Der Matrixeinfluss bei der Kalibrierung
ist nur bei den massenspektrometrischen
Detektoren deutlich ausgeprigt, so dass
hier die Matrixkalibrierung unerlisslich
ist. Im Full-Scan-Modus koénnen am
MSD unbekannte Riickstinde deutlich
empfindlicher als am MS/MS identifiziert
werden. Bekannterweise ist die Identifizie-
rung mit den klassischen Detektoren nicht
moglich, nur durch die Kombination von
GC-Trennphasen und Detektoren kann
die Aussagekraft des Nachweises verstirkt
werden. Hinsichtlich des Zeitaufwandes ist
nur die reine Laufzeit zu vergleichen, da
die Vorbereitungszeit und die Datenaus-
wertung (aufgrund der Software-Tools)
vernachlissigbar sind. Selbst bei parallelen
Messungen an den klassischen Detektoren
(ECD, FPD und NPD) ist die Laufzeit um
den Faktor 1,4 bis 2,0 langer.

Vorteilhafterweise kann bei den klas-
sischen Detektoren, ebenso am MSD,
von geiibtem Laborpersonal ausgewertet
werden, wihrend am anspruchsvolleren
MS/MS ein erfahrener Spezialist not-
wendig ist und die Quantifizierung iiber
Standard-Addition empfohlen wird, um
verlissliche Ergebnisse zu erhalten. Diese
Studie unterstreicht die Notwendigkeit der
sorgfiltigen und kritischen Bewertung bei
Riickstandsuntersuchungen, um korrekte
Ergebnisse zur erzielen.
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Ubertragbare spongiforme Enzephalopa-
thien (TSE) wie Scrapie beim Schaf, BSE
beim Rind oder auch die neue Variante der
Creutzfeld-Jakob-Krankheit vC]JD beim
Menschen werden von pathogenen Prio-
nen ausgeldst, und fithren schrittweise zu
einer vollstindigen Zerstérung des Gehirns
und schlieBlich zum Tod. Die Aufnahme
solcher pathogener Prionen (Prpsc) mit

der Nahrung gilt als der Hauptibertra-
gungsweg fiir TSE.

Gewebe, in denen Prpsc bei infizierten
Tieren lokalisiert ist, also hauptsichlich
Hirn und Riickenmark von Rindern und
Schafen, sowie einige andere Gewebe
werden als ,spezifiziertes Risikomaterial®
(SRM) definiert. Um eine Ausbreitung
der vCJD zu verhindern, ist SRM fiir
die Herstellung von Lebensmitteln nicht
zugelassen[1]. AuBerdem entspricht die
Verwendung von ZNS-Gewebe jeder Art
fiir Fleischwaren nicht der allgemeinen
Verkehrsauffassung. [2]

In dieser Arbeit wurde ein einfaches
Verfahren zur selektiven Anreicherung des
Markerproteins PLP im Probenmaterial,
und eine darauf basierende hochsensitive
immunochemische Nachweismethode fiir
ZNS-Gewebe in Lebensmitteln entwickelt,
um sicherzustellen, dass Feischerzeugnisse
nicht mit Risikomaterial kontaminiert
sind.

Als Zielantigen dient das Proteolipid
Lipophilin, oft auch als Myelin Proteoli-
pidprotein (PLP) bezeichnet, das in gro-
Ben Mengen und 4uBerst selektiv im ZNS
enthalten ist. Es ldsst sich aufgrund seiner
Hydrophobizitit leicht mit organischen
Losungsmitteln aus dem Probenmaterial
extrahieren[3]. Der Losungsmittelextrakt
kann nach Entfetten direkt fiir den Wes-
tern Blot eingesetzt werden.

Mit dieser Methode kénnen Kontamina-
tionen von weniger als 0,03% ZNS-Gewebe
in Fleisch nachgewiesen werden.

Versuche mit diversen anderen Gewe-
ben, z.B. Leber, Lunge, Niere oder Herz,
die durchwegs keine positive Reaktion im
Western Blot zeigten, bestitigen eine sehr
hohe Selektivitit des Assays. Auch in Pro-
ben von peripherem Nervengewebe konn-
te kein Lipophilin nachgewiesen werden.
Falsch positive Ergebnisse bedingt durch
andere Gewebearten sind deshalb nicht zu
erwarten. Hingegen in Riickenmark und
Riickenmarkshiuten, die als Risikomaterial
eingestuft werden, wurde die Anwesenheit
von Lipophilin eindeutig belegt.

Da Proteine des zentralen Nervensys-
tems hochgradig konserviert sind, kénnen
mit der vorliegenden Methode Kontamina-
tionen von Hirn- oder Riickenmarksgewebe
fast aller Tierarten nachgewiesen werden.

Lagerung der Proben bei Tiefkiihltem-
peratur hat nahezu keinen Einfluss auf
die Nachweisbarkeit des Zielantigens, bei
hoheren Temperaturen (z.B. 5°C, Kiihl-
schrank) nimmt die Intensitéit des Signals
jedoch nach langerer Zeit ab.

Anhand von  Erhitzungsversuchen
konnte auBerdem gezeigt werden, dass
PLP hitzestabil ist, und auch nach 180 min
bei 75°C oder 120min bei 95°C noch
nachweisbar bleibt. Aus diesem Grund ist

die vorliegende Methode auch geeignet,
prozessierte Proben wie z.B. verschiedenen
Waurstwaren auf ZNS-Kontaminationen
zu untersuchen. Beispielsweise kénnen in
Brith- und Rohwurst Beimischungen von
weniger als 0,5% Hirn- oder Riickenmarks-
gewebe eindeutig nachgewiesen werden.
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Chlorella vulgaris ist eine einzellige, kugel-
formige Griinalge, welche zur Klasse der
Chlorophyceae gehort. Sie ist im StiBwasser
zu Hause, wird aber auch in einem groBen
Glasréhrensystem in Klotze (Sachsen-An-
halt) seit 2000 produziert. Da die spriih-
getrocknete Alge reich an Protein ist und
alle essentiellen Aminosiuren enthélt, wird
sie hdufig Lebensmitteln zugesetzt. Thre
Pigmente (Astaxanthin, B-Carotin) sind
sehr wichtig fir die Kosmetikindustrie,
da sie giinstig produziert werden kénnen.
Eine andere Eigenschaft ist die Fihigkeit
Schwermetalle zu absorbieren. Die Bin-
dungsstelle ist in der Zellwand lokalisiert,
wo Carboxygruppen die Kationen komple-
xieren [1].

Ogawa et al. [2-3] isolierten bereits
ein neutrales Polysaccharid, welches 3-
O-Methylgalactose beinhaltet, und ein
saures Trisaccharid (o-D-Glucopyranuro-
nosyl-(1-3)-a.-L-rhamnopyranosyl- (1—
2)-o-L-thamnopyranose) aus Chlorella
vulgaris K22-Zellen. Auf Grundlage dieser
Literatur haben wir Polysaccharide isoliert,
indem wir ein Verfahren angewandt haben,
welches Entfettung mit Toluol/Ethanol (2:
1, v/v), Extraktion mit Wasser bei 85°C,
Behandlung des Riickstands mit Natri-
umborhydrid in 4% ‘KOH, Féllung mit
Ethanol, Dialyse des Produkts, Verdauung
mit Pronase E [4] und GroBenausschluss-
chromatographie vorsieht. Zwei polymere
Fraktionen wurden hierbei erhalten. Die
Bausteinanalyse wurde nach der Alditol-
acetat-Methode [5] durchgefiihrt.

Die Anwesenheit von 3-O-Methyl-
rhamnose und 3-O-Methyl-galactose
konnte bestitigt werden, wihrend eine
ebenfalls detektierte 2-O-Methyl-pentose
oder ein 2-O-Methyldesoxyzucker und
eine 4-O-Methyl-hexose noch nicht von
Ogawa etal. Beschrieben worden sind.
Dariiber hinaus fanden wir Aminozucker
(GleN, GalN), welche charakteristisch
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