt, da nur so eine spitere Quantifizierung von aufgestock-
ten Proben oder natiirlich kontaminierten Realproben erméglicht wird. Ein gewisser Anteil an
Methanol muss wegen der unpolaren Mykotoxine zugesetzt werden, um eine vollstindige
Loslichkeit zu garantieren. Haferschmelzflocken haben sich dabei in Vorversuchen als opti-

mal erwiesen, um auch Proben anderer Getreidearten zu analysieren.

Die Erstellung von Kalibrierlosungen erfolgte wie in Kapitel V. 2.6.1 beschrieben. Die Stan-

dards fiir die Kalibrierungen enthielten folgende Konzentrationen:

- AFB1/0OTA: 0.05, 0.01, 0.5, 0.1, 1.0, 5.0 und 10.0 pg/L
- DON/T-2 Toxin: 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 500.0 und 1000.0 ng/L
- FB1: 0.5, 2.0, 5.0, 20.0, 50.0, 200.0, 500.0 und 1000.0 pg/L

- HT-2 Toxin: 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 500.0, 1000.0 und 2000.0 pg/L

Es sei darauf hingewiesen, dass durch die Extraktion sowie durch den zweiten Verdiinnungs-
schritt auf 20 % Methanol ein Verdiinnungsfaktor von 16 erhalten wurde. Dies fiihrte zu der
Schwierigkeit, die ohnehin niedrigen Grenzwerte von AF und OTA von 2.00 — 4.00 pg/kg
bzw. 5.00 ug/kg zu erfassen. Daraus leiten sich Werte (Limits of Quantification, LOQ) von
0.25 pg/L und 0.31 pg/L fiir die Kalibrierungen ab, die mit mdéglichst affinen Antikérpern
erreicht werden miissen. Die erhaltenen Kalibrierkurven fiir AFB1, OTA und DON sind in

Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Kalibrierungen in Hafermatrix fiir (A) AFB1, (B) OTA und (C) DON, mit berechneter
Nachweisgrenze (LOD) und Arbeitsbereich (n=9-8; m=6,s=1).

Bei den erhaltenen Parametern lag somit fiir AFB1 die Nachweisgrenze bei 0.05 ug/L bzw.
bei 0.86 pg/kg (nach Einbeziehen des Verdiinnungsfaktors) und fiir OTA bei 0.07 ug/L bzw.
1.12 pg/kg. Die Testmittelpunkte (bei 50 %) mit 5.45 pg/kg fir AFB1 und 5.15 pg/kg ermog-
lichen somit eine Quantifizierung fiir die Summe der AF und OTA innerhalb der gesetzlichen
Grenzwerte. Da der LOD bei AFB1 bei 0.86 pg/kg lag, ergab sich ebenso die Moglichkeit den
Grenzwert von AFB1 mit 2.00 pg/kg zu erfassen. Als Arbeitsbereich wurde das Intervall zwi-
schen 80 % und 20 % der oberen Asymptote gewdhlt. Es wird davon ausgegangen, dass in
diesem Bereich eine lineare Abhéngigkeit der halblogarithmischen Fitkurve vorliegt. Die Ar-
beitsbereiche erstreckten sich dabei von 2.56 —11.61 pg/kg fiir AFB1 und von 1.72 -
15.42 png/kg fiir OTA.

DON und FB1 liegen mit den Hochstmengen von 750 — 1750 pg/kg bzw. 400 — 4000 ug/kg
deutlich hoher als OTA und AFBI1. Fiir DON wurde eine Nachweisgrenze von 23.35 ug/kg
mit einem Testmittelpunkt von 228.25 ng/kg erreicht. Der Arbeitsbereich lag bei 64.80 —
804.04 ng/kg.

In Abbildung 35 ist die erzeugte Kalibrierkurve in Hafermatrix von FB1 mit mAk 1ES darge-
stellt.
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Abbildung 35: Kalibrierkurve von FB1 mit mAk 1ES5, erzeugt in Hafermatrix, mit berechneter
Nachweisgrenze (LOD) und Arbeitsbereich (n =8, m=6, s =1).

Fiir FB1 wurde zunichst der mAk 1E5 zur Kalibrierung eingesetzt. Dabei ergab sich eine
Nachweisgrenze von 0.30 ug/L bzw. 4.84ug/kg und ein Testmittelpunkt von
5.27 £0.58 ug/L bzw. 84.29 + 9.28 ng/kg. Da der Arbeitsbereich bei 19.80 — 354.24 ng/kg
war, lag sogar der niedrigste Grenzwert von 400 pg/kg aulerhalb des messbaren Bereichs der
Kalibrierkurve. Um weiterhin mit nur einer Messung die parallele Quantifizierung aller fiinf
Mykotoxine zu ermoglichen, war eine weitere Verdiinnung der Probe keine Option. Weitere
Verdiinnungen hitten theoretisch noch sensitivere Kalibrierungen, speziell bei OTA und
AFBI1 ermoglicht, dies schien aber mit den vorhandenen mAk grenzwertig. Daher wurde
durch Erhéhung von Ak- und Hapten-Spotting-Konzentration versucht, eine Verschiebung

der Kalibrierung zu hoheren FB1-Konzentrationen zu erreichen.

Allerdings war der gewiinschte Effekt im Vergleich zu den Mehrkosten (durch Verbrauch an
Ak und FB1) minimal, so dass ein weiterer Antikorper, nimlich 1H4, fiir die Kalibrierung
eingesetzt und charakterisiert wurde. In Abbildung 36 ist die erhaltene Kalibrierung mit mAk

1H4 in Hafermatrix dargestellt.
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Abbildung 36: Kalibrierkurve von FB1 mit mAk 1H4, erzeugt in Hafermatrix, mit berechneter
Nachweisgrenze (LOD) und Arbeitsbereich (n=9, m=6,s =1).

Dabei zeigte sich eine deutlich geringere Affinitit des Antikorpers zu FB1. So lag die Nach-
weisgrenze bei 9.92 ug/L bzw. 159.02 pg/kg, der Testmittelpunkt bei 38.13 ug/L. bzw.
610.16 pg/kg und der Arbeitsbereich bei 168.02 —2215.84 pg/kg. Der mAk 1H4 hatte im
Gegensatz zu 1E7 eine 7-fach geringere Sensitivitdt und war somit fiir unser Testsystem und

die geplante Applikation optimal.

Zur Untersuchung und Charakterisierung von mAk 2E7 gegen T-2 Toxin wurden zunichst

Kalibrierungen mit T-2-Standards und mit HT-2-Standards hergestellt (Abbildung 37).

Fir T-2 Toxin ergab sich eine Nachweisgrenze von 2.44 pg/L bzw. 39.02 pg/kg und ein
Testmittelpunkt von 16.72 ug/L bzw. 267.54 ug/kg. Der Arbeitsbereich erstreckte sich somit
von 55.29 —1294.50 pg/kg. Im Vergleich dazu lagen die Nachweisgrenze von HT-2 Toxin
mit 256.00 pg/kg, sowie der Testmittelpunkt mit 1891.01 pg/kg bei deutlich hoheren Kon-
zentrationen. Der Arbeitsbereich erstreckt sich von 450.17 — 7943.55 pg/kg. Der mAk 2E7
zeigte somit eine deutlich hohere Affinitédt gegeniiber T-2 Toxin als gegeniiber HT-2 Toxin.
Letzteres unterscheidet sich in einer fehlenden Acetylgruppe am C4-Atom (siehe Kapitel II
1.7).

64



IIT ERGEBNIS UND DISKUSSION

7000 / /
A) i 7 nN=9, mM=6
6500 —

6000 — % E LOD
Arbeitsbereich:

5500 q-----------—--------- ~X_untere Grenze bei 80 % Signal

5000 -

4500 -

3500 -

]
]
]
]
]
]
]
I
4000 - :
:
]
| Arbeitsbereich:
3000 — | obere Grenze
e T e bei 20 % Signal

2500 -

Chemilumineszenz [a.u.]

1
|
1
2000 !
1
1

1500 +——/f———rrr—— e — e ——
0,09 0,81 7,29 65,61 590,49

Konzentration von T-2 Toxin [ug/L]

nN=9, m=6

LOD
Arbeitsbereich:

untere Grenze bei 80 % Signal

Arbeitsbereich:
obere Grenze
bei 20% Signal

Chemilumineszenz [a.u.]
3
o
o
1

3000 ~—r—y/ f—r—r—rrrrr e — e ——r
0,09 0,81 7,29 65,61 590,49

Konzentration von HT-2 Toxin [ug/L]

Abbildung 37: Kalibrierkurve (A) von T-2 Toxin und (B) von HT-2 Toxin mit mAk 2E7 (1:5000),
erzeugt in Hafermatrix mit berechneter Nachweisgrenze (LOD) und Arbeitsbereich
=9, m=6,s=1).

Erstrebenswert wire es, einen Antikorper einzusetzen, der fiir die Quantifizierung der Summe

von T-2 und HT-2 Toxinen geeignet ist. Fiir die Fusarientoxine T-2 und HT-2 Toxin sind bis-
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her noch keine gesetzlichen Grenzwerte vorgegeben, wobei allerdings eine Empfehlung der
Kommission zur Reduzierung der Toxine in Getreide vorliegt (EU, Empfehlung der Kommis-
sion, 2006). Aus den erhaltenen Werten konnte zusétzlich die Kreuzreaktivitidt (KR), wie in
Kapitel III. 1.3 beschrieben, bestimmt werden. HT-2 Toxin wurde aufgrund zu geringer KR

(15 %) des vorhandenen mAk nicht weiter untersucht.

In den nachfolgenden Versuchen wurde fiir T-2 Toxin eine hohere Ak-Verdiinnung von
1:10000 gewihlt, was eine Verschiebung der Kalibrierparameter zur Folge hatte. Daher lagen
die Nachweisgrenze der erhaltenen Kurve bei 27.10 pg/kg, der Testmittelpunkt bei
201.09 pg/kg und der Arbeitsbereich im Intervall von 51.72 — 781.83 pg/kg.

144  Mehrtages-Studie (interday study)

Nachdem die Kalibrierungen fiir jeden Analyten bzgl. Spotting- und mAk-Konzentration op-
timiert wurden, wurde anschlieBend die Robustheit der Methode getestet. Hierfiir wurden in-
nerhalb einer Woche drei Kalibrierungen erstellt (Mehrtages-Studie). Dabei wurden die Chips
von derselben Chip- sowie Spotting-Charge eingesetzt. Die Extrakte und Kalibrierverdiinnun-
gen wurden je separat und frisch hergestellt (an jedem Messtag). Die Kalibrierkurven sind in

Abbildung 38 dar.
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Abbildung 38: Mehrtages-Studie fiir (A) AFB1, (B) OTA, (C) FB1, (D) DON und (E) T-2 Toxin
Mmh=8-9,m=6,s=1).

Es handelt sich dabei um nicht normierte Chemilumineszenz-Signale. Sdmtliche Kalibrier-

kurven zeigten relativ geringe Unterschiede in den maximalen Absorptionen (< 13 %). Dabei
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wurden fiir AFB1 und OTA die geringsten Abweichungen festgestellt. Es fiel auf, dass bei
allen vier Mykotoxinen die oberen Asymptoten am Tag ,1°‘ am niedrigsten ausfielen, wihrend
sie an den Tagen ,3° und ,5° weitgehend deckungsgleich waren. Ein moglicher Grund fiir die-
se Abweichung konnte darin liegen, dass die am Tag ,1° gemessenen Chips direkt nach dem
Waschen (Desorption von nicht gebundenen Analyten nach 24 h Inkubation) eingesetzt wur-
den, wihrend die Chips von Tag ,3° und ,5° im Exsikkator gelagert wurden. Hier wire somit
zu priifen, ob eine gewisse Lagerzeit (2 — 3 Tage) vor der Analyse zu vergleichbareren Ab-
solutsignalen fiihrt. Die nahezu identischen Signale von Tag ,3‘ und ,5°¢, speziell bei OTA und
AFBI1, lassen schlussfolgern, dass die Chips eine Woche lagerbar sind. Fiir eine genaue Cha-
rakterisierung der Vergleichbarkeit miissen die einzelnen Kurvenparameter, wie in Tabelle 9

zusammengefasst, genauer betrachtet werden.

Tabelle 9: Vergleich der Testmittelpunkte (ICsy) und der Arbeitsbereiche der Kalibrierungen aus
der Mehrtages-Studie von AFB1, OTA, FB1 und DON (Interassay-
Standardabweichung, n =3, s = 1).

Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
AFB1
ICsp
5.5 5.5 47 52 £05
[ug/klg]
LB™ 106 —116 |25 -120 |21 -106 |24 +03-11.4 +07
[ug/kg]
OTA
ICsp
5. 5. 5.4 52 +£02
[ug/klg]
LB" 117 _159 17 —154 |19 -151 |18 +0.1-155 +04
[ug/kg]
FB1
ICso 612.4 610.2 711.8 644.8 + 58.5
[ug/klg]
[uljkg] 159.4 223533 | 168.1-2215.8 | 123.7-3096.3 | 150.4 + 23.1- 2555.1 + 473.7
DON
ICso 282.7 287.9 299.0 289.9 + 8.3
[ug/klg]
LB 1660 —12099 |75.6 —1097.1 | 762 -1173.1 | 72.6 +5.7 —1160.1%57.5
[ug/kg]
T-2 Toxin
ICso 201.1 199.9 201.1 200.7 + 0.7
[ug/klg]
LB 1517 7818 |509 —785.6 |551 —734.4 |52.6 £2.2-767.3 +28.6
[ug/kg]

'Linearer Bereich: 80 — 20 % - Signal
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Fir AFBI1 lagen die Standardabweichungen fiir den ICso-Wert sowie fiir die untere Grenze
des Arbeitsbereiches bei 10 % bzw. 13 %. Mit 6 % lag die Abweichung der oberen Grenze
des linearen Bereiches geringfiigig niedriger. Die Streuung resultiert v.a. aus der niedrigeren
Asymptote des Tages ,1°. Bei OTA lagen alle Standardabweichungen unter 6 %, wobei der
Wert am ICsp mit 4 % sehr niedrig war und somit eine hohe Reproduzierbarkeit zeigte. FB1
dagegen hatte deutlich hohere Abweichungen von 15 % bei der unteren Grenze bzw. 19 % bei
der oberen Grenze des Arbeitsbereiches. Der Grund hierfiir lag an der Kalibrierkurve am Tag
,5¢, die sich in der oberen und unteren Asymptote, sowie in der Lage des Arbeitsbereiches von
den anderen zwei Kurven etwas unterscheidet. Bet DON waren die Standardabweichungen
fiir den IC50-Wert mit 3 % und der unteren/oberen Grenze des Arbeitsbereiches von 8 % und
5 % ebenfalls sehr klein. Die Mehrtages-Studie zeigte bei T-2 Toxin die geringsten Stan-
dardabweichungen. So lag der rel. Fehler fiir den oberen und unteren Arbeitsbereich unter

4 9% und fiir den 1Csp-Wert von 200.67 + 0.67 ug/kg bei unter 1 %.

Dieser Vergleich verdeutlicht die hohe Reproduzierbarkeit der Methode. Zudem lassen diese
Ergebnisse vermuten, dass eine Kalibrierung pro Chipcharge bzw. Spotting-Charge ausrei-
chen sollte, und damit ein hoherer Probendurchsatz ermoéglicht wird. Durch automatisierte
Chipherstellung unter Reinraumbedingungen sollten noch deutlich bessere Vergleichbarkeiten

erreicht werden.

1.4.5 Messung von dotierten Proben

Um die Methode hinsichtlich ihrer quantitativen Analysefdhigkeit zu untersuchen, mussten
verschiedene Realproben hergestellt und untersucht werden. Fiir die Kalibrierung wurde Ha-
fermatrix eingesetzt und zunichst selbst aufgestockte Proben verschiedener Matrizes (Hafer-
schmelzflocken, Weizenmehl, Roggenmehl und Maispolenta) hergestellt (genaue Beschrei-
bung siche Kapitel V. V2.6.2). Dabei wurde stets eine Blank-Probe (d.h. nicht dotierte Probe)
gemessen, um evtl. spezifische Matrixeinfliisse, die bei der Auswertung mit der Kalibrierung
zu einer Erhohung oder Senkung von Mykotoxin-Kontaminationen aufgrund von Signaldif-
ferenzen fithren konnen, auszuschlieBen. Die Proben wurden so dotiert, dass die Mykotoxin-
konzentration um den gesetzlichen Grenzwert bzw. darunter oder dariiber lag. Zudem sollte
untersucht werden, ob mit einer Hafermatrix-Kalibrierung auch andere Getreideproben quan-
tifiziert werden konnen (wie in Vorarbeiten bereits mittels indirektem ELISA auf MTP unter-

sucht). Die Proben wurden wie bei der Mehrtages-Studie an drei verschiedenen Tagen frisch
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hergestellt, extrahiert und gemessen. Nach Extraktion mit Methanol /Wasser (80/20; v/v) und
Verdiinnung mit PBS wurden die Wiederfindungsraten (WF) bestimmt, die in Tabelle 10 zu-
nichst fiir die AF und OTA aufgefiihrt sind (Karsunke, 2011).

Tabelle 10: Vergleich der WF von dotierten Proben mit AF und OTA, bestimmt mit MCR 3
(m = 3, s = 1; Karsunke, 2011).

AF OTA

Dotierte ~ Gefundene WE Dotierte Gefundene WF
Matrix Konz. Konz. Konz. Konz.

[ngrkgl  [nglkel [%] [ug/ke] [ug/ke] [%]
Hafer 0 <09 - 0 <1.1 -
Hafer 1 1.4 £ 0.7 140 =70 3 26 = 0.8 87 +27
Hafer 6 43 += 0.8 72 13 7 64 = 0.7 91 +10
Hafer 6* 79 £ 1.9 132 + 32 - - -
Weizen 0 <09 - 0 <11 -
Weizen 1 1.5 £ 0.8 150 + 80 3 3.1 £ 0.8 103 £27
Weizen 6 52 05 87 +8 7 84 £ 3.6 120 +51
Weizen 6% 7.7 + 0.9 128 £15 - - -
Roggen 0 <0.9 - 0 <l1.1 -
Roggen 1 1.6 £ 0.7 160 =70 3 3.6 £ 0.8 120 + 27
Roggen 6 46 £ 09 77 £15 7 7.0 £ 0.8 100 £ 11
Roggen 6* 69 = 1.2 115 £ 20 - - -

“: AFB1, B2, G1 und G2 zu je 1.5 pg/kg dotiert

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Blank-Proben als solche identifiziert wurden und somit kein
getreidespezifischer Einfluss zu beobachten war. Die Konzentrationen lagen unterhalb der
Arbeitsgrenze bzw. dem LOD und konnten somit nicht bestimmt werden. Bei den Realproben
mit 1 pg/kg fiir AFB1 wurden WF von 140 — 160 % gefunden. Diese Uberbestimmung kann
dadurch erklédrt werden, dass die Werte unterhalb der Arbeitsgrenze von 2.4 ng/kg lagen, aber
aufgrund des LODs von 0.9 pg/kg noch bestimmt werden konnten. Bei den aufgestockten
Realproben mit 6 pg/kg AFB1 lag die WF im Bereich zwischen 72 — 87 % und fiir Proben mit
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6 ug/kg fiir die Summe aller AF lagen die WF zwischen 115 — 132 %. Bei OTA lagen alle
WF bei 87 — 120 % und waren somit im typischen Bereich von immunologischen Analyse-

methoden. In Tabelle 11 sind die bestimmten WF von FB1 und DON zusammengefasst.

Tabelle 11: Vergleich der WF von dotierten Proben mit FB1 und DON, bestimmt mit MCR 3
(m=3,s=1).

FB1 DON

Dotierte Gefundene WE Dotierte Gefundene WE
Matrix Konz. Konz. Konz. Konz.

[ug/kgl  [nglkg] (%] 1 [ugike] [ng/kg] %]
Hafer 0 <159.0 - 0 <234 -
Hafer 800 588 +103 74+13 | 400 268 £2 67 *0
Hafer 1000 718+71 72+7 750 592 +286 79 +38
Weizen 0 < 159.0 - 0 <234 -
Weizen 800 444 +68 55+8 400 315 +25 79 +6

Weizen 1000 642 +7 64+1 750 1171 £ 151 147 £17
Roggen 0 < 159.0 - 0 <234 -
Roggen 800 565+68 718 400 230 =49 58 =13
Roggen 1000 689 +£93 69 +10 750 586 29 78 =4
Maispolenta 0 <159.0 - 0 <23.4 -
Maispolenta 800 637110 8014 400 259 +£24 65 6

Maispolenta | 1000 740 =113 74+13 750 502 +£54 67 =7

Bei DON und FB1 zeigten die Wiederfindungsraten, mit Ausnahme einer Weizenprobe
(147 %) bei DON, deutliche Unterbestimmungen. So waren die WF bei FB1 von 55 — 80 % in
einem dhnlichen Bereich wie die WF von DON mit 58 — 79 %. Da diese beiden Mykotoxine
zu den wasserloslichen, also polaren Substanzen gehoren, konnen sie mit der 80/20 (Me-
thanol/Wasser, v/v) Methode offenbar nicht vollstindig aus den Getreideproben herausgelost
werden (siehe Kapitel II 2.1). Diese Unterbestimmungen werden daher auf die Extraktions-

methode zuriickgefiihrt.
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Da fiir T-2 Toxine noch keine festgelegten Grenzwerte existieren, wurden zur Dotierung von
Proben Konzentrationen gewdhlt, die unterhalb bzw. oberhalb des Testmittelpunktes lagen. In

Tabelle 12 sind die erhaltenen Werte dargestellt.

Tabelle 12:  Zusammenfassung der WF von dotierten Proben mit T-2 Toxin, bestimmt mit MCR 3

(m=3,s=1).
T-2 Toxin
Dotierte  Gefundene WEF
Matrix Konz. Konz.
[ug/kgl  [ng/kel [%]
Hafer 0 <27.01 -
Hafer 200 206 +37 103 +19
Hafer 500 520 £120 104 +24
Weizen 0 <27.01 -
Weizen 200 142 +£9 71 4
Weizen 500 355 +£20 71 +6
Roggen 0 <27.01 -
Roggen 200 210 +£35 105 +£17
Roggen 500 373 £154 74 %31
Maispolenta 0 <27.01 -
Maispolenta 200 182 +3 91 *2
Maispolenta 500 472 £136 95 +28

Die erhaltenen WF lagen bei T-2 Toxin mit 71 — 105 % in einem akzeptablen Bereich. Die
niedrigsten WF von 71 % wurden dabei bei den Weizenproben erhalten und konnten somit
auf einen speziellen Matrixeinfluss auf den Assay bzw. den mAk 2E7 zuriickgefiihrt werden.
Diese Vermutung eines Einflusses der Getreidematrix ist nur fiir T2-Toxin beobachtet und
miisste weiter untersucht werden, um z.B. Einfliisse aus der Probenvorbereitung auszuschlie-

Ben.
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Grundsitzlich kann gesagt werden, dass die verschiedenen Getreidematrizes kaum einen er-
kennbaren Einfluss auf den Assay besallen und somit alle zu richtigen Ergebnissen fiihrten.
Dies konnte u.a. an den mitgefiihrten Blank-Proben gezeigt werden und bestitigt somit, dass
eine Kalibrierung mit Haferschmelzflocken eingesetzt werden kann, um auch andere Getrei-

dematrizes zu analysieren.

1.4.6  Validierung mittels Quantifizierung von Realproben

Zur Validierung der Methode wurden neben den selbst aufgestockten Proben weitere, natiir-
lich kontaminierte Realproben untersucht. Es wurden in vorangegangen Arbeiten zwei zertifi-
zierte Weizenproben fiir OTA bestimmt. Die Blank-Probe (<0.6 ug/kg) wurde als solche
identifiziert und die WF der zweiten Probe (2.7 =1 pg/kg) lag bei 89 + 37 % (Karsunke,
2011). Aufgrund einer neuen Immobilisierungsstrategie, wurden diese Proben nochmals, so-
wie eine weitere (Trilogy® Reference Materials, R-Biopharm) gemessen. Die dabei erhaltenen

Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13:  Bestimmung der OTA-Konzentration in zertifizierten Getreideproben mit dem MCR 3

(m=3-6,s=1).
Zertifizierte Gefundene WF
Matrix OTA-Konz. Konz.
[ng/kg] [ng/kg] 12l
Weizen blk <LOD -
Weizen | 2.70 = 1.0 255 = 0.15 9429 £+ 6.02
Weizen |32 + 060 |[537 + 040 16785 =+ 7.46

Die Weizenprobe mit einem zertifizierten Wert von 3.20 + 0.60 ug/kg wurde deutlich iiber-
bestimmt (167.85 £7.46 ug/kg). Dies wiirde zu einer Grenzwertentscheidung
(MRL =5.00 pg/kg), d.h. einem falsch positiven Ergebnis fithren. Aufgrund vorangegangener
Ergebnisse wird jedoch ein Einfluss der Matrix auf das Detektionssystem ausgeschlossen. Die
Blank-Probe wurde auch bei diesem System als nicht belastete Probe analysiert. Fiir die Wei-
zenprobe mit 2.70 = 1.0 pg/kg OTA-Gehalt wurde eine WF von 94 + 6 % bestimmt.

Des Weiteren wurden von R-Biopharm (Darmstadt, Deutschland) fiinf zertifizierte Getreide-
proben mit DON-Belastung zur Verfiigung gestellt. Die am MCR 3 erhaltenen Konzen-

trationen sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Die dabei erhaltenen WF lagen mit 86 — 91 %
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in einem guten Bereich und bestétigten, wie bei den dotierten Proben, den Trend zur Unterbe-

stimmung.

Tabelle 14:  Bestimmung der DON-Konzentration in zertifizierten Getreideproben mit dem MCR 3
(m=3,s=1).

Zertifizierte Gefundene
Matrix | DON-Konz. Konz.

[ng/kg] [ng/kg]

Weizen | 1400 + 100 1223.15+18.00 | 87.33 +1.53

WF
[%]

Weizen <100 3242 +7.30 -
Weizen | 400 + 100 34274 +£36.46 | 85.67 +9.45
Hafer <100 <23.35 -

Hafer | 500 =+ 100 452.15 +£43.11 |90.67 *=8.50

Dariiber hinaus wurden zwei natiirlich mit DON kontaminierte Proben von der Heimatsmiihle
untersucht. Bei der einen Probe handelte es sich um ein hochbelastetes Muster (2580 ug/kg),
was einen zusitzlichen Verdiinnungsschritt zur Folge hatte. Dafiir wurde eine Verdiinnung
von 20 % Methanol in Hafermatrix eingesetzt, denn nur so konnte eine gleichbleibende Ma-
trixzusammensetzung fiir die Quantifizierung sichergestellt werden. Dabei resultierte eine WF
von 136 %, wobei hier noch eine weitere Verdiinnung notig wire, da sich der erhaltene Wert
an der oberen Grenze des Arbeitsbereiches befindet. Die zweite Probe war eine Blank-Probe

und wurde auch als solche identifiziert.

Zusitzlich zu den zertifizierten Realproben wurde fiir DON eine Inter-Labor-Untersuchung
durchgefiihrt. Dazu wurden mehrere Weizenproben von der Rosenmiihle Landshut zur Verfii-
gung gestellt (als Korn und gemahlen) und mit unterschiedlichen Methoden (MCR 3, MTP-
ELISA, aokinmycontrol® Test, LC-MS) in verschiedenen Labors (IWC, LMU, Rosenmiihle
Landshut, muva Kempten) analysiert. Fiir die Kalibrierung mit dem MCR 3 wurde, wie be-
reits erwihnt, Hafermatrix eingesetzt. Somit lagen fiir jede Probe vier Vergleichsmesswerte
vor. Jeweils drei Messwerte wurden mit Antikorper-basierten Tests bestimmt, allerdings mit
vollig verschiedenen Testformaten. Diese waren der Durchfluss-Chemilumineszenz-ELISA
mit dem MCR 3, ein kompetitiver MTP-ELISA (Dr. Dietrich, LMU; in-house entwickelter

Immunoassay; beide Labors haben den gleichen anti-DON Antikorper verwendet), ein ki-
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netischer Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay (Rosenmiihle Landshut, mit kommerziell
erhiltlichem aokinmycontrol® Spectrometer FP470) sowie ein chromatographisches Analyse-
system mit massenspektrometrischer Detektion (muva Kempten, mit Agilent 1100 series
LC/6300 SL ion trap MS und Verwendung von U—[13C 15]-DON als internem Standard). Alle
beteiligten Einrichtungen haben eigene, intern erprobte Extraktionen der Weizenproben

durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15:  Zusammenfassung der erhaltenen DON-Konzentrationen aus den Inter-Labor-Unter-
suchungen, bestimmt mit LC/MS, aokinmycontrol®, MCR 3 und MTP-ELISA (EIA).

DON - Konzentration [ug/kg]
MW

Matrix LC-MS | Aokin| MCR3 EIA
[ng/kg]

m=3) |m=Df @m=6) (n=2)

Weizenkorn 1 270 +23 647 |487 57 |517 +12 | 480 %156 (33%)
Weizenkorn 2 2542 £ 190 | 1843 | 1485 £47 | 1475 +184 | 1836 501 (27%)
Weizenkorn 3 1300 + 79 9058 | 518 £158]1890 +89 |891 +283(32%)
Weizenkorn 4 536 +32 886 |561 £71 |520 +£82 |626 +174 (28%)
Weizenkorn 5 404 +31 428 | 346 *£44 |282 +43 |365 *£65(18%)

Weizenkorn 6 813 +83 421 | 312 +£60 |548 +226|524 £216(41%)
Weizenkorn 7 99 +£10 347 1223 £44 |255 +17 |231 +£103(44%)

Weizenkorn 8 650 +35 582 627 104|910 £119]1692 +148 (21%)

Weizen gemahlen 1 74 80 52 £12 n.b. 70
Weizen gemahlen 2 134 40 107 +34 n.b. 80
Weizen gemahlen 3 86 120 |41 <15 n.b. 48

Ungeachtet einiger Ausreifler wurden dhnliche Messwerte erhalten. Probe ,2¢ wurde einheit-
lich als positive Probe (DON-Gehalt iiber dem MRL = 750 pg/kg) analysiert. Mit Ausnahme
der MCR 3-Messung, wurde Probe ,3° von allen anderen Methoden ebenfalls als ,positiv®
bewertet. Weitere singulire MRL-Uberschreitungen wurden mittels aokinmycontrol®, LC-MS

und dem EIA fiir die Proben ,4°, ,6° und ,8° beobachtet, konnten jedoch nicht mit dem
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MCR 3 bestitigt werden. Bei der Weizenproben ,1° wurden im Vergleich zur chromato-
graphischen Methode mit den immunologischen Techniken etwa doppelt so hohe DON-Werte
bestimmt. Auffallend dabei ist, dass alle drei mit einem prozentualen Fehler um 15 % sehr
nahe beieinander lagen. Eine Erkldrung konnte hierbei ein erhohter Matrixeinfluss auf die
jeweiligen verwendeten immunologischen Methoden (Antikorper) sein oder aber auch ein
negativer Einfluss auf die LC-MS-Messung. Beim Vergleich der Mittelwerte der drei Anti-
korper-basierten Methoden ergeben sich generell Abweichungen von < 31 %, die bei Einbe-
ziehung des chromatographischen Verfahrens teilweise deutlich groBer sind (Proben ,6° 41 %;
144 %; ,1° 33 %). Bet Weizen ,7° wurde dagegen im Vergleich zu den LC-MS-Ergebnissen
mit den immunologischen Methoden stets eine eindeutige Uberbestimmung der DON-Menge
festgestellt. So lag die relative Abweichung zwischen den immunologischen Methoden bei
23 %, wihrend unter Beriicksichtigung der LC-MS-Daten dieser Wert 44 % erreichte. Die
Ursachen fiir die Abweichungen zwischen den vier Methoden sind u.a. in der Extraktion (z.B.
Verwendung von Wasser beim Aokin-Test bzw. des Gemischs Methanol/Wasser 60/40 (v/v)
beim MTP-ELISA und 80/20 (v/v) beim MCR 3) und der Extrakt-Aufbereitung (z.B. Ver-
wendung eines SPE-Cleanups beim Aokin-Test bzw. eines Cleanups bei der LC-MS) zu fin-

den.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die bereits beschriebene herausragende Bedeutung des Ex-
traktionsmittels. Obwohl sich bei der Bestimmung der WF sowohl bei den dotierten Proben
als auch bei den natiirlich kontaminierten Realproben gezeigt hat, dass eine Extraktion mit
80/20 (Methanol/Wasser, v/v) fiir AF und OTA sehr gut geeignet ist, fithrte diese Extrak-
tionsmethode jedoch bei FB1 und DON zu einer Unterbestimmung der Proben. So ergab sich
die Uberlegung, einen Extraktionsfaktor zu bestimmen, mit dem die Verluste beim Herauslo-

sen dieser Toxine aus dem Getreide korrigiert werden konnen.

Die Bedingungen dabei waren zum einen, dass natiirlich kontaminierte Proben gemessen
wurden, die mit einer bereits validierten Analysemethode (aokinmycontrol®) bestimmt wur-
den. Zum anderen sollten sich die Toxin-Konzentrationen iiber den gesamten Arbeitsbereich
erstrecken. So konnten zunichst fiir DON die Proben aus der Inter-Labor-Studie herangezo-
gen worden, wodurch der erste Punkt der natiirlich kontaminierten Proben erfiillt werden
konnte. Ebenso wichtig fiir die Bestimmung des Extraktionskorrekturfaktors (Eg) war das
Vorliegen von ausreichend Messdaten. Da die dotierten Proben im Vergleich zu den Refe-
renzproben das gleiche Verhalten (Unterbestimmung) lieferten, konnten diese zur Berechnung

herangezogen werden und deckten zudem den gesamten Arbeitsbereich ab. Dabei wurden fiir
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die Berechnung 40 Werte einbezogen (19 natiirlich kontaminierte Proben; 21 aufgestockte
Proben), die mit 7 verschiedenen Chips bzw. an 7 verschiedenen Tagen gemessen wurden.
Der erhaltene WF-Mittelwert (bestimmt mit MCR 3) dieser 40 Proben und der daraus resultie-

rende Extraktionskorrekturfaktor sind in der nachfolgenden Gleichung wiedergegeben.

Xpp = 683 +12.7% (Gleichung 1)

Er= 100 %/ %zp = 1.46 (Gleichung 2)

Xgr = Mittelwert Uiber alle Messpunkte (s = 1), Er = Extraktionskorrekturfaktor

Der ermittelte Ep fiir DON betrug somit 1.46. Fiir FB1 wurden 40 Messungen zur Berechnung
verwendet und somit ergab sich ein Er von 1.54. In Tabelle 16 sind die erhaltenen DON Kon-
zentrationen, unter (A) nicht-normiert und unter (B) multipliziert mit dem Korrekturfaktor,

zusammengefasst.

Die relativen Inter-Labor-Fehler bei den immunologischen Methoden lagen unter Einbe-
ziehung der nicht-normierten MCR 3-Werte mit 13 — 31 % recht hoch. Durch die Normierung
der erhaltenen DON-Mengen sanken die Standardabweichungen unerheblich bzw. nicht sig-
nifikant auf 12 — 28 %. Die MCR 3 - Methode ist bezogen auf DON mit den beiden anderen
immunologischen Methoden vergleichbar, was u.a. in den geringeren prozentualen Fehlern
resultiert. Bei den gemahlenen Proben ,1° bis ,3° konnten mittels EIA (LMU) aufgrund zu

hoher Matrixinterferenzen keine Werte ermittelt werden.
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Tabelle 16:  Zusammenfassung der erhaltenen DON-Konzentrationen aus den [Inter-Labor-
Untersuchungen (Oben) mit nicht-normierten Werten beim MCR 3 und (Unten) mit
normierten Werten Er = 1.46; MW aus den immunologischen Methoden.

Matrix DON-Konzentration [ug/kg] MW!
LC-MS | Aokin | MCR3 | EIA [ng/ke]

Weizenkorn 1 270 647 487 517 550 85 (15 %)

Weizenkorn 2 2542 1843 1485 1475 11601 =210 (13 %)

Weizenkorn 3 1300 958 518 890 | 788 £237 (30 %)

Weizenkorn 4 536 886 561 520 656 201 (31 %)

Weizenkorn 5 404 428 346 282 352 £73 (21 %)

Weizenkorn 6 813 421 312 548 427  +£119 (28 %)

Weizenkorn 7 99 347 223 255 275 +£64 (23 %)

Weizenkorn 8 650 582 627 910 |[706 178 (25 %)

Weizen gemahlen 1 74 80 52 n.b. -

Weizen gemahlen 2 134 40 107 n.b. ;

Weizen gemahlen 3 86 120 41 n.b. -

Matrix DON-Konzentration [ug/kg] MW!
LC-MS | Aokin | MCR3 | EIA [mg/kgl

Weizenkorn 1 270 647 711 517 625 x99 (16 %)

Weizenkorn 2 2542 1843 2168 1475 1892 +347 (19 %)

Weizenkorn 3 1300 958 756 890 868 103 (12 %)

Weizenkorn 4 536 886 819 520 742 +£195 (26 %)

Weizenkorn 5 404 428 505 282 405 £113 (28 %)

Weizenkorn 6 813 421 456 548 479 66 (14 %)

Weizenkorn 7 99 347 326 255 309 +£48 (16 %)

Weizenkorn 8 650 582 915 910 802 +191 (24 %)

Weizen gemahlen 1 74 80 76 n.b. -

Weizen gemahlen 2 134 40 156 n.b. -

Weizen gemahlen 3 86 120 60 n.b. -

" MW aus immunologischen Methoden
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Die nun auf LC-MS bezogenen WF mit MCR 3 werden mittels eines Korrekturfaktors Er =

1.46 erhoht. Siehe dazu die Zusammenfassung in Tabelle 17.

Tabelle 17:  Zusammenfassung der erhaltenen DON-Konzentrationen und berechneten WF mit
nicht normierten und normierten Werten (Ex = 1.46) am MCR 3.
DON-Konz. MCR 3 nicht normiert MCR 3 normiert Er= 1.46
Matri (LC-MS)
atrx DON-Konz. WF DON-Konz. WF
[ng/kgl

[ng/kg] [%] [ng/kgl [%]
Weizenkorn 1 270 487 57 180 +21 711 +£83 263 =31

Weizenkorn 2 2542 1485 + 47 58 %2 2168 =69 85 +3
Weizenkorn 3 1300 518 +£158 40 %12 756 +231 58 +18
Weizenkorn 4 536 561 =71 105 =13 819 +104 153 +£19
Weizenkorn 5 404 346 +44 86 =11 505 =64 125 + 16
Weizenkorn 6 813 312 +60 38 =7 456 +88 56 *=11
Weizenkorn 7 99 223 +44 225 +44 326 =64 329 + 65
Weizenkorn 8 650 627 104 96 =*16 915 +£152 141 £23
Weizen gemahlen 1 74 52 %12 70 £16 76 =18 103 +24
Weizen gemahlen 2 134 107 +£34 80 +25 156 =50 117 £37
Weizen gemahlen 3 86 41 %15 48 +17 60 +22 70 +25

In Bezug zu den LC-MS-Ergebnissen ergaben sich somit fiir den MCR 3 nach der Korrektur
fir Weizenkorn ,2¢, ,3%, ,5° und ,6°, sowie fiir die gemahlenen Weizen nun WF von 56 —
125 %. Fiir Weizenkorn ,1° lag mit 263 % eine deutliche Uberstimmung vor. Fiir Weizenkorn
,4‘ und ,8° fiel die Uberbestimmung mit 141 — 153 % etwas geringer aus. Weizen ,7¢ wird
auBer Acht gelassen, da vermutet wird, dass der LC-MS-Wert von 99 pg/kg nicht der tatsdch-

lichen Konzentration entspricht (evtl. Fehler in der Probenvorbereitung oder Matrixeffekt).

Durch die Normierung konnten die WF erhoht werden (vgl. vor Normierung: Weizenkorn ,2°,
,3¢,,5und ,6°, sowie Weizen gemahlen bei 38 — 86 %; Weizen ,1° bei 180 %; Weizen ,4° und
,8°bei 96 — 105 %).
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Fiir FB1 wurden die dotierten Proben mit dem Korrekturfaktor multipliziert, die dabei erhal-

tenen Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18:  Zusammenfassung der erhaltenen FB1-Konzentrationen und berechneten WF mit
nicht normierten und normierten Werten (Er = 1.54) am MCR 3.
FB1- MCR 3 nicht normiert MCR 3 normiert Ex=1.54

Matrix ~ Dotiert | pgy gonz.  WF | FB1-Konz. WF
mefkel | pugig] [%] [ng/kel [%]

Hafer 800 660 *40 82+5 1013 £60 127 £8
Hafer 1000 758 +48 76 £ 5 1173 £ 74 117 £8
Weizen 800 491 +44 615 753 +68 94 +8
Weizen 1000 639 +39 64 +4 988 +60 99 +6
Roggen 800 587 =50 73+6 902 +77 113 +9
Roggen 1000 627 +£35 63+3 973 +72 97 %5
Maispolenta 800 735 +£47 92+6 1136 =72 142 £ 9
Maispolenta 1000 577 £37 58+4 895 +£57 90 6
Maismehl 800 485 +33 61+4 753 51 94 +6
Maismehl 1000 666 +47 67 x5 1034 =72 103 +8

Bei FB1 konnten nun WF von 90 — 142 % anstelle der WF ohne den Korrekturfaktor von 58 —
92 % berechnet werden. Der Faktor fiihrte somit, wie bei DON, zur Erhohung der Konzen-
trationswerte, d.h.der Reduzierung von Unterbestimmungen.

Des Weiteren wurden Messungen zur Darstellung eines Multiplexen-Mikroarrays durchge-
fiihrt. Zertifizierte Proben, die mit allen fiinf Mykotoxinen gleichzeitig kontaminiert und ana-
lysiert wurden, konnten nicht erworben werden. Neu erhiltlich ist zwar eine kontaminierte
referenzierte Weizenprobe mit DON, Nivalenol und ZEA, die aber fiir unseren entwickelten
Chip keinen Mehrwert bringt (Koppen, 2013), da nur DON quantifiziert werden konnte. Aus
diesem Grund wurden die vorher genannten zertifizierten Proben von R-Biopharm herange-
zogen. Dabei wurden alle sechs Proben nicht nur auf die DON-Konzentrationen untersucht

(die Werte dienen zugleich als Kontrolle), sondern auf alle fiinf Mykotoxine gleichzeitig (pa-
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rallel) analysiert. In Tabelle 19 sind die dabei erhaltenen Werte dargestellt. Zusétzlich wurden
DON und FB1 jeweils mit dem Extraktions-Korrekturfaktor Er korrigiert.

Tabelle 19:  Ergebnisse des parallelen Multiplex-Assays anhand von zertifizierten Getreideproben
(nur fiir DON) von R-Biopharm (m =3, s =1).

. Referenz- .
Matrix material Gefundene Konzentration [ug/kg]
DON-
Konz. DON OTA T-2 Toxin FB1 AFB1
[ng/ke]
<159.02
1223.15 + 18.00 <1.12 <40.00
Weizen | 1400+ 100 41.88 <0.86
1785.80 +26.28 (0.48+0.31) 34.50 £2.65
65.33
<159.02
<23.35
Weizen <100 254 £0.19 44.47 +18.56 49.09 <0.86
(34.30 *8.25)
76.59
<159.02
34274 +36.40
Weizen | 400 + 100 232 +045 48.55 +17.25 58.50 <0.86
500 +53.14
91.73
<159.02
<23.35
Hafer <100 1.68 £0.24 <40.00 87.57 <0.86
(11.59)
136.61
452.15 +43.11 <159.02
Hafer | 500 100 231 £0.19 45.34 +£18.36 <0.86
660.14 +62.91 109.10
Ex(DON) = 1.46 Ex(FB1) = 1.54

Die WF fiir DON lagen nach Einbeziehen des Korrekturfaktors bei 125 — 132 % (vor Norm-
ierung bei 86 — 90 %). In diesem Fall fiihrte bei DON die Einbeziehung des Korrekturfaktors
zu zu einer leichten Uberbestimmung. Alle Proben wurden mit dem MCR 3 als AF-frei
(£LOD) analysiert. OTA lag zwar mit max. 2.53 pg/kg unter dem gesetzlichen Grenzwert
(5.00 pg/kg), wurde allerdings in allen sechs Proben nachgewiesen. Die erhaltenen Konzent-
rationen von T-2 Toxin lagen bei 34.50 — 48.55 pg/kg. Dabei sei darauf hingewiesen, dass
hier nur die Mengen an T-2 Toxin bestimmt wurden, der tatsdchliche Gehalt an HT-2/T-2
Toxin kann diesen Wert iiberschreiten und verdeutlicht daher die Notwendigkeit eines gesetz-
lich festgelegten Grenzwertes, der beide Toxine umfasst. FB1 wurde stets unterhalb der
Nachweisgrenze bestimmt. Die gemessenen Proben wurden nur beziiglich ihres DON-

Gehaltes zertifiziert und liefern daher keine Aussage iiber die Belastung anderer Mykotoxine.
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Dieses Experiment verdeutlicht dennoch die Moglichkeit, mehrere Mykotoxine parallel zu

untersuchen.

1.4.7 Messungen mit ZEA

Fiir einen vollstindigen Getreide-Mykotoxin-Chip sollte auch ZEA immobilisiert werden.
Hierbei gab es bereits bei Vorarbeiten Schwierigkeiten im Regenerationsverhalten. So sank
das CL-Signal nach nur fiinf Messungen bis nahezu auf die Negativkontrolle ab. Chemische
Verdnderungen wie Oxidation oder Reduktion von funktionellen Gruppen wurden bereits
ausgeschlossen (Karsunke, 2011). Das ZEA wurde zu Beginn mittels eines Peptids (lys-gly-
ser-gly-Hapten) auf der Oberfliche immobilisiert. Um Einfliisse durch die Bindung und den
Linker auf die Reaktionskinetik auszuschliefen, wurde des weiteren ZEA iiber ein Amin an
die Epoxy-PEG- bzw. als Aktivester (ZEA-CMO) an die DAPEG-Oberfliche gebunden. Eine
Verbesserung des Regenerationsverhaltens konnte so jedoch nicht erreicht werden (Abbildung
39). Zusitzlich wurden neben dem von der LMU erhaltenen monoklonalen Antikorper 1B11
auch kommerziell erworbene Antikorper von der Fa. Aokin (aokin-anti ZEA) und 11C9 von
der Fa. Antibodies-online getestet. Es sei dabei darauf hingewiesen, dass alle Antikorper iiber
ein Immunogen hergestellt wurden, das iiber die Carbonylgruppe am C6 (siehe Kapitel II. 1.6)

an ein Protein gebunden wurde (Nachfrage beim Hersteller).

10000
| = ZEA-Peptid (auf Epoxy-PEG)
9000 s+ ZEA-Amin (aufEpoxy-PEG)
7] ZEA-CMO (auf DAPEG)
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3
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Anzahl der Regenerationszyklen

Abbildung 39: Regenerationsverhalten von ZEA-Peptid und ZEA-Amin auf der Epoxy-PEG- und von
ZEA-CMO als Aktivester auf der DAPEG-Oberfliche (n=5, m=6,s=1).
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Eine Desorption von der Chip-Oberfliche oder eine Deaktivierung des Analyten durch eines
der eingesetzten Reagenzien wire eine mogliche Ursache fiir den Signalabfall. Daher wurden
die Chips 24 h in den fiir den MCR 3 eingesetzten Reagenzien bzw. Losungsmitteln auf dem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden diese, sowie ein nicht vorinkubierter Chip (Refe-
renzchip) am MCR 3 gemessen und die jeweils ersten Signalintensititen miteinander ver-
glichen. Bei einer Einwirkung auf den Analyten, die zu einer Inaktivierung fiihrt, oder bei
einer nicht kovalenten Bindung des Analyten auf der Chip-Oberfliche, sollte das Anfangs-
signal deutlich niedriger bzw. gar nicht vorhanden sein. Es zeigte sich jedoch kein nennens-
werter Unterschied. Zusitzlich wurde ein kinetischer Effekt am MCR 3 ausgeschlossen, in-
dem dort ohne Zugabe des Primérantikorpers zehn Messungen gefahren wurden und im An-

schluss erneut ein vergleichbar hohes Signal wie beim Referenzchip erzeugt werden konnte.

Eine weitere Uberlegung bestand darin, dass evtl. der eingesetzte Primirantikorper nicht vom
Analyten abgelost wird, d.h. der Regenerationspuffer ungeeignet ist, um den Antikorper zu
denaturieren und vom Analyten zu trennen. So wurden nach dem ersten Zyklus (Messung mit
anschlieender Regeneration) die CL-Reagenzien iiber den Chip geleitet. Sollte der Sekun-
ddrantikorper noch am Primérantikérper gebunden sein, so fithrt das zu einem Signal. Da es
nicht der Fall war, wurde nach einem weiteren Zyklus zunéchst Sekundirantikorper iiber den
Chip gepumpt, damit dieser bei vorhandenem Primirantikorper, diesen erkennt und erneut
bindet. Beim Zusatz der CL-Substanzen ergab sich allerdings wieder kein Signal. Um nun
eine Denaturierung des konstanten Teils des Primédrantikorpers auszuschlieen (sek. Ak er-
kennt ihn dann nicht), wurde der mAk mit HRP direkt markiert. Die direkte HRP-Markierung
liefert den Vorteil, dass pro mAk eine durchschnittliche HRP-Bindung von 1:4 erreicht wird
und somit auch bei einer Denaturierung ein Signal erzeugt werden sollte. Da dies nicht zutraf,

konnte eine irreversible Bindung des Antikorpers zum ZEA ausgeschlossen werden.

Eine weitere Idee zur Erkldarung des Regenerationsverhaltens und somit die Moglichkeit, die-
ses Problem zu 16sen, war eine genauere molekulare Betrachtung. ZEA besitz zwischen den
C11- und C12-Atomen eine Doppelbindung (Kapitel II 1.6), die bekanntlich durch Licht iso-
merisieren kann. Die natiirliche Form von festen ZEA in Lebensmitteln ist die trans-Form
(Richardson, 1985). Bisher konnte nur das trans-Isomer von unterschiedlichen Fusarien-
Stdmmen isoliert werden, was auf einen hohen Isomer-spezifischen Biosyntheseweg schlie-
Ben ldsst. Durch ultraviolettes Licht kann eine Isomerisierung zur cis-Form -eintreten
(Abbildung 40). Die Isomerisierungsrate von trans- zur cis-Form ist neben der Einstrahlungs-

energie und Reaktionszeit (Bestrahlung) abhiingig von den Losungsmitteln (Koppen, 2012).
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Abbildung 40: Isomerisierung durch ultraviolettes Licht von trans-ZEA zu cis-ZEA.

Der erste Schritt bestand nun darin, die Kreuzreaktivitit der vorhandenen Antikorper hinsicht-

lich der cis-Form zu iiberpriifen. Das cis-ZEA-Isomer als Standard wurde freundlicherweise

von der Bundesanstalt fiir Materialwirtschaft und —priifung in Berlin (BAM, Dr. Michael

Koch) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 41: Vergleich der Signale beim Referenzchip und Versuchschip (vorherig fiinfmal

messen ohne CL-Reagenzien); (n=5, m=6,s=1).

Dabei wurde mittels des klassischen ELISAs auf der MTP mit Standards aus frans-ZEA und

cis-ZEA eine KR von < 5 % bestimmt (fiir 1B11 und aokin-Antikérper). Ob nun die hohe

Lichtdichte auf den Spots wirklich zu einer Isomerisierung fiihrt, weshalb nach dem ersten

Signal ein starker Abfall erfolgt, sollte folgendermallen getestet werden. Ein Referenzchip
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wurde direkt fiinfmal am MCR 3 gemessen. Bei einem weiteren Chip (Versuchschip) wurden
dagegen bei den ersten fiinf Messungen die CL-Reagenzien (Luminol und H,0,) durch deio-
nisiertes Wasser ersetzt. Auf diese Weise sollte der Assay ganz normal mit Kompetition und
Regeneration verlaufen, nur die Detektion mittels des Chemilumineszenz-Signals sollte un-
terdriickt werden. Als nédchstes wurden mit dem Versuchschip fiinf Messungen mit den CL-
Reagenzien durchgefiihrt und das entstehende CL-Signal am Anfang mit dem des Referenz-
chips verglichen. Trotz bereits erfolgten fiinf Messungen (ohne Signal) war die erste Signal-
intensitét vergleichbar hoch mit der des Referenzchips, auch der anschlieBende Abfall zeigte

keine Verdnderung (Abbildung 41).

Fiir einen eindeutigen Beweis sollte eine alternative Methode herangezogen werden. Dabei
lag nahe, dass die etablierte SPR-Methode, die ebenfalls auf dem immunologischen Test-
prinzip basiert, verwendet wird. Bei dieser Methode wird der Analyt auf eine mit Gold be-
dampfte Glasplatte immobilisiert (Unterseite). Von der anderen Seite wird monochromati-
sches Licht in einem bestimmten Winkel unter Totalreflexion eingestrahlt. SPR tritt dabei
zwischen zwei Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex in Form von leitenden Schich-
ten auf. Bei einem bestimmten Einstrahlwinkel (SPR-Winkel) kommt es zur Anregung von
Oberfldchenplasmonen, die iiber die Goldschicht in das Medium mit dem geringeren Bre-
chungsindex iibertragen werden. Andert sich nun die Belegungsdichte auf der Goldfolie (z.B.
durch Bindung eines Antikorpers), fiihrt dies zu einem anderen Brechungsindex des Medi-
ums, was wiederum zur Anderung der Resonanzbedingung fiihrt. Bei dieser Methode wird
also die Probe nicht direkt mit Licht bestrahlt und somit sollte eine [somerisierung von cis- ins
trans-ZEA nicht erfolgen (Attridge, 1991). Daher sollte nach dieser Theorie die Messung am

SPR regenerierbar sein.

Fiir die SPR-Messung wurde das Gerit von Biacore X100 im indirekten ELISA-Format mit
dem Chip CM 5 bei einer Flussrate von 10 uL/min verwendet. Zur Immobilisierung wurde
ZEA-BSA-Konjugat eingesetzt, da dieses eine hohe Molmasse besitzt und somit eine Ande-
rung des SPR-Winkels bei seiner Immobilisierung bewirkt. Zunédchst wurde die mit Carboxy-
dextran derivatisierte Oberfliche mit EDC und NHS aktiviert. Anschliefend wurde der Lig-
and schrittweise iiber den Chip geleitet. Nach Deaktivierung mit Ethanolamin wurde eine

Immobilisierung von 1074 RU erreicht (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Beispiel einer online-Chipherstellung in drei Schritten: Aktivierung mit EDC / NHS,
Immobilisierung des ZEA-BSA-Konjugates und Deaktivierung mit Ethanolamin.

Als nichstes wurde der Antikorper 1B11 fiir 7 min iiber den Chip geleitet und nach einer kur-
zen Dissoziationsphase mit Regenerationspuffer wieder heruntergespiilt. Dies wurde fiinfmal

wiederholt. In Abbildung 43 ist das Sensorgramm dargestellt.

Es zeigte sich, dass nach jedem Zyklus eine vollstindige Denaturierung bzw. Abwaschen des
Antikorpers vom immobilisierten ZEA-BSA erreicht wird, und somit eine erneute Bindung
eines weiteren Antikorpers im nichsten Zyklus ermoglicht wurde. Dabei sank das Signal nach
der Regeneration stets auf die 1074 + 50 RU, was der Immobilisierung entsprach. Die Refe-
renzzelle zeigte zudem, dass keine adsorptiven Bindungen auf der Chip-Oberfliche stattfan-
den. Die Referenzzelle wurde auf dieselbe Art wie Flusszelle 1 mit EDC und NHS aktiviert

und anschlieBend direkt mit Ethanolamin deaktiviert.

Dieses Experiment wurde ebenso mit dem aokin-anti ZEA Antikorper (20 ug/mL) auf dem-
selben Chip durchgefiihrt, wobei dieser 4 min iiber den Chip geleitet wurde, da bereits die

Siattigung erreicht wurde. In Tabelle 20 sind die dabei erhaltenen Werte zusammengefasst.
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Abbildung 43: Fiinf Zyklen (Bsp. hier mit mAk 1B11): Bindung des Antikdrpers und anschlieBende
Regeneration (griin) fiir immobilisierte Zelle, (rot) fiir Referenzzelle.

Tabelle 20:  Zusammenfassung der Signalintensititen nach Bindung von 1B11 und aokin-anti-
ZEA-Antikorper an ZEA-BSA, ermittelt mit SPR-Methode.

mAk | MW [RU] STABW [%]
1B11 | 1156.56 6.71 0.58
Aokin | 648.52 1.15 0.18

Dabei ist zu erkennen, dass die Bindungen der Antikorper beim SPR mit einem relativen Feh-
ler von < 1% sehr vergleichbar und stabil sind. Zur Verdeutlichung des Regenerationsverhal-
tens wurden die erhaltenen Signale beider Methoden normiert und aufgetragen (Abbildung

44).

Es wird deutlich, dass mit der SPR-Methode eine gute Regenerierbarkeit gefunden wird, wih-

rend beim MCR 3 aufgrund der Lichtexposition ein starker Signalabfall zu beobachten ist.
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Abbildung 44: Vergleich des Regenerationsverhaltens von ZEA gemessen mit der SPR-Methode und
MCR3(n=5, m=6,s=1).

Aufgrund dieser Ergebnisse folgte nun die Uberlegung, ein ZEA-Derivat zu immobilisieren.
Dabei sollte das ZAN-Derivat, welches sich nur durch das Fehlen der Doppelbindung unter-
scheidet, eingesetzt werden. Der mAk 1B11 besitzt dabei eine KR von 26 %. Das synthetisier-
te ZAN-CMO wurde als Aktivester auf der DAPEG-Oberfliche immobilisiert und im An-
schluss am MCR 3 untersucht. Wider Erwarten kam es zum Signalabfall nach den ersten
Messungen. Eine Isomerisierung konnte in diesem Fall nicht stattfinden. Um auf einen ein-
deutigen Einfluss durch das Licht wie bei ZEA schlieen zu konnen, wurde wie bei ZEA vor-
gegangen. Ein Referenzchip wurde direkt fiinfmal am MCR 3 gemessen. Der Versuchschip
wurde zundchst fiinfmal ohne CL-Reagenzien und anschlieBend fiinfmal mit CL-Reagenzien
gemessen. Die dabei mit dem Referenzchip verglichenen Signale sind in Abbildung 45 darge-

stellt.

Wihrend bei ZEA-CMO keine signifikante Absenkung des Signals nach fiinf Messungen
(ohne CL-Reagenzien) zu beobachten war, ist dagegen ein Abfall beim ZAN-Versuchschip
erkennbar. Eine mogliche Erklidrung hierbei konnte sein, dass durch die fehlende Doppel-
bindung das ZEA-Molekiil seine starre Struktur verliert und sich evtl. durch die Losungs-
mittel, Temperatur- oder pH-Wert-Einfliisse umfaltet, so dass der Antikorper es schlechter

erkennt.
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Abbildung 45: Vergleich der ersten Messung vom Referenzchip und Vergleichschip (n=3,s=1).
(links) ZEA (rechts) ZAN.

Um den gewiinschten Multiplex-Mykotoxin-Chip herstellen zu konnen, muss an alternativen
Losungswegen gearbeitet werden. So konnte z.B. eine Herstellung eines anti-cis-ZEA-
Antikorpers bei der Regeneration helfen. Fiir einen Assay miisste dazu ein cis-ZEA-Konjugat
an die Oberfldche immobilisiert werden. Dieses sollte aufgrund des Gleichgewichts, das durch
die hohe Lichtdichte in Richtung cis-Form verschoben ist, zu einer stabilen Regeneration fiih-
ren. Zusitzlich muss bedacht werden, dass bei einer Extraktion das ZEA zunichst in trans-
Form vorliegt (Koppen, 2012). Daher miisste in der Probe durch Einwirkung von Licht eine
Umwandlung zu cis erfolgen. Vorstellbar wire z.B. eine kurze Belichtung der Probe mit einer
Lichtlampe, wobei hier genauere Untersuchungen bzgl. Dauer, Intensitit und Auswirkung auf

die anderen Mykotoxine stattfinden miissten.

2  Optimierung der Probenvorbereitung (Extraktion)

Ein weiterer wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit lag in der Optimierung der Probenvorbe-
reitung. Fiir den parallelen Nachweis der Mykotoxine sollte, wenn moglich, ein einheitliches
Probenaufbereitungsverfahren entwickelt werden. Zudem sollte dieser ohne groBeren Auf-
wand (z.B. durch Nutzung von IAC- bzw. SPE-Sédulen) und mit geringstméglichen Kosten
erfolgen. Aus experimentellen Vorarbeiten (Karsunke, 2011) hat sich eine Mischung von
80 % Methanol in 20 % Wasser mit anschlieBender Verdiinnung (mit PBS) auf 20 % Metha-

nol-Gehalt als praktikabel erwiesen.
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So wurden verschiedene Getreideproben mit den Mykotoxinen AFB1 und OTA dotiert und
mittels einer Haferkalibrierung mit dem MCR 3 analysiert (Tabelle 21). Die dabei erhaltenen
WF lagen im Mittel bei 84 +7 % fiir AFB1 und bei 110 + 23 % fiir OTA. Diese Ergebnisse

bestitigten die Eignung der Losungsmittelzusammensetzung fiir lipophile Toxine.

Tabelle 21:  Zusammenfassung der erhaltenen WF dotierter Proben von AFB1 und OTA bei einer
Extraktion mit 80/20 (Methanol/Wasser, v/v); bestimmt mit MCR 3 (m = 6, s = 1).

AFB1-Dotiert WF OTA-Dotiert WF
[ng/kg] [%] [mg/kg] [%]
Hafer 0 <LOD Hafer 0 <LOD
Hafer 3 78 +0 Hafer 3 102 £ 13
Hafer 6 93 +3 Hafer 7 77 13

Weizen 0 <LOD Weizen 0 <LOD
Weizen 3 78 1 Weizen 3 135 £6
Weizen 6 89 5 Weizen 7 106 £9
Mais 0 <LOD Mais 0 n.b.
Mais 3 n.b. Mais 3 n.b.
Mais 6 60 =2 Mais 7 n.b.
Roggen 0 <LOD Roggen 0 <LOD
Roggen 3 75 +2 Roggen 3 132 £21
Roggen 6 88 +£3 Roggen 7 -

DON und FBI1 sind aber im Gegensatz zu den obigen Toxinen polar und somit besonders gut
in Wasser 10slich. Wie bereits in Kapitel III. 1.4.5 beschrieben, fiihrt diese Eigenschaft zur
Unterbestimmung. Aus diesem Grund wurden im Nachfolgenden die besten Extraktions-
bedingungen fiir DON und FB1 untersucht, um im Anschluss eine Probenvorbereitungs-
methode fiir alle Mykotoxine zu entwickeln. Dabei muss zusétzlich bedacht werden, dass un-
terschiedliche Parameter, wie z.B. pH-Wert, Ionen-Stirke oder Temperatur eine entscheiden-
de Rolle spielen konnen. So wurde bereits iiber unterbestimmte WF bei FB1 berichtet

(Dall’ Asta, 2009). Dabei hat sich gezeigt, dass bei der Extraktion Fumonisine hydrolysieren
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konnen und je nach Temperatur auch abgebaut werden konnen. Die dabei entstehenden Pro-
dukte (Abbildung 46) sind dennoch nach wie vor toxisch, konnen aber z.B. von spezifisch

hergestellten Antikorpern gegen FB1 nicht mehr erkannt werden.

'R R,
OH R, OH HFB1| -OH -OH
: HFB2| -H -OH

éHg éHg R rile HFB3| -OH -H
oH HFB4| -H -H

Abbildung 46: Hydrolyse-Produkte von Fumonisinen.

Fir die Optimierung der Probenvorbereitung wurden BioWeizen-Proben mit unter-
schiedlichsten Losungsmittelzusammensetzungen extrahiert und dotierte Proben mittels klas-
sischem indirektem ELISA untersucht. Dabei sollte der Wasseranteil erhoht und die damit
einhergehende Auswirkung auf die WF untersucht werden. Die dabei erhaltenen Ergebnisse

sind in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22:  Zusammenfassung der erhaltenen WF fiir DON und FB1 bei Einsatz verschiedener
Extraktionsmittel, bestimmt mit indirekt kompetitivem MTP-ELISA (m=3,s=1).
WF [%]
DON-Dotiert
80/20 20/80
[ng/kg] H,O0 + NaCl H,O - NaCl
Methanol/Wasser | Methanol/Wasser
70 138 79 105 96
100 101 96 79 105
200 69 98 72 101
750 180 71 80 104
MW 122 +48 (39 %) 86 £ 13 (15 %) 84 £ 14 (17 %) 102 +4 (4 %)
WF [%]
FB1-Dotiert e T,
H,0 + 0.01 %
[ng/kg] H,0 I
Methanol/Wasser | Methanol/Wasser -a.
350 - 88 102 82
650 - - 96 84
700 54 106 112 -
100 53 133 97 99
MW 54+1(1 %) 109 £23 (21 %) 102 £ 7 (7 %) 889 (11 %)

! Ameisensiure (Formic acid)
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WF von 102 % konnten sowohl fiir FB1 als auch fiir DON bei der Extraktion mit Wasser be-
stimmt werden. Wichtig dabei ist, dass die zunehmend mitextrahierten 16slichen Matrixkom-
ponenten dazu fiihrten, dass die Proben vor dem Filtrieren zusitzlich abzentrifugiert werden
mussten. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass bei DON die WF bei der Wasser-
extraktion ohne NaCl zwischen 96 und 105 % lagen; wurde dagegen NaCl zugesetzt, lagen
die Werte mit 72 — 105 % etwas niedriger. Eine Erklédrung ist, dass durch die Zugabe des Sal-
zes die lonenstirke der wissrigen Phase erhoht wird und somit Proteine und Aminosiduren
ausfallen bzw. zum Teil denaturieren. Die in diesem Fall entstehende Uberbestimmung bei
der 80/20-Extraktion konnte mit der einstiindigen Inkubation des mAk und die damit entste-
henden Interferenzen mit diversen Matrixkomponenten erkldrt werden (vgl. MCR 3 nur ei-
ne Minute). Die Extraktion mit Wasser hat sich somit als die beste Methode fiir das vollstin-
dige Herauslosen von DON und FB1 aus Getreide erwiesen. Allerdings haben diese Ergebnis-
se nur einen orientierenden Charakter und sollten daher im Nachfolgenden auf den MCR 3

ibertragen und untersucht werden.

Fiir Untersuchungen am MCR 3 wurden im Anschluss je zwei Weizenproben des Typs 550
und zwei des Typs 405 mit 80/20, 70/30, 60/40, 50/50 (Methanol/Wasser, v/v) und nur mit
Wasser (0/100, Methanol /Wasser, v/v) extrahiert und wie in Kapitel V. V2.6.1 beschrieben,
Kalibrierlosungen hergestellt. Fiir jedes Losungsmittelgemisch wurden fiir die vier Weizen-
proben Chips von derselben Charge verwendet, um eine Vergleichbarkeit zu gewihrleisten. In

Abbildung 47 sind die jeweils erzeugten Kalibrierkurven dargestellt.

Es wird ersichtlich, dass insbesondere die oberen Asymptoten trotz derselben Getreideart mit
steigendem Anteil an Wasser als Extraktionsmittel einen zunehmenden Unterschied aufwei-
sen. Wihrend bei der 80/20-Extraktion max. 700 a.u. Differenz vorliegen, die als normale
Abweichung von Chip zu Chip beobachtet wird, zeigt beispielsweise die 60/40-Extraktion
einen Unterschied von iiber 1000 a.u. zwischen den Weizen des Typs 550, und sogar ein dop-
peltes Signal zum Weizen des Typs 405 (6000 vs. 12000 a.u.). Die erhaltenen Kalibrierpara-

meter sind dabei als MW der einzelnen Extraktionsmittel in Tabelle 23 zusammengefasst.
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Abbildung 47: Darstellung der Kalibrierkurven bei Extraktion mit unterschiedlichen Losungsmitteln;
(A) 80/20 (Methanol/Wasser, v/v); (B) 70/30 (Methanol/Wasser, v/v); (C) 60/40
(Methanol/Wasser, v/v); (D) 50/50 (Methanol/Wasser, v/v) und (E) Wasser.
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Tabelle 23:  Zusammenfassung der Kurvenparameter von je vier Weizenkalibrierungen (Typs 550
und 405) bei unterschiedlichen Extraktionsmitteln (m =4, s =1).
80/20 70/30 60/40 50/50
Wasser

Methanol/H,O | Methanol/H,O | Methanol/H,O | Methanol/H,O

[:;?g] 3789 +£32.1 [396.0 +46.0 |287.0 £5.89 |357.2 +80.9 [4553 +152.6
LB! 1114 =938 81.6 +17.1 |[77.2 £18.8 |102.5 £173 995 +£27.1

(He/kel | 1991541431 |1440.1+56.7 |1203.9+192 |1273.4+486.6 |2124.9+980.3

' Linearer Bereich: 80 — 20 % - Signal

Bei Betrachtung der Grenze des oberen Messbereichs (20 % des Signals) wird deutlich er-
kennbar, dass bei einem Anteil von 80 % bis einschlielich 60 % Methanol mit einem rel.
Fehler von 11 % eine Vergleichbarkeit der Werte vorliegt. Dies gilt genauso fiir die 1Cso-
Werte, die eine max. prozentuale Abweichung von 12 % aufweisen. Beim unteren Mess-
bereich (80 % des Signals) war bereits bei einer Extraktion mit 70/30 mit 21 % ein deutlicher
Unterschied erkennbar (Ursache liegt in den Absolutsignalen). Ein eindeutiger Bruch konnte
bei einem 50/50-Verhiltnis mit bis zu 38 % Abweichung in Bezug auf die Kurvenparameter
beobachtet werden. Somit konnten Kalibrierkurven, trotz derselben Getreideart, nicht mit-
einander verglichen werden. So unterscheiden sie sich bei der 50/50- (Methanol/Wasser, v/v)
und Wasser-Extraktion nicht nur in der oberen Asymptote, sondern auch in der Lage des Ar-
beitsbereiches und somit auch in den ICso-Werten (rel. Fehler von 23 % und 34 %). Diese
Ergebnisse zeigten, dass mitextrahierte organische Komponenten, vermutlich in erster Linie

Proteine, zu inakzeptablen Matrixinterferenzen bei der Chip-basierten Methode fiihrten.

Um dennoch eine Aussage hinsichtlich der Extrahierbarkeit der Mykotoxine machen zu kon-
nen, wurden in einem weiteren Experiment mit unterschiedlichen L&sungsmittel-
zusammensetzungen dotierte Proben auf dem MCR 3 untersucht. Hierbei war wichtig, dass
die Kalibrierung sowie die Proben stets ein und dieselbe Matrix (BioWeizen Typ 550) war. Es

wurde der Wasseranteil schrittweise erhoht und die WF bestimmt (Tabelle 24).

Es zeigte sich, dass bereits bei einer Extraktion von 60/40 (Methanol/Wasser, v/v) eine Erho-
hung der Wiederfindungsrate von 92.2 + 8.4 % bei 20/80 auf 97.3 + 10.8 % erreicht werden
kann. Bei Extraktion mit reinem Wasser konnte wie beim klassischen ELISA Test auf der
MTP eine WF von sogar 109.0 + 18.7 % bestimmt werden. Aber genauso konnte ein Trend
hinsichtlich der rel. Fehler beobachtet werden. So steigt mit zunehmendem Wasseranteil die

Ungenauigkeit von 6 % auf 17 %.
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Tabelle 24:  Zusammenfassung der bei unterschiedlichen Extraktionsmitteln erhaltenen WF
(MCR 3), der dotierten Proben (m =6, s =1).
DON- WF [%]
ity i 80/20 70/30 60/40 20/80 .0 + NaCl
[ng/kgl Methanol/H,O | Methanol/H,O | Methanol/H,O | Methanol/H,O 2
70 84.8+22.3 89.8+£194 99.4+22.3 102.2 £6.7 <LOD
200 95.1+104 82.1+ 16.6 89.8+12.8 1053 £11.5 1250+ 199
400 85.8+13.2 92.4+7.2 89.8+ 6.3 85.5 +£5.7 113.5+9.0
750 82.4+£9.7 86.6+5.9 85.0+£ 8.5 - 88.5 +224
MW 87.0+5.6 87.7+59 92.2+84 97.3 +10.8 109.0 + 18.7
6 %) (7 %) 9 %) (11 %) (17 %)

Diese Ergebnisse zeigen zwar, dass mit steigendem Wasseranteil bei der Extraktion die WF
steigt, aber zugleich wird die Oberfldche stirker belastet (siehe steigende rel. Fehler), was auf
Kosten der Reproduzierbarkeit der Kalibrierungen geht. Zusitzlich verhindert bereits die Ex-
traktion mit 60/40 die Messung unterschiedlicher Getreidematrizes mit nur einer Kalibrier-
kurve (wegen der Absolutsignale) und scheidet daher auch aus wirtschaftlichen Erwigungen
aus. Zudem wird deutlich, dass stets genaue Untersuchungen auf den jeweiligen Analysege-
riten notwendig sind. Eine reine Ubertragung von klassischen ELISA auf den Durchfluss-
Chemilumineszenz-Array ist nicht immer moéglich. In den durchgefiihrten Experimenten wur-

den alle Proben mit der Standardmethode 80/20 (Methanol/Wasser) extrahiert.

3  Herstellung monoklonaler Ochratoxin A - spezifischer Antikorper

Fiir die Herstellung eines multiplexen Mikroarrays werden fiir alle verwendeten Mykotoxine
monoklonale Antikorper bendtigt. So konnten neben dem an unserem Institut bereits ent-
wickelten anti-AFB1-Antikorper 1F2 (Cervino, 2008) zusitzlich von Dr. Dietrich (Lehrstuhl
fiir Milch und Hygiene) erhaltene anti-ZEA-, anti-FB1-, anti-T-2- und anti-DON-Antikorper
eingesetzt werden. Um spitere Vertriebshindernisse, wie Lizenzgebiihren etc., zu umgehen,
sollte in dieser Arbeit ein monoklonaler Antikorper gegen OTA mit ausreichender Sensitivitét

fiir die Quantifizierung innerhalb der gesetzlichen Grenzwerte hergestellt werden.
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Die Herstellung der monoklonalen Antikorper erfolgte mittels Hybridomzelltechnik nach
KOHLER und MILSTEIN (Kéhler, 1975). Dazu wurden die synthetisierten Immunogene
dem Partner (Institut fiir Physiologische Chemie der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg) zur Verfiigung gestellt, der die Immunisierung der Miuse, die Fusionierung der
Immunzellen (B-Zellen) mit Myelomzellen, das Primirscreening und die Kultivierung der

selektierten Hybridomzellen durchfiihrt.

3.1 Synthese des OTA-Glycin-Protein-Immunogens

OTA ist als Hapten zu klein, um in einem S#ugetier eine Immunreaktion auslosen zu konnen.
Fiir die Generierung von OTA-Antikorpern ist daher eine Bindung an ein Trigerprotein not-
wendig. Beim Triger sollte darauf geachtet werden, dass es sich um ein moglichst ,korper-
fremdes‘ Protein im immunisierten Sidugetier handelt, da in diesem Fall eine ausreichend star-
ke Immunantwort zu erwarten ist. In der vorliegenden Arbeit wurde Rinderserumalbumin
(Bovine Serum Albumin, BSA) als Fremdprotein verwendet. Fiir die kovalente Bindung des
OTA-Molekiils an BSA wurde zusitzlich ein kurzer Linker (Glycin) eingefiihrt. Dieser soll
gewihrleisten, dass durch den rdaumlichen Abstand zur Proteinoberfliche die Spezifitit der
produzierten Antikorper erhoht wird. Bisher in der Literatur veroffentlichte Antikorper zeig-
ten 1Csp-Werte fiir OTA von 0.32 ng/mL bis hin zu 1.2 ng/mL (Kawamura, 1989; Gyongyosi-
Horvath 1996; Cho, 2005; Liu, 2008). Diese wurden alle durch direkte Kopplung an ein Tra-

gerprotein ohne Linker gewonnen.

Zunichst erfolgte daher die Synthese des OTA-Glycin (OTA-Gly). Dazu wurde OTA mit
Glycinbenzylester-Tosylat (H-Gly-OBzl p-Tosylat) iiber Aktivierung der Sduregruppe umge-
setzt. AnschlieBend konnte die Abgangsgruppe (Benzyl) iiber Palladium auf Aktivkohle ent-
fernt werden, wie in Abbildung 48 dargestellt.

Das Produkt wurde anschlieBend mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC),
gekoppelt an einem UV-Vis Detektor, aufgereinigt und analytisch mittels ESI-MS nachgewie-
sen (Abbildung 49).
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Abbildung 48: Synthese von OTA mit Glycinbenzylester-Tosylat zu OTA-Glycin.
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Abbildung 49: ESI-MS-Spektrum des OTA-Glycin-Produktes.
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Im néchsten Schritt erfolgte die kovalente Kopplung des OTA-Glycin-Konjugates an BSA
mittels der Carbodiimid-Methode. Hierzu wurde die Carboxylgruppe des Glycins mittels
DCC und NHS in Dioxan aktiviert. BSA (0.13 mM) wurde in 0.71 mM Natriumhydrogencar-
bonat (pH 7.5) gelost, um anschlieBend den NHS-Ester hinzu zu tropfen. Da das OTA-Glycin
weniger wasserloslich ist, musste tropfchenweise Dioxan hinzugetropft werden, um ein Aus-
fallen zu vermeiden. Die Reinigung erfolgte iiber Dialyse gegen deionisiertes Wasser. Die
einfachste Kontrolle, ob OTA an das Protein gekoppelt ist, sind Untersuchungen mit dem tra-
ditionellen ELISA. Hierfiir wurde das Immunogen als Coating eingesetzt. Ergibt sich bei der
Verwendung eines kommerziell erhiltlichen Antikorpers (gegen OTA) eine Kalibrierkurve,
so ist sichergestellt, dass OTA gebunden wird. Fiir eine genaue Bestimmung der durchschnitt-
lichen  Kopplungsdichten = wurde  Matrix-unterstiitzte =~ Laserdesorptions-lonisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS) verwendet. Die Massenspektren sind in Abbildung 50
dargestellt.

Aus den Massenverschiebungen lieen sich somit durchschnittliche Substitutionsraten von 8
bzw. 18 OTA/BSA berechnen. Des Weiteren wurden zwei Immunogene mit Kopplungsdich-
ten von 4 bzw. 7.5 hergestellt. Die Anzahl der OTA-Molekiile pro BSA variierte deutlich.
Grund war hierfiir, dass das Verhiltnis von eingesetztem BSA zu konstanter OTA-
Konzentration erhoht wurde. So fiihrte eine hohere Konzentration an BSA zu geringeren Sub-

stitutionsraten.

Auf dhnliche Weise wurden auch weitere Hapten-Konjugate fiir die Beschichtung von MTP
hergestellt. Allerdings wurde hier auf einen Linker verzichtet. Auf diese Weise wurden OTA-
OVA, OTA-TG und auch AFBI-BSA sowie ZEA-BSA synthetisiert. Hierbei erfolgte ein
Nachweis der Hapten-Kopplung nur mittels klassischem ELISA.
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Abbildung 50: MALDI-TOF-MS-Spektren von OTA-Gly-BSA mit einer durchschnittlichen
Kopplungsdichte von 18 (oben) und 8 (unten).
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3.2  Immunisierung und Screening der Zellkulturiiberstinde

Die Immunisierung, Fusionierung sowie das erste Vorscreening erfolgte am Institut fiir Phy-
siologische Chemie in Halle bei Herrn Dr. E. Weber. In der folgenden Arbeit wird zwischen
der ersten Immunisierung (11) und der zweiten Immunisierung (2I) unterschieden, dabei wur-

den bei 11 sieben Miuse und bei 21 fiinf Miuse immunisiert.

Bei der ersten Immunisierung mit den Immunogenen 8 bzw. 18 wurden 10 Wochen alte weib-
liche BALB/c Méuse mit 25 pg einer OTA-Gly-BSA in 200 uL Kochsalzlosung (154 mM)
und 300 pL. komplettem Freund’schem Adjuvans immunisiert. Dies wurde nach 5 und 7 Wo-
chen in unvollstindigem Freund’schem Adjuvans wiederholt. AnschlieBend erfolgte die Un-
tersuchung der Titer. Titer sind MaBangaben fiir die Verdiinnungen von Antikorpern, die ge-
rade noch eine positive Antigen-Antikorper-Reaktion ergeben. Der Titer ist somit der Kehr-
wert der Serumverdiinnung. Lag dieser iiber 10° wurden die Mzuse mit 30 png jeweils vier
Tage und ein Tag vor der Fusionierung hyperimmunisiert. Die Milzzellen wurden mit
Myelomzellen unter Zugabe von Polyethylenglykol hybridisiert und anschlieBend einzelne
Aliquote ausplattiert. Die restlichen Fusionszellen wurden in Fliissigstickstoff schockgefroren
und spiter weiter untersucht. Die erhaltenen Zellen wurden durch wiederholtes Verdiinnen
vereinzelt und anschliefend mittels indirekten nicht-kompetitivem ELISA auf OTA spezifi-

sche Antikorper untersucht (Mesci, 2007; Cervino, 2008; Wang, 2009).

Bei der zweiten Immunisierung wurden die Miuse mit demselben Immunisierungsprotokoll
behandelt. Es wurde dabei festgestellt, dass der Titer von 10° bei dieser Immunisierung deut-
lich schneller erreicht wurde, was durch die bessere Loslichkeit der Immunogene erklért wer-

den konnte.

In einem Vortest wurden 148 Klone (94 aus der ersten Immunisierung und 54 aus der zwei-
ten) von etwa 4000 Klonen ausgewihlt. In diesem Vorscreening am Institut fiir Physiologi-
sche Chemie wurde eine Zellkulturiiberstandsverdiinnung von 1:2 bei der ersten Immunisie-
rung und von 1:10 bei der zweiten Immunisierung verwendet. Dies lie3 zwar eine hohe An-
zahl von falsch positiven Klonen vermuten (vor allem bei der 1:2 Verdiinnung), es konnte
dadurch jedoch vermieden werden, dass positive Klone iibersehen wurden. Um allerdings
Kreuzreaktivititen zum BSA-Protein von vornherein auszuschlieBen, wurde fiir das Screening
bereits das OTA-OV A-Konjugat zur Beschichtung der MTP verwendet. Um ein Optimum der
Screening-Aussagekraft bei gleichzeitiger Vollstindigkeit der Detektion zu gewihrleisten,

wurde eine Zellkulturiiberstands-Verdiinnung von 1:50 festgelegt. Zusitzlich wurde im Ver-
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gleich eine Verdiinnung 1:100 untersucht, um zum einen festzustellen, ob sich der Anteil an
falsch positiven ZKU erhoht. Zum anderen wird somit der nachfolgenden Schritt, die genaue
Charakterisierung, durch Festsetzen der Verdiinnungsstufe erleichtert. In Abbildung 51 sind
die Screeningergebnisse im Vergleich von 1:50 und 1:100 der ersten Immunisierung auf der
MTP dargestellt. Um Fehler auszuschlieBen, wurde jeder ZKU als Triplikat bestimmt und
zusitzlich eine Positivkontrolle (mit monoklonalen Antikorper 5G9) mitgefiihrt. Als Negativ-
kontrolle wurde PBS verwendet und dessen Mittelwert plus dreifacher bzw. zehnfacher Stan-
dardabweichung als Schwellenwert fiir positive bzw. negative Klone eingesetzt. Zusitzlich
wurden die positiven Proben aufgrund ihres jeweiligen Absorptionswertes anhand einer fiir
jede Platte individuell festgelegten Zuordnungsgrenze in zwei Gruppen eingeteilt. ZKU mit
sehr hohen Werten wurden in den weiterfilhrenden Experimenten in einer geringeren Kon-
zentration (Verdiinnung 1:100 bzw. 1:300) eingesetzt, wihrend Klone mit niedrigeren Ab-

sorptionen mit Verdiinnungen von 1:50 bzw. 1:100 untersucht wurden.

Es zeigte sich, dass sich bei der 1:50-Verdiinnung der Klone im Vergleich zur 1:100-
Verdiinnung hohere Absorptionen von bis zu 3.4 a.u. ergaben. Bei der niedrigeren Ver-
diinnung wurden 29 Klone eindeutig als negativ bestimmt, wihrend drei Klone im Bereich
der Negativkontrolle plus zehnfacher Standardabweichung lagen. Dagegen wurden bei der
niedrigeren Konzentration 31 Klone als falsch negativ und ein Klon als potentiell negativ be-
stimmt. In Summe ergaben sich somit bei beiden Verdiinnungen 32 negative Klone. Anhand
der Zuordnungsgrenze beim 1:50-Screening konnten 15 Klone in eine Gruppe mit niedrigen
Verdiinnungen eingeteilt werden, diese unterschieden sich dennoch stark von den negativen
ZKU. Bei Betrachtung der hoheren Verdiinnungen wurde deutlich, dass 1:100-Verdiinnungen
ebenfalls zur Einteilung in zwei Gruppen fiithren und ausreichend Signal ergeben. Dabei wur-

den 32 Klone zu der Gruppe der 1:100 Verdiinnung gezihlt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Verdiinnung von 1:100 zu keinen falsch negativen Aus-
sagen fiihrt, sondern zudem eine bessere Abschitzung der Verdiinnungen mit ausreichender

Absorption fiir nachfolgende Charakterisierungen ermoglicht
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Abbildung 51: Darstellung der Screenings der ersten Immunisierung mittels indirekt nicht-kompeti-

tivem ELISA (m = 3, s = 1); (A) Serumverdiinnung von 1:50 (B) Serumverdiinnung
von 1:100 bei einer OTA-OV A-Beschichtung (1:5000). Negativkontrollen plus deren
dreifacher bzw. zehnfacher Standardabweichung (- - - bzw. — Linien) als Schwellen-
werte. (- - -) Zuordnungsgrenze zur Einteilung der positiven Proben.
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In Abbildung 52 sind die Ergebnisse der zweiten Immunisierung dargestellt. Die dabei er-

haltenen

54 Klone stammen aus einem Vorscreening mit der Verdiinnung 1:10. Die Klone

wurden mit den Nummern 94 bis 148 gekennzeichnet.
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Darstellung der Screenings der zweiten Immunisierung mittels indirekt nicht-kompeti-
tivem ELISA (m = 3, s = 1); (A) Serumverdiinnung von 1:50 (B) Serumverdiinnung
von 1:100 bei einer OTA-OV A-Beschichtung (1:5000). Negativkontrollen plus deren
dreifacher bzw. zehnfacher Standardabweichung (- - - bzw. — Linien) als Schwellen-
werte. (- - -) Zuordnungsgrenze zur Einteilung der positiven Proben.
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Es ergaben sich bei der zweiten Immunisierung deutlich weniger negative Klone, was durch
die bereits hohere Verdiinnung beim Vorscreening (1:10 vgl. 1:2) erkldrt wird. Bei beiden
Verdiinnungen wurden 5 Klone ausgeschlossen. Im Vergleich zur ersten Immunisierung wur-
den hier deutlich hohere Absorptionen erreicht. Eine mogliche Ursache liegt in der Verwen-
dung von Immunogenen mit niedrigeren Kopplungsdichten (4 und 7.5), was durch die beding-

te hohere Wasserloslichkeit zu hoherer Antikdrperproduktion in den Méusen fithren konnte.

Bei zukiinftigen Screeningversuchen sollte von Beginn an eine hohere Klonverdiinnung ge-
wihlt werden, um deutlich weniger falsch positive (durch eventuelle Adsorptionen auf den
MTP) Klone zu erhalten. Ein weiterer Vorteil liegt auch in der Einsparung von weiteren Ar-
beitsschritten, da im Vorfeld schon eine bessere Abschitzung der positiven Klonverdiinnun-

gen fiir die Affinititsbestimmungen erfolgt.

Zusitzlich wurden bei 69 Klonen aus der ersten Immunisierung Untersuchungen zu Ma-
trixeinfliisssen unternommen. Dazu wurden ZKU nicht in PBS, sondern direkt in 20 % Metha-
nol-haltigem Haferextrakt verdiinnt und analog gescreent. Es sollte sichergestellt werden, dass
Antikorper, die durch Matrixbestandteile gehemmt werden, auch als negativ ausselektiert
werden. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten jedoch keinerlei Unterschied zu denen in Abbil-
dung 51 und Abbildung 52, weshalb eine vollstandige Hemmung der Antikorper durch die

Getreidematrix ausgeschlossen und daher nicht weiter untersucht wurde.

33 Charakterisierung der erhaltenen Antikorper

Beim ZKU-Screening gelten Klone, die eine Kompetition gegeniiber OTA zeigen als richtig
positiv. Daher wurden alle 114 positiven Klone hinsichtlich ihrer Affinitdt untersucht. Dabei
eignet sich auch hier das indirekt kompetitive ELISA Format (Friguet, 1985). Fiir die Charak-
terisierung wurden auf der MTP von links nach rechts die Konzentrationen des ZKU sowie
des Coating-Konjugats (OTA-OVA) gegeneinander variiert (Checkerboard-Titration). So
konnte innerhalb eines breiten Konzentrationsspektrums eine Abschitzung des minimalen
Testmittelpunkts (ICsp) erfolgen und ein Optimierungsbereich bestimmt werden. Dabei wur-
den die ZKU in einer Verdiinnung von 1/50 bis 1/8100 und das Coating-Antigen (Konzentra-
tion der Stammlosung 1.00 mg/mL) von 1/5000 bis 1/50000 eingesetzt. Auf diese Weise wur-
den alle falsch positiven Klone ermittelt. Zusétzlich wurden alle Klone mit einem ICso-Wert

> 12 pg/L aufgrund ihrer unzureichenden Affinitit aussortiert, da bei ZKU mit hoheren Test-
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mittelpunkten eine Verbesserung der Assay-Sensitivitit durch Optimierung der Assay-
Bedingungen (relevanter Bereich: < 1 pg/L) nicht moglich ist. Zusétzlich wurden auch Klone
mit ICsp-Werten unterhalb von 12 pg/lL ausgeschlossen, wenn sie ungiinstige Fit-

Eigenschaften aufwiesen und somit nicht weiter optimiert werden konnten.

Bei der ersten Immunisierung ergaben sich somit 16 Klone und bei der zweiten Immunisie-
rung 6 Klone, die keine Kompetition zeigten und somit als falsch positiv deklariert wurden.
Alle 21 ZKU sind in Tabelle 25 mit den minimalen ICso-Werten und den jeweiligen Verdiin-

nungen dargestellt.

Tabelle 25:  Zusammenfassung der ZKU mit den jeweiligen Verdiinnungsfaktoren und den dabei
erhaltenen ICso-Werten. (links) Immunisierung 1 (rechts) Immunisierung 2.

Positive ZK{'s | ZKU OTA-OVA Positive ZK{'s | ZKU OTA-OVA
[ng/L] Verd. Verd. [ng/L] Verd. Verd.

. 1A3 10.2 1:50 1:5000 3. | 1246 6.2 1:300 1:10000
7. | 23G2 3.0 1:300 1:10000 6. | 19A9 10.7 1:300 1:10000
14. | 1E10 8.7 1:50 1:10000 7. | 19A12 | 111 1:100 1:5000
46. | 4E10 72 1:300 1:20000 8. | 12G1 82 1:300 1:10000
47. | 4H5 10.4 1:300 1:5000 15. | 20H1 10.0 1:100 1:5000
49. | 1G8 3.1 1:300 1:5000 16. | 20H9 12.0 1:100 1:5000
58. | 2HS5 40 1:100 1:5000 18. | 14G8 11.0 1:300 1:5000
60. | S5F6 11.7 1:100 1:10000 22. | 21H7 10.6 1:300 1:5000
64. | 10F4 10.8 1:50 1:5000 23. | 18C9 10.9 1:300 1:5000
80. | 2B2 10.1 1:300 1:5000 25. | 17F4 47 1:300 1:5000
81. | 3H7 10.6 1:300 1:5000

Nach der Abschitzung der Affinititen der Antikorper zeigten ZKU 23G2 (Nr. 7) und 1G8
(Nr. 49) die niedrigsten ICso-Werte. Bei der zweiten Immunisierung lag der sensitivste Anti-
korper mit 4.7 ug/L. (Nr. 25) deutlich unter den anderen (6 — 12 pg/L). Die aus den Einfach-
bestimmungen positiven ZKU wurden durch Dreifachbestimmungen weiter charakterisiert,
um die Schwankungen einzelner Werte durch Mittelwertbildung zu minimieren und durch
Mehrfachmessung die Testmittelpunkte genauer zu bestimmen. Der jeweilige Optimierungs-
bereich eines Zellkulturiiberstands konnte mit Hilfe der Ergebnisse der Einfachbestimmungen
durch Ermittlung der Bedingungen mit dem niedrigsten Testmittelpunkt in Verbindung mit
einer geeigneten Absorption gut abgeschitzt werden. Die nach der Optimierung erhaltenen

minimalen ICsp-Werte sind in Tabelle 26 dargestellt.

Die ZKU 1G8 und 23G2 aus der ersten Immunisierung sind mit ihrem ICso-Wert von
1.8 ug/L bzw. 2.6 ug/LL am sensitivsten. Da fiir unsere Applikation aber ein Testmittelpunkt
von 0.3 pg/L bendtigt wird, um den gesetzlichen Grenzwert von 5 pg/kg in Getreide messen

zu konnen, reichen diese nicht aus.
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Tabelle 26:  Zusammenfassung der im indirekt kompetitiven ELISA erhaltenen ICsp-Werte und die
maximalen Absorptionen. (links) aus der zweiten Immunisierung (rechts) aus der
ersten Immunisierung.

Positive ZKUs ICs Absorption Positive ZKUs ICs Absorption

[ng/L] [a.u.] [ng/L] [a.u.]
1. 1A3 114 0.9 3. 12A6 4.6 0.2
7. 23G2 2.6 0.09 6. 19A9 94 0.12
14. 1E10 7.3 0.5 7. 19A12 8.6 0.12
46. 4E10 4.7 0.6 8. 12G1 7.1 0.96
47. 4H5 22.5 0.6 15. 20H1 10.0 0.10
49. 1G8 1.8 0.5 16. 20H9 11.2 0.2
58. 2H5 11.5 0.4 18. 14G8 6.4 0.55
60. 5F6 7.1 0.55 22, 21H7 9.8 0.13
64. 10F4 - - 23. 18C9 10.1 0.11
80. 2B2 11.0 0.3 25. 17F4 54 0.25
81. 3H7 - -

Eine weitere Verdiinnung der Reaktionspartner (ZKU bzw. Coating-Antigen) wurde ausge-
schlossen. Stattdessen kam ein poly-HRP-markierter Sekundirantikorper zum Einsatz, der bei
gleicher Bindung am Coating-Antigen ein hoheres Messsignal erwarten lie und damit eine
weitere Reduzierung der Antigen- bzw. Antikorper-Konzentrationen ermoglichen konnte. Im
Test wurde statt dem oligo-HRP-markiertem Pferd-anti-Maus-IgG, bei dem ein Verhiltnis
von HRP zu Antikorper von 3.3:1 angegeben ist, ein poly-HRP-40-markierter Ziege-anti-
Maus-IgG mit einem Enzym/Antikorper-Verhiltnis von 20:1 verwendet (Vector, 2011; Seno-
va, 2011). Anhand des ZKU 1G8 (Nr. 49) (Verdiinnung 1/500; Coating-Antigen-Verdiinnung
1/10000) wurde die Annahme bestitigt, d.h. eine Erhéhung der Absorption um ca. 1.5 a.u.
festgestellt (Abbildung 53, links). Allerdings konnte durch eine weitere Verdiinnung der Re-
aktionspartner nur eine um den Faktor von ca. zwei gesteigerte Assay-Sensitivitit erhalten
werden (neuer ICsp = 0.96 ug/L; Abbildung 53, rechts). Eine noch weitere (entscheidende)
Verbesserung der Assay-Performance kann aus gegenwirtiger Sicht nur durch Erhalt eines

noch affineren Antikorpers erreicht werden.

Zur weiteren Assay-Optimierung wurden daneben die Antikorper 1G8 (Nr.49) und 23G2
(Nr. 7) mit Protein-A/G-Misch(affinitéts)sdulen gereinigt, um eventuell vorhandene stérende

Begleitstoffe zu entfernen.

Die gereinigten Antikorper wurden mittels indirekt kompetitivem ELISA untersucht. Hierbei
wurde zunéchst die Beschichtungskonzentration mit OTA-BSA mit 1/20000 konstant gehal-
ten, wihrend die Antikorperkonzentrationen von 1/5000 bis 1/30000 spaltenweise (je Tripli-
kate) verdiinnt wurden. Der Antikorper 23G2 (Nr. 7) zeigte nach der Aufreinigung keinerlei
Verbesserung des Testmittelpunktes, dieser lag bei 3.6 pg/L, zuvor bei 2.6 ug/L. Die entspre-
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chenden ELISA-Kalibrierkurven fiir 1G8 (ZKU 49), sowie die erreichten minimalen ICso-
Werte sind in Abbildung 54 dargestellt, wobei mit 1.1 pg/L der niedrigste Testmittelpunkt

erreicht wurde.
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Abbildung 53: (links) Vergleich von oligo- und poly-HRP- Sekundérantikorper im ELISA mit ZKU
1G8 (Nr.49); (rechts) ELISA-Optimierung mit ZKU 1G8 (N1.49); (m=7,n=3,

s=1).
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Abbildung 54: Darstellung (links) der im indirekt kompetitiven ELISA erhaltenen Kalibrationskurven
(m =8, n=3,s=1); (rechts) die erhaltenen ICs,-Werte und Absorptionen.

Als letzter Charakterisierungsschritt wurden die Antikorper auf unserem Messsystem, dem
MCR 3, untersucht. Antikorper konnen aufgrund des Durchflussarrays andere Eigenschaften
und Sensitivititen aufweisen als auf den stationdren MTP-ELISA. Die Spotting-

Konzentration von OTA betrug 0.55 mg/mL und die Antikdrper-Konzentrationen betrugen
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0.2 mg/mL. Fiir jede Kalibrierung wurde stets ein Chip verwendet und zum Vergleich der
Antikorper 5G9 als Positivkontrolle gemessen (Gyongyosi-Horvath, 1996). In Abbildung 55

sind die erhaltenen Kalibrierkurven zusammengefasst.
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Abbildung 55: Vergleich der erhaltenen Kalibrierkurven auf dem MCR 3 (m=8,n=6,s=1) von
den gereinigten mAk 1G8 (Nr. 49), 23G2 (Nr. 7) und 5G9 als Positivkontrolle.

Die erhaltenen ICso-Werte lagen im Vergleich zu der Positivkontrolle von 5G9 von 0.2 pg/L
bei deutlich hoheren Werten von 14.2 ug/L fiir 23G2 (Nr.7) und bei 6.1 pg/L fiir 1G8
(Nr. 49).

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse konnte nicht gezeigt werden, ob das Anbringen eines
Linkers zum Protein bei Immunogenherstellung zu sensitiveren Antikorpern fiihrt. Entschei-
dender scheint ein Kompromiss zwischen Loslichkeit des Immunogens und hoher Kopp-

lungsdichte zu sein.
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4  Qualitative und quantitative Bestimmung von Ochratoxin A in Wein

OTA tritt sehr hiufig in geringen Mengen in verschiedenen Konsumgiitern der Lebensmittel-
industrie auf. Wie bereits in Kapitel II 1.3 erwihnt, sind die Hauptproduzenten von OTA As-
pergillus ochraceus und Penicillium viridactum (Pohland, 1982). Neben den diversen Getrei-
dearten befallen diese, speziell der Schimmelpilz Aspergillus carbonarius auch hiufig Trau-
benstocke (Mendez-Vilas, 2009). Dies erfordert eine erhdhte Kontrolle von OTA in Weinpro-
dukten. Die festgelegten Grenzwerte liegen fiir Weine bei 2.00 ug/L. Im néchsten Abschnitt
wird die Entwicklung und Optimierung eines OTA-Assays speziell fiir Weinmessungen erliu-
tert. Die Herstellung der Mikroarrays und der Programmablauf erfolgte analog zu den My-

kotoxinassays in Getreide (siehe Kapitel III. 1.4).

4.1 Weilwein

Die Regenerierbarkeit eines OTA-Chips spielt eine wichtige Rolle bei der Herstellung einer
wirtschaftlich nutzbaren Analysemethode. Die Untersuchung der WeiBweinmatrix auf der
Oberfliche war grundlegender Bestandteil der Entwicklung eines Mikroarrays. Hierfiir wurde
ein Chip mehrmals mit unterschiedlichen Wein-PBS-Verdiinnungen als Blank-Matrix gemes-
sen. Jede Messung erfolgte zwei- bis dreimal, um ein Gleichgewicht auf der Oberfliche zu

erhalten. Die erhaltenen Signale bei Weilwein (WW) sind dabei in Abbildung 56 dargestellt.

Es ist zu beobachten, dass sdmtliche Verdiinnungsverhiltnisse von 1:100 bis zu 1:30 konstant
hohe Chemilumineszenz-Signale zeigten. Ausnahme dabei ist die Verdiinnung 1:35 (Wein zu
PBS), wobei hier von einem Fehler bei der Durchfiihrung des Experiments auszugehen ist.
Mit sinkender Verdiinnungsstufe von 1:20 bis zur Messung des reinen Weins (pur) fallen die
Intensitéiten der Signale bis 54 % (bezogen auf PBS-Messungen) ab. Dies zeigt einen relativ
deutlichen Matrixeinfluss des reinen WW auf die Mikroarray-Oberflache. Dennoch reicht die
Signalintensitit von 3500 a.u. fiir eine Kalibrierung aus. Durch den zunehmenden Anteil von
Wein befinden sich hohere Mengen von organischen Substanzen in der Blank-Matrix, die mit
den zugegebenen Antikorpern wechselwirken und zu unspezifischen Bindungen (Blocken der
mAKk) fiihren konnen. Diese Stoffe konnen sich aber auch auf der Oberfldache des Chips abset-

zen, weshalb ebenfalls weniger Antikorper mit dem immobilisierten OTA binden kénnen.
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Abbildung 56: Untersuchung der Matrixeinfliisse von WW auf das Signal des OTA-Chips
(Verdiinnungsexperiment, n = 6, s = 1).

Ein weiterer Grund fiir den Abfall der Chemilumineszenz-Intensitit kann der steigende Anteil
von Ethanol sein. Der enthaltene Alkohol kdnnte mit einem Teil der mit auf der Oberfldche
gebundenen Antikorper interagieren und so diese wieder 10sen, was zu einer geringeren Sig-
nalintensitét fiihrt. Auerdem konnen die variablen Teile des Antikorpers durch den Alkohol
denaturiert werden, was dazu fiihrt, dass einige der Antikorper mit dem Analyten keinen Ana-
lyt-Antikorper-Komplex bilden kénnen. Trotzdem wird auch bei hohen Weinkonzentrationen
eine relativ gute Signalintensitit erreicht. Um eine Schddigung der Oberfliche durch ldnger-
fristige Einwirkung von Wein auszuschliefen, wurden 27 aufeinander folgende Messungen

mit einer 1:2-Verdiinnung (Wein/PBS, v/v) durchgefiihrt (Abbildung 57).

Zu beobachten ist, dass wie beim Getreide-Chip, die erste Messung ein deutlich geringeres
Signal lieferte. Auch hier sollten stets drei Messungen zur Gleichgewichtseinstellung durch-
gefiihrt werden. Die Streuung von Messung 2 bis 27 lag mit 2.62 % sehr niedrig und die In-
tensitdt am Ende war bei 106.01 %. Die Weinmatrix spielt selbst bei der sehr geringen Ver-
diinnung von 1:2 eine relativ geringe Rolle bzgl. einer dauerhaften Inaktivierung des Chips.
Wenn es zu Wechselwirkungen mit der Mikroarrayoberfliche kommt, so werden diese Be-
standteile bei jeder Regeneration des Chips offenbar wieder entfernt. Aufgrund dieser Ergeb-

nisse konnte eine Kalibrierung erstellt werden.
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Abbildung 57: Untersuchung der Regenerierbarkeit von WW mit einer Verdiinnung von 1:2 auf den
OTA-Chips (n=6,s=1).

Um eine moglichst sensitive Methode zu erhalten, wurde eine Kalibrierung mit dem WW in
einer 1:2-Verdiinnung mit PBS durchgefiihrt. Dabei wurde bei den Kalibriermessungen eine
andere Chipcharge verwendet, was eine Anderung des Absolutsignals zur Folge hatte. Es
wurde ein Arbeitsbereich von 0.20 — 0.77 pg/L* (*in verdiinntem Wein) erhalten. Nach Ein-
berechnung des Verdiinnungsfaktors ergaben sich Werte von 0.40 — 1.54 ug/L. Der Testmit-
telpunkt von 0.39 ug/L* verschob sich zu 0.79 ug/LL und die Nachweisgrenze lag bei
0.34 ng/L. Diese Ergebnisse zeigten die hohe Sensitivitit der Methode. In Hinblick auf den in
der EU festgesetzten Grenzwert von 2.00 ug/L. OTA in Weilwein (WW), ist der hier durchge-
fiilhrte Test zu nachweisstark, weshalb fiir die Messung von Realproben diese noch weiter
verdiinnt werden konnen. Dazu wurde eine Verdiinnung von 1:8 (WW/PBS, v/v) gewihlt. In

Abbildung 58 sind beide Kalibrierungen dargestellt.

Durch die Verdiinnung 1:8 konnte somit ein Arbeitsbereich von 0.24 — 0.73 ug/L* und ein
Testmittelpunkt von 0.42 pg/L* erreicht werden. Nach Multiplizierung des Verdiinnungs-
faktors von 8 ergaben sich somit ein ICso-Wert von 3.37 ug/L, mit einem Arbeitsbereich von

1.95-5.82 ug/L und einem LOD 1.14 pg/L.
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Abbildung 58: Kalibrierkurven von OTA in WW (Oben) 1:2 und (Unten) 1:8, mit berechneten
Nachweisgrenzen (LOD) und Arbeitsbereichen (n = 8, m=6, s =1).

Als nichstes wurde eine Mehrtages-Studie durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der Ana-

lysemethode zu iiberpriifen. Dafiir wurden an drei Tagen innerhalb einer Woche jeweils die

gleichen Messungen durchgefiihrt und die jeweiligen WW-Standards fiir die Kalibrierung neu

erstellt (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Mehrtages-Studie fiir OTA in WW mit Verdiinnung 1:8 (m=8,n=6,s=1).

Die oberen Asymptoten zeigen ein Unterschied auf, wihrend die unteren nahezu identisch
sind. Die erhaltenen Kurvenparameter sind in Tabelle 27 zusammengefasst. Der Testmittel-
punkt befand sich bei 2.46 + 0.14 ug/L und wies eine Abweichung von 6 % auf. Die untere
Grenze des linearen Bereichs hat dabei den grof3ten Fehler von 13 % (1.08 = 0.14 ug/L), der
durch die Abweichung der oberen Asymptoten zu erklidren ist. Die obere Grenze war bei

5.61 £0.25 ug/L (4 %). Dies zeigt die hohe Reproduzierbarkeit des OT A-Chips.

Tabelle 27:  Vergleich der Testmittelpunkte (ICso) und der Arbeitsbereiche der Kalibrierungen aus
der Mehrtages-Studie von OTA in WW (Interassay-Standardabweichung, n =3,s =1,
Verdiinnung 1:8).

OTA
Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
ICso [ng/kg] 2.35 2.62 242 2.46 +0.14

LB' [ug/kg] | 0.94 -5.86 | 1.22-5.59 | 1.09 - 5.37 | 1.08 £ 0.14 — 5.61 + 0.25

'Linearer Bereich: 80 — 20 % - Signal

Fiir eine weitere Charakterisierung der Methode wurden an drei verschiedenen Tagen dotierte

Proben hergestellt. Genutzt wurden zwei WW-Sorten, mit je einer Blank-Probe, einer Probe
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unterhalb des Grenzwertes, einer auf dem Grenzwert sowie zwei Proben oberhalb. Zur Ka-

librierung wurde WW1 eingesetzt. Zum Vergleich wurden dieselben Proben und Kalibrier-

standards mittels klassischen ELISA auf der MTP untersucht. In Tabelle 28 sind die dabei

erhaltenen WF beider Methoden zusammengefasst.

Tabelle 28: =~ WW-Kalibrierung mit WW1: Vergleich der WF von dotierten WW-Proben mit OTA
bestimmt mit MCR 3 (m =6, 1 =s) und ELISA (m = 3, 1 = s); Mittelwert (MW) mit
Interassay-Standardabweichung (m =3, 1 =).

MCR 3
OTA-Dotiert WF [%]
Probe
[ug/L] Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
blk - - - -
1 109 + 16 134 £ 16 139+30 | 127 £16
WWwi 92 £8 111+£6 105+13 | 103 £10
163 £ 12 100 +£4 100+ 10 | 121 £36
154 £8 105 £57 119+ 12 | 126 £25
blk - - - -
1 110 £ 12 97 +£25 109+23 | 105 £7
WWw2 2 100 £ 8 102+5 99 £13 | 100 £2
4 103 +4 99 +0.8 101+9 101 £2
6 126 +5 68 +063 - 97 +41
ELISA
OTA-Dotiert WF [%]
Probe
[ng/L] Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
blk - - - -
1 93 +16 123%+12 90 +8 102 £18
Wwi 75 +14 89 6 60 +6 |75 £15
95 11 74 %2 82 +8 84 =11
blk - - - -
1 - 127+ 20 51 £55 |89 <53
WW2
- 55 £33 56 £4 56 0.7
4 - 63 £6 43 £10 |53 +14

Der OTA-Mikroarray wies beim WW1 eine leichte Uberbestimmung auf, die WF lagen bei

103 — 127 %. So zeigten die Proben, dotiert mit 1.00 ug/L, stets die hochsten WF-Werte. Die-

se lagen mit der aufgestockten Konzentration aulerhalb des Arbeitsbereiches, was zu unge-
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nauerer Quantifizierung fithren kann. Dennoch wurden alle erhaltenen Konzentrationen klei-
ner 2.00 ug/L gemessen und lieferten somit das richtige Ergebnis. Entscheidend fiir eine gute
Reproduzierbarkeit sind geringe Varianzen zwischen den einzelnen Tagen. So zeigten Proben,
dotiert mit 1.00 ug/L und 2.00 ug/L, einen Fehler <12 %. Die WF der WW2-Proben lagen
bei 97 — 105 % und erwiesen somit die Moglichkeit unterschiedliche WW mit einer Kalib-

rierung zu untersuchen.

Im Vergleich zum MCR 3 waren die WF von WW1 mit dem klassischen ELISA bei 75 —
102 %. Die Proben mit 6.00 pg/L konnten nicht gemessen werden, da sie aulerhalb des Ar-
beitsbereiches lagen. Durch die bei der Mehrtages-Studie erhaltenen Parameter, lag dieser bei
0.90 £ 0.21 bis 4.55 = 0.63 ug/L, mit einem Testmittelpunkt von 1.52 £+ 0.34 ug/L. Die WW2-
Proben waren stets unterbestimmt mit 53 — 89 %. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass der
MTP-ELISA anfilliger auf Matrixeinfliisse war als der Durchfluss-Assay (auf dem MCR 3).

Ein Grund konnte in der deutlich lingeren, einstiindigen Inkubationszeit auf der MTP liegen.

4.2 Rotwein

Die wesentlichen Bestandteile von Weinen sind neben Ethanol (8.0 — 16.5 %), vor allem Zu-
cker und Siduren (Apfelsdure, Weinsduren, etc.). Der groflite Unterschied zwischen WW und
Rotwein (RW) besteht in den Inhaltstoffen Phenolen (Tannine und Farbstoffe), die fiir die
Farbe, Geruch und Textur verantwortlich sind. Dabei enthdlt RW bis sechsmal so viele Phe-
nole wie WW. Dies fiihrt zu der Problematik, dass RW-Matrix auf dem Mikroarray-Chip ei-
nen deutlich groBBeren Effekt aufweist als WW-Matrix. Daher werden stets auch bei den etab-
lierten Referenzmethoden, meist HPLC-FLD, kostenintensive Aufreinigungsschritte durch

SPE, IAC, etc. vorgeschaltet (Mao, 2013).

Im Versuch wurden zunichst, wie beim WW in Kapitel III. 4.1, verschiedene Verdiinnungen
von RW/PBS nacheinander iiber den Chip geleitet. Es wurden stets zwei Messungen von je-
der Verdiinnung durchgefiihrt. In Abbildung 60 sind die jeweiligen Signalintensititen darge-
stellt.

116



IIT ERGEBNIS UND DISKUSSION

8000 = OTA o Negativkontrolle

7500 ‘ 1:100
7000
6500 % 1:80
6000 { | 1:70

5500 _: T 1:60
5000 1:50
4500 - i 1:45
4000 ] . s . 1:40
3500 . 1:35
3000 B 1:30
2500 7o
2000 —-

1500 — S ) S S N S E— —
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Anzahl der Messungen

Chemilumineszenz [a.u]

& & #F & ) & @ & | e =2 & | | | e =

Abbildung 60: Untersuchung der Matrixeinfliisse von RW auf das Signal des OTA-Chips
(Verdiinnungsexperiment, n = 6, s = 1).

In einer vorangegangenen Messung einer 1:2-Verdiinnung von RW und PBS konnte kein Sig-
nal detektiert werden. Ein zu hoher OTA-Gehalt als mogliche Erkldarung, konnte aufgrund des
ebenfalls fehlenden Signals der Positivkontrolle (DNT) ausgeschlossen werden. Daher lag die
Vermutung nahe, dass ein Matrixeinfluss vorliegt. So zeigte eine zunehmende Verdiinnung
des RW eine Verbesserung des Intensititsverhiltnisses von Spot und Hintergrund. Da alle
Messungen auf einem Chip erfolgten, konnte mit einem leichten Signalverlust gerechnet wer-
den. PBS-Messungen zeigten allerdings eine Regenerierbarkeit von 50 Messungen (siehe
auch Kapitel III. 1.4.2), weshalb ein starker Einfluss der Matrix als Hauptursache festgehalten
wurde. Weitere Messungen mit Verdiinnungen von 1:45 zeigten bereits nach sechs Messun-
gen ein kaum unterscheidbares Signal zum Hintergrund, eine 1:60-Verdiinnung erlaubte im-
merhin 20 Messungen (mit exponentiellen Abfall). Hohe Verdiinnungen von iiber 1:60 ma-
chen es nicht moglich, OTA im Bereich von 2.00 ug/L zu quantifizieren. Aus diesem Grund

wurde eine Aufarbeitung der RW-Matrix in Betracht gezogen.

Als geeignet hat sich dabei die Behandlung im Ultraschallbad mit dem Zusatz von Chloro-
form/NaCl-Losung gesittigt (60:40, v/v) und anschlieBende Trennung der Phasen herausge-
stellt. Durch Abrotieren wurde das fiir Ak schiddliche Chloroform entferntt und der Riickstand
mit einer 1:8-Verdiinnung (RW-Extrakt/20 % Methanol in PBS) gelost. Nach einigen Regene-
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rationsmessungen hatte sich das Signal als stabil erwiesen, woraufhin Kalibrierungen in einer

Mehrtages-Studie aufgenommen wurden (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Mehrtages-Studie fiir OTA in RW mit Verdiinnung 1:8 nach Aufarbeitung
(m=8,n=6,s=1).

Wie beim WW unterscheiden sich die oberen Asymptoten im Absolutsignal, wihrend die
Lage der Arbeitsbereiche vergleichbar ist. In Tabelle 29 sind die erhaltenen Kurvenparameter
aufgelistet.

Tabelle 29:  Vergleich der Testmittelpunkte (ICso) und der Arbeitsbereiche der Kalibrierungen aus

der Mehrtages-Studie von OTA in RW (Interassay-Standardabweichung, n=3,s =1,
Verdiinnung 1:8).

OTA
Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
ICso [ng/kg] 2.11 2.11 2.29 2.17 £0.10

LB' [ug/kg] | 0.86-5.17 | 0.90 - 4.92 | 0.99 - 5.31 | 0.92 £ 0.07 - 5.13 + 0.20

'Linearer Bereich: 80 — 20 % - Signal
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Die ermittelten Testmittelpunkte lagen mit einer maximalen Abweichung von 5 %, mit Wer-

ten von 2.17 £ 0.10 pg/L, sehr nahe zusammen und sollten somit eine sehr gute Messung in

diesem Bereich erlauben. Die Lage der unteren Arbeitsgrenze zeigte mit einem Bereich von

0.92 +£0.07 ug/L einen &dullerst geringen Fehler von 7 %. Die obere Grenze war bei

5.13+0.20 pg/L.

Zusitzlich wurden hier Proben mit Konzentrationen von 1.00 pg/L bzw. 3.00 ug/L OTA her-

gestellt, die im Arbeitsbereich liegen und somit zuverldssig gemessen werden sollten. Auch

wurden die Kalibrierungen (RW1) und die exakt selben Proben mit dem klassischen ELISA

gemessen (Tabelle 30).

Tabelle 30:

RW-Kalibrierung mit RW1: Vergleich der WF von dotierten Weinproben mit OTA
bestimmt mit MCR 3 (m = 6, 1 = s) und ELISA (m = 3, 1 = s); Mittelwert (MW) mit

Interassay-Standardabweichung (m =3, 1 =).

MCR 3
Probe OTA-Dotiert WF [%]
[ng/L] Tag 1 Tag 3 Tag 5 MW
blk _ _ _ .
RW1 1 89 +46 82 +18 63 +180 |78 =13
3 90 +19 79 +7 82 +6 84 +6
blk _ _ _ .
RW2 1 137 + 56 53 +23 80 +21 [90 %43
3 97 +27 76 +6 97 +7 90 =12
blk _ _ _ .
WW1 1 201 =76 123 +17 - 162 =55
3 110 + 36 99 +7 - 105 +8
ELISA
Probe OTA-Dotiert WF [%]
[ng/L] Tag 1 Tag 3 Tag S MW
blk _ _ _ .
1 i 4 +12 76 +31
RWI 8 6 £3 80 +6
3 - 68 7 65 +31 |¢7 +2
blk _ _ _ ]
RW2 1 - 55 £17 39 %18 |47 +11
3 - 32 £5 19 £52 |26 +10
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Die durchschnittlichen WF lagen mit 78 — 90 % bei RW in einem sehr guten Bereich. Auf-
fallend ist, dass die Proben mit einer OTA-Konzentration von 3.00 ug/L bessere WF und
deutlich kleinere Schwankungen lieferten. Dies kann durch die ,,zentrale* Lage der Probe im
linearen Messbereich erklidrt werden. Die 1.00 ug/L Probe liegt dagegen an der Grenze des
linearen Bereiches, wodurch sich kleinere Schwankungen einer Messung viel stirker auf die
errechnete Konzentration auswirken. Dieser Sachverhalt ist bei beiden (RW1 und 2)
1.00 pg/L-Proben zu beobachten. Der Unterschied zu den WW liegt in der relativ komplexen

Probenvorbereitung und fiihrt daher u.U. eher zu Ausreiflern in den Messungen.

Bei den RW2-Proben fielen die im Vergleich zu den RW1-Proben groferen Schwankungen
wihrend der dreitigigen Messungen auf (bis 48 %). Die durchschnittlichen WF bei RW2 wa-
ren jedoch mit 90 % sehr gut. Diese im Vergleich zu den RW1-Proben besseren WF iiber-
raschen, da die Kalibrierungen ebenfalls in RW1 durchgefiihrt wurden.

Dafiir gibt es zwei mogliche Erkldrungen: Beide RW zeigen vor jeglicher Behandlung ein
sehr dhnliches Matrixverhalten bzw. durch die Probenvorbereitung werden alle storenden

Matrixfaktoren beseitigt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Bestimmung von OTA in RW mit der hier
verwendeten Extraktionsmethode sehr zufriedenstellende WF liefert und moglicherweise auch
(viele) verschiedene RW mit nur einer Kalibrierung gemessen werden konnten. Des Weiteren
wurden WW 1-Proben mit 1.00 und 3.00 pg/L gemessen, dabei fiihrte die 1.00 ug/L-Probe zu
einer Uberbestimmung von 162 + 55 %, wihrend fiir die 3.00 ug/L die WF bei 105 + 8 % lag.

Die MTP-ELISA Messungen ergaben dagegen WF beim RW1 von 67 — 80 % mit sehr gerin-
gen Schwankungen unter 7 %, was durch die Gleichgewichtseinstellung zu erkliren ist. Die
RW?2 Proben dagegen fiihrten zu deutlich niedrigeren Werten (26 und 47 %) und bestétigen
die Notwendigkeit bei klassischen MTP fiir jede Matrix eigene Kalibrierungen zu erstellen.
Vergleichend mit den erhaltenen Ergebnissen mit dem klassischen MTP-ELISA, ist die Quan-
tifizierung von OTA in WW und RW mdoglich und liefert reproduzierbare Ergebnisse. Sie

stellt somit eine gute, schnelle und einfache Alternativmethode dar.

Bei allen getesten Weinproben (WW und RW) wurden Blank-Proben, d.h. keine zudotierte
OTA-Mengen, gemessen (siche Tabelle 28 und 30). Diese wurden stets als Blanks (< LOD)

bestimmt und enthielten somit keine messbaren und relevanten OTA-Mengen.
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Ziel dieser Arbeit war es, einen regenerierbaren Mikroarray-basierten, indirekt kompetitiven
ELISA mit Chemilumineszenz-Detektion fiir die parallele Detektion von sechs relevanten
Mykotoxinen in Getreide zu entwickeln. Im Vordergrund stand die Entwicklung einer Metho-
de, mit der eine qualitative und quantitative Bestimmung moglich ist. Dabei sollte zum einen
die Bestimmung in Lebensmittelrohextrakten erarbeitet werden, um somit zusitzliche Ar-
beitsschritte und damit Kosten zu sparen. Zum anderen sollte eine Sensitivitit erreicht wer-
den, die eine Quantifizierung im Bereich der gesetzlichen Hochstgrenzen ermoglicht. Als
Plattform wurde der am Institut fiir Wasserchemie der TU Miinchen entwickelte Munich Chip

Reader 3ter Generation (MCR 3) eingesetzt.

Mykotoxine werden als Sekundédrmetaboliten von Schimmelpilzen gebildet und sind aufgrund
ihrer akuten Toxizitit, Immunosuppressivitit, Mutagenitit, Teratogenitit und Kanzerogenitiit
bekannt. In dieser Arbeit wurden vor allem die Mykotoxine Aflatoxin B1, B2, G1 und G2,
Ochratoxin A, Deoxynivalenol, Fumonisin B1, T-2/HT-2 Toxine und Zearalenon untersucht.
Diese werden iliberwiegend von Aspergillus-, Penicillium, und Fusarium-Stimmen produziert
und befallen hiufig Getreide. Aufgrund ihrer hohen Toxizitit wurden gesetzliche Hochstgren-
zen festgelegt. Die vorgeschriebene Hochstmenge in getreidebasierten Lebensmitteln, die zum
direkten Verzehr gedacht sind, liegen beispielsweise bei Aflatoxin B1 bei 2 pg/kg, fiir die
Summe aller Aflatoxine bei 4 ug/kg bzw. bei Ochratoxin A bei 5 pg/kg, und stellen somit die
niedrigsten Grenzwerte fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Mykotoxine dar. Dagegen liegen
diese bei Fumonisin B1 in Mais bzw. Getreide zum direkten Verzehr bei 1000 pg/kg, bei De-
oxynivalenol bei 750 pg/kg und fiir Zearalenon bei 75 pg/kg. T-2/HT-2 Toxine wurden 2001
beziiglich ihrer Toxizitit vom Scientific Committee for Food (SCF) bewertet und fiir die
Summe von T-2/HT-2 Toxin ein TDI (Tolerable Daily Intake) von 0.06 pg/kg Korpergewicht
pro Tag festgelegt. Gesetzliche Grenzwerte in Lebensmitteln sind zwar von der EU vorge-

schlagen, aber noch nicht festgelegt (EU-Empfehlung der Kommission, 2006).

Zu Beginn der Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Immobilisierung der Mykotoxine
auf dem vorbehandelten Glaschip untersucht. Hierbei zeigte sich eine deutliche Signalsteige-
rung bei direkter Kupplung der Mykotoxine iiber eine bereits vorhandene oder synthetisierte
Carbonsidure-Gruppe auf dem PEGylierten Glaschip gegeniiber der Verwendung von Linkern
(Peptiden, Ethylendiamin) auf der Epoxy-PEG-Schicht. Die entsprechenden Mikroarray-
Chips, mit Ausnahme von ZEA, konnten mindestens 50-fach regeneriert, also wiederverwen-
det werden. Dies galt auch beim Einsatz von unterschiedlichen Getreidematrizes, wodurch ein

biofouling oder adsorptive Anlagerung von Matrixbestandteilen auf der Chip-Oberfliche aus-
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geschlossen werden konnten. Ferner wurden Kalibrationskurven fiir AFB1, OTA, DON, FB1
und T-2 Toxin erstellt, die eine Bestimmung dieser Toxine im MRL-relevanten Bereich nach
geeigneter Verdiinnung der Probenextrakte ermdglichen. Die Messzeit fiir eine Probe betrug
dabei lediglich 12 min. Bei einer parallelen Kalibrierung lagen die Nachweisgrenzen fiir Afla-
toxine in Hafermatrix bei 0.9 pg/kg, fiir Ochratoxin A bei 1.1 pg/kg, fiir Deoxynivalenol bei
23.3 pg/kg und fiir Fumonisin B1 bei 159.0 ug/kg. Die Arbeitsbereiche lagen fiir die Aflato-
xine bei 2.6 — 11.6 ng/kg, fiir OTA bei 1.7 —15.4 ng/kg, fiir Deoxynivalenol bei 64.8 — 804.0
und fiir FB1 bei 168.0 — 2215.9 pug/kg. Der eingesetzte Antikorper fiir T-2/HT-2 Toxin zeigte
eine Kreuzreaktivitiat (KR) von <15 % zu HT-2 Toxin, weshalb nur eine Quantifizierung mit
T-2 Toxin durchgefiihrt werden konnte. Die Nachweisgrenze lag fiir das T-2 Toxin bei 39.0
ug/kg und der Arbeitsbereich erstreckte sich von 55.3 — 1294.5 ng/kg. Mehrtages-Studien
zeigten zudem die hohe Reproduzierbarkeit und Robustheit der neuen Methode. Zur Quantifi-
zierung verschiedener Getreideproben wurden zunichst aufgestockte Proben (Hafer, Weizen,
Roggen und Mais) untersucht und Wiederfindungen (WF) von 82 — 120 % fiir Ochratoxin A,
75 —-131 % fiir Aflatoxin B1, 58 — 83 % fiir Deoxynivalenol, 55 — 80 % fiir Fumonisin B1
und 71 — 105 % fiir T-2 Toxin bestimmt. Zu Validierungszwecken wurden im Anschluss na-
tiirlich kontaminierte Referenzproben gemessen. Die WF lagen fiir Deoxynivalenol fiir fiinf
Proben (Weizen und Hafer) mit 86 — 91 % und fiir Ochratoxin A mit 94 — 168 % in einem

guten Bereich.

Als problematisch bei der Entwicklung des Multiplexen-Mykotoxin-Chips zeigte sich die
Regenerierbarkeit des Zearalenons. Hier war bereits nach vier Messungen ein rapider Signal-
abfall zu beobachten. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch die CL-Reaktion eine Um-
wandlung des trans- in ein cis-Zearalenon erfolgt. Diese Form konnte aber nicht mehr vom
Antikorper erkannt werden (<5 % KR), weshalb dies zu einer Abnahme des Signals fiihrte.
Um dieses Problem zu losen, muss an alternativen LOosungswegen gearbeitet werden. So
konnte z.B. eine Herstellung eines anti-cis-Zearalenon-Antikorpers bei der Regeneration hel-
fen. Hierbei miisste ein cis-Zearalenon-Konjugat an die Oberfliche immobilisiert werden.
Dieses sollte aufgrund des Gleichgewichts, das durch die hohe Lichtdichte in Richtung cis-
Form verschoben ist, zu einer stabilen Regeneration fiithren. Zusitzlich muss bedacht werden,
dass bei einer Extraktion das Zearalenon zunichst die trans- in die cis-Form photochemisch
tiberfithrt werden miisste. Vorstellbar wire z.B. eine kurze Belichtung der Probe mit einer

geeigneten Lichtquelle, wobei hier genauere Untersuchungen stattfinden miissten.
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Ein weiterer wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit lag in der Optimierung der Probenvorbe-
reitung. Fiir den parallelen Nachweis der Mykotoxine sollte ein einheitliches Probenaufberei-
tungsverfahren ohne groBeren Aufwand (z.B. ohne Nutzung von IAC- bzw. SPE-Siulen)
entwickelt werden. Die Schwierigkeit dabei lag in den sehr heterogenen Eigenschaften der
Mykotoxine, so sind Fumonisin B1 und Deoxynivalenol aufgrund ihrer Polaritdt wasserlos-
licher als die anderen. In Voruntersuchungen mittels klassischen ELISAs zeigte sich zwar,
dass ein hoherer Anteil an Wasser (als Methanol) bzw. nur Wasser bei der Extraktion der bei-
den Mykotoxine zu besseren WF fiihrte. In weiterfiihrenden Experimenten stellte sich aber
heraus, dass diese Extraktionsmethode nicht auf den Mikroarray iibertragen werden konnte.
Durch den hoheren Wasseranteil im Extraktionsmittel wurden organische Komponenten,
vermutlich in erster Linie Proteine, mitextrahiert und fiihrten zu inakzeptablen Matrixinterfe-
renzen bei der Chip-basierten Methode. Daher hat sich fiir die weiteren Messungen stets eine
Mischung von 80 % Methanol in 20 % Wasser mit anschlieBender Verdiinnung (mit PBS) auf
20 % Methanol-Gehalt als praktikabel erwiesen.

Zusitzlich sollte ein hauseigener monoklonaler Antikorper gegen Ochratoxin A hergestellt
werden. Dabei wurde das Mykotoxin iiber eine eingefiihrte Glycin-Gruppe an das Bovine Se-
rum Albumin (BSA)-Protein gebunden und zur Immunisierung eingesetzt. Dazu wurden in
einem Vorscreening am Institut fiir Physiologische Chemie der MLU-Halle-Wittenberg aus
4000 Klonen 148 Klone ausgesucht und anschliefend in dieser Arbeit charakterisiert (unter
definierten AusschluBbedingungen). Dabei zeigten zwei Klone (1G8 und 23G2) auf der
Mikrotiterplatte (MTP) mit einem 1Csp-Wert von 1.8 pg/L bzw. 2.6 ng/L die hochste Sensiti-
vitdt. Kalibrierungsversuche am MCR 3 zeigten eine Erhohung der Testmittelpunkte bis auf
14.2 pg/L fiir 23G2 und 6.1 pg/L fiir 1G8. Da fiir unsere Applikation aber ein Testmittelpunkt
von 0.3 pg/L benotigt wird, um den gesetzlichen Grenzwert von 5 pg/kg in Getreide messen

zu kOnnen, reichen diese nicht aus.

Des Weiteren wurde eine Methode fiir die Quantifizierung von Ochratoxin A in Wein entwi-
ckelt. OTA tritt sehr hiufig in geringen Mengen in verschiedenen Konsumgiitern der Le-
bensmittelindustrie auf. Neben den diversen Getreidearten beféllt der Schimmelpilz Aspergil-
lus carbonarius auch hiufig Traubenstocke (Mendez-Vilas, 2009). Die festgelegten Grenz-
werte liegen fiir Weine bei 2.00 pg/L. Eine Chip-Regenerierbarkeit mit Weilwein (WW) -
Proben war ohne weitere Verdiinnungen gegeben, wihrend Rotwein (RW) zur Zerstérung der
Oberfliche fiihrte. Daher wurde neben der Verdiinnung der Proben ein Extraktionsschritt fiir

RW vorgeschaltet, wodurch eine Regenerierbarkeit gegeben war. Die im Anschluss erstellten
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Kalibrierungen ergaben somit eine Nachweisgrenze von 1.1 pg/L fiir WW und 0.8 pg/L fiir
RW. Der Arbeitsbereich lag bei 1.9 — 5.8 pg/L fiir WW und 0.9 — 5.1 pg/L fiir RW und er-
moglichte somit eine Bestimmung von Ochratoxin A im MRL-relevanten Bereich. Selbstdo-
tierte Proben unterschiedlicher Weinsorten ergaben WF von 103 — 127 % beim WW und 78 —
90 % beim RW. Im Vergleich dazu waren die mit klassischem ELISA bestimmten WF deut-
lich niedriger. Bei allen untersuchtenWeinproben (WW und RW) wurden zunichst nicht do-
tierte Proben gemessen. Diese wurden stets als Blanks (< LOD) bestimmt und enthielten so-

mit keine messbaren und somit relevanten OTA-Mengen.

In dieser Arbeit war es somit moglich, einen Biosensor fiir die parallele Bestimmung relevan-
ter Mykotoxine in Getreide innerhalb der gesetzlichen MRLs zu entwickeln. Diese robuste
Methode ermoglicht durch einfache und kostengiinstige Probenaufbereitung/-vorbereitung
und schnelle Analysezeit einen hohen Probendurchsatz, wodurch eine Anwendung in der Pra-

xis (z.B. in Getreidemiihlen) sinnvoll erscheint.
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1 Gerite und Materialien

1.1 Geriite

ELISA

Auslesegerit Synergy HT (BioTek, Bad Friedrichshall)
Schiittler Easyshaker EAS 2/4 (SLT, Crailsheim)
Schiittler MS1 Minishaker (IKA Labortechnik, Staufen)

Waschautomat ELx 405 Select (BioTek, Bad Friedrichshall)

LC/MS

Exactive (Thermo Scientific, Bremen)

Séulenofen HotDog 5090 (ProLab, Reinach, Schweiz)
Spritzenpumpe Fusion HT (ThermoScientific, Bremen)
Surveyor Autosampler PlusLite (Finnigan, Bremen)

Surveyor MS PumpPlus (Finnigan, Bremen)

MALDI-TOF

Ultraflex TOF/TOF, N2-Laser, 337 nm, positiv Modus (Bruker-Daltonics, Bremen)

Mikroarrays

Glasspritze SGE, 1 mL, Luer Lock (SGE, Melbourne, Australia)

Mikroarray-Spotter BioOdyssey Calligrapher Mini Arrayer (Bio-Rad, Miinchen)

Munich Chip Reader 3 (GWK Prizisionstechnik, Miinchen; und R-Biopharm AG, Darmstadt)

Stahlnadel Solid Pin SNS12 (Arraylt, Sunnyvale, USA)

Oberflachenplasmonenresonanz

Biacore X100 (GE Healthcare, Freiburg)
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Semipraparative HPLC

Analytische HPLC-Sédule Gemini C18, 5 um, 100 x 4.6 mm ID (Phenomenex, Torrance,
USA)

Entgaser ERC-3415a (ERC Inc., Saitama, Japan)
Fraktionssammler INTEE (280.6008.76, Polymer Laboratories, Shropshire, GroB3britannien)
Hochdruck Gradientenpumpe (L-6200°, Merck, Darmstadt)

PC-Einsteckkarte LC421 (Software fiir Chromatographie und Prozessanalytik GmbH, Weyhe-

Leeste)
Sechs-Wege-Ventil (7725, Rheodyne, Rohnert Park, USA)

Semipriparative HPLC-Séule Gemini C18, 5 um, 150 x 10 mm ID (00F-4435-NO, Phenome-

nex, Torrance, USA)

UV-Detektor L-4250 (Merck, Darmstadt)

Synthese
Rotationsverdampfer RE 111 (Biichi, Flawil, Schweiz)

Schlenk-Apparatur: Hochvakuumpumpe RC 5 (Vacuubrand, Wertheim)

Sonstiges

Gefriertrocknung Alpha 1-4 LSC (Christ, Osterode am Harz)
Gravierstift MICROMOT 50/E (Proxxon, Niersbach)
Kaffeemiihle FD 9206 (Bosch, Stuttgart)

Mixer II A10 (IKA Labortechnik, Staufen)

Mixer T25 basic (IKA Labortechnik, Staufen)
pH/Leitfahigkeits-Messgerit Multi 3401 (WTW, Weilheim)
Reinstwasseranlage Milli-Q plus 185 (Millipore, Schwalbach)
Riihrer (MR 3002 S, Heidolph, Kelheim, Deutschland)
Trockenschrank 20 — 250 °C (Memmert, Biichenbach)
Ultraschallbad Sonorex Super RK106 (Bandelin, Berlin)
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UV/Vis-Spektrometer DU 650 (Beckman, Fullerton, USA)
Vortexer TopMix FB1 5024 (Fisher Scientific, Schwerte)
Vortexer TopMix Fisherbrand 15024 (Novodirect, Kehl)
Waage Mettler AT261 Delta Range (Mettler-Toledo, Giessen)
Waage Mettler PM4600 Delta Range (Mettler-Toledo, Giessen)
Zentrifuge Universal 30F (Hettich, Tuttlingen)

Zentrifuge Universal 320R (Hettich, Tuttlingen)

1.2 Software

Auswertesoftware SIP 0.4 (Karsunke Softwarebiiro, Wolnzach)

AVIS V.F. IMSB di F. Cavicchio, Ravenna, Italien)

Biacore X100 Control Software 1.1 und Evaluation Software 1.1 (GE Healthcare, Freiburg)
Exactive Tune (ThermoScientific, Bremen)

Fusion Instrument Control (Perkin Elmer, Waltham, USA)

Gen5 (BioTek, Bad Friedrichshall)

LabView 8.2 (National Instruments, Austin, USA)

Origin 7G (OriginLab Corporation, Northampton, USA)

Xcalibur (ThermoScientific, Bremen)

1.3  Antikorper und Antigene

Monoklonaler Antikorper gegen Aflatoxine 1F2 (Institut fiir Wasserchemie, Miinchen)

Monoklonaler Antikorper gegen Deoxynivalenol 1H8 (Lehrstuhl fiir Hygiene und Technolo-
gie der Milch der LMU, OberschleiBheim)

Monoklonaler Antikorper gegen Fumonisin B1 1ES5 und 1H4 (Lehrstuhl fiir Hygiene und
Technologie der Milch der LMU, Oberschlei3heim)
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Monoklonaler Antikorper gegen Ochratoxin A (Soft Flow Biotechnology, G6do116, Ungarn)

Monoklonaler Antikorper gegen T-2/HT-2 Toxin 2E7 und 1A12 (Lehrstuhl fiir Hygiene und
Technologie der Milch der LMU, Oberschlei3heim)

Monoklonaler Antikdrper gegen Trinitrotoluol (Strategic Diagnostics, Newark, USA)

Monoklonaler Antikorper gegen Zearalenon 1B11 (Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie
der Milch der LMU, OberschleiBheim)

Monoklonaler Antikorper gegen Zearalenon AB-01-01 (Aokin, Berlin)

Monoklonaler Antikorper gegen Zearalenon 11C9 (Antibodies-online, Aachen)

Pferd Anti-Maus Antikorper 1gG, HRP-markiert, affinitdtsgereinigt (Axxora, Lorrach)
Ziege Anti-Maus Antikorper IgG, (H+L)-PolyHRP40, affinititsgereinigt (Senova, Weimar)

Zellkulturiiberstinde mit monoklonalen Antikorper gegen T-2/HT-2 Toxin 1A12, 3F5, 2E7
und 3H4 (Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch der LMU, OberschleiBheim)

Mykotoxine

3-Acetyldeoxynivalenol, fest, 99.4 % (32927, Sigma-Aldrich, Steinheim)
3-Acetyldeoxynivalenol, fest, 99.4 % (B-MYC0340-C, LGC Standards, Wesel)
Aflatoxin B1, fest (32754, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Aflatoxin B2, fest (A9887, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Aflatoxin G1, fest (A0138, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Aflatoxin G2, fest (A0263, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Deoxynivalenol, fest (D0156, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Deoxynivalenol, fest, 99.4 % (B-MYC0320-C, LGC Standards, Wesel)

Fumonisn B1, fest (32936, Sigma-Aldrich, Steinheim; CDX-00006305-005, LGC Standards,
Wesel)

Fumonisin B1, in Acetonitril/Wasser (1:1), 99 % (B-MYC0400-2, LGC Standards, Wesel)
HT-2 Toxin, fliissig in Acetonitril, 99 % (B-MYC0560-1, LGC Standards, Wesel)
Ochratoxin A, fest (01877, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Ochratoxin A, fest, 99.5 % (B-MYC0490-C, LGC Standards, Wesel)
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T-2 Toxin, fliissig in Acetonitril, 99 % (B-MYC0540-1, LGC Standards, Wesel)
Zearalanon, fest (Z0167, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Zearalenon, fest (Z2125, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Toxin-Konjugate

Folgende Konjugate fiir die Beschichtung der MTP sowie Ausgangsmaterial fiir das Spotten
auf den modifizierten Glaschips wurden vom Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der

Milch der LMU, OberschleiBheim geliefert.
Deoxynivalenol-Hemisuccinat (DON-HS)
Deoxynivalenol-BSA (DON-BSA)
Fumonisin B1-BSA (FB1-BSA)

HT-2- Hemisuccinat (HT-2-HS)
T-2-Hemisuccinat (T-2-HS)

Zearalenon-GA (ZEA-GA)

14 Getreide-/ Weinproben und Referenzmaterialien

Lebensmittelproben

Bio Weizen Typ 550 (0302161-B1279, Heimatsmiihle, Aalen)
Bio Weizenmehl Typ 550 (0302161-B1279, Heimatsmiihle, Aalen)

Hafer Schmelzflocken, Babynahrung (4000540002508, Kolln Flocken, Elmshorn)
Maismehl (4005009000491, Gut&Gerne, Bio Zentrale GmbH, Stubenberg)
Maismehl, Baktat (30801, BAK, Kardesler GmbH, Mannheim)

Maispolenta (4039057402327, BioGourment, Bad Gronenbach)

Naturkind (Weizen)mehl Typ 550 (4305399021008, Heimatsmiihle, Aalen)
Roggenmehl Typ 997 (4305399020803, Naturkind, Miilheim a. d. Ruhr)

Rosen-(Weizen)mehl Typ 405 (4002457000172, Rosenmiihle, Landshut)
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Rosen-(Weizen)mehl Typ 550 (4002457001261, Rosenmiihle, Landshut)
Unserweizen Typ 812 (4022621000029, Unser Land GmbH, Fiirstenfeldbruck)

Weizenmehl Typ 405, Penny (22953698, Pfilzische Miihlenwerke)

Kontaminierte Proben mit DON:

- Proben von der Heimatsmiihle GmbH & Co.
HM-Probe 1 Weizen-Vollkornmehl niedrig kontaminiert
HM-Probe 2 Weizenmehl 2580 ug/kg

- Proben aus der Rosenmiihle von Landshut (aokinmycontrol®-Methode gemessen):

Weizen gemahlen 1 Typ 550 Inhalt: 80 pg/kg
Weizen gemahlen 2 Typ 550 Inhalt: 40 pg/kg
Weizen gemahlen 3 Typ 1050 Inhalt: 120 pg/kg
Weizenkorn 1 Inhalt: 647 ng/kg
Weizenkorn 2 Inhalt: 1843 pug/kg
Weizenkorn 3 Inhalt: 958 ng/kg
Weizenkorn 4 Inhalt: 886 nug/kg
Weizenkorn 5 Inhalt: 428 pg/kg
Weizenkorn 6 Inhalt: 421 pg/kg
Weizenkorn 7 Inhalt: 347 pg/kg
Weizenkorn 8 Inhalt: 582 ng/kg
Referenzmaterialien

Zertifiziertes Referenzmaterial BCR-471 Ochratoxin A (< 0.6 ug/kg) in Weizen (IRMM,
Geel, Belgien)

Zertifiziertes Referenzmaterial Ochratoxin A (2.7 £ 1.0 pg/kg) in Weizen (003006, Biopure,
Tulln, Osterreich)

133



V EXPERIMENTELLER TEIL

Zertifiziertes Referenzmaterial von R-Biopharm:

D-W-156 Deoxynivalenol (<400 £ 100 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials, R-
Biopharm AG, Darmstadt)

D-W-158 Deoxynivalenol (< 1400 £+ 100 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials,
R-Biopharm AG, Darmstadt)

D-W-100 Deoxynivalenol (<100 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials, R-
Biopharm AG, Darmstadt)

D-B-500 Deoxynivalenol (< 100 pg/kg) in Hafer (Trilogy® Reference Materials, R-Biopharm
AG, Darmstadt)

D-W-510 Deoxynivalenol (500 £+ 100 pg/kg) in Hafer (Trilogy® Reference Materials, R-
Biopharm AG, Darmstadt)

O-W-805 Ochratoxin A (3.2 £0.6 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials, R-
Biopharm AG, Darmstadt)

Z-W-ND Zearalenon (< 50 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials, R-Biopharm
AG, Darmstadt)

Z-W-3303 Zearalenon (98.3 ug/kg) in Weizen (Trilogy® Reference Materials, R-Biopharm
AG, Darmstadt)

Weinproben

Weilwein 1

Pinot Grigio del Veneto, 2010, Italien, 12.5% vol (43882960, Centor-Warenhandels GmbH,
Ko6ln)

Weillwein 2
Trebbiano d’Abruzzo, 2011, Italien, 11.5% vol (22930378, Peter Mertes KG Weinkellerei,
Bernkastel-Kues)

Rotwein 1
Cabernet Sauvignon, 2011, Chile, 12.5% vol (43882656, Global Wines GmbH & Co. KG,
Koln)
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Rotwein 2
Shiraz / Cabernet Sauvignon, 2011, Australien, 13.0% vol (21590887, Centor-Warenhandels
GmbH, Koln)

1.5 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Materialen

Biacore X100: BIA Maintenance Kit (BR-1006-66, GE Healthcare, Freiburg)
HBS-EP* Puffer (BR-1008-26, GE Healthcare, Freiburg)
Plastik-Vials PP, 1.5 mL (BR-1002-87, GE Healthcare, Freiburg)
Rubber Caps (BR-1004-11, GE Healthcare, Freiburg)
Sensor Chip CM5 (BR-1000-14, GE Healthcare, Freiburg)

Einmalspritze, 1 mL (H.999.1, Roth, Karlsruhe)

Einmalspritze, 10 mL (0058.1, Roth, Karlsruhe)

Einmalspritze, 5 mL (0057.1, Roth, Karlsruhe)

Einmal-Kaniile, 0.90 x 40 mm (C721.1, Roth, Karlsruhe)

Einmal-Kaniile, 0.80 x 120 mm (C630.1, Roth, Karlsruhe)

Eppendorf Pipetten (0,5 — 10 pL., 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL, 1 — 5 mL, Multikanalpipette

20 — 300 uL) (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Faltenfilter 210 mm (531 — 021, Macherey-Nagel, Diiren)

Firbeeinsatz PP (2291.1, Roth, Karlsruhe)

Firbeschale TPX (2290.1, Roth, Karlsruhe)

Handschuhe, Nitril (P778.1, Roth, Karlsruhe)

Klebefolie ARcare 90106, Akryl Hybrid, doppelseitig (Adhesive Research, Limerick, Irland;
Laserzuschnitt durch A.L.L. Lasertechnik, Miinchen)

Kunststofftriger, PMMA (Sahlberg, Feldkirchen; gefrist am IWC, Miinchen)

Mikrotiterplatten, 96-well, flacher Boden, hohe Bindungskapazitit (655061, Greiner, Fri-

ckenhausen)
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Mikrotiterplatten, 96-well, flacher Boden, niedrige Bindungskapazitit (655061, Greiner, Fri-

ckenhausen)

Mikrotiterplatten, 384-well, flacher Boden, hohe Bindungskapazitit (788161, Greiner, Fri-

ckenhausen)

Multi-Reaktionsgefifle 0.65 mL (7060.1, Roth, Karlsruhe)

Parafilm (H666.1, Roth, Karlsruhe)

Pasteurpipetten (4522, Roth, Karlsruhe)

Petrischalen Glas (0690.1, Roth, Karlsruhe)

Pipettenspitzen:

- Mikrospitzen, 0,1 — 10 pL. (K138.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)

- Pipettenspitzen, 0,5 — 5 mL (Brand, Wertheim, Deutschland)

- Pipettenspitzen blau, 100 — 1000 pL (2679.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
- Universalspitzen, 1 — 200 pL. (B007.1, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Probefldschchen, 4 mL (E155.1, Roth, Karlsruhe)

ReaktionsgefiBle 1.5 mL (4190.1, Roth, Karlsruhe)

Rollrandgléser, 10 mL (X655.1, Roth, Karlsruhe)

Verschlussfilm fiir Mikrotiterplatten (EN76.1, Roth, Karlsruhe)
Zentrifugenrohrchen PP, 50 mL, unsteril (AN78.1, Roth, Karlsruhe)
Zentrifugenrohrchen PP, 15 mL, unsteril (AN76.1, Roth, Karlsruhe)

ZipTip, C4 Pipettenspitzen (Millipore, Molsheim, Frankreich)

Chemikalienliste

Aceton, Laboratory Reagent (179973, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Acetonitril, HPLC grade (34998, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Acetonitril, LC-MS grade (34967, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Ameisensiure, p.a. for MS (94318, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Bernsteinsidure (Invitrogen, Karlsruhe)
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1,1"-Carbonyldiimidazol (21860, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Carboxymethoxylaminhydrochlorid (C13408-IG, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Casein (C5890, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Diaminopolyethylenglykol, M~2000 g/mol (XTJ 502, Huntsman, Rotterdam, Niederlande)
Dichlormethan, for peptide synthesis (66738, Sigma-Aldrich, Steinheim)
2,4-Dihydroxybenzoesdure (37530, Fluka, Buchs)
N,N"-Diisopropylethylamin (496219, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Dikaliumhydrogenphosphat (60220, Sigma-Aldrich, Steinheim)

N,N -Dimethylformamid, Biotech grade 99 % (494488, Sigma-Aldrich, Steinheim)
N,N -Dimethylformamid, zur Analyse (1.0650.2500, Merck, Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (41647, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Dioxan, (296309, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Essigsdure (320099, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Ethylendiamindihydrochlorid (195804, Sigma-Aldrich, Steinheim)
N-a-Fmoc-glycin (04-12-1001, Novabiochem, Darmstadt)
N-o-Fmoc-g-tboc-L-Lysin (04-12-1026, Novabiochem, Darmstadt)
N-o-Fmoc-¢-tbutyl-O-L-Serin (04-12-1033, Novabiochem, Darmstadt)
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (50040, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Glycin (33226, Sigma-Aldrich, Steinheim)

1-Hydroxybenzotriazol (54802, Sigma-Aldrich, Steinheim)
N-Hydroxysuccinimid (56480, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Kaliumdihydrogencitrat (60214, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Kaliumdihydrogenphosphat (04248, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Kaliumsorbat (85520, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Li ghtning—LinkTM

HRP Conjugation Kit (701-0030, Innova Biosciences, Cambridge)
Luminollésung, fiir Chemilumineszenz Assay (1859678, Pierce, Rockford)
Meerrettichperoxidase (814393, Roche, Basel, Schweiz)
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2-Mercaptoethanol (Serva, Heidelberg)

Methanol, LC-MS grade (34966, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Methanol (65548, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Natriumazid (S2002, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Natriumcarbonat (71628, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Natriumchlorid (13565, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Natriumdodecylsulfat (71728, Fluka, Buchs)

Natriumhydrogencarbonat (K28996729, Merck, Darmstadt)

NovaPEG Rink Amide Resin (01-64-0473, Novabiochem, Darmstadt)
Palladium, 10 w % auf Aktivkohle (205699, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Pikrylsulfonsédure, 1 % in DMF (92824, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Piperidin (80640, Flucka, Buchs)

Polyethylenglycol 1500 (Roche, Mannheim)

Polyethylenglycoldiamin 200 Da Fa. (XTJ-502, Huntsman, Deggendorf)
Polyethylenglykoldiglycidylether 526 Da (Diepoxy-PEG, 475696, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Rinderserumalbumin (A3059, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Salzsdure, rauchend 37 % (84422, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Salzsidure, ~ 4.0 M (84435, Fluka, Buchs)

Schwefelsdure, 95 — 98 % (435589, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Stickstoff 5.0 (Air Liquide, Miinchen)

Tergazyme, enzyme detergent (Z273287-1EA, Sigma-Aldrich, Steinheim)
3,3%,5,5"-Tetramethylbenzidin, (T2885, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Triethylamin (90340, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Trifluoressigsdure (91707, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Triisopropylsilan (92095, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Trizma® Base, (T62200, Sigma-Aldrich, Steinheim)
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Tween 20 (8.17072, Merck, Darmstadt)
Wasserstoffperoxid, 30 % (95321, Sigma-Aldrich, Steinheim)

Wasserstoffperoxidlosung, fiir Chemilumineszenz Assay (1859679, Pierce, Rockford)

1.6  Pufferlosungen

Fiir siamtliche Puffer wurde UV-Licht-vorbehandeltes Reinstwasser (deoinisiertes Wasser)

verwendet (Reinstwasseranlage Milli-Q plus 185; Millipore).

Blocklosung ELISA (1 % Casein)
1 g Casein
PBS, ad 100 mL

Die Losung wird auf 90 °C erhitzt, anschlieBend auf 25 °C abgekiihlt und durch einen Falten-
filter filtriert.

Blocklosung MCR 3 (0.5 % Casein)
0.5 g Casein
PBS, ad 100 mL

Die Losung wird auf 90 °C erhitzt, anschlieBend auf 25 °C abgekiihlt und durch einen Falten-
filter filtriert.

Coatingpuffer ELISA, Mikroarray (pH 9.6)
Na,CO3,1.59 g

NaHCOs3,2.93 g

NaN3,0.2 g

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL

Phosphatpuffer (PBS, pH 7.6)
KH2P04, 1.36 g
KzHPO4, 12.2 g
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NaCl,85¢

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL

Regenerationspuffer

Glycin, 15.01 g

NaCl, 11.7 g

Sodium dodecyl sulphat (SDS), 2 g

Deionisiertes Wasser, ad 2000 mL, mit konzentrierter Schwefelsdure auf pH-Wert 3.0 einstel-

len.

Stopplosung ELISA (5 % H,SO4)
98 % H,S04, 50 mL

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL

Substratlosung ELISA
Substratpuffer, 25 mL
TMB-Stammldsung, 500 uL

H,0, (1%), 100 uLL

Substratpuffer ELISA (pH 3.8)
Kaliumdihydrogencitrat, 46.04 g
Kaliumsorbat, 0.10 g

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL

Spotting-Puffer (Mikroarray)
Coating Puffer, 690 uL
DMSO, 300 uL

Glycerin, 10 uLL
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Spotting-Puffer-aktiviert (Mikroarray)
Coating Puffer, 690 uLL

DMSO, 300 uL

Glycerin, 10 uLL

1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), 7.00 mg

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC), 8.00 mg

DIPEA, 50 uL

Spiillosung (Mikroarray)
Tergazyme, 4 g

Deionisiertes Wasser, ad 200 mL

TMB-Stammlosung ELISA
3,3%,5,5 -Tetramethylbenzidin, 375 mg

DMSO, 30 mL

TRIS/HCI-Puffer 3 M Mikroarray (pH 8.5)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 363.42 g

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL

Waschpufferkonzentrat ELISA
KH,PO,, 8.17 g

K,HPO,, 73.16 g

NaCl, 52.6 g

Tween 20, 30 mL

Deionisiertes Wasser, ad 1000 mL
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Waschpuffer ELISA (pH 7.6)
Waschpufferkonzentrat, 42 mL

Deionisiertes Wasser, ad 2500 mL

2  Standardprozeduren

2.1 Herstellung der Mykotoxin-Stammlosungen

Die Stammlosungen von 1000 ug/L fiir AF und OTA, 100000 ug/L fiir DON und fiir
150000 pg/L fiir FB1 und ZEA wurden folgendermal3en hergestellt:

Fiir alle vier AF wurden 5 mL Methanol in einen 10-mL-Kolben vorgelegt. AnschlieBend
wurden 81.9 uL AFB1 (122.1 ug/mL), 58.1 uL AFB2 (172.1 ug/mL), 66.6 uL AFGI1
(164.9 pg/mL) und 80.8 uL. AFG2 (123.7 pg/mL) in je einen Kolben pipettiert und mit Me-
thanol auf 10 mL aufgefiillt. Die Stammldsungen wurden lichtdicht verpackt und bei 4 °C
gelagert.

Fiir OTA und DON wurden je 3 mL Methanol in einem 5-mL-Kolben vorgelegt und 34.4 uL
OTA (145.45 pg/mL) bzw. 500 uL DON (1000 pg/mL) hinzu pipettiert. AnschlieBend wur-
den die Kolben mit Methanol auf 5 mL aufgefiillt.

Fiir ZEA und FB1 wurden je 1.5 mg abgewogen und in einen mit bereits 3 mL Methanol vor-
gelegten Kolben iiberfiihrt und anschlieend auf 10 mL mit Methanol aufgefiillt. Zudem wur-
den Standardkonzentrationen von 140000 ug/L und 122000 pg/L hergestellt.

Fiir die T-2 und HT-2 Toxine wurden Stammldsungen von 10000 ug/L hergestellt. Dazu wur-
den 298.2uL der T-2-Losung (100.6 ug/mL) bzw. 2953 mL der HT-2-Losung
(101.6 pg/mL) in 1 mL Methanol pipettiert und im Anschluss auf 3 mL aufgefiillt.
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2.2 Synthese von Hapten-Derivaten

2.2.1 Synthese von AFB2-CMO und AFB1-CMO

Die Synthese erfolgte nach einer bekannten Methode (Cervino, 2007). 30 mg (0.274 mmol,
8.6 Aq.) O-(Coarboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorid wurden in einen 50 mL Kol-
ben mit Riihrfisch vorgelegt. Es wurden 10 mg (0.032 mmol, 1 Aq.) AFB2 in 12 mL Metha-
nol/Wasser/Pyridin (4/1/1, v/v/v) zugegeben und 3 h bei 85 °C refluxiert. Die urspriinglich
farblose Losung begann dabei gelb zu fluoreszieren. Das Losungsmittel wurde am Rotations-
verdampfer und im Hochvakuum entfernt und der Riickstand in 5 mL DCM aufgenommen.
AnschlieBend wurde mit 15 mL 5 % Essigsdure gewaschen, wobei sich die DCM-Phase dun-
kelgriin farbte. Die organische Phase wurde abgetrennt und das Losungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt. Fiir die Reinigung mittels priaparativer HPLC wurde der schwarze Riick-
stand in 4 mL Acetonitril (0.1 % TFA) / Wasser (0.1 % TFA) (2/1, v/v) aufgenommen und
5 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in zwei Injektionen gereinigt. Als
mobile Phase diente Acetonitril und Wasser mit je 0.1 % TFA. Der Gradient begann bei 10 %
Acetonitril und wurde innerhalb von 10 min auf 90 % Acetonitril angehoben. Anschlieend
wurde er 10 min bei 90 % Acetonitril gehalten. Die Detektion erfolgte mittels UV/Vis-
Detektor bei 360 nm. Das Produkt wurde bei ca. 10 — 14 min aufgefangen und das Losungs-
mittel wurde vollstindig entfernt. Es wurden 9.0 mg (0.023 mmol, Ausbeute: 73 %) Produkt
erhalten. Auf analoge Weise wurden 12.0 mg (0.031 mmol, Ausbeute: 97 %) von AFBI-
CMO hergestellt.

AFB2-CMO: [M+H]": m/z = 388.10319 (100%), m/z = 389.10646 (21%)

AFB1-CMO: [M+H]": m/z = 386.08780 (100%), m/z = 387.09113 (21%)

2.2.2  Synthese von ZEA-CMO und ZAN-CMO

9.6 mg ZEA (0.030 mmol, 1 Aq.) wurden in 10 mL H,O/Pyridin/ Methanol (1/1/4, v/v/v) ge-
16st. AnschlieBend wurden 19.8 mg O-(Coarboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorid
(CMO, 0.181 mmol, 6 Aq.) zum Reaktionsgemisch hinzugefiigt und bei 95 °C fiir 10 h reflu-
xiert. Die Losungsmittel wurden mittels Rotationsverdampfer und Hochvakuum vollstindig

entfernt. Das Rohprodukt wurde fiinfmal mit 1.5 mL. Wasser und 1 —2 mL DCM extrahiert.

143



V EXPERIMENTELLER TEIL

Nach erneuter Extraktion der Wasserphase mit DCM wurde die organische Phase vollstindig

am Rotationsverdampfer und Hochvakuum entfernt.

Der Riickstand wurde in 3 mL Acetonitril (0.1 % TFA) / Wasser (0.1 % TFA) (2/1, v/v) auf-
genommen und mittels priperativer HPLC aufgereinigt. Als mobile Phase diente Acetonitril
und Wasser mit je 0.1 % TFA. Der Gradient begann bei 10 % Acetonitril und wurde innerhalb
von 10 min auf 90 % Acetonitril angehoben. AnschlieBend wurde er 10 min bei 90 % Aceto-
nitril gehalten. Die Detektion erfolgte mittels UV/Vis-Detektor bei 220 nm. Die Flussrate
betrug dabei 3.6 mL/min. Das Produkt wurde bei 27 — 29 min aufgefangen und das Losungs-
mittel wurde vollstindig entfernt. Es wurden 11.0 mg (0.028 mmol, Ausbeute: 94 %) eines
weiBen Feststoffes erhalten. Bei der Umsetzung von ZAN (0.016 mmol, 1 Aqg.) mit 10.3 mg
CMO (0.094 mmol, 6 Aq.) wurden auf analoge Weise 4.9 mg (0.012 mmol, Ausbeute: 80 %)
von ZAN-CMO hergestellt.

ZEA-CMO: [M+H]": m/z = 392.1704 (100 %), m/z =393.17335 (23 %)

ZAN-CMO: [M+H]": m/z = 394.18620 (100 %), m/z = 395.18934 (23 %)

2.2.3  Synthese von 3-AcDON-HS

Zu 5 mg 3-AcDON (0.015 mmol, 1 Aq.) wurden mittels eines Septums 300 uL Pyridin hin-
zugefiigt. Die Losung wurde in einen 25 mL Rundkolben mit 29.0 mg Succinylanhydrid
(0.300 mmol, 20 Aq.) in 800 uL Pyridin (trocken) iiberfiihrt. Die Reaktionslésung wurde bei
100°C fiir 4 h refluxiert. Dabei entstand eine leicht braun-schwarze Fliissigkeit. Das Pyridin

wurde anschlieBend mittels Argonstrom und Hochvakuum vollstindig entfernt.

Das wei3e Rohprodukt wurde in 4 mL DCM aufgenommen und viermal mit je 4 mL Wasser
mit 5 % Essigsiure (v/v) extrahiert. AnschlieBend wurde die wissrige Phase mit DCM gegen-
extrahiert. Die organische Phase wurde zum Schluss einmal mit reinem dest. Wasser extra-
hiert. Nachdem die Losungsmittel am Rotationsverdampfer und am Hochvakuum vollstiandig
entfernt wurden, konnte der Riickstand in 4 mL Acetonitril (0.1 % TFA) / Wasser (0.1 %
TFA; 2/1, v/v) aufgenommen und mittels priaparativer HPLC aufgereinigt werden. Als mobile
Phase diente Acetonitril und Wasser mit je 0.1 % TFA. Der Gradient begann bei 10 % Aceto-
nitril mit einer Flussrate von 3.6 mL/min und wurde innerhalb von 10 min auf 90 % Aceto-
nitril angehoben. AnschlieBend wurde er 10 min bei 90 % Acetonitril gehalten. Die Detektion

erfolgte mittels UV/Vis-Detektor bei 220 nm. Das Produkt wurde bei 12 — 14 min aufgefan-
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gen und das Losungsmittel wurde vollstindig entfernt. Es wurden 5.9 mg (0.013 mmol, Aus-

beute: 91 %) eines weillen Feststoffes erhalten.
3-AcDON-HS: [M+H]": m/z = 439.15914 (100 %), m/z = 440.16230 (24 %)

3-AcDON-HS: [M-H]: m/z = 437.14562 (100 %), m/z = 438.14892 (24 %)

2.3  Kupplungssynthesen von Hapten-Derivaten an Peptid- und Aminolinker

2.3.1 Arbeitsvorschrift fiir Aminolinker

Aktivierung der Carbonsiduren mit DCC und NHS

Fiir die Einfiihrung einer terminalen Aminogruppe an das Mykotoxin erfolgte zunichst eine
Aktivierung der Carbonsidure zum NHS-Ester, der anschlieBend fiir die Kupplung des Amins
genutzt werden konnte. Der eingefiihrte Linker sollte zum einen moglichst kurz sein und zum
anderen zur Bindung auf dem Biochip dienen, weshalb eine endstindige Aminogruppe beno-

tigt wurde. Aus diesem Grund wurde das Ethylendiamin eingesetzt.

Hierzu wurden 10.0 mg AFB2-CMO (0.026 mmol) in 600 uL. Dioxan (trocken) geldst. Die
Losung firbte sich gelb. 3.6 mg NHS (0.031 mmol, 1.2 Aq.) und 6.4 mg DCC (0.031 mmol,
1.2 Aq.) wurden in je 100 uL Dioxan geldst und zur AFB2-CMO-Losung hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss auf dem Schiittler fiir

20 h durchmischt, dabei fiel der N,N -Dicyclohexylharnstoff als farblose Kristalle aus.

Die Reaktionslosung, in der sich weille Kristalle gebildet haben, wurde in ein Eppendorf-Cap
tiberfiihrt, das Gldschen mit Dioxan nachgespiilt, und bei 6000 rpm fiir 10 min bei RT zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert. Die Aktivierung von AFB1-CMO, ZEA-CMO
und ZAN-CMO erfolgte anlog zu AFB2-CMO.

Kupplung mit Ethylendiamin-dihydrochlorid

34.4 mg Ethylendiamin-dihydrochlorid (0.025mmol, 10 Aq.) wurden in 600 uL Wasser (mit
IM NaOH-Losung auf pH 9.0 eingestellt) gelost. Eine dquivalente Menge Dioxan wurde hin-
zugefiigt. Unter Rithren wurde der AFB2-CMO-Aktivester langsam hinzu getropft. Bei Ver-
triibung oder Ausflockung der Reaktionslosung wurden ein paar Tropfchen Wasser hinzuge-

ben. Die orange-braune Reaktionslosung wurde iiber Nacht lichtdicht bei RT geriihrt.
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Die Losung wurde mit 5 % Essigsdure in Wasser und DCM extrahiert. Die Losungsmittel
wurden mittels Rotationsverdampfer und Hochvakuum vollstidndig getrocknet. Der Riickstand
wurde in 2 mL Acetonitril (0.1 % TFA) / Wasser (0.1 % TFA; 2/1, v/v) aufgenommen und
mittels praparativer HPLC aufgereinigt. Als mobile Phase diente Acetonitril und Wasser mit
je 0.1 % TFA. Der Gradient begann bei 10 % Acetonitril mit einer Flussrate von 3.6 mL/min
und wurde innerhalb von 10 min auf 90 % Acetonitril angehoben. AnschlieBend wurde er
10 min bei 90 % Acetonitril gehalten. Die Detektion erfolgte mittels UV/Vis-Detektor bei
220 nm. Das Produkt wurde bei 14 — 15 min aufgefangen und das Losungsmittel wurde voll-
stindig entfernt. Es wurden 5.7 mg (0.013 mmol, Ausbeute: 48 %) eines weillen Feststoffes
erhalten. Die Ausbeuten von ZEA- bzw. ZAN-CMO-Amin lagen bei 78 %. Das Produkt wird
mittels ESI-MS analytisch kontrolliert.

AFB2-CMO-Amin: [M+H]": m/z = 430.15987 (100 %), m/z = 431.16270 (24 %)
AFB1-CMO-Amin: [M+H]": m/z = 428.14220 (100 %), m/z = 429.14747 (22 %)
ZAN-CMO-Amin: [M+H]": m/z = 436.24410 (100 %), m/z = 437.24760 (24 %)

ZEA-CMO-Amin: [M+H]": m/z = 434.22724 (100 %), m/z =435.23015 (26 %)

2.3.2  Arbeitsvorschrift fiir Festphasensynthese

Fiir die Immobilisierung der OTA- und AFB1-Haptene auf der silanisierten Glasoberfliche,
wurde neben den Aminolinkern auch ein Peptidlinker eingefiihrt. Das Peptid enthielt die Se-
quenz Hapten-gly-ser-gly-lys. Die Kopplung des Mykotoxins an den Peptidlinker erforderte
eine Carboxylfunktion am Hapten. Bei OTA ist diese bereits vorhanden. Im Falle des AFB2
wurde das in Kapitel III. 2.2.1 beschriebene AFB2-CMO fiir die Peptidsynthese verwendet.
Ziel war es, eine stirkere kovalente Bindung zwischen Ligand und der Oberfliche zu be-
kommen. Dies wurde mit dem Peptid iiber eine kovalente Bindung des Lysins mit der Epo-

xidschicht realisiert.

Fiir die Festphasensynthese wurde die Stickstoff-Methode eingesetzt. Hierfiir wurde das Harz
in eine Fritte gegeben und diese iiber einen PVC-Schlauch an eine Stickstoffbombe verbun-

den. Fiir die Losungen wurde des Weiteren ein Auffangbehilter eingebaut.
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Fiir das Peptid wurden 0.36 g Harz mit der maximalen Belegungsdichte von 0.44 mmol/g
eingesetzt. Auf die daraus errechnete Harzmenge von 0.16 mmol bezogen sich die nachfol-

genden Mengenangaben in Tabelle 31 in Aquivalenten.

Tabelle 31:  Mengenangaben der eingesetzten Reagenzien.
Mw Menge .
Substanzen mmol Aquivalente
[mg/mmol] [mg]
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468.5 0.8 373.1 5
Fmoc-Gly-OH (x 2) 297.3 0.8 236.8 5
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383.4 0.8 305.3 5
HBTU 379.3 0.8 296.0 4.9
129.2 205.9
DIPEA 1.6 10
(p=0.7) (=277.3 uL)

Alle Reaktionsschritte fanden bei RT statt und die Ausbeute fiir die Synthese wurde als 100 %

angenommen. In Tabelle 32 sind die einzelnen Syntheseschritte zum Aufbau des Peptids zu-

sammengefasst.
Tabelle 32:  Ubersicht der einzelnen Syntheseschritte zum Aufbau des Peptids.
Schritt Beschreibung Losungsmittel
1 Quellen des Harzes DMF
2 Aminosdurekupplung HBTU/DIPEA/DMF
3 Waschen DMF
4 TNBS-Test 10 % DIPEA/DMF
5 Fmoc-Entschiitzung 20 % Piperidin in
DMF
6 TNBS-Test 10% DIPEA/DMF
. Wiederholung von 2 — 4 bis zum Aufbau der ge- )
samten Sequenz
8 Kupplung des Toxins HBTU/DIPEA/DMF
9 Abspaltung des Peptids vom Harz > % TEA, 2.5 %

Wasser, 2.5 % TIS
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Kupplung der ersten Aminosidure mit HBTU

Eine Losung aus 5.0 Aq. Aminosiurederivat, 277.4 uL DIPEA (5.0 Aq.) in 2.7 mL DMF
wurde hergestellt. Wenn noétig wurde die Aminosdure vor der Zugabe zum Harz im Ultra-
schallbad geldst. 296.0 mg HBTU (4.9 Aq.) wurden zu der Aminosiureldsung gegeben. Nach
2 min wurde diese Losung zu dem aufgequollenen Harz gegeben und 45 min lang mit sanftem

Stickstoffstrom durchmischt. Es wurde fiinfmal mit DMF gewaschen.

Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe

Zum Harz wurden 8 mL 20 % Piperidin in DMF gegeben und 20 min mit Stickstoffstrom

durchspiilt. Anschlieend wurde die Fritte mehrmals mit DMF gewaschen.

Aminosiurekupplung mittels der HBTU-Methode

Nach der Abspaltung der Fmoc-Gruppe wurde zu dem in DMF gewaschenen Harz eine Lo6-
sung von je 5.0 Aq. Aminosiurederivat, 1.7 mL DMF, 277.0 uL DIPEA (10.0 Aq.) in einer
vorinkubierten Losung von 10.0 Aq. HBTU in 1 mL DMF hinzugefiigt. Die Fritte wurde

45 min mit Stickstoffstrom durchspiilt und anschlieend mit DMF gewaschen.

Nach Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe wurde diese Methode bis zur gewiinschten Sequenz

wiederholt.

TNBS-Test

Nach jeder Kupplungsreaktion und Fmoc-Entschiitzung wurde der TNBS-Test durchgefiihrt,
um sicherzustellen, dass die gewiinschte Kupplung bzw. Fmoc-Entschiitzung vollstindig ab-

gelaufen war.

Mit einer Glaspipette wurden einige Harz-K&rnchen herausgenommen und in ein Eppendorf-
Cap iiberfiihrt. Zu dem Harz wurden zwei Tropfchen von 10 % DIPEA in DMF und TNBS-
Reagenz gegeben. Nach 30 s wurde die Farbentwicklung betrachtet. Rotfirbung bedeutete
dabei, dass freie Aminogruppen vorhanden waren (positiv) und weil} deutete darauf hin, dass
alle Aminogruppen besetzt wurden (negativ). Zeigte der Test nicht das gewiinschte Ergebnis,

musste die Kupplung bzw. die Entschiitzung wiederholt werden.
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Kupplung der Haptene an das Harz

0.029 mmol (1 Aq.) des Haptens wurden in 3 mL DMF gelost und anschlieBend wurden
54.2 mg (0.14 mmol, 5 Aq.) HBTU zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf das Harz
gegeben und 2 h unter Stickstoffeintrag durchmischt. AnschlieBend wurde die iiberstehende
Losung abgelassen und das Harz wurde je dreimal mit 3 mL DMF, DCM und Methanol ge-
waschen. AnschlieBend wurde das Harz im Hochvakuum in der Chromatographiesidule ge-

trocknet.

Abspaltung des Peptids vom Harz

Das iiber Nacht im HV getrocknete Harz wurde zunichst mit einer 10 Vol%- TFA-LOsung
von 4.8 mL DCM, 0.13 mL H,0, 0.13 mL TIS und 1.00 mL TFA, fiir 10 min versetzt. Diese
Abspaltlosung wurde anschlieBend langsam in einem Spitzkolben abgetropft. Analog dazu
wurde dann eine 5 Vol%-TFA-Losung (4.5 mL DCM, 0.13 mL TIS und 0.13 mL TFA) und
zuletzt eine 95 Vol%-TFA-Losung (0.13 mL TIS und 4.8 mL TFA) iiber das Harz geleitet und
langsam abgetropft. Das Harz wurde anschlieBend nochmals mit der 95 Vol%-TFA-Losung
gewaschen. Die Losungsmittel werden aus der Abspaltlosung mittels sanftem Stickstoffstrom

verdampft.

Aufreinigung

Das Produkt wurde mittels praparativer HPLC gereinigt. Dazu wurden zu dem in 1 mL Was-
ser und 0.1 % TFA gelosten Produkt 1 mL einer 20 % Methanol mit 0.1 %-TFA gegeben. Fiir
die Injektion der 20-puL-Probe wurde ein manuelles Sechs-Wege-Ventil mit einer Injektions-
schleife von 2 mL verwendet. Als Losungsmittel wurden Wasser mit 0.1 Vol% TFA und Me-
thanol mit 0.1 Vol% TFA eingesetzt. Es wurde die UV-Absorption bei 240 nm detektiert. Der
Elutionsgradient sah wie folgt aus: 2 min 10 %-Methanol, bis 37 min auf 90 %-Methanol, bis
42 min auf 10 %-Methanol und bis 45 min auf 10 %-Methanol gehalten. Die Losemittel der
Fraktionen wurden unter Hochvakuum vollstindig entzogen. Eine vollstindige Qualitits-

kontrolle erfolgte mittels ESI-MS.
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2.4  HRP-Markierung eines Primirantikorpers

Fiir weitere Untersuchungen wurde der anti-ZEA mAk 1B11 mittels einem Lightning-Link™

HRP-Conjugation-Kit (Innova Biosciences) mit Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxi-
dase, HRP) markiert. Die Kupplung dabei erfolgte iiber die Aminogruppen, weshalb ein Ami-
no-freier Puffer verwendet werden musste. Hierzu wurde ein Verhiltnis von mAk zu HRP
von 1 zu 5 verwendet. Zu dem in 100 uL PBS gel6sten mAk 1B11 (0.5 mg/mL) wurden
10 uL des LL-Modifier Substrates hinzugegeben und intensiv durchmischt. Die Antikorperlo-
sung wurde zu den 500 pug LL-HRP pipettiert, durchmischt und iiber Nacht auf dem Schiittler

inkubiert. 30 min vor dem Gebrauch wurden 10 pL des LL-Quenchers hinzugeben.

2.5 Messungen am Chip-Reader (MCR 3)
2.5.1 Herstellung der Mikroarray-Chips

Die Glaschips wurden zur Kennzeichnung zunéchst mit einem Graviergerit an der rechten

unteren Ecke fortlaufend nummeriert.

Reinigung und Aktivierung der Glasoberfliche

Zur Reinigung der Glastriger wurden die Chips in einen Fiérbeeinsatz gegeben und anschlie-
Bend in einem Fiarbekasten mit 200 mL Millipore Wasser und 4 mL. Hellmanex-Losung ge-
legt. Sie wurden 1 h im Ultraschallbad behandelt und iiber Nacht auf dem Schiittler mit leich-
ter Schiittelbewegung bei RT inkubiert. Die Chips wurden erneut 1 h ins Ultraschallbad ge-
stellt. AnschlieBend wurden die Trdager mit den Chips fiinfmal mit je 200 mL destilliertem
Wasser gereinigt. Dazu wurde das Wasser in den Firbekasten gefiillt und der Einsatz mit
gleichmifBigen Bewegungen auf und ab gefiihrt. Die Chips wurden kurz in Methanol einge-
taucht, beidseitig griindlich und gleichmifig im Stickstoffstrom vollstindig getrocknet und

visuell kontrolliert.

Fiir die Aktivierung der Oberfliche, um moglichst viele Hydroxylgruppen zu erhalten, wur-
den die Chips in 200 mL einer frisch zubereiteten methanolischen Salzsidure-Losung (1:1, v/v)
gestellt und fiir 1 h im Schiittler inkubiert. Der Einsatz wurde griindlich mit 2 L destilliertem

Wasser gespiilt und anschlieBend 1 h in Schwefelsdure bei RT geschiittelt. Nach erneutem
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Spiilen mit deionisierten Wasser wurden die Chips in Methanol gelegt und anschlieBend mit

Stickstoff vollstiandig getrocknet.

Silanisierung mit GOPTS

In eine Petrischale wurden pro Chip zwei Schnappdeckel eingelegt und darauf wurden die
Chips mit der markierten Seite nach unten aufgelegt. Auf die Glasoberfliche wurden 600 uL
GOPTS pipettiert und eine zweiter Chip wurde mit der Gravierung nach oben als Sandwich
aufgelegt. Die Petrischale wurde verschlossen und 3 h bei RT inkubiert, danach wurden die
Sandwiches hdndisch getrennt und fiir jeweils 15 min in Ethanol, Methanol und erneut Etha-
nol im Ultraschallbad gereinigt. Die Chips wurden mit Stickstoff trocken geblasen und 5 min

bei 98 °C erhitzt.

Belegung mit PEG

Das Diamino-PEG wurde in einem Becherglas bei 98 °C geschmolzen. Die silanisierten Glas-
chips wurden mit der unbeschichteten Seite in eine Petrischale gelegt und ziigig mit 1 mL
flilssigem PEG iibergossen und mit einem weiteren Chip belegt. Die Chip-Sandwiches wur-

den fiir 15 h bei 98 °C in den Trockenschrank gestellt.

Die heiBlen Chips wurden ziigig getrennt, in den Trédgereinsatz gestellt, sofort in die Farbe-
schalen mit deionisiertem Wasser gegeben und 15 min bei RT im Ultraschallbad gereinigt.
Der Einsatz mit den Chips wird mit deionisiertem Wasser griindlich gespiilt, zweimal fiir
15 min im Ultraschallbad gereinigt, danach die Chips mit Stickstoff vollstindig getrocknet

und visuell kontrolliert. Die Chips wurden bis zum Gebrauch im Exsikkator gelagert.

Aktivierung mit Epoxy-PEG-Chips

Fiir das Immobilisieren der Toxin-Peptide bzw. der Toxin-Ethylendiamin-Linker auf der
Chip-Oberfliache, erfolgt eine Aktivierung der Chip-Oberfliche mit Epoxy-PEG. Die Chips
wurden in eine Petrischale gelegt und jeweils mit 600 uLL Poly(ethylenglycol)diglycidylether
(Epoxy-PEG) iibergossen. Ein weiterer Chip wurde als Sandwich, moglichst blasenfrei, auf-
gelegt. Die Petrischale wurde verschlossen und bei 98 °C fiir 15 h inkubiert. Die Chips wur-
den hindisch getrennt und in Methanol gespiilt. In eine Fiarbeschale wurden 200 mL Methanol

gefiillt, der Trigereinsatz mit den Chips eingestellt und 15 min im Ultraschallbad behandelt.
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Anschlieend wurde das organische Losungsmittel ausgetauscht und erneut 15 min im Ultra-
schallbad gereinigt. Die Chips wurden mit Stickstoff getrocknet und visuell auf Schlieren un-

tersucht. AnschlieBend erfolgte die Immobilisierung der Toxin-Derivate auf der modifizierten

Chip-Oberfliche.

Deaktivierung der Chip-Oberfliche

200 mL Tris-HCI-Puffer wurden in die Fidrbeschale mit den Chips hinzugefiigt und 15 min im
Ultraschallbad behandelt. Die Losung wurde ausgetauscht und weitere 15 min ins Ultra-
schallbad gegeben. Dabei wurden die endstdndigen, noch freien Epoxy-Gruppen auf der
Oberflidche durch eine nukleophile Addition in basischem Milieu zu Hydroxylgruppen umge-
setzt und inaktiviert. Die Haltbarkeit der Chips wurde damit verlidngert. Die Chips wurden
anschlieBend griindlich mit Wasser gewaschen, mit Stickstoff vollstindig getrocknet und im

Exsikkator aufbewahrt.

Fertigstellung der Chips fiir die Messungen am MCR 3

Auf einem Polycarbonattriger wurde eine doppelseitig klebende Folie befestigt (Abbildung
62). Diese Folie besal Einschnitte, die bei dem fertigen Chip die Flusszelle bildeten. Vier
vorhandene Locher dienten dazu, dass die verschiedenen Losungen iiber den Chip gepumpt
werden konnten. Der getrocknete Glaschip (entweder Epoxy-aktiviert oder DAPEG behan-
delt, mit immobilisierten Toxinderivaten) wurde dann auf die Folie geklebt und mit einer

Presse moglichst blasenfrei befestigt.

Abbildung 62: Schematische Darstellung der Chip-Fertigstellung. (A) Polycarbonattriger, (B) Klebe-
folie (C) modifizierter und gespotteter Glaschip.
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2.5.2 Immobilisierung der Toxine und Toxinkonjugate (Spotting)

Mykotoxine mit Peptidlinker

Die Chips wurden im BioOdyssey Calligrapher MiniArrayer bei einer Luftfeuchtigkeit von
50 % und einer Temperatur von 15 °C mittels solid pin contact printing gespottet. Die einge-
setzten Konjugate (AFB1-CMO-Peptid, OTA-Peptid und ZEA-Peptid) hatten eine Konzentra-
tion von je 1 mg/mL in 97.5 % Coating-Puffer, 10 % DMSO und 2.5 % Glycerin (Spotting-
puffer). Das OTA-Antigen besall die Konzentrationen von 0.55 mg/mL und 1.00 mg/mL und
die Positiv-Kontrolle (DNT) eine Konzentration von 1 mg/mL. Die Toxinlosungen und Posi-
tiv-/Negativ (Spotting-Puffer)-Kontrolle wurden in eine 384-Well-MTP vorgelegt. Die Chips
und die MTP wurden in den BioOdyssey Calligrapher von BioRad eingelegt. Bei der Nadel
handelte es sich um eine SNS12 stealth solid pin von der Firma Arraylt, mit einem Auftrags-
volumen von 5.1 nL. Dabei wurde zunichst immer eine Toxinlosung auf alle Chips in sechs-
fachen Replikaten gespottet und nach einem fiinffachen Waschschritt das nédchste Toxin im-

mobilisiert. Nach dem Spotten wurden die Chips fiir 24 h bei RT in Petrischalen gelagert.

Mykotoxine mit Aminolinker

Die Immobilisierung der Mykotoxine mit Aminolinker erfolgte analog zu jenen mit Peptidlin-
kern. Die Spotting-Konzentrationen betrugen dabei fiir ZEA-CMO-Amin 2.0 mg/mL, ZAN-
CMO-Amin 2.0 mg/mL und AFB1-CMO-Amin 1.0 mg/mL.

Mykotoxine als HOBt-Aktivester

Fiir die direkte Immobilisierung wurden zunéchst 7.00 mg HOBt (0.052 mmol) und 8.00 mg
EDC (0.052 mmol) in 690 puL Carbonat-Puffer, 300 uLL. DMSO, 10 pL Glycerol und 50 uL
DIPEA gelost (notfalls kurz in Ultraschallbad behandelt). In diesen Spottingpuffer(-aktiviert)
wurden die Mykotoxine mit endstdndiger Sdure (OTA, FB1, DON-HS, ZEA-CMO, AFBI1-
CMO und T-2-HS) in Konzentrationen von 0.55 mg/mL, 1.00 mg/mL, 4 mg/mL, 2.00 mg/mL
und 0.77 mg/mL und in Eppendorf-Caps 3 h bei RT inkubiert. Das Anbinden der so gebilde-
ten Aktivester an die modifizierte Chip-Oberfliche erfolgte wie oben bei den Peptidlinkern

beschrieben.
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2.5.3 Messung mit MCR 3

Fiir die Messung am MCR 3 wurden 0.5 % Casein in PBS (w/v) als Laufpuffer, 20 % Metha-
nol in PBS als Waschpuffer und PBS als Storepuffer verwendet (Karsunke, 2011). Der nach-
stehende Ablauf soll einen Assay an der hinteren Flusszelle erldutern (siehe auch Tabelle 33):
Im ersten Schritt wurde 1 mL 0.5 % Casein mit einer Flussrate von 500 uL/s tiber den Chip
geleitet. AnschlieBend wurden je 500 uL. Probe und 500 puL. Antikérper-Losung mit einer
Flussrate von 60 puL/s in einen Inkubationsschlauch gepumpt. Dazu wurden die Antikorper
anti-OTA 5G9 (1.00 mg/mL, 1:5000), anti-AFB1 1F2 (1.00 mg/mL, 1:15000), anti-FB1 1H4
(0.37 mg/mL, 1:4000), anti-DON (0.72 mg/mL, 1:3000) und anti-T-2 Toxin 2E7
(1.00 mg/mL, 1:10000) in 0.5 % Casein verdiinnt. Mit einer Flussrate von 100 uL/s wurde die
Proben/Antikorper-Mischung mittels 1 mL Laufpuffer iiber den Chip gefiihrt. Nach einem
Waschschritt mit 2000 uL Laufpuffer und einer Flussrate von 500 uL/s wurde 1 mL Sekun-
dir-Ak iiber den Chip geleitet. Davon hatten 200 uL eine Flussrate von 100 puL/s und 800 puL
eine Flussrate von 10 puL/s. Nach erneutem Waschen mit 2000 uL. Laufpuffer (500 pL/s),
wurden 400 puL Chemilumineszenz-Losung mit einer Flussrate von 150 uLL auf den Chip ge-
geben. Der Fluss wurde gestoppt und die CCD-Kamera nahm fiir 60 s. ein Bild auf. Nach der
Detektion erfolgte ein intensiver Regenerationszyklus und ein Waschprogramm. Es wurde ein
Gesamtvolumen von 22.5 mL bendétigt, dazu gehorte der Regenerationspuffer, 20 % Methanol

in PBS und Wasser. In Tabelle 33 ist das Assay-Programm zusammengefasst.

Die Mikroarraychips wurden am MCR 3 ausgelesen. Die generierten Text-Dateien wurden
mit der Software Spot Image Processor 0.4 (SIP 0.4, Karsunke Softwarebiiro, Wolnzach,
Germany) ausgewertet. Fiir die Auswertung der Chips wurden 5 x 5 Pixel um jedes Spotma-

ximum integriert. Dies entspricht einer realen Fliche von 0.04 mm? auf der Chip-Oberfliche.
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Tabelle 33: = MCR 3-Assay-Programm mit einer Gesamtzeit von 11 min fiir eine automatisierte

Probenbestimmung.
Flusszelle hinten Geschwindigkeit,
Pumpen
1) 1 mL Casein 500 uL/s; P4
2) 200 pL Probe in die 100 uL/s; P2
3) 500 uL Probe + 500 puL Prim. Ak 60 uL/s; P2, P1
4) 1 mL Casein 100 uL/s; P2
5) 2 mL Casein 500 uL/s; P4
6) 200 uL Sek. Ak 100 uL/s; PO
7) 800 uL Sek. Ak 10 uL/s; PO
8) 2 mL Casein 500 uL/s; P4
9) 400 pL Substratlosung 150 uL/s; P3
10) 2 x ImL Spiilpuffer 250 uL/s; P2
11) 2 x ImL Storepuffer 250 uL/s; P2
12) 2 x ImL Spiilpuffer 250 uL/s; P2
13) 5x2x 60 pL Reg.puffer 10 uL/s; P5
14) 3 x 2 x 60 pL Reg.puffer 10 uL/s; P5
15) 5x 300 puL Reg.puffer 500 uL/s; PS5
(davon 5 x 100 uLL immer hin und her) 100u/1/s; P5

16) 3 x 500 pL Spiilpuffer 500 uL/s; PS5
17) 1.5 mL Storepuffer 500 uL/s; PS5
18) 2 x 1.5 mL Spiilpuffer 500 uL/s; PS5

2.6  Probenvorbereitung

2.6.1 Probenvorbereitung und Extraktion von Getreideprodukten

Die eingesetzten Produkte wurden im Handel in Mengen von je 1 kg erworben und griindlich

homogenisiert.

Es wurden 25 g Hafer- bzw. Weizen-Blindproben in einem Becherglas abgewogen. Zur Ex-
traktion wurden 5 g Kochsalz sowie 20 mL deionisiertes Wasser und 80 mL Methanol (80 %
Methanol) zugesetzt und mit dem Stabmixer 5 min homogenisiert. Wahrenddessen wurde das
Becherglas im Eisbad gekiihlt, um Losungsmittelverluste zu minimieren. Nach dem Filtrieren
mittels eines Faltenfilters wurden 20 mL des Rohextraktes mit 60 mL PBS in der Verdiinnung
1:4 (v/v, 20 % Methanol) hergestellt. Im Anschluss wurde die Losung in einer Verdiinnungs-

reihe mit unterschiedlichen Konzentrationen an AFB1, OTA, DON, FB1 oder T-2/HT-2 To-
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xine aufgestockt. Am MCR 3 wurde die Kalibrierung mit allen oben genannten Toxinen

durchgefiihrt. Diese Extraktion wurde als Standard(-extraktions-)methode bezeichnet.

Fiir die Optimierung von geeigneten Extraktionsmitteln wurden zu den 25 g Blindprobe, 5 g

Kochsalz, zusitzlich 100 mL folgender Losungsmittelzusammensetzungen hinzugegeben:

a) 80:20 Methanol/Wasser (v/v)
b) 70:30 Methanol/Wasser (v/v)
c) 60:40 Methanol/Wasser (v/v)
d) 20:80 Methanol/Wasser (v/v)
e) Wasser (mit und ohne 5 g Kochsalz)

Die den Proben b — e wurde nach der Extraktion bei 4500 U/min und 20 °C 15 min zentrifu-
giert und der Uberstand anschlieBend mittels Faltenfilters filtriert. Zur anschlieBenden Ver-
diinnung nach der Extraktion von 1:4 (v/v, 20 % Methanol) wurden PBS, 3.33 % (a), 6.70 %
(b), 9.99 % (c), 13.33 % bzw. 20.00 % (d) Methanol in PBS, sowie 26.67 % (e) Methanol in

PBS eingesetzt. Bei Ausflockung wurden die Proben erneut mit einem Faltenfilter filtriert.

Fiir die Herstellung der Kalibrierreihe wurden eine OTA- und AFBI1-Stammldsung von
1000 pg/L, FB1-Stammlosung von 122000 pg/L, eine DON-Stammlosung von 100000 pug/L
sowie Stammldsungen von je 10000 pug/L von T-2 bzw. HT-2 Toxin verwendet. Zur Verdiin-
nung wurde der 20-%-Methanol-Hafer-Extrakt eingesetzt. Fiir AFB1 und OTA wurden Kalib-
rierlésungen von 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 und 10 pg/L verwendet, wihrend fiir DON
Konzentrationen von 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100 und 500 pg/L und fiir FB1 von 0.5, 2, 5, 20,
50, 200, 500 und 700 pg/L eingesetzt wurden. T-2 bzw. HT-2 Toxine wurden in Verdiinnun-
gen von 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 500.0 und 1000.0 pg/L verwendet.

2.6.2 Herstellung und Extraktion von dotierten Proben und Referenzproben

Fiir die Bestimmung von dotierten Proben wurden je 5 g Hafer, Weizen, Roggen und Mais
abgewogen und mit den jeweiligen Toxinen in definierten Konzentrationen aufgestockt. Die
Zugabe zur Probenmatrix erfolgte nach Losen der Mykotoxine in 1 mL Methanol. Die Lose-

mittel wurden anschlieBend tiber Nacht im Abzug verdampft. Fiir die Bestimmung der Wie-
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derfindungsraten wurden je 5 g der dotierten Getreideproben mit 1 g Kochsalz, 4 mL Wasser
und 16 mL Methanol versetzt und im Eisbad fiir 2 min mit dem Stabmixer gemixt (Stan-
dardextraktionsmethode). Dann wurde rasch abfiltriert und im Gefrierschrank bei -18 °C ge-
lagert. Vor der Messung wurden dann jeweils 1 mL Rohextrakt mit 3 mL PBS verdiinnt (20 %
Methanol). Dotierte Proben, die zur Untersuchung der optimalen Extraktionsmittel eingesetzt
wurden, wurden mit den entsprechenden Losungen extrahiert, mit denen auch die Kalibrie-

rung erfolgte.

Fiir die Dotierung der Proben wurden fiir DON ausgehend von der methanolischen Stammlo-
sung von je 100000 pg/L Aliquote von 3.5, 5.0, 10.0 bzw. 37.5 uL, fiir AFB1 und OTA aus-
gehend von einer Stammldsung von 1000 pg/L Aliquote von 5.0, 15.0, 30.0 bzw. 35.0 uL, fiir
FB1 (Stammldsung von 140000 pg/L) Aliquote von 21.7 pL und 27.2 pL und fiir T-2 Toxin
(50000 pg/L) von 5.0, 20.0, 50.0 uL in 1 mL Methanol hergestellt.

Die verwendeten Referenzproben und natiirlich belasteten Realproben wurden analog zu den

dotierten Proben extrahiert und auf 20 % Methanol verdiinnt.

2.6.3 Probenvorbereitung und Extraktion von Weinen

Die eingesetzten Weinproben wurden im Handel zu 0.75 L erworben.

WeiBBwein (WW)

10 mL WW wurden mit 70 mL PBS versetzt (Verdiinnung 1:8, WW/PBS, v/v). Im Anschluss
wurde die Losung in einer Verdiinnungsreihe mit 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 und 10 pg/L
mit OTA (Stammldsung 1:1000) aufgestockt.

Fiir die Herstellung der dotierten Proben wurden 5 mL WW mit den jeweiligen OTA-

Konzentrationen versetzt und im Anschluss mit PBS 1:8 verdiinnt.

Rotwein (RW)

Zu 5 mL der RW wurden 10 mL NaCl-Losung und 15 mL Chloroform zugesetzt, die Proben
30 min im Ultraschallbad behandelt und anschlieBend 5 min bei 3500 U/min zentrifugiert. Die
organischen Phasen wurden getrennt, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und

der Kolben ans Hochvakuum angeschlossen. Am nichsten Tag wurde der Riickstand in 5 mL
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20 % Methanol in PBS-Puffer aufgenommen und davon 1 mL in 7 mL PBS-Puffer verdiinnt
(Verdiinnung 1:8). Fiir die Verdiinnungen der Kalibrierreihe wurde eine OTA-Stammldsung

von 1000 pg/L verwendet. Die eingesetzten Konzentrationen waren analog zum WW.

Fiir die Herstellung der dotierten Proben wurden jeweils zu 5 mL RW die entsprechenden

OTA-Konzentrationen hinzugefiigt. Die Probenaufarbeitung erfolgte dann analog zu oben.

2.7  Vernichtung der Mykotoxine

Nach den Messungen wurden die mit den Mykotoxinen aufgestockten Getreideproben mit
einem #dquivalenten Volumen an 10 %iger Natriumhypochlorit-Losung fiir mindestens 12 h

dekontaminiert.

2.8 Synthese vom OTA-Immunogen

Fiir die Immunisierung wurde das Hapten OTA an Rinderserumalbumin (Bovine Serum Al-
bumin, BSA) gekoppelt. Fiir die kovalente Bindung des OTA-Molekiils an BSA wurde zu-
sdtzlich ein kurzer Linker (Glycin) eingefiihrt. Dieser sollte gewihrleisten, dass durch den
raumlichen Abstand zur Proteinoberfliche die Spezifitit der produzierten Antikorper erhoht

wird.

2.8.1  Synthese von Ochratoxin A mit Glycin-Linker

Zunichst erfolgte die Synthese des OTA-Glycin (OTA-Gly). Dazu wurden 5 mg OTA
(0.013 mmol) in 200 pL trockenem THF gel6st und mittels Septum-Technik (Cervino, 2009)
in einen Kolben iiberfiihrt. Das gelblich fluoreszierende Gemisch wurde im Eisbad auf 0 °C
abgekiihlt. AnschlieBend wurde iiber 1 h eine Kopplungslosung bestehend aus 3.4 mg HOBt
(0.025 mmol, 2 Aq.), 4.75 mg EDCI (0.024 mmol, 2 Aq.) in 200 uL THF hinzugegeben.
Nach 30 min Riihren wurde die Reaktionslosung auf RT gebracht. 6.28 mg (0.0019 mmol, 1.5
Aq.) von Glycinbenzylester-Tosylat (H-Gly-OBzl p-Tosylat) wurden in 200 uL. THF mit
25 uL DIPEA (0.075, 6 Aq.) gelost und zum Aktivester hinzugefiigt und 24 h unter Lichtaus-
schluss geriihrt. AnschlieBend wurde die Abgangsgruppe (Benzyl) iiber Palladium auf Aktiv-
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kohle entfernt. Dazu wurde die Reaktionslosung im Rotationsverdampfer eingeengt und der
Riickstand mit Ethylacetat gelost. Nach Extraktion mit 5 % Natriumcarbonat, wurde die orga-
nische Phase mit MgSO, getrocknet und einrotiert. Nach vollstindiger Trocknung unter
Hochvakuum wurde der Riickstand in Methanol gelost und in einen Kolben mit Palladium auf
Aktivkohle 24 h reduziert. Die Aufreinigung erfolgte mittels Methanol iiber einer mit Celite

gefiillten Fritte. Das Produkt wurde analytisch mittels ESI-MS nachgewiesen.

2.8.2 Herstellung des OTA-Gly-BSA Immunogens

5 mg des OTA-Glycins wurden in 1 mL trockenem Dioxan geldst (12.4 mM). AnschlieBend
wurden 200 uL NHS (0.29 M) und 250 uLL. DCC (0.19 M) zur Reaktionsldosung in einem 25-
mL-Kolben gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss bei
100 rpm 24 h lang geschiittelt. Das Nebenprodukt N, N'-Dicyclohexylharnstoff (farblose Kris-
talle) kristallisierte dabei aus. Die Losung wurde bei 4000 rpm 5 min abzentrifugiert. Der
Uberstand von 1.18 mL wurde in 1000 uL BSA in Kopplungspuffer (0.13 mM) bei 0 °C ge-
geben. Die triibe Losung wurde anschlieBend 3 h bei RT und 100 rpm geschiittelt. Die Sus-
pension wurde mittels Dialyse (Cellulose Membran, 21 mm) gegen Wasser gereinigt und an-

schlieBend aliquotiert und lyophilisiert.

Die Kopplungsdichte wurde iiber MALDI-TOF-MS bestimmt. Hierzu wurde das erhaltene
Produkt mit C4-Saulen (ZipTip) entsalzt. Es wurden 25 pL Probe (5 — 10 mg/mL) zehnmal
mit ZipTips aufgezogen, anschliefend zweimal mit Wasser (0.1 % TFA) gewaschen und zu-
letzt mit 1.5 uL Matrix (gesittigte Zimtsdure, 0.1 % TFA) eluiert. Die Immunogene wurden
mit der Matrix auf ein Aluminium-Target gegeben und bei Raumtemperatur getrocknet. Als

Referenz wurde BSA (je 10 mg/mL) in PBS eingesetzt.

29 Synthese von Hapten-Protein-Konjugaten

Fiir die Bestimmung mit dem MTP-ELISA wurden weitere Mykotoxin-Konjugate eingesetzt.
Hierzu wurden fiir OTA neben dem BSA auch noch Ovalbumin (OV A-Konjugat) hergestellt.
Die Synthese erfolgte analog zu Kapitel V. 2.8.2 Die hergestellten Konjugate wurden mittels
ELISA getestet. Analog wurde ZEA-BSA hergestellt.
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2.10 Immunisierungsprotokoll fiir die Herstellung von monoklonalen Antikorpern

Die Herstellung der monoklonalen Antikorper sollte mittels der Hybridomzelltechnik nach
KOHLER und MILSTEIN (Kéhler, 1975) erfolgen. Dazu wurden die synthetisierten Immu-
nogene dem Partner (Institut fiir Physiologische Chemie der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg) zur Verfiigung gestellt, der die Immunisierung der Miuse, die Fusionierung der
Immunzellen (B-Zellen) mit Myelomzellen, das Primérscreening und die Kultivierung der

selektierten Hybridomzellen durchfiihrte.

Zwolf 10 Wochen alte weibliche BALB/c-Méuse wurden mit 25 ug einer OTA-Gly-BSA in
200 pL Kochsalzlosung (154 mM) und 300 pL komplettem Freund’schen Adjuvans immuni-
siert. Die Kopplungsdichten wurde mittels MALDI auf durchschnittlich 4.0, 7.5, 8.0, 18.0
Molekiile OTA-Gly pro Molekiil BSA bestimmt. Die Immunisierungen wurden nach fiinf und
sieben Wochen mit je 25 ng OTA-Gly-BSA in unvollstindigem Freund’schen Adjuvans wie-
derholt. Jeweils vier Tage bzw. ein Tag vor der Fusionierung wurden die Méduse mit 30 ug
OTA-Gly-BSA in 200 pL Kochsalzlésung (154 mM) hyperimmunisiert. Fiir die Fusionierung
wurden 1.5 bis 2.2x10® Zellen der Krebszelllinie P3X63Ag8/653 mit Polyethylenglykol 1500
vermengt. Die fusionierten Zellen wurden drei Wochen lang in einem RPMI-basierten HAT-
Selektionsmedium (mit 400 uM Aminopterin, 100 uM Hypoxantin und 16 uM Thymidin)
inkubiert und anschlieend eine Woche in einem HAT-Medium kultiviert. Zuletzt lieB man
die Zellen in RPMI-1640-Medium mit Rinderinsulin (5 mg/L), 10 % fotalem Kilberserum,
Gentamicin (80 mg/L), Glucose (2.5 g/L), HEPES (4.77 g/L), L-Glutamin (2 mM), 2-
Mercaptoethanol (1 mM), Natriumpyruvat (50 mg/L) und Bernsteinsdure (65 mg/L) wachsen.
In einem Vortest wurden 148 Klone von etwa 4000 Klonen in einem indirekten nichtkompeti-
tivem ELISA ausgewihlt. In diesem Vorscreening, die am Institut fiir Physiologische Chemie
in Halle durchgefiihrt wurden, wurde eine Zellkulturiiberstandsverdiinnung von 1:2 bis 1:10
verwendet. Dies liel zwar eine hohe Anzahl von falsch positiven Klonen vermuten, es konnte
dadurch jedoch vermieden werden, dass positive Klone iibersehen wurden. Um allerdings
Kreuzreaktivititen zum BSA-Protein von vornherein auszuschlieen, wurde fiir das Screening
bereits das OTA-OVA-Konjugat (1 mg/mL, Verdiinnung 1:5000) zur Beschichtung der MTP

verwendet.
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2.11 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

2.11.1 Allgemeine Durchfiihrung eines indirekt nichtkompetitiven ELISA

Die MTP wurden mit Hapten-Konjugat-Losung in diversen Verdiinnungen in Coatingpuffer
beschichtet (100 pL/well). Als Konjugatverdiinnungen (Stammlosung: ~ 1 mg/mL) wurden
fiir das gesamte Screening 1:10000 und 1:5000 eingesetzt. Die Platte wurde mit Parafilm ab-
gedeckt und iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Nach dem Waschen mit Wasch-
puffer (PBST) wurde die MTP fiir 1 h mit 1 % Casein in PBS (w/v, 300 uL/well) auf dem
Schiittler geblockt. Nach der Inkubationszeit und dem erneuten Waschen wurden je 100 pL.
der verdiinnten Zellkulturiiberstdnde (1:50 und 1:100) in Triplikaten auf die MTP gegeben. Es
wurde fiir 1 h bei 100 rpm inkubiert und nach dem Waschen wurde der Sekundirantikorper
anti-Maus-IgG (1:8000, 100 uL/well) hinzugegeben und 1 h bei 100 rpm inkubiert. Nach ei-
nem weiteren Waschschritt erfolgte die Farbreaktion. Die Substratlosung wurde auf die MTP
pipettiert (100 uL/well). Nach ausreichender Farbstirke bzw. maximal 40 min wurde mit 5 %
H,SO4 in Wasser (100 uL/well) die Farbentwicklung gestoppt. Mittels MTP-Reader wurde

die Absorption bei 450 nm gemessen.

2.11.2 Allgemeine Durchfiihrung eines indirekt kompetitiven ELISA

Die MTP wurde mit den entsprechenden Coating-Konjugat-Losungen in diversen Verdiin-
nungen in Coating-Puffer beschichtet (100 uL/well). Die Platte wurde mit Parafilm abgedeckt
und iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Nach dem Waschen mit Waschpuffer,
wurde die MTP fiir 1 h mit 1 % Casein in PBS (w/v, 300 uL/well) auf dem Schiittler geblockt.
Nach der Inkubationszeit und dem erneuten Waschen wurden zuerst die Toxin-Losungen
(50 pL/well) und dann die Antikorperldosungen (50 uL/well) auf die MTP pipettiert. Es wurde
fir 1 h bei 100 rpm inkubiert und nach dem Waschen wurde der Sekunddrantikorper anti-
Maus-IgG (1:8000, 100 pL/well) hinzugegeben und 1 h bei 100 rpm inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt erfolgte die Farbreaktion. Die Substratlosung wurde auf die MTP pi-
pettiert (200 uL/well). Nach ausreichender Farbstirke bzw. maximal 40 min wurde mit 5 %
H,SO4 in Wasser (100 uL/well) die Farbentwicklung gestoppt. Mittels MTP-Reader wurden
die Platten bei 450 nm gemessen. Zu beachten war, dass bei einem ELISA zwei MTP nicht
direkt miteinander verglichen werden konnten und somit die Kalibrierkurve immer fiir jede

Messung neu auf der Platte enthalten sein musste.
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2.11.3 Optimierung der Coating- und Antikorperkonzentration

Fiir die Testung der Extraktionsbedingungen sowie die generelle Untersuchung von Ma-
trixeinfliissen auf die eingesetzten Antikorper, mussten zunéchst die optimalen Bedingungen
fiir die MTP gefunden werden. Mit Hilfe des indirekt kompetitiven Formats wurden die opti-
male Antikorper-Konzentration und Coating-Konjugat-Konzentration ermittelt. Auf je einer
MTP wurden dabei OTA, AFBI1, FB1 und DON optimiert. In Tabelle 34 sind die Verdiin-
nungsschemata der Beschichtungs- und Antikorper-Konzentrationen sowie die eingesetzten

Konzentrationen wiedergegeben.

Tabelle 34:  Optimierung der Coating-Konjugat- und Antikorperverdiinnungen (Jiao, 1992).

Spalte 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Verdiinnung 1/n°x  1/nx 1/x 1w’ I/mx 1/x  In’x Imx 1/x In’x Inx Dk
von CK

Verdiinnung 1/y 1y Iy 1/my 1/my 1my I/my lmy 1/my 1/m’y Um’y 1/m’y
von Ak

Reihe A B C D E F G H

AFB1 bzw. OTA [pg/LL] 0.005 0.01 005 01 05 1 5 10

FB1 [ng/L] 02 05 2 5 20 50 200 500
DON [pg/L] 0.1 05 1 5 10 50 100 500
ZEA [pg/L] 0.005 001 005 01 05 1 5 10

Fiir die Antikérper 1F2 (anti-AFB1), 5G9 (anti-OTA), 1H8 (anti-DON), 1H4 (anti-FB1) und
I1B11/Aokin (anti-ZEA) sowie fiir die Konjugate AFB1-BSA, OTA-BSA, FB1-BSA, DON-
BSA und ZEA-BSA galten folgenden Parameter: x = 10000, y = 5000, n =2 und m = 2.

Aufgrund bester Testmittelpunkte und ausreichender Absorption, haben sich als optimale Be-

dingungen folgende Konzentrationen herausgestellt:
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AFB1-BSA: 1:20000 1F2: 1:20000
OTA-BSA/OVA: 1:10000 5G9: 1:5000
FB1-BSA: 1: 5000 1H4: 1:5000
DON-BSA: 1:10000 1HS: 1:5000
ZEA-BSA: 1:10000 1B11/Aokin: 1:10000/1:5000

2.11.4 Kreuzreaktivititstest

Diese Methode diente dazu, Antikorper auf ihre relative Affinitédt beziiglich strukturell dhnli-
cher Analyten zu untersuchen. Besonders die parallele Detektion aller sechs Mykotoxine auf
dem Mikroarray, erforderte das AusschlieBen eventueller Kreuzreaktionen. Hierbei wurde
zundchst die Kreuzreaktivitit des Antikorpers 1F2 gegeniiber AFB2, AFG1 und AFG2 auf der
MTP untersucht.

Fiir den Antikoérper 1F2 (anti-AFB1) wurde eine Coating-Verdiinnung von 1:20000 und eine
Antikorper-Verdiinnung von 1:20000 verwendet. Die Durchfiithrung erfolgte nach Punkt
2.11.2. Dafiir wurden die Coating-Konzentration und die Ak-Konzentration konstant gehalten,
wihrend die verschiedenen AF-Antigene als Kalibrierungslosung zugesetzt wurden. Der er-
haltene 1Cso-Wert fiir die AFB2, G1 und G2 wurde durch den ICso-Wert fiir AFB1 geteilt und
in Prozent angegeben. Da als Immunogen AFBI eingesetzt wurde, wurde dieser Wert als

100 % gesetzt.

Fiir die Kreuzreaktivitidtsbestimmung der Antikorper zu den jeweils anderen Toxinen wie
AFB1, OTA, DON, FB1 und T-2/HT-2 Toxine wurden die unter 2.11.3 bestimmten Verdiin-
nungen verwendet. Die Berechnung der Kreuzreaktivitit erfolgte ebenfalls durch Division der
ICsp-Werte. Zu dem indirekten kompetitiven ELISA wurden die Antigene in 20 % Methanol

in PBS zugesetzt.

Fiir die Untersuchung der Affinitiit der anti-ZEA-Antikorper 1B11 und Aokin wurde ebenfalls

mittels trans- und cis-Standards die Kreuzreaktivitit untersucht.
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2.12 Oberflichenplasmonenresonanzmessungen

Alle SPR-Messungen wurden im indirekten ELISA-Format mit dem Sensorchip CM 5 durch-
gefiihrt. Es wurde stets bei 25 °C und einer Flussrate von 10 pL/min und mit HBS EP+ (pH
7.4) als Laufpuffer gemessen.

Immobilisierung von ZEA-BSA-Konjugat

Zur Aktivierung der Oberfliche des CM-5-Chips wurde eine frisch hergestellte 1:1-Mischung
aus EDC (0.4 M) und NHS (0.1 M) 7 min iiber die Flusszelle geleitet. AnschlieBend wurde
eine 0.01-mg/mL-Losung von ZEA-BSA-Konjugat, gelost in Natriumacetatpuffer (10 mM,
pH 5.0) schrittweise (in Summe 15 min) iiber den Chip gespiilt, bis eine Sittigung an der
Oberfliche erreicht wurde. Der Goldchip wurde mit 10 M Ethanolamin 4 min deaktiviert. Die
Referenzflusszelle wurde wie die Messzelle aktiviert, aber es erfolgte keine Immobilisierung
eines Liganden. Die aktiven Stellen wurden mit 10 M Ethanolamin 4 min deaktiviert. Die
Chips wurden bei 4 °C in HBS EP+ Puffer gelagert. Vor der nidchsten Anwendung wurde der

Chip mit destilliertem Wasser gespiilt und im N,-Strom getrocknet.

Durchfiihrung von Regenerationsmessungen

Fiir die Regenerationsmessungen wurden die anti-ZEA-Antikorper 1B11 (Prof. Mirtlbauer,
LMU) und der erworbene mAk aokin-anti-ZEA von Fa. Aokin getestet. Dazu wurden je
0.02 mg/mL mAk in HBS EP+ Puffer hergestellt. Der mAk 1B11 wurde 7 min iiber den Chip
geleitet, wihrend eine Séttigung beim aokin-anti-ZEA-mAk nach 4 min erreicht wurde. Zu-
letzt wurde der Regenerationspuffer 30 sek. (100 mM Glycin, 100 mM NaCl, 0.1 % SDS,
pH 3.0) iiber den Chip geleitet. Dies wurde mehrere Zyklen wiederholt.
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3-AcDON
a.u.

AFBI, B2, G1, G2
AF

Ag

Ak

APCI

Aq.
Boc

BSA

CCD

CK
CL
CMO
Cv

Da
DAPEG
DCC
DCM
Dest.
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DON
DSC
DTT
EDC
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3-Acetyl-Deoxynivalenol
Arbitrary Units (willkiirliche Einheit)
Aflatoxin B1, B2, G1, G2
Aflatoxin

Antigen

Antikorper

Ionisation bei Atmosphérendruck,
Atmospheric-Pressure Chemical lonization
Aquivalent
tert-Butyloxycarbonyl
Rinderserumalbumin

Bovine Serum Albumin
Digitalkamera

Charge Coupled Device
Coating-Konjugat
Chemilumineszenz
Carboxymethoxyloxim
Variationskoeffizient
Coefficient of Variation
Dalton
Diaminopolyethylenglykol
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
Dichlormethan

Destilliert
N,N"-Diisopropylethylamin
4-(Dimethylamino)-pyridin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Deoxynivalenol
Di-(N-succinimidyl)carbonat
Dinitrotoluol

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
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Er
ELISA

EU
ESI
Fab
FAO
FB1
Fmoc
FPIA

Fv

FZ
GC

GOPTS
GPC
HAT
HBTU

HOBt
HPLC

HRP
HT
IAE
IAC

IARC
ICso

Ig
IUPAC

Extraktionskorrekturfaktors

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Européische Union
Elektronenspray-lonisation

Antigen bindendes Fragment

Food and Agriculture Organization
Fumonisin B1
Fluorenylmethoxycarbonyl
Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay
Variables Fragment

Fragment Antigen Binding

Flusszelle

Gaschromatographie
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
Gelpermeationschromatographie
Hypoxanthin/Aminopterin/Thymidin-Medium
2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
Hexafluorophosphat
1-Hydroxybenzotriazol-hydrat
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
High Performance Liquid Chromatography
Horseradish Peroxidase
Hypoxanthin/Thymidin-Medium
Immunoaffinititsextraktion
Immunoaffinititssdulen

Immunoaffinity Columns

International Agency for Research on Cancer
Testmittelpunkt

Immunglobulin

Union of Pure and Applied Chemistry
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IWC

KLH

KR
LC

LDsq
LGL

LLE

LM
LOD

LOQ

mAk
MALDI

MCR 3
min
MIP
MRL
MS
MS/MS
MTP
MW
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Institut fiir Wasserchemie und Chemische Balneologie

der TU Miinchen
Schliisselloch-Schnecken-Hdmocyanin
Keyhole Limpet Hemocyanin
Kreuzreaktivitit
Fliissigchromatographie

Liquid Chromatography

Mittlere letale Dosis

Bayerische Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit
Fliissig-Fliissig-Extraktion
Liquid-Liquid Extraction
Losungsmittel

Nachweisgrenze

Limit of Detection
Bestimmungsgrenze

Limit of Quantification

Anzahl der Mehrfachmessungen
Molar

Monoklonaler Antikorper

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Munich Chip Reader 3ter Generation
Minute

Molecular Imprinted Polymer
Maximum Residue Limits
Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie
Mikrotiterplatte

Mittelwert

Molekiilmasse

Anzahl der Messpunkte einer Kalibrierung
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NHS
NOAEL
OTA
OVA
PAH's

pAk
PASA

PBS

PEG
RIA
RM
RNA

Ipm

RT
RU

SCF
SDS

SPE
SPPS

SPR

tBu
TDI
TFA
TG

N-Hydroxysuccinimid

No Observable Adverse Effect Level
Ochratoxin A

Ovalbumin

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
Polyklonaler Antikorper

Paralleler Affinititssensorarray
Parallel Affinity Sensor Array
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Phosphate Buffered Saline
Polyethylenglykol
Radioimmunoassay

Zertifiziertes Referenzmaterial
Ribonukleinsiure

Umdrehung pro Minute

Rounds per Minute
Raumtemperatur

Refractive Units
Standardabweichung

Scientific Committee for Food
Sodiumdodecylsulfat

Sekunde

Solid Phase Extraction
Festphasensynthese

Solid Phase Peptide Synthesis
Oberfldchenplasmomonenresonanz
Surface Plasmon Resonance
tert-Butyl

Tolerable Daily Intake
Trifluoressigsiure

Thyroglobulin
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Tis
TLC

TMB
TRIS
i.N.
UPLC
uv
v/v

Vu

Vis
w/v

WHO

ZAL
ZAN
ZEA
ZKU
ZOL

170

Triisopropylamin
Diinnschichtchromatographie
Thin Layer Chromatography

3,3%, 5,5 -Tetramethylbenzidin
Trishydroxymethylaminomethan
Uber Nacht

Ultra-Performance Fliissigkeitschromatographie
Ultraviolettes Licht
Volumenverhiltnis

Variabler Teil der schweren Kette
Variable Heavy Chain

Sichtbarer Bereich des Lichts
Masse zu Volumen-Verhiltnis
Weltgesundheitsorganisation
World Health Organization
Zearalanol

Zearalanon

Zearalenon

Zellkulturiiberstand

Zearalenol
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