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1 EINLEITUNG
1.1 LEBENSMITTELALLERGIEN

1.1.1 Epidemiologie von Lebensmittelallergien

Lebensmittelallergien betreffen, wie aufgrund umfangreicher Daten angenommen wird, bis zu
10 % der Bevdlkerung in westlichen Landern. Die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien
haben in den letzten 20 bis 30 Jahren zugenommen und sind nicht gleichmaRig Uber alle
Altersgruppen verteilt, da prozentuell mehr Kinder an Lebensmittelallergien leiden als
Erwachsene." Allgemein lasst sich feststellen, dass sich Lebensmittelallergien neben Asthma
und Pollenallergien zu einem erheblichen gesundheitlichen Problem entwickelt haben,? da sie
weltweit Millionen von Menschen betreffen und dabei die unterschiedlichsten Lebensbereiche
beeintrachtigen.®
Es gibt zahlreiche allergieauslosende Lebensmittel, jedoch verursachen nur wenige davon
schwerwiegende Reaktionen, darunter Erdniisse und Baumniisse, Fische, Schalentiere
(Meeresfriichte), Eier, Milch, Weizen, Soja und Samen.’
Obwonhl theoretisch jedes Lebensmittel eine allergische Reaktion bewirken kann, sind die bei
Erwachsenen weltweit am haufigsten zu Reaktionen filhrenden Lebensmittel Fische,
Schalentiere, Erdnisse und Baumniisse. Schatzungen zufolge sind etwa 2 % der
Erwachsenen in den USA von einer der genannten Allergien betroffen* und 1 % der
Bevdlkerung, auf alle Altersgruppen bezogen, leidet an einer Erdnuss-Allergie.?
Abgesehen davon gibt es pollenassoziierte Lebensmittelallergien, wobei es sich um
Kreuzallergien von Pollen mit bestimmten Lebensmitteln handelt. Da die Reaktionen auf Pollen
generell zunehmen, lasst sich daher auch ein Anstieg bei den pollenassoziierten
Lebensmittelallergien beobachten,® wobei diese bei Erwachsenen haufiger auftreten als bei
Kindern® und allgemein den Hauptgrund fiir Lebensmittelallergien bei Erwachsenen
darstellen.®
Weitere Lebensmittelallergien ergeben sich durch die in verschiedenen Regionen
vorherrschenden kulturell bedingten Ernahrungsweisen.* In diesem Zusammenhang fallt auf,
dass bestimmte Lebensmittelallergien heutzutage haufiger zu beobachten sind als zu friiheren
Zeiten, da die Verfugbarkeit exotischer Obst- und Gemusesorten und dadurch der Kontakt zu
neuen Lebensmittelallergenen weltweit zugenommen hat.® Beispiele dafiir sind die Allergien
gegen Kiwis,® tropische Friichte, Sesam-Samen und bestimmte Gewiirze,” aber auch Allergien
gegen friher nur selten konsumierte Getreidesorten und gegen Hiilsenfriichte.®
Frauen sind aus unbekannten Grinden einem doppelt so hohen Risiko wie Manner
ausgesetzt, eine Lebensmittelallergie gegen Gewlirze zu entwickeln,® und allgemein gehéren
Anis, Pfeffer, Paprika, Senf, Thymian, Majoran und Zimt zu den haufigsten
allergieauslésenden Gewdirzen in Deutschland.®
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Betrachtet man die einzelnen Lebensalter genauer, so sind bis zu 5 % der Erwachsenen und
bis zu 8 % der Kinder von Lebensmittelallergien betroffen.'® Letzteres geht aus einer von
Gupta et al."* 2009 bis 2010 in den USA unter den Eltern von 38480 Kindern durchgefiihrten
Umfrage hervor, wobei 30,4 % der von Lebensmittelallergien betroffenen Kinder an mehreren
Lebensmittelallergien litten und bei 38,7 % durch ein bestimmtes Allergen sogar
schwerwiegende Reaktionen ausgeldst wurden.! Allerdings liegen aus Umfragen ermittelte
Haufigkeiten von Lebensmittelallergien im Allgemeinen hdher als von medizinischer Seite
bestatigte Haufigkeiten.’

Die meisten Lebensmittelallergien bei Kindern werden durch Eier, Kuhmilch, Weizen, Soja,
Erdniisse und Baumniisse verursacht,* wobei es sich bei den zwei héaufigsten
Lebensmittelallergien im Kindesalter um die Hiihnerei- und die Kuhmilch-Allergie handelt.?
Lebensmittelallergien entwickeln sich oftmals in den ersten drei Lebensjahren und gehen bei
85 % der Kinder im Alter von fiinf bis zehn Jahren wieder verloren,'? wobei es Unterschiede
zwischen einzelnen Lebensmittelallergien gibt: So bleibt die Erdnuss-Allergie im spateren
Leben in vielen Fallen erhalten, wahrend die Milch-Allergie'® und die Hiihnerei-Allergie haufig
wieder verschwinden.?

Laut der EuroPrevall Birth Cohort Study,' '° einer Studie an insgesamt 12049 Neugeborenen
in neun europaischen Landern, wovon bei 9336 Kindern (77,5 %) das Auftreten der Kuhmilch-
Allergie und der Huhnerei-Allergie von der Geburt bis zum vollendeten zweiten Lebensjahr
untersucht wurde, ging die Kuhmilch-Allergie bei 69 % und die Huhnerei-Allergie bei 50 % der
Kinder innerhalb eines Jahres nach der Diagnose-Stellung wieder verloren,™ '® wahrend laut
der australischen HealthNuts Study'® '” nur bei 22 % aller Kinder, die im Alter von einem Jahr
an einer Erdnuss-Allergie litten, diese im Alter von vier Jahren nicht mehr vorhanden war.®
Die letztgenannte Studie, an der 5276 australische Kinder teilnahmen, ergab allgemein, dass
11 % aller einjahrigen Kinder in Australien an Allergien gegen rohe Eier, Erdnusse oder Sesam
litten,”” '8 und dass die insgesamte Haufigkeit der drei genannten Allergien im Alter von vier
Jahren nur noch 3,8 % betrug." Allgemein erreichen die Haufigkeiten von
Lebensmittelallergien bei Kindern im Alter von einem Jahr mit 6-8 % ihren héchsten Wert. "
Eine in 89 Landern von Experten durchgefihrte Umfrage der World Allergy Organization
(WAO)'® ergab, dass Lebensmittelallergien in einem Alter von unter fiinf Jahren in Australien,
gefolgt von Finnland und Kanada, am hochsten sowie in Thailand und Island am niedrigsten
waren, wobei sich jedoch die Untersuchungsmethoden in den verschiedenen Landern
teilweise betrachtlich voneinander unterschieden. 1°

Was lebensbedrohliche Reaktionen auf Lebensmittel betrifft, so werden statistisch gesehen
etwa ein Drittel bis die Halfte aller anaphylaktischen Reaktionen, welche in Notaufnahmen
in Nordamerika, Europa, Asien und Australien dokumentiert sind, durch Lebensmittelallergene

verursacht.” Erdnlsse fiihren unter allen Lebensmitteln am haufigsten zu einer tédlichen oder
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beinahe tddlichen Anaphylaxie, wobei ein friher Kontakt zu Erdnlssen, konkret innerhalb der
ersten zwolf Lebensmonate, das Risiko flir die Entstehung einer Erdnuss-Allergie deutlich
reduziert.® Bei Kindern werden 50-75 % aller anaphylaktischen Reaktionen durch den Verzehr
von Lebensmitteln bewirkt, wobei die haufigsten Ausléser Eier, Milch, Nisse, Sesam, Fische
und Schalentiere (Meeresfriichte) sind, es kdnnen aber auch in seltenen Fallen Mohnsamen
fir eine anaphylaktische Reaktion verantwortlich sein.?® Die meisten todlichen
anaphylaktischen Reaktionen treten bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen auf.?'
Vergleicht man die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien weltweit, so ging man bis vor
wenigen Jahren davon aus, dass Uberproportional viele Menschen in westlichen Landern an
Lebensmittelallergien leiden.” Allgemein sind von zahlreichen Landern bisher noch keine
epidemiologischen Daten in Bezug auf Lebensmittelallergien verfiigbar,? mittlerweile gibt es
jedoch Hinweise darauf, dass die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien auch in
Entwicklungs- oder Schwellenlandern im Steigen begriffen sind.?

Einer der Grinde dafir, dass es Uber einige Lander erst seit kurzem Informationen gibt, ist,
dass die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien bis vor einigen Jahren generell nicht
dokumentiert oder gemeldet wurden.?? AuRerdem wird vermutet, dass Lebensmittelallergien
parallel zu ©Okonomischem Wachstum zunehmen, weswegen Lebensmittelallergien in
Schwellenlandern aufgrund der zunehmenden wirtschaftlichen Entwicklung erst seit kurzem
im Steigen begriffen sein konnten.??

Okonomisches Wachstum ist mit einem zunehmend urbanen Lebensstil verbunden, welcher
mit einer Reihe an veranderten Lebensbedingungen einhergeht, beispielsweise mit einem
geringeren Kontakt zu Mikroorganismen, der Einnahme von Antibiotika, einer
Ernahrungsumstellung und einer geringeren Exposition gegenuber UV-Licht und einem daraus
resultierenden Vitamin D-Mangel.?? Man nimmt daher aufgrund neuerer Studien? 2* an, dass
Lebensmittelallergien in sich stark entwickelnden Gebieten in China oder in stadtischen
Gegenden von Sudafrika haufiger werden.® 23 24

Aufgrund der in Australien durchgefiihrten HealthNuts Study?® 26 gibt es auRerdem Hinweise
darauf, dass die ethnische Herkunft einen Einfluss auf die Entstehung von
Lebensmittelallergien haben kann,?® 26 so scheint etwa eine asiatische Herkunft das Risiko fiir
die Entstehung einer Erdnuss-Allergie zu bergen, jedoch nur unter der Voraussetzung, dass
Kinder asiatischer Eltern in einem friihen Lebensalter einem westlichen Lebensstil ausgesetzt
sind.?? 25 26 Es wird daher angenommen, dass es eine genetische Veranlagung fiir bestimmte
Lebensmittelallergien gibt, welche durch schiutzende Umweltfaktoren verdeckt wird, jedoch
durch eine westliche Lebensweise zum Vorschein kommen kann.?

Trotz umfangreicher Daten lassen sich aus verschiedenen Grinden oftmals keine Aussagen
Uber die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien treffen. So gibt es etwa verschiedene

Schweregrade von Lebensmittelallergien, der Begriff Allergie wird in verschiedenen Studien
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oft nicht gleich definiert, es werden nicht in jeder Studie dieselben Methoden angewandt und
haufig werden jeweils nur bestimmte Lebensmittel in die Untersuchungen einbezogen.
Dadurch ist die Vergleichbarkeit von Daten aus unterschiedlichen Studien in vielen Fallen nicht
gegeben.! Zusatzlich erschweren geographische Unterschiede, Erndhrungsfaktoren sowie
Unterschiede, die das Alter und die ethnische Zugehorigkeit betreffen, die Gewinnung
zuverlassiger Daten,' und die zur Durchfliihrung standardisierter Untersuchungen notwendigen
spezialisierten medizinischen Zentren stehen nicht in allen Gebieten zur Verfligung.
Informationen Uber die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien beruhen abgesehen davon
haufig auf Ersatz-Messungen, beispielsweise auf der Dokumentation von anaphylaktischen
Reaktionen in Notaufnahmen oder auf Befragungen von Eltern, Lehrern oder medizinischem

Personal.2

1.1.2 Einteilung von Nahrungsmittelunvertraglichkeiten

Viele Menschen leiden an Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, wobei es sich nur zu einem
geringen Prozentsatz um echte Lebensmittelallergien handelt.?” Um verschiedene
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten voneinander abzugrenzen, wurden diese von der EAACI
(European Acadamy of Allergy and Clinical Immunology) im Jahr 1995 zunachst in toxische
und nicht-toxische Reaktionen unterteilt.®

Toxische Reaktionen auf Lebensmittel werden durch Substanzen, welche eine toxische oder
pharmakologische Wirkung besitzen, hervorgerufen, beispielsweise durch das Alkaloid
Solanin, durch das biogene Amin Histamin, durch toxische Proteine (z.B. Lektine),
Umweltverunreinigungen, Gifte biologischen Ursprungs und bestimmte Zusatzstoffe in
Lebensmitteln (z.B. Glutamat).® Toxische Reaktionen auf Lebensmittel werden gelegentlich
mit Lebensmittelallergien verwechselt, da teilweise &ahnliche Symptome auftreten. Ein
wichtiger Unterschied zu Lebensmittelallergien besteht jedoch darin, dass bei toxischen
Reaktionen keine Entzindungsmediatoren freigesetzt werden, und dass die schéadliche
Wirkung toxischer Substanzen von der Dosis abhangig ist.® Letzteres trifft auf
allergieauslésende Lebensmittel nicht zu, da bereits geringste Spuren von
Lebensmittelallergenen bei betroffenen Personen sehr starke Reaktionen bis hin zu einem
anaphylaktischen Schock verursachen kénnen.?

Nicht-toxische Reaktionen werden laut der EAACI in immunologische Reaktionen (Allergien)
und nicht-immunologische Reaktionen (Lebensmittelintoleranzen) unterteilt.° Mittlerweile
verwendet man, wie 2001 von der WAO, der World Allergy Organization, vorgeschlagen,
anstelle des von der EAACI gepragten Begriffs der nicht-toxischen Reaktionen die
Bezeichnung Hypersensibilitat (Hypersensitivity) oder Uberempfindlichkeit.?® Die Definition der
Hypersensibilitdt nach der WAO lautet, dass eine Substanz, welche vom Grofiteil der
Menschen in einer bestimmten Dosis toleriert wird, bei hypersensiblen Personen in derselben

4



Dosis objektiv beobachtbare und reproduzierbare Symptome hervorruft.?® Dabei ist wichtig,
dass ein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Stoff (oder Umweltfaktor) und den
auftretenden Symptomen hergestellt werden kann.*

Bei den nicht-immunologischen Hypersensibilitits-Reaktionen werden enzymatische,
pharmakologische und unbekannte Ursachen unterschieden.® Dazu zahlen beispielsweise die
Intoleranz gegeniliber dem in Aspirin enthaltenen Wirkstoff,?® die Laktose-, Fruktose- und
Galaktose-Intoleranz, die Stoffwechselerkrankung Phenylketonurie (PKU), die Ahornsirup-
Krankheit und die Reaktionen auf chemische Zusatzstoffe (z.B. Farbstoffe, Aromastoffe und
Konservierungsmittel).° Bei den nicht-immunologischen Hypersensibilitidts-Reaktionen handelt
es sich um reproduzierbare Reaktionen auf Substanzen, zwei wichtige Unterschiede zu
Allergien bestehen jedoch darin, dass die Reaktionen nicht durch das Immunsystem vermittelt
werden?® und daher kein Immunglobulin E (IgE) im Blut nachgewiesen werden kann,?” und
dass bereits beim ersten Kontakt mit der betreffenden Substanz Symptome auftreten konnen,
also keine Sensibilisierung notwendig ist.®

Innerhalb der immunologischen Hypersensibilitats-Reaktionen (Allergien) unterscheiden
sowohl die EAACI als auch die WAO zwischen nicht-lgE-vermittelten und IgE-vermittelten
Reaktionen.® ?° Unter nicht-lgE-vermittelten Allergien versteht man Reaktionen, die ohne
Beteiligung von IgE ablaufen, an welchen jedoch trotzdem das Immunsystem beteiligt ist — ein
Beispiel dafiir ist die Zoliakie.?® IgE-vermittelte Allergien werden laut WAO in Allergien
unterteilt, bei welchen bereits eine geringe Dosis des Allergens zu einer Sensibilisierung fuhrt,
beispielsweise Lebensmittelallergien und Allergien gegen inhalierte Substanzen, und in
Allergien, die erst in einer héheren Dosis eine Sensibilisierung zur Folge haben, etwa
Arzneimittelallergien®® und Allergien gegen Insektenstiche aus der Gruppe der Hautfllgler.>°
Bei der letztgenannten Gruppe von Allergien sind besonders jene gegen Bienen- und
Wespengifte von Bedeutung, da es sich dabei um einen der Hauptgriinde fur das Auftreten
anaphylaktischer Reaktionen bei Erwachsenen handelt.®’

Abgesehen von der flr eine allergische Reaktion notwendigen Dosis kann man IgE-vermittelte
Allergien nach ihrer Entstehung sowie nach dem Ort ihres Auftretens in Sofortreaktionen sowie
in das orale Allergiesyndrom (OAS) unterteilen.” Sofortreaktionen kénnen die Haut, den
Atemtrakt und den Gastrointestinaltrakt betreffen, aber auch systemische Reaktionen bis hin
zu einer Anaphylaxie bewirken, und sie zeigen beim Grof3teil der Patienten IgE-Antikérper im
Blutserum sowie einen positiven Hauttest, wahrend beim oralen Allergiesyndrom (OAS), der
pollenassoziierten Lebensmittelallergie, vor allem Symptome an der Schleimhautoberflache

des Verdauungstrakts und nur selten Symptome in anderen Organsystemen auftreten.”



1.1.3 Definition von Allergien

Im Lauf der Zeit gab es unterschiedliche Definitionen des Begriffes Allergie, wobei das Wort
»Allergie® urspriinglich von den zwei aus dem Altgriechischen stammenden Wértern ,allos”
(anders) und ,ergos“ (Reaktion) abgeleitet werden kann. Auf dieser Wortherkunft basiert die
1906 von Clemens von Pirquet fiir die Beschreibung von Allergien gefundene Definition?® einer
Lerworbenen Anderung der Reaktionsfahigkeit eines Organismus in zeitlicher, qualitativer und
quantitativer Beziehung“® wobei die veranderte Reaktionsfahigkeit durch den wiederholten
Kontakt mit einem Allergen erworben wird.®

Seit Pirquet gab es immer wieder neue Definitionen des Begriffs Allergie, nicht nur zu
verschiedenen Zeiten, sondern teilweise sogar zeitgleich in unterschiedlichen Gebieten der
Erde, was die Kommunikation zwischen Forscherinnen und Forschern sowie Arztinnen und
Arzten aus verschiedenen Landern erschwerte. Daher versuchte man schlieBlich, die
Nomenklatur des Begriffs ,Allergie” zu vereinheitlichen.?®

Die Definition des Begriffs Allergie nach der WAO lautet, dass es sich dabei um eine durch
das Immunsystem vermittelte, spezifische Hypersensibilitat gegeniber bestimmten
korperfremden Substanzen, die als Allergene bezeichnet werden, handelt, welche durch
Antikorper oder durch Zellen des Immunsystems vermittelt wird.?® 32 Ein typisches Merkmal
von Allergien ist, dass das Gleichgewicht zwischen den Zellen des erworbenen Immunsystems
(B- und T-Lymphozyten), den restlichen Koérperzellen und bestimmten Umwelteinflissen
beeintrachtigt ist, was im schlimmsten Fall zu lebensbedrohlichen Symptomen fiihren kann.33
Unter einer Lebensmittelallergie versteht man eine durch Antikdrper aus der Klasse IgE
vermittelte Typ-I-Reaktion des Immunsystems (Hypersensibilisierung vom Soforttyp), welche
sich gegen bestimmte Nahrungsmittelbestandteile, die sogenannten Lebensmittelallergene,
richtet.® Bei einer Lebensmittelallergie findet man daher spezifisch gegen das jeweilige
Lebensmittelallergen gerichtete IgE-Antikérper im Blut.?” Die Typ-I-Reaktion ist nicht nur
charakteristisch fur Lebensmittelallergien, sondern tritt unter anderem auch bei Pollenallergien
auf,® und ein wesentlicher Bestandteil der allergischen Typ-I-Reaktion besteht allgemein in
einer Aktivierung von Mastzellen.3* Es gibt noch weitere Typen von allergischen Reaktionen,3*
die Typ-I-Reaktionen und die dazugehoérigen Lebensmittelallergien gelten jedoch als die

eigentlichen allergischen Reaktionen.®

1.1.4 Antigene, Allergene und Antikorper

Der Begriff Antigen ist eine Bezeichnung fur koérperfremde Substanzen, welche nach
Einbringung in den Koérper von Wirbeltieren, so auch in den menschlichen Koérper, eine
Immunreaktion auslésen konnen.®® Beispiele fir Antigene sind Bestandteile von

Krankheitserregern, Toxine,* aber auch Allergene,® etwa Nahrungsmittelbestandteile.®



Antigene sind Ublicherweise groRe Molekiile, beispielsweise Proteine oder Polysaccharide,?
es gibt jedoch auch kleine Molekile, welche die Fahigkeit besitzen, eine Immunreaktion zu
verursachen.®® Antigene besitzen an ihrer Oberflaiche einen Bereich, an welchen ein
spezifischer Antikérper des Immunsystems binden kann und welcher als Epitop oder Antigen-
Determinante bezeichnet wird. GroRe Antigene kdnnen auch mehr als ein Epitop und somit
mehr als eine Bindungsstelle fir Antikorper aufweisen.®*

Allergene sind von ihrem Aufbau her Proteine oder Glycoproteine® mit einem
Molekulargewicht von 5000 bis 70000 Dalton (Da).” Die Benennung von Allergenen beruht auf
dem lateinischen Namen der allergieauslosenden biologischen Art,® beispielsweise bezeichnet
die Abkiirzung Pap s 1 ein Allergen in den Samen des Schlafmohns (Papaver somniferum).*’
Ein wesentlicher Bestandteil der von kdrperfremden Antigenen verursachten Immunreaktion
ist die Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen in Korperflissigkeiten und im Gewebe,*®
wobei die Antigene von bestimmten Zellen des Immunsystems, den B- und T-Lymphozyten,
erkannt werden.*® Der Antigen-Antikorper-Komplex kommt durch eine hochspezifische, nicht-
kovalente und reversible Bindung zwischen dem Epitop des jeweiligen Antigens und
spezifischen, gegen das Antigen gerichteten Abwehrstoffen, den sogenannten Antikérpern,
zustande.> %

Antikorper (Immunglobuline) sind Proteine® und liegen entweder gebunden in Form von
Antigen-spezifischen Rezeptoren an den Oberflachen von B- und T-Lymphozyten vor oder
werden von spezialisierten B-Lymphozyten, den Plasmazellen, als freie Antikérper
abgegeben. Allgemein richtet sich jeder B- und T-Lymphozyt mit Hilfe von Rezeptoren bzw.
Antikérpern spezifisch gegen ein ganz bestimmtes Antigen.3® Es gibt 5 Haupttypen von
Antikdrpern (Immunglobulinen), die als IgA, IgD, IgE, IgG und IgM bezeichnet werden und
verschiedene Aufgaben im Immunsystem erfiillen.?* Diese auch als Iso-Typen bezeichneten
Antikérper-Klassen sind je nach ihrer Funktion in bestimmten Geweben zu finden.3®

Die IgE-Antikorper sind Monomere und kommen im Blut nur selten vor, da sie stets an
bestimmte Rezeptoren von basophilen Zellen und Mastzellen gebunden sind. IgE-Antikorper
spielen eine wichtige Rolle bei der Bekdmpfung von Parasiten, etwa von Wirmern, jedoch ist
diese Aufgabe von IgE in modernen Gesellschaften mittlerweile in den Hintergrund getreten,
und IgE besitzt hier hauptsachlich eine Bedeutung im Rahmen von allergischen
Erkrankungen.3®

Die Antikérper-Monomere besitzen die gleiche Grundstruktur, unterscheiden sich jedoch in
kleinen Bereichen, so fehlt etwa dem Immunglobulin E die zentrale Gelenk-Region.?* Jeder
Antikdrper setzt sich aus jeweils zwei gleichen schweren und zwei gleichen leichten Ketten
zusammen, welche gemeinsam eine Ypsilon-Form bilden.®® Der wichtigste Unterschied
zwischen den einzelnen Antikdrpern besteht in unterschiedlichen Aminosaure-Abfolgen in

jenem Bereich, mit welchem die Antikdrper bzw. Rezeptoren an das Epitop eines bestimmten
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Antigens binden.® Jeder erwachsene menschliche Korper besitzt bis zu 100 Millionen
verschiedene Rezeptoren bzw. Antikdrper, welche durch unterschiedliche Kombinationen von
circa 30000 Gensegmenten, auf deren Information die Bildung der verschiedenen Antikorper-
bzw. Rezeptor-Proteine basiert, entstehen.®

Indem Immunglobuline an Antigene von Toxinen oder Krankheitserregern binden, férdern sie
verschiedene Prozesse des Immunsystems, etwa die Aktivierung von Zellen, welche zu einer
Zerstorung der  Krankheitserreger  beitragen, oder die Freisetzung von
Entztindungsmediatoren.®* Manchmal ist dieser Vorgang jedoch fehlgeleitet, was man anhand
von Lebensmittelallergien, bei welchen es zu einer Reaktion gegen an sich unschadliche
Nahrungsmittelbestandteile kommt,3® oder auch anhand von allergischen Reaktionen gegen
Pollen, Graser, Krauter oder Hausstaub erkennen kann.3* Die IgE-Antikérper erkennen dabei
ein bestimmtes Antigen als korperfremd und I6sen bei Kontakt mit diesem eine allergische

Reaktion aus.®®

1.1.4.1 Einteilung und Eigenschaften von Lebensmittelallergenen

Allergene gehoren unterschiedlichen Proteinklassen an, beispielsweise den Enzymen,
Enzyminhibitoren, Transportproteinen, Speicherproteinen, regulatorischen Proteinen,
Abwehrproteinen und Stressproteinen, wobei 65 % aller Lebensmittelallergene in nur vier
verschiedene Proteinfamilien eingeordnet werden kénnen —in die Prolamin-Superfamilie, die
Bet v 1-Familie, die Cupin-Familie und die Profilin-Familie.®
Die Tatsache, dass viele Lebensmittelallergene denselben Proteinfamilien angehdren, ist ein
Hinweis darauf, dass bestimmte Teile von Proteinen besonders haufig eine Allergie ausldsen,
allerdings wurde bisher noch kein allen allergenen Lebensmittelproteinen gemeinsames
Strukturelement entdeckt.® Es lasst sich daher annehmen, dass grundséatzlich jedes Protein
bei dazu veranlagten Personen eine allergische Erkrankung auslésen kann.34
Allgemein geht man davon aus, dass Lebensmittelallergene ein Erhitzen, einen Protein-Abbau
sowie Verarbeitungsprozesse stabil Uberstehen, allerdings gibt es bei jedem der genannten
Vorgange auch Ausnahmen.® Generell verandert sich die allergieauslésende Wirkung von
Nahrungsmittelbestandteilen je nach der Zubereitungsart, so besitzen etwa Getreidesorten,
wie sie im Musli verwendet werden, im rohen Zustand ein hdheres allergenes Potenzial als im
erhitzten Zustand.®
Lebensmittelallergene kdnnen abgesehen von der Einordnung in verschiedene Proteinfamilien
auch in zwei Gruppen unterteilt werden, je nachdem, auf welche Art die Sensibilisierung
erfolgt: die klassischen und die pollenassoziierten Lebensmittelallergene.®
Klassische Lebensmittelallergene kénnen nach oraler Aufnahme sowohl eine
Sensibilisierung, also die Einleitung einer IgE-vermittelten Immunreaktion, als auch Symptome
auslésen.® Ein typisches Merkmal von klassischen Lebensmittelallergenen ist, dass das
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allergieauslosende Potenzial in den meisten Fallen auch nach der Verarbeitung und
Zubereitung des Nahrungsmittels erhalten bleibt.®

Bei den pollenassoziierten Lebensmittelallergenen erfolgt die primare Sensibilisierung
nicht gegen Nahrungsmittelbestandteile, sondern gegen Allergene in Pollen. Diese I6sen
zunachst eine Inhalationsallergie aus, welche aufgrund einer Kreuzallergie anschlieend auch
zu Reaktionen gegen Lebensmittelallergene fiihrt, welche eine strukturelle Ahnlichkeit mit dem
jeweiligen Pollenprotein aufweisen.® Ein wichtiger Unterschied zwischen klassischen und
pollenassoziierten Lebensmittelallergenen ist, dass letztere abgesehen vom geringeren
Sensibilisierungspotenzial haufig nicht stabil gegen das Erhitzen sind.®

Unter den pollenassoziierten Lebensmittelallergenen sind haufig Gemusesorten zu finden,
welche der Pflanzenfamilie der Apiaceae angehdren, besonders in europaischen Landern, ein
Beispiel dafiir ist Sellerie.®®* Es gibt auch einige dokumentierte Falle von in vitro-
Kreuzreaktionen und von Kreuzallergien zwischen Schlafmohn-Samen und Pollen sowie

zwischen Schlafmohn-Samen und weiteren Lebensmitteln.0-42

1.1.5 Der Magen-Darm-Trakt und die Entstehung von Lebensmittelallergien

Die Mukosa (Schleimhaut) des Magen-Darm-Trakts ist diejenige Stelle im Kérper, an welcher
der erste Kontakt zwischen den Bestandteilen der Nahrung und dem Immunsystem erfolgt.3®
In der Darmwand befinden sich 70-80 % aller Antikdrper-produzierenden Zellen des gesamten
menschlichen Korpers, weshalb der Darm auch als Zentrum der Immunabwehr gilt.*®
Die grof3e Bedeutung des Darms fur die Abwehr von schadlichen Organismen und Substanzen
ergibt sich unter anderem durch seine enorme innere Oberflache, welche durch die Ausbildung
von Falten, Zotten und Mikrovilli in der Schleimhaut des Diinndarms, aber auch durch tiefe
Einstllpungen in der Schleimhaut des Dickdarms zustande kommt. Die Dinndarm-
Schleimhaut tragt jedoch zum Uberwiegenden Teil zur OberflachenvergréRerung des
gesamten Darms bei.*®
Die Mukosa des Darmepithels besteht aus 3 Schichten, einer dem Darminneren zugewandten
Epithelzellschicht, einer darunter liegenden Bindegewebsschicht sowie einer Muskelschicht.
Die fur die Immunabwehr wichtigen Zellschichten sind die Epithelzell- und die
Bindegewebsschicht, wobei letztere freie Zellen enthalt, beispielsweise Lymphozyten zur
Immunabwehr, Plasmazellen zur Antikorper-Produktion, Mastzellen zur Freisetzung von
Histamin und Heparin sowie eosinophile Granulocyten.*” Die innerste Schicht der Mukosa
besteht nur aus einer einzigen diinnen Schicht an Saulenepithelzellen, jedoch ergibt sich durch
die starke OberflachenvergroRerung eine Gesamtoberflache von etwa 100-200 m?2.36. 46. 48
Aufgrund der nur sehr dinnen Barriere zwischen dem Darm und den restlichen
Korpergeweben besteht permanent die Gefahr einer systemischen Infektion. Die Mukosa hat
die schwierige Aufgabe, diese Grenze zu schiitzen und somit zu verhindern, dass Toxine,
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pathogene Bakterien, Viren oder Parasiten aus dem Darm in den Kdrper gelangen, wobei
sowohl unspezifische als auch zielgerichtete Prozesse ablaufen.3®

Der menschliche Darm beherbergt etwa 10'? Bakterien, die etwa 500 verschiedenen Arten
angehoren,* abgesehen davon befinden sich im Darm unzahlige weitere Mikroorganismen
wie Pilze, Parasiten und Viren, welche gemeinsam mit den Bakterien als gastrointestinale
Mikrobiota bezeichnet werden und bei einem erwachsenen Menschen in Summe ungefahr
1,5 kg wiegen.*® Der Hauptanteil entfallt dabei auf die Bakterien, wobei der Darm ungefahr
zehn- bis hundertmal so viele Bakterienzellen enthalt, wie der gesamte menschliche Kdorper
an Zellen besitzt.*® Somit stellt der Darm des Menschen eines der am dichtesten mit
Mikroorganismen besiedelten Gebiete der Erde dar.3®

Beim Grofdteil der Bakterien im Darm handelt es sich um nicht-pathogene, kommensale
Bakterien, jedoch kdnnen selbst diese unter unglnstigen Bedingungen eine schadliche
Wirkung besitzen.®® Daher missen die Epithelzellen des Darms und das mukosale
Immunsystem vor den Darmbakterien geschutzt werden, was durch eine Schleimschicht sowie
durch darin enthaltene antimikrobielle Peptide erreicht wird — welcher der beiden Faktoren an
der Entstehung von Lebensmittelallergien beteiligt sind, ist jedoch bisher noch unklar.3®

Die gastrointestinale Mikrobiota ist von grof3er Bedeutung fir die Verdauung von Nahrstoffen,
aber auch fur die Funktion des Immunsystems sowie fur die Weitergabe von Signalen aus dem
Verdauungstrakt an andere Organe, zum Beispiel an die Leber, die Muskulatur und das
Zentralnervensystem.*®* Wie viele verschiedene Arten von Mikroorganismen im
Gastrointestinaltrakt eines Menschen zu finden sind und in welcher Anzahl die Vertreter der
einzelnen Arten vorkommen, wird durch die Lebensweise eines Menschen malgeblich
beeinflusst.*° Die Mikroorganismen im Magen-Darm-Trakt spielen eine wichtige Rolle bei der

Entstehung von Lebensmittelallergien, indem sie das mukosale Immunsystem verandern.’

1.1.5.1 Das mukosale Immunsystem

Das mukosale Immunsystem besitzt die wichtige Aufgabe, zwischen unschadlichen und
schadlichen Nahrungsbestandteilen zu unterscheiden und mit Hilfe einer schitzenden
Immunantwort gegen Pathogene vorzugehen, wobei es sowohl die lokale als auch die
systemische Reaktion steuert.®® Es bewegt sich dabei zwischen zwei Extremen, der oralen
Toleranz gegenuber Antigenen aus der Nahrung einerseits sowie dem Fehlen der oralen
Toleranz bei einer Lebensmittelallergie andererseits.®

Als orale Toleranz wird dabei jener immunologische Zustand bezeichnet, welcher durch eine
nicht stattfindende Reaktion oder durch die regulierte Unterdriickung einer Immunreaktion auf
ein bestimmtes Antigen aus der Nahrung gekennzeichnet ist.” Orale Toleranz entspricht dem
Ublichen Zustand des Immunsystems, da der Kontakt zu harmlosen Antigenen in
Lebensmitteln normalerweise zu keiner allergischen Reaktion fiihren sollte.”
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Orale Toleranz ist eine erworbene, Antigen-spezifische Eigenschaft, die durch einen
lebenslangen, bereits pranatal in der Gebarmutter beginnenden Prozess entsteht, vom
Kontakt zu Antigenen abhangt und durch ein Zusammenspiel des angeborenen und des
erworbenen Immunsystems gekennzeichnet ist.? Manchmal ist die Toleranz des
Immunsystems gegenuber Antigenen aus der Nahrung jedoch fehlgeleitet, was man anhand

von Lebensmittelallergien erkennen kann.3®

1.1.5.2 Chemische und biologische Schutzmechanismen des Magen-Darm-Trakts

Die erste Abwehrstrategie des menschlichen Korpers gegen eine allergische Sensibilisierung
besteht in einer Denaturierung von Nahrungsmittelproteinen, welche durch die Salzsaure im
Magen bewirkt wird, sowie im enzymatischen Abbau der Proteine.*® Die meisten mit der
Nahrung zugefiihrten Proteine sind nicht in der Lage, allergische Reaktionen auszulésen, da
sie nicht stabil sind und daher bereits im Magen ihre Struktur verlieren bzw. im
Verdauungstrakt abgebaut werden. Umgekehrt kann man Lebensmittelallergene daran
erkennen, dass sie haufig widerstandsfahig gegen eine Denaturierung oder Verdauung sind,
wodurch sie die Immunzellen im Darm unbeschadet erreichen und somit eine Sensibilisierung
auslésen konnen.3¢ Allerdings gibt es auch zahlreiche Nahrungsmittelproteine, die gegentiber
einer Denaturierung oder einem enzymatischen Abbau stabil sind, die jedoch trotzdem nicht
als Allergene wirken. Dies weist darauf hin, dass es weitere Faktoren geben muss, die der
Entstehung von Allergien entgegenwirken.®

Der wichtigste biologische Schutz vor einer allergischen Sensibilisierung besteht in einer
intakten Barrierefunktion der Darmwand durch sogenannte tight junctions, darunter versteht
man eine Abdichtung zwischen den Epithelzellen des Darms, welche durch verschiedene
Faktoren beeinflusst wird, beispielsweise durch die Ernahrung, durch Medikamente und durch
Zytokine.®® Bei Zytokinen handelt es sich um Protein-Mediatoren, die von Zellen
ausgeschieden werden und verschiedenste Funktionen erflllen, indem sie auf andere Zellen
einwirken und dadurch eine Kommunikation zwischen den Zellen des Immunsystems
ermoglichen.® Bestimmte Zytokine kénnen die Barrierefunktion des Darms stéren und somit
die Durchlassigkeit des Darmepithels erhéhen, wodurch sie mit Autoimmunerkrankungen und

Allergien im Zusammenhang stehen.3¢

1.1.5.3 Transport von Antigenen durch die Darm-Epithelzellschicht

Ein Lebensmittelallergen, das sowohl die chemischen als auch die biologischen Barrieren der
Darmepithelzellen Gberwunden hat, kann nun auf unterschiedlichen Wegen das mukosale
Immunsystem des Darms erreichen, welches sich unterhalb der Darmepithelzellen befindet,

wobei der Transport sowohl passiv als auch aktiv erfolgen kann: Das Antigen kann passiv
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zwischen den Epithelzellen zum mukosalen Immunsystem transportiert werden (parazellularer
Transport), es kann von dendritischen Zellen, deren Auslaufer zwischen den Epithelzellen
bis ins Darmlumen reichen, aufgenommen werden, es kann von M-Zellen® (microfold cells) —
das sind spezialisierte Epithelzellen, die Uber den Peyer-Plaques liegen? — oder von den
Epithelzellen selbst aufgenommen und auf die andere Seite transportiert werden.*¢ Unterhalb
der Epithelzellen finden nun Prozesse statt, die dariber entscheiden, ob es zu einer

allergischen Sensibilisierungs-Reaktion kommt oder ob sich eine orale Toleranz entwickelt.3®

1.1.5.4 Die Rolle von dendritischen Zellen und T-Helfer-Zellen

Ein Lebensmittelallergen, welches durch die Epithelzellschicht gelangt, wird von
dendritischen Zellen, einer Art von Antigen-prasentierenden Zellen, ins Zellinnere
aufgenommen und in kleinere Peptid-Bruchstiicke zerlegt.” Die wichtigste Aufgabe der
dendritischen Zellen besteht darin, zwischen dem angeborenen Immunsystem und dem
adaptiven Immunsystem, welchem unter anderem die T-Lymphocyten angehéren, zu
vermitteln.38

Die von den dendritischen Zellen erzeugten Bruchstiicke des Lebensmittelallergens werden
an deren Zelloberfliche an sogenannte MHC-II-Rezeptoren gebunden’ und die Zellen
wandern schliellich mit den mit Bruchstlicken beladenen Rezeptoren zu den T-Helfer-Zellen
(Th-Zellen) in den Peyer-Plaques, in der Bindegewebsschicht und in den ableitenden
mesenterischen Lymphknoten.®:4¢ In den Lymphknoten prasentieren die dendritischen Zellen
nun den T-Helfer-Zellen die Antigen-Bestandteile des Lebensmittelallergens.’

Die mesenterischen Lymphknoten spielen im Zusammenhang mit Lebensmittelallergenen die
groflite Rolle, da sie einerseits als Schutzwall fungieren, der die Immunreaktion auf einer
lokalen Ebene halt, ohne das systemische Immunsystem einzubeziehen, und weil sie
andererseits die zentrale Schaltstelle sind, an der entschieden wird, ob sich das Immunsystem
in Richtung einer oralen Toleranz oder einer allergischen Reaktion bewegt.*® Die T-Helfer-
Zellen in den mesenterischen Lymphknoten kénnen sich nach der Antigen-Prasentation durch
die dendritischen Zellen in zwei verschiedene Zelltypen differenzieren, in Th1- oder Th2-
Zellen.” Im besten Fall besteht ein Gleichgewicht zwischen diesen beiden Zelltypen, liegen
jedoch im Verhaltnis deutlich mehr Th1- oder Th2-Zellen vor, so kommt es zu einer sich selbst
verstarkenden Reaktion bei gleichzeitiger Abschwachung der jeweils anderen Reaktion.® Die
Entwicklung der oralen Toleranz beruht auf der erhéhten Produktion von Th1-Zellen,! eine
allergische Reaktion hingegen wird durch die verstarkte Reifung von Th2-Zellen ausgeldst,*

was die humorale Immunreaktion,® also die Produktion von IgE-Antikérpern, beglinstigt.
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1.1.6 Entstehung einer Allergie

Die Entstehung einer Allergie ist durch zwei zeitlich aufeinander folgende Prozesse
gekennzeichnet: Beim ersten Kontakt mit einem Allergen kommt es zunachst zu einer
Sensibilisierungs-Reaktion, bei wiederholtem Allergenkontakt kommt es schlieRlich zur
eigentlichen allergischen Reaktion, wobei verschiedene Zellen des Immunsystems aktiviert,

Entziindungsmediatoren freigesetzt und spezifische IgE-Antikérper produziert werden.®

1.1.6.1 Sensibilisierung

Am Anfang der Sensibilisierung steht die Anregung bestimmter B-Lymphozyten, sich starker
zu vermehren.® Unter B-Lymphozyten versteht man eine Art von weilen Blutkdrperchen, die
im Knochenmark entstehen und deren wichtigste Funktion darin besteht, Antikdrper zu
produzieren.38

Zu Beginn entwickeln sich B-Lymphozyten durch einen Isotyp-Wechsel** zu spezialisierten
Plasmazellen.® Diese Differenzierung wird durch die Anwesenheit von Th2-Zellen ausgelost,
die bestimmte Zytokine produzieren und Uber einen Rezeptor an ihrer Oberflache mit
Rezeptoren der B-Lymphozyten interagieren.” Weitere Wirkungen dieser Zytokine sind die
Aktivierung sowie das Wachstum von Mastzellen und eosinophilen Zellen.*®

Die Plasmazellen produzieren spezifische IgE-Antikdrper, welche ins Blut abgegeben werden
und dort zu zirkulieren beginnen. Diese binden nun in verschiedenen Korpergeweben
dauerhaft und fest an die Fce-Rezeptoren (FceRI) von basophilen Zellen und Mastzellen,
welche eine sehr hohe Bindungsfahigkeit fur IgE-Antikdrper aufweisen. Damit ist der Vorgang

der Sensibilisierung abgeschlossen.5 34

1.1.6.2 Die allergische Reaktion

Bei einem erneuten Kontakt mit einem Allergen kommt es nun zur allergischen Reaktion,®
wobei die Aktivierung von Mastzellen und basophilen Zellen eine wesentliche Rolle spielt.3*
Basophile Granulozyten (basophile Zellen) sind eine Gruppe von weif3en Blutkdrperchen
(Leukocyten), deren reife Vertreter im Blut zirkulieren.®® Mastzellen, ebenfalls eine Art von
Leukozyten, fungieren als ,Wachterzellen“ in mukosalen Geweben und besitzen daher eine
grofRe Bedeutung im Zusammenhang mit Allergien.®® lhre wichtigste Aufgabe besteht darin,
das Immunsystem zu lokalen Infektionen zu lenken3* und sie befinden sich unter anderem
unterhalb der Darmepithelzellschicht.? Wird das Allergen systemisch im Korper verteilt, so
kann es auch an spezialisierte Mastzellen in anderen Geweben sowie an basophile Zellen,
welche mit dem Blutstrom zirkulieren, binden, und so eine anaphylaktische Reaktion

auslosen.?
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Basophile Zellen und Mastzellen enthalten Granula mit verschiedenen gespeicherten
Mediatoren und Wirkstoffen,3® darunter Enzyme®* wie die Proteasen Tryptase und Chymase?
sowie Mediator-Substanzen wie Histamin, Heparin, Serotonin, chemotaktische Faktoren und
das Zytokin Interleukin-4 (IL-4).38 Zuséatzlich sind Mastzellen in der Lage, nach ihrer Aktivierung
bei einer allergischen Reaktion weitere Zytokine und verschiedene Arachidonsaure-Metabolite
(Lipidmediatoren) wie Prostaglandine, Leukotriene und den Plattchen-aktivierenden Faktor
(PAF) neu zu bilden.*®

Kommt ein Allergen nun mit einer auf dieses Allergen spezialisierten Mastzelle® oder
basophilen Zelle? in Kontakt, so bindet das Allergen nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip an
zwei in der Membran der jeweiligen Zelle verankerte, allergenspezifische IgE-Antikorper.®
Dadurch kommt es zu einer Quervernetzung (Uberbriickung) dieser zwei Immunglobuline, was
in weiterer Folge die Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus den Granula der
betreffenden Zelle auslost, ein Vorgang, welcher als Degranulation bezeichnet wird.®

Je nachdem, welche Entzindungsmediatoren und in welchem Kdrpergewebe diese freigesetzt
werden, kommt es schlieBlich zu typischen Symptomen.®

Allergische Personen weisen hohe IgE-Konzentrationen auf, was zur Folge hat, dass man eine
erhohte Anzahl an Fce-Rezeptoren an den Oberflaichen von Mastzellen findet.3* Dadurch
reagieren die Mastzellen bereits auf geringe Mengen des betreffenden Allergens und setzen
groBe Mengen an Entziindungsmediatoren frei.>*

Die beschriebene Quervernetzung von IgE-Antikorpern hat den Effekt, dass die Mastzellen
und basophilen Zellen Signale aussenden, welche die erneute Produktion von IgE-Antikdrpern
in den B-Lymphozyten in Gang setzen.* Eine Folge davon ist, dass es in Kérpergeweben, in
welchen eine allergische Reaktion stattfindet, etwa in den Bronchien oder in der Mukosa des
Gastrointestinal-Trakts, durch die wiederholte Anregung der Bildung von IgE-Antikérpern zu
einem zusatzlichen Selbstverstarkungsprozess der Immunreaktion kommt. Daher besteht
eines der Ziele in der Therapie von Allergien darin, diesen Prozess zu blockieren, um die

Selbsterhaltung der allergischen Reaktion zu unterbrechen.3

1.1.7 Symptome von Lebensmittelallergien

Die Symptome bei einer Lebensmittelallergie treten Ublicherweise innerhalb von funf bis 60
Minuten nach der Aufnahme des betreffenden Lebensmittels auf.® Lebensmittelallergene
kdnnen zahlreiche Reaktionen in verschiedenen Bereichen des Koérpers verursachen, wobei
die Haut, der Magen-Darm-Trakt, der Mund- und Rachenraum, die Atemwege und die Augen
am haufigsten betroffen sind.® Dabei werden Dbeispielsweise Lippen- und
Rachenschwellungen, Bronchialasthma, Bindehautentziindungen, Magenschmerzen,
Durchfall,® Erbrechen, Urtikaria (Nesselsucht), Hautjucken und Bronchospasmen
(Keuchanfalle) als mogliche Symptome beschrieben.®* Zusammenhange zwischen
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Lebensmitteln und unspezifischen Symptomen wie Muidigkeit, Kopfschmerzen, Migrane oder
Verhaltensauffalligkeiten bei Kindern gelten hingegen als nicht gesichert.®

Gelegentlich ist bei einer Lebensmittelallergie nur der Verdauungstrakt betroffen, jedoch
kénnen auch Symptome in Koérpergeweben auftreten, welche weit vom Verdauungstrakt
entfernt liegen.?* Derartige systemische Reaktionen kommen zustande, indem das betreffende
Allergen durch das Blutkreislaufsystem im gesamten Korper verteilt wird, wobei die
Bezeichnung systemische Reaktion auch dann gilt, wenn nur Symptome in einem aulerhalb
des Verdauungstraktes liegenden Organ auftreten.3*

Darlber hinaus kénnen hochallergische Personen bei Kontakt mit geringsten Spuren eines
Lebensmittelallergens schwerwiegende Reaktionen entwickeln,?® welche im schlimmsten Fall
zu einer lebensbedrohlichen Schockreaktion fihren, welche als anaphylaktische Reaktion
oder Anaphylaxie bezeichnet wird.®

Lebensmittelallergien treten, wie aus Tab. 1 hervorgeht, in verschiedenen Organsystemen mit
bestimmten Haufigkeiten auf und rufen dort typische Symptome hervor, wobei
lebensbedrohliche Symptome und die dazugehdrigen Organsysteme fett gedruckt
dargestellt sind. Wie man anhand der Auflistung erkennen kann, sind die Haut, die Atemwege
und der Magen-Darm-Trakt bei Lebensmittelallergien ublicherweise am starksten betroffen, es
sind jedoch auch Symptome im Bereich des Herz-Kreislauf-Systems mdglich, welche

schwerwiegende Auswirkungen besitzen kdnnen.3?

Tab. 1: Haufigkeit von Symptomen in verschiedenen Organsystemen nach Hauber-Schwenk??

Organ/ Haufigkeit Mogliche Symptome
Organsystem
Rote Flecken, Juckreiz
Haut 43 9 ; ;
au g Nesselsucht, Gesichtsschwellung
Atemwege 23 % Husten, Schnupfen,

Verengung der Atemwege, Atemnot
(Asthma-Anfall)
Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen
Magen-Darm-Trakt 21 % : ’ ’
g ° Darmkrampfe, Durchfall, Verstopfung
Erweiterung der Blutgefalie,
Blutdruckabfall, Herz-Kreislauf-Versagen

Herz-Kreislauf-System 13 %

Zwei Gemeinsamkeiten aller IgE-vermittelten allergischen Reaktionen sind die Beteiligung von
IgE sowie die Degranulation von Mastzellen, es treten jedoch Unterschiede in den Symptomen
auf, abhangig davon, auf welchem Weg und in welcher Dosis das Allergen in den Kdérper
kommt3 Tab. 2 gibt einen Uberblick Uber verschiedene Eintrittswege von
Lebensmittelallergenen in den menschlichen Kérper sowie Uiber mégliche Symptome, wobei
alle lebensbedrohlichen Symptome sowie die dazugehérigen Eintrittswege, Arten des

Kontakts und betroffenen Organe fett gedruckt dargestellt sind.3*
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Méoglichkeiten fir Eintrittspforten von Allergenen in das Blut sind die direkte Injektion, etwa von
Medikamenten, Giften oder Blutserum, die Resorption des Allergens aus dem Verdauungstrakt
in das Blut, wie es bei Lebensmitteln, Medikamenten und Giften der Fall ist, und die Aufnahme

Uber die Schleimhaute von Augen und Atemwegen in das Blut.3*

Tab. 2: Eintrittswege von Lebensmittelallergenen, betroffene Organe und Symptome

nach Baltes; Matissek,® Hauber-Schwenk; Schwenk®? und Murphy; Weaver®*

EINTRITTSWEG Kontakt Organe Mogliche Symptome
VERDAUUNGS- Direkter Mund Lippenschwellung
-TRAKT Kontakt Magen Rachenschwellung
Darm Magen- und/oder Bauchschmerzen
Verstarkte Peristaltik
Erhoéhte Flissigkeits-Sekretion
Erbrechen
Darmkrampfe
Durchfall
Verstopfung
AUGEN Direkter Augen Bindehautentziindung
Kontakt /
systemisch
ATEMWEGE Direkter Nase Husten, Schnupfen, Niesen
Kontakt / Rachen Erhéhte Schleimproduktion
systemisch Bronchien Bronchialasthma
Bronchospasmen
Verengung der Atemwege
Atemnot
HAUT Direkter Haut Hautjucken
Kontakt Hautrétung
(z.B. Urtikaria
Allergietests) / _ Gesichtsschwellung
systemisch GefaBdurchlassigkeit (lokal erhoht)
Odeme
BLUT systemisch (Atemwege, Fluss der Lymphe zu Lymphknoten,
Resorption Blutkreislauf) Zellen und Geweben
l Odeme
Verengung/Verschluss der
ANAPHYLAXIE Atemwege

GefaRdurchlassigkeit (Erhéhung):

-> Blutfluss (Zunahme)

- Blutdruck (Abnahme)
Kreislaufversagen
Bewusstlosigkeit

Tod
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1.1.7.1 Allergische Sofortreaktion und langer andauernde Entziindungsreaktion

Die meisten Symptome allergischer Reaktionen werden durch die Degranulation von
Mastzellen verursacht, was zunachst zu einer Sofortreaktion fiihrt. Die Degranulation erfolgt
innerhalb von Sekunden nach der Bindung der betreffenden Allergene an die Fce-Rezeptoren
an der Oberfliche der Mastzellen.®

Die allergische Sofortreaktion kann schlieBlich in eine langer andauernde
Entziindungsreaktion Gibergehen, wobei durch die IgE-vermittelte Aktivierung der Mastzellen
eine Kaskade an Entziindungsreaktionen ausgeldst wird.3* An diesen zahlreichen Reaktionen
sind verschiedenste Zellen des Immunsystems beteiligt, beispielsweise eosinophile, basophile
und neutrophile Zellen, auBerdem Th2-Zellen, Monozyten und Makrophagen.®* Zusétzlich
kann es auch zu einer Aktivierung von Thrombozyten (Blutplattchen) kommen.3*

Die an der Degranulation beteiligten Substanzen lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Die
erste Gruppe umfasst die Enzyme und die Entzindungsmediatoren, welche bereits vor einer
mdglichen allergischen Reaktion in den Granula gespeichert vorliegen. Zur zweiten Gruppe
gehdren die Zytokine, die Chemokine und die Lipidmediatoren, welche erst wahrend einer
allergischen Reaktion bei einer Aktivierung der Mastzellen neu gebildet werden.*

Die Enzyme Tryptase und Chymase bewirken den Abbau von Proteinen in der extrazellularen
Matrix, was zu einer Zerstérung der Gewebsstruktur und folglich zu einer lokalen
Gewebsschadigung fiihrt.>* Beim Entziindungsmediator Histamin handelt es sich um ein
kurzlebiges, gefalaktives Amin, welches zu einer Verstarkung des Blutflusses und einer
Erhéhung der GefalRdurchlassigkeit in lokalen Blutgefaen fuhrt. Dies tragt zur Bildung von
Odemen, zu Entziindungsreaktionen sowie zu einer Verengung der Bronchien bei. Histamin
aktiviert auRerdem Rezeptoren des Nervensystems und verursacht dadurch Juckreiz und
Niesen.3* 50

Zytokine fordern die Bildung, Aktivierung und Reaktion verschiedener Zellen des
Immunsystems und bewirken eine weitere Freisetzung von Zytokinen, was eine Verstarkung
des Prozesses zur Folge hat.** Chemokine locken bestimmte Immunzellen an den Ort des
Geschehens.® Bei den Lipidmediatoren handelt es sich um Derivate der Arachidonsaure,?
einer membranassoziierten Fettsdure.®* Beispiele dafir sind die Leukotriene, die
Prostaglandine, der Plattchen-aktivierende Faktor? sowie die Thromboxane.*

Die Wirkung der Lipidmediatoren ist sowohl rasch als auch langfristig. Sie bewirken eine
Kontraktion der glatten Muskulatur, eine erhdhte Durchlassigkeit von Blutgefalen, eine
Freisetzung von Schleim und eine Aktivierung von Thrombozyten (Blutplattchen), auRerdem
locken sie verschiedene Arten von Leukozyten an und aktivieren diese, was die

Entziindungsreaktion verstarkt.>*
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1.1.7.2 Die anaphylaktische Reaktion (Anaphylaxis, Anaphylaxie)

Bei einer anaphylaktischen Reaktion handelt es sich um die schwerste Form einer allergischen
Reaktion, die sich bei Kontakt mit dem betreffenden Allergen sehr schnell entwickelt und
ebenso schnell verschlechtert. Dabei werden verschiedene Organsysteme schwer
beeintrachtigt, darunter das Atmungs- und Verdauungssystem sowie die Haut.?

Es kdnnen lebensbedrohliche Symptome wie Atemnot, Blutdruckabfall,?® Kreislaufkollaps*
und ein hypovolamischer Schock auftreten,? welche im schlimmsten Fall zum Tod fiihren.?

Es gibt eine fiinfstufige Klassifizierung der Symptome einer anaphylaktischen Reaktion, je
nachdem, welche Organsysteme involviert sind. Dabei sind in der ersten Stufe der Anaphylaxis
der Gastrointestinaltrakt und die Haut betroffen, wahrend in der funften Stufe Symptome im
Gastrointestinaltrakt, in der Haut, im Atmungs- und Herz-Kreislauf-System sowie im
Nervensystem zu beobachten sind, welche zur Bewusstlosigkeit sowie zu einem Atem- oder
Herzstillstand flhren koénnen. In der zweiten bis vierten Stufe treten jeweils Symptome
zwischen der beschriebenen ersten und fiinften Stufe auf.3®

Eine anaphylaktische Reaktion ist schwer vorhersehbar, da es Personen gibt, bei denen ein
bestimmtes Allergen Ublicherweise nur zu einer leichten lokalen Reaktion fuhrt, welche jedoch
zu einem anderen Zeitpunkt bei Kontakt mit dem gleichen Allergen eine anaphylaktische
Reaktion erleiden. Genauso kann dasselbe Allergen bei einer Person eine leichte Reaktion,
jedoch bei einer anderen Person eine schwere anaphylaktische Reaktion auslésen. Die
Griinde flr diese Unterschiede sind nicht bekannt.34

Von einer Lebensmittel-abhangigen, Sport-induzierten Anaphylaxis spricht man, wenn
Personen nur allergisch auf ein bestimmtes Lebensmittel reagieren, wenn sie innerhalb
weniger Stunden nach der Nahrungsaufnahme Sport betreiben, jedoch keine anaphylaktische
Reaktion zeigen, wenn sie das Lebensmittel ohne anschlieRende kérperliche Betatigung zu
sich genommen haben.*® Die Ursachen dafiir sind unbekannt, mogliche Griinde kdnnten
jedoch sein, dass sich durch den Sport die Aufnahme des Allergens in den Kérper oder dessen
Verteilung im Korper verandert, oder dass die Mastzellen leichter degranulieren.® Berichte
Uber Sport-induzierte anaphylaktische Reaktionen nehmen zu,%" und Lebensmittel, die damit
im Zusammenhang stehen, sind Kuhmilch, Eier, Erdnisse, Baumnisse, Fische, Schalentiere,
Weizen und Sellerie.*®

Zusatzlich gibt es auch vereinzelt Personen, welche eine Lebensmittel-unabhédngige, Sport-
induzierte Anaphylaxis erleiden, wenn sie innerhalb einer bestimmten Zeit nach der

Aufnahme eines beliebigen Lebensmittels Sport betreiben.
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1.1.7.3 Symptome von Pollen-assoziierten Lebensmittelallergien (Orales Allergiesyndrom)

Typisch fir Pollen-assoziierte Lebensmittelallergien ist, dass sich die Symptome haufig nur
auf einen Juckreiz im Mund beschranken und nur selten schwere, in Richtung Anaphylaxie
gehende Symptome, etwa eine Schwellung der Zunge oder des Rachens, auftreten.®® Die Art
und der Schweregrad der Symptome hangen von verschiedenen Faktoren ab, etwa von der
Art und Menge des konsumierten Allergens, von der Verdauung und Resorption, von
gleichzeitig auftretenden Virus-Infektionen, von kérperlicher Betatigung und vom Konsum von
Alkohol oder Drogen.3®

Da Pollen-assoziierte Lebensmittelallergene haufig nicht stabil sind, kdnnen die Lebensmittel
oftmals in gekochter Form konsumiert werden, ohne Symptome auszulésen. Sollten die
Symptome nur leicht sein und sich auf den Mund beschranken, so kédnnen Betroffene, falls

erwlinscht, das betreffende Lebensmittel onne Bedenken konsumieren.3¢

1.1.8 Faktoren mit Einfluss auf die Entstehung einer Lebensmittelallergie

Das Risiko fur die Entstehung einer Lebensmittelallergie ist durch innere Faktoren und
Umweltfaktoren bedingt — so kdnnen das Lebensalter, das Geschlecht, genetische Faktoren,
die Exposition gegenuber Mikroorganismen, die Erndhrungsweise, Kreuzreaktionen, die Dosis
des betreffenden Allergens sowie dessen Weg in den Kdrper und Verteilung im Korper einen
Einfluss auf die Entwicklung einer Lebensmittelallergie besitzen." 2" 36

Allergische Reaktionen auf Lebensmittel werden durch psychische Faktoren, aber auch durch
die Einnahme von Medikamenten sowie durch den Konsum von Alkohol oder anderen Drogen
beglnstigt und konnen dadurch zu starkeren Reaktionen fihren.? 3%

Weitere Faktoren, welche die Reaktionsschwelle bei Kontakt mit einem Allergen herabsetzen
und somit eine anaphylaktische Reaktion wahrscheinlicher machen, sind neben den bereits
genannten Faktoren auch Sport, Virus-Infektionen, die Menstruation und eine vorhandene
Schwangerschaft.® Zu den Lebensmitteln, welche das Risiko fiir eine anaphylaktische

Reaktion erhohen, zdhlen Erdniisse, Baumnusse, Fische und Schalentiere.®

1.1.8.1 Genetische Faktoren

Das Auftreten von Lebensmittelallergien in der Familie zahlt zu den Hauptrisikofaktoren fir die
Entwicklung einer Lebensmittelallergie, was eine bedeutende genetische Komponente
aufzeigt.®® Allgemein wird die Erblichkeit bestimmter Lebensmittelallergien, abhangig davon,
wie man den Begriff Lebensmittelallergie definiert und welche Personengruppe man
untersucht, auf 15-80 % geschéatzt.®

Die genetische Veranlagung (Pradisposition) fur die Entstehung von IgE-vermittelten

Hypersensibilitits-Reaktionen gegeniiber Umwelt-Antigenen wird als Atopie bezeichnet.®*
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Eine Person mit einer angeborenen Neigung, gegen einige verschiedene Allergene IgE-
Antikérper zu bilden, nennt man atopisch, bei nicht-atopischen allergischen Personen findet
hingegen nur eine Sensibilisierung gegen ein bestimmtes Allergen statt.3*

Das Risiko flur eine Atopie bei Kindern, von welchen kein Elternteil eine solche Pradisposition
aufweist, liegt bei etwa 10 %, erhdht sich jedoch auf 40-60 %, wenn beide Elternteile von einer
Veranlagung fur eine allergische Erkrankung betroffen sind.3*

Haufig steht zu Beginn eine Sensibilisierung gegen Nahrungsmittelbestandteile, woraufhin
sich in der Kindheit ein atopisches Ekzem und manchmal in einem spateren Lebensalter eine
allergische Rhinitis und Asthma entwickeln koénnen. Diese schrittweise Entwicklung
verschiedener allergischer Erkrankungen im Lauf des Lebens wird auch als atopischer
Marsch bezeichnet, im Gegensatz dazu kann sich eine Allergie bei einer nicht-atopischen
Person in jedem Lebensalter entwickeln.3* Allgemein stellen Lebensmittelallergien in der
frihen Kindheit ein Risiko flr das spatere Auftreten von Asthma dar, auch wenn die

betreffende Lebensmittelallergie in einem spateren Alter bereits wieder verloren gegangen ist.®

1.1.8.2 Umweltfaktoren

Da die Haufigkeiten von Lebensmittelallergien in den letzten Jahrzehnten deutlich
zugenommen haben, deutet dies aufgrund der gleichzeitig zunehmenden Umwelt- und
Luftverschmutzung darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen bestimmten
Umweltfaktoren und Lebensmittelallergien gibt.? Man geht allgemein davon aus, dass die
genetische Veranlagung und Umweltfaktoren etwa in gleichem Male zur Entstehung einer
Atopie beitragen.3

Besonders hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang die sogenannte Hygienehypothese,
die beschreibt, dass ein Kontakt mit verschiedenen Mikroorganismen und Krankheitserregern
im Sauglingsalter und in der frihen Kindheit das Risiko fur eine Atopie verringert, wahrend
eine hygienischere Umgebung sowie Antibiotika-Behandlungen in einem friihen Lebensalter
die Anfalligkeit fiir allergische Reaktionen erhéhen.3

in Beispiel fur eine weniger hygienische Umgebung ist der landliche Raum, in dem Kinder
haufig mit Mikroorganismen, welche sich beispielsweise im Boden oder auf Tieren befinden,
in Kontakt kommen und daher oftmals Infektionen durchleben, was zu einem Zustand des
Immunsystems filhrt, der das Auftreten von Allergien weniger wahrscheinlich macht.®*
Zuséatzlich hat sich der Konsum nicht pasteurisierter Milch als wichtiger Schutzfaktor des
Landlebens in Bezug auf Allergien herausgestellt.>

In stadtischen Regionen kommen Kinder seltener mit pathogenen Mikroorganismen in
Berihrung, daher kann das Immunsystem keine wirksamen regulatorischen Mechanismen

entwickeln und ist laut der Hygiene-Hypothese anfalliger fur allergische Erkrankungen.®*
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Eine Besiedlung des Darms mit kommensalen Bakterien wie Laktobazillen oder
Bifidobakterien, aber auch Infektionen mit pathogenen Darmbakterien wie Toxoplasma gondii
oder Helicobacter pylori in einem jungen Lebensalter verringern das Risiko flr das Auftreten
von Allergien.®*

Da es Hinweise auf den Schutz vor allergischen Erkrankungen gibt, wenn im Kindesalter
bestimmte Infektionen durchgemacht werden, sind Kinder, die mindestens drei altere
Geschwister haben oder bis zu einem Alter von sechs Monaten in
Tagesbetreuungseinrichtungen mit anderen Kindern in Kontakt kommen, zum Teil vor
Asthma3* und allgemein vor Allergien geschiitzt. Umgekehrt neigen &ltere Geschwister und
Kinder, die in einem friihen Lebensalter wenig Kontakt zu anderen Kindern haben, eher dazu,
eine Allergie entwickeln.3®

Ernahrungsfaktoren, welche im Zusammenhang mit einem reduzierten Risiko fur Allergien
diskutiert werden, sind eine ausreichende Versorgung mit mehrfach ungesattigten Fettsauren
wie Omega-3-Fettsduren, welche in Fischdlen vorkommen, sowie mit Vitamin A, Vitamin D,
Folsaure® und Antioxidantien.

In Bezug auf Vitamin D gibt es Hinweise, dass ein Mangel die Entstehung von
Lebensmittelallergien beglnstigt, da beispielsweise Kinder, welche weiter vom Aquator
entfernt leben oder die im Herbst oder Winter geboren werden, ein hdheres Risiko flr
Lebensmittelallergien aufweisen als Kinder, welche in der Nahe des Aquators leben oder im
Frihling oder Sommer geboren werden.?

Zusatzlich gibt es Risiko- beziehungsweise Schutzfaktoren, die das Zusammenspiel von
Genen und Umwelt betreffen, was als epigenetischer Effekt bezeichnet wird." Ein Beispiel
dafur ist die Folsaure, ein Methylgruppen-Donator, welcher Gegenstand intensiver
Forschungen ist, da er einen Einfluss auf den epigenetischen Vorgang der DNA-Methylierung

besitzt und moéglicherweise mit Lebensmittelallergien und Asthma im Zusammenhang steht.*

1.1.9 Diagnose von Lebensmittelallergien

Es ist allgemein schwierig, herauszufinden, ob bestimmte Symptome durch eine
Lebensmittelallergie hervorgerufen werden, und um welches Lebensmittel es sich handelt, das
fur die Symptome verantwortlich ist.! So spielt etwa das bei allergischen Reaktionen
freigesetzte Histamin teilweise auch bei Vergiftungen eine Rolle, wobei eine allergische
Reaktion imitiert wird — ein Beispiel ist die Scromboid-Fischvergiftung.': %2

Abgesehen davon gibt es Erkrankungen, die dhnliche Symptome wie Lebensmittelallergien
verursachen, was die Gefahr einer Verwechslung birgt," etwa entziindliche Darmerkrankungen
oder das Reizdarmsyndrom.3®

Zusatzlich kénnen bestimmte Faktoren zum Auftreten einer allergischen Reaktion beitragen
oder diese verstarken, weshalb es von groler Wichtigkeit ist, dass die Diagnose von
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Lebensmittelallergien verschiedene Methoden und Aspekte umfasst, um das Leben von
Betroffenen zu erleichtern’ — dazu gehoren die Krankengeschichte (Anamnese), ein Haut-Test
(Skin-Prick-Test, SPT), ein IgE-Serum-Test und/oder ein Provokationstest (Oral Food
Challenge, OFC).3 In diesem Zusammenhang ist wichtig, dass die Diagnose nicht nur auf
einem Skin-Prick-Test oder auf einem IgE-Serum-Test beruht.’

Nach der Erhebung der Krankengeschichte und der Durchflihrung eines Skin-Prick-Tests
und/oder eines IgE-Serum-Tests muss entschieden werden, ob auch ein Provokationstest

notwendig ist, um eine sichere Diagnose zu gewahrleisten.’

1.1.9.1 Anamnese

Der wichtigste Bestandteil der Diagnose von Lebensmittelallergien besteht in der Ermittlung
der Krankengeschichte der betroffenen Person, wobei herausgefunden werden soll, um
welches allergieauslosende Lebensmittel es sich handelt, welchen zeitlichen Verlauf die
allergische Reaktion zeigt, welche Art von Symptomen auftreten, ob diese reproduzierbar sind,
und falls bereits eine Behandlung erfolgt ist, wie sich diese auf die Patientin oder den Patienten
ausgewirkt hat.> % Eine Lebensmittelallergie kann beispielsweise ausgeschlossen werden,
wenn die Symptome mit einer sehr starken zeitlichen Verzégerung nach der Aufnahme eines

bestimmten Lebensmittels auftreten.3¢

1.1.9.2 Skin-Prick-Test

Bei einem Skin-Prick-Test wird untersucht, ob sich in der Haut Allergen-spezifische IgE-
Antikorper befinden,® wobei die Aussagekraft in Bezug auf negative Ergebnisse sehr grof3, der
positive Vorhersagewert jedoch nicht besonders hoch ist.*®

Ein positives Ergebnis zeigt zwar die Anwesenheit von IgE-Antikdrpern in der Haut an, was
eine Sensibilisierung bestatigt, jedoch geht diese nicht immer mit einer allergischen Reaktion
einher, da eine Sensibilisierung auch ohne klinische Symptome auftreten kann.® Daher ist es
nicht maoglich, eine Lebensmittelallergie nur anhand eines positiven Skin-Prick-Tests zu
diagnostizieren, eine Eigenschaft, welche genauso auf IgE-Serum-Tests zutrifft.3® Kombiniert
man einen Skin-Prick-Tests jedoch mit einem IgE-Serum-Test, so kann dies dazu fihren, dass
ein zur sicheren Bestatigung der Krankengeschichte Ublicherweise durchgefuhrter
Provokationstest nicht mehr notwendig ist. Ebenso kann auf einen Provokationstest verzichtet
werden, wenn die Krankengeschichte eine starke Reaktion nach Verzehr eines isoliert
aufgenommenen Lebensmittels ergibt und der Skin-Prick-Test ebenfalls positiv ausfallt.®

Die Durchfuihrung eines Skin-Prick-Tests erfolgt mit Hilfe kommerziell erhaltlicher oder frisch
hergestellter Allergen-Extrakte, welche in einem Lésungsmittel vorliegen und auf die Haut

aufgebracht werden.® Zusatzlich zu den Losungen der Lebensmittelextrakte wird auch eine
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Positivkontrolle (Histamin) und eine Negativkontrolle, bei welcher es sich um eine Salzlésung
oder um das Losungsmittel der Extrakte handelt, aufgetragen.®® AnschlieRend wird die Haut
an den Stellen, an welchen sich die Losungen befinden, eingeritzt,*® wodurch das potenzielle
Allergen mit Mastzellen in Kontakt kommt.?

Das Ergebnis des Skin-Prick-Tests kann nach etwa 15 bis 20 Minuten abgelesen werden,
wobei als positives Testergebnis gilt, wenn durch die getestete Substanz®® eine rote, juckende
Erhebung der Haut entsteht, welche mindestens drei Millimeter groRer ist als die
Negativkontrolle.? Je groRer der Durchmesser dieser Erhebung ist, desto wahrscheinlicher
liegt eine klinisch relevante allergische Reaktion vor, und ein Durchmesser von mehr als zehn
Millimeter spricht flr eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit des tatsachlichen Auftretens von
Symptomen.?

Far Lebensmittel, die einen negativen Hauttest in Kombination mit einer gegenteilig lautenden
Krankengeschichte ergeben, sollte noch ein Provokationstest durchgefuhrt werden, um eine
sichere Diagnose zu ermoglichen, und bevor das Lebensmittel wieder in den Speiseplan

aufgenommen wird.*

1.1.9.3 IgE-Serum-Test

Ein IgE-Serum-Test misst die Menge an zirkulierenden Allergen-spezifischen IgE-Antikdrpern
im Blutserum, wobei hauptséchlich Immunoassay-Tests zur Anwendung kommen.*® Dabei
korreliert die Menge an Allergen-spezifischen IgE-Antikbrpern im Blutserum mit der
Wahrscheinlichkeit, dass das betreffende Lebensmittel das Potenzial besitzt, eine allergische
Reaktion auszulésen, die Vorhersagekraft von IgE-Serum-Tests kann aber je nach dem Alter
der betroffenen Person unterschiedlich hoch sein.?

Der Fall, dass ein IgE-Serum-Test negativ ausfallt, Betroffene jedoch trotzdem eine allergische
Reaktion erleiden, ist sehr selten, und in diesem Fall muss ein Provokationstest durchgefiihrt

werden, um eine Lebensmittelallergie auszuschlieten.?

1.1.9.4 Provokationstest (Oral Food Challenge)

Die Oral Food Challenge ist der ,Goldstandard® fir die Diagnose einer Lebensmittelallergie,
wobei es sich um einen Doppel-Blind-Placebo-kontrollierten Provokationstest handelt, welcher
die zuvor erhobene Krankengeschichte bestatigen kann.? Eine Oral Food Challenge sollte nur
durchgefuhrt werden, wenn die Wahrscheinlichkeit, dass die betroffene Person an einer
Lebensmittelallergie leidet, gering ist, und wird manchmal nur angewendet, um zu zeigen, dass
eine Person mittlerweile nicht mehr allergisch auf ein bestimmtes Lebensmittel reagiert. Dieser
Aspekt hat zum Beispiel Relevanz in der Diagnose von Lebensmittelallergien bei Kindern,

welche ab einem bestimmten Lebensalter haufig wieder verloren gehen.?
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Mit Hilfe eines Provokationstests kann zwar eine sichere Diagnose gestellt werden, sie ist
jedoch sehr zeitaufwendig und auch kostspielig. In der Vorbereitung mussen verschiedene
Faktoren, welche sich aufgrund der Krankengeschichte ergeben, in die Planung einbezogen
werden, etwa die Form, in welcher das Lebensmittel verabreicht werden soll (roh oder
gekocht), die Matrix, in welche das Lebensmittel eingebracht wird, die anfangliche und die
hochste Dosis, die Zahl an Verabreichungen, das Zeitintervall dazwischen sowie die
insgesamte Dauer der Untersuchung.? Diejenigen Lebensmittel, welche im Verdacht stehen,
eine allergische Reaktion auszulésen, missen sieben bis 14 Tage vor Beginn des
Provokationstests aus dem Speiseplan gestrichen werden, ebenso sollten Medikamente wie
Antihistaminika, welche das Testergebnis verfalschen kénnten, abgesetzt werden.?

In der Durchflihrung wird das betreffende Allergen mit der gewahlten Matrix vermischt, wobei
zu Beginn aus Sicherheitsgriinden eine sehr niedrige Allergendosis eingesetzt wird, welche
schlieBlich schrittweise unter klinischer Beobachtung erhdht wird, und zwar so lange, bis
objektiv beobachtbare Symptome auftreten oder bis die Maximal-Dosis erreicht ist.? Arztinnen
und Arzte, die einen Provokationstest durchfiihren, missen sehr erfahren und auch in der
Lage sein, anaphylaktische Reaktionen zu erkennen und zu behandeln, um negative

Auswirkungen auf die Patientinnen und Patienten zu vermeiden.?

1.1.9.5 Diagnose anaphylaktischer Reaktionen

Bis vor einiger Zeit lautete die Definition einer anaphylaktischen Reaktion, dass ein niedriger
Blutdruck und/oder ein Schockzustand die wichtigsten Diagnosekriterien seien. Mittlerweile ist
jedoch bekannt, dass bei einer tddlichen Anaphylaxis in den meisten Fallen eher eine Atemnot
als ein Kreislauf-Zusammenbruch auftritt.?!

Die WHO definiert eine Anaphylaxis als ,ernste, lebensbedrohliche, systemische
Hypersensitivititsreaktion“.®® Das Problem dieser Definition ist jedoch, dass der Begriff
Jebensbedrohlich“ von Arztinnen und Arzten unterschiedlich definiert werden kann, weshalb
bestimmte Kriterien entwickelt wurden, um eine sichere Diagnose der Anaphylaxis zu
gewahrleisten.?® Danach handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine anaphylaktische
Reaktion, wenn eines der folgenden drei Kriterien erfillt ist und die Symptome innerhalb von
Minuten bis Stunden nach Aufnahme des betreffenden Lebensmittels auftreten,3® meistens im
Zeitraum von 5-60 Minuten:® 1) Ein plétzlich auftretendes Krankheitsgefiihl mit Symptomen
im Bereich der Haut und des Gastrointestinaltraktes UND mindestens ein Symptom, welches
entweder die Atem-Funktion oder die Herz-Kreislauf-Funktion betrifft.*® 2) Mindestens zwei
der folgenden Symptome: Haut- oder Schleimhautsymptome, andauernde Symptome im
Gastrointestinal-Trakt, Beeintrachtigung der Atem- oder der Herz-Kreislauf-Funktion.*® 3) Ein
Blutdruckabfall um mindestens 30 % im Vergleich zum individuell Ublichen systolischen
Wert.3 36
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1.1.10 Pravention von Lebensmittelallergien

Da Lebensmittelallergien nicht heilbar sind, konzentriert sich die Forschung zunehmend auf
die Pravention,® wobei eine Mdglichkeit darin besteht, Kindern das betreffende Allergen in
einem friihen Lebensalter zuzufiihren.? 5

In der Vergangenheit wurde von verschiedenen Landern und Gesundheitsorganisationen die
strikte Vermeidung von Allergenen in der frihen Kindheit empfohlen, so sollten Kinder im Alter
von bis zu einem Jahr Milchprodukte, im Alter von bis zu zwei Jahren Hihnereier und im Alter
von bis zu drei Jahren Erdnlisse, Baumniisse und Fische vermeiden.? % Schwangeren und
stillenden Frauen mit Allergien in der Familie wurde empfohlen, Erdnisse, Baumnusse, Eier,
Fische und Milch zu vermeiden, um das Allergie-Risiko fur die ungeborenen oder gestillten
Kinder zu reduzieren. Es stellte sich jedoch heraus, dass es keine Beweise flr einen Nutzen
dieser MaRnahmen gab, und dass die Vermeidung von Milch und Eiern zudem negative
Auswirkungen auf die Nahrstoffversorgung der Frauen besaR.3®

Mittlerweile weil man aufgrund verschiedener Studien iber den Konsum von Erdniissen®%%’
und Eiern®® in einem friihen Lebensalter, dass ein friher Kontakt zu Allergenen wichtig ist, um
das Risiko fir Lebensmittelallergien zu reduzieren.? -5 Man geht man davon aus, dass es
eine kritische Phase, die ersten 1000 Tage des Lebens, gibt, in der bestimmte Umweltfaktoren
einen dauerhaften Effekt auf die Entwicklung von Lebensmittelallergien besitzen, wobei diese

Phase sowohl die pranatale als auch die postnatale Entwicklung umfasst.?

1.1.11 Therapie von Lebensmittelallergien

Die wichtigste Therapie bei einer Lebensmittelallergie besteht derzeit in der strikten
Vermeidung des aufgrund der Krankengeschichte und zuséatzlicher Tests identifizierten,
auslésenden Allergens sowie — fur den Fall einer versehentlichen Aufnahme des Allergens,
insbesondere bei Personen, die gefahrdet sind, schwere allergische Reaktionen zu erleiden —
in der standigen Verfligbarkeit eines Adrenalin-Autoinjektors und weiterer Medikamente.? 36
Zusatzlich gibt es neuere Therapie-Ansatze, welche sich teilweise noch in der Entwicklung
befinden, welche teilweise aber auch bereits eingesetzt, jedoch noch genauer untersucht

werden missen. Dazu gehoren die orale, die epikutane und die sublinguale Immuntherapie.?

1.1.11.1 Die Vermeidung des Allergens

Die Vermeidung des allergieauslésenden Lebensmittels setzt eine grofle Wachsamkeit und
ein lebenslanges Lernen voraus. Zu den notwendigen Mal3nahmen zahlen das Studieren von
Produktkennzeichnungen und von Informationen (iber Kreuzreaktionen,® beispielsweise
sollten Betroffene die Inhaltsstoffe von Produkten, selbst, wenn ihnen diese Produkte bereits

bekannt sind, vor jedem Konsum genau lesen, da bei Produkten teilweise das Packungsdesign
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unverandert bleibt, wahrend sich jedoch die Inhaltsstoffe immer wieder geringfligig andern
konnen.%® Allergische Personen sollten sich abgesehen davon stets nach der genauen
Zutatenliste von frisch zubereiteten Speisen in Restaurants oder Schulkantinen erkundigen
und das Personal Uber ihre Allergie informieren, wobei sie sehr deutlich betonen sollten, dass
sie nicht aufgrund geschmacklicher Vorlieben nachfragen, sondern, weil sie an einer

lebensbedrohlichen Allergie leiden.® 3¢

1.1.11.2 Therapie im Fall einer anaphylaktischen Reaktion

Die strikte Vermeidung eines Lebensmittelallergens ist aufgrund eines unbeabsichtigten
Konsums nicht immer mdglich, weshalb die vorsorgliche Erstellung eines individuellen Notfall-
Plans fir den Fall des Auftretens einer anaphylaktischen Reaktion unerlasslich ist.?
Wie man aus der Statistik weil}, treten die meisten Todesfalle im Zusammenhang mit
Lebensmittelallergien bei Personen auf, die wissen, dass sie allergisch auf ein bestimmtes
Lebensmittel reagieren, die jedoch ein Produkt, welches mit einem nicht gekennzeichneten
Allergen verunreinigt ist, konsumieren, oder die versehentlich ein in einer frisch zubereiteten
Speise ,versteckt‘ vorkommendes Allergen aufnehmen.3®
Das erste Mittel der Wahl bei einer anaphylaktischen Reaktion ist Adrenalin, welches mit Hilfe
eines Autoinjektors von den Betroffenen selbst injiziert werden sollte,> und zwar sofort und
bevorzugt in Form einer intramuskularen Selbst-Injektion anstatt einer subkutanen Injektion
oder einer Inhalation.?'
Da die haufigste Todesursache im Fall einer anaphylaktischen Reaktion eine verspatete oder
fehlende Verabreichung von Adrenalin darstellt,> umgekehrt jedoch der Grofteil der
Betroffenen, die Adrenalin einsetzen, eine anaphylaktische Reaktion (berleben,?' gilt
Adrenalin als das effektivste Mittel, um den Tod zu verhindern,® was die zentrale Bedeutung
dieses Medikaments aufzeigt.?’ Trotzdem wird Adrenalin immer noch viel zu wenig
verschrieben und auch von medizinischem Personal und von den Betroffenen selbst zu selten
eingesetzt.? Prinzipiell ist es sehr wichtig, dass Betroffene lernen, den Adrenalin-Autoinjektor
selbst zu bedienen, und dass sie fir den Notfall auch schriftliche Anweisungen bei sich tragen.?
Dieser Notfall-Plan sollte das auslésende Lebensmittel, mogliche Symptome, zu
verabreichende Medikamente sowie Notrufnummern enthalten,?’ und sollte im Fall von
Kindern dem Kind selbst, den Eltern sowie allen Betreuungspersonen zur Verfiigung stehen.
Abgesehen davon sollten besonders gefahrdete Personen ein Notfall-Armband tragen, in
welchem die genauen Details zur Allergie eingespeichert sind.?!
Adrenalin kehrt die Wirkung der aus den Mastzellen bereits freigesetzten Mediator-
Substanzen um, verbessert so die Funktion des Herzmuskels und bewirkt eine
Bronchienerweiterung. Zusatzlich kann Adrenalin auch die Freisetzung der Mediatoren
verringern.2 Da Adrenalin eine sehr kurze Halbwertszeit von wenigen Minuten besitzt, ist des
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Ofteren noch eine zweite Dosis notwendig, falls die Symptome langer andauern oder wieder
auftreten sollten.?

Grundsatzlich sollten alle von einer anaphylaktischen Reaktion betroffenen Personen
umgehend zu einer medizinischen Notfalleinrichtung gebracht werden und dort noch mehrere
Stunden unter standiger Beobachtung stehen, flr den Fall, dass es eine zweite Phase der
Symptome gibt, welche mit einer Zeitverzégerung von vier bis 24 Stunden nach der ersten
Reaktion auftreten kann.?

Zusatzlich zu Adrenalin gibt es weitere Medikamente, welche im Fall einer anaphylaktischen
Reaktion eingesetzt werden konnen, beispielsweise Antihistaminika, Salbutamol und
Corticosteroide,? abgesehen davon haben sich die Gabe von Sauerstoff, intraventse
Infusionen sowie fir Asthma-Patienten die Verabreichung von inhalierten 3-Agonisten haufig
als notwendig erwiesen.?' Die genannten Medikamente schwéchen die Symptome im Fall
einer anaphylaktischen Reaktion ab, sind jedoch nur als zusatzliche MalRnahme neben
Adrenalin und nicht als primare Behandlungsmethode gedacht.?

Antihistaminika heben die Wirkung von Histamin auf und verringern dadurch die
Bronchienverengung, die Gefallerweiterung und den damit verbundenen Blutdruckabfall
sowie die GefaRdurchlassigkeit.>° Salbutamol flihrt zu einer Bronchienerweiterung, wobei die
Wirkung innerhalb von Minuten einsetzt und drei bis fiinf Stunden lang anhalt.>°
Corticosteroide verhindern eine spate allergische Reaktion (mehr als acht Stunden nach dem
Konsum eines Allergens), wirken jedoch langsam und sind daher als Notfall-Medikament nicht
geeignet.?

Im sehr speziellen Fall, dass Personen von einer Lebensmittel-unabhangigen, Sport-
induzierten Anaphylaxis betroffen sind, missen diese mindestens zwei bis vier Stunden nach
einer Mahlzeit abwarten, ehe sie Sport betreiben. Allgemein gilt fir Personen mit jeder Form
von Sport-induzierter Anaphylaxis, dass sie nicht allein trainieren sollten und dass sie beim

allerersten Anzeichen einer Reaktion das Training sofort beenden miissen.3®

1.1.11.3 Neuere Therapie-Ansatze

Die orale, die sublinguale und die epikutane Immuntherapie streben eine Desensibilisierung
oder eine anhaltende Nichtreaktion an.® Das Ziel einer Desensibilisierung besteht im Anheben
der Reaktionsschwelle fur ein bestimmtes Allergen, was Betroffenen einen gewissen Schutz
vor unbeabsichtigt aufgenommenen Allergenen bieten soll. Dazu ist allerdings eine jahrelange
Immuntherapie notwendig und die Therapie muss dauerhaft fortgesetzt werden.® Die
anhaltende Nicht-Reaktion ist ein Zustand, in welchem selbst nach Absetzen der jahrelangen
Therapie keine klinisch beobachtbare Reaktion auf ein Allergen mehr stattfindet.® Eine orale

Toleranz kann hingegen Ublicherweise nicht durch eine Immuntherapie bewirkt werden.?
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Die orale Immuntherapie besteht darin, Betroffenen taglich eine bestimmte Dosis Allergen-
Pulver, einem Lebensmittel beigemischt, zu verabreichen, wobei die Dosis des Allergen-
Pulvers Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren regelmafig gesteigert wird.?

Die orale Immuntherapie fiihrt zu einem grof3en Erfolg in Bezug auf die Desensibilisierung und
die anhaltende Nicht-Reaktion, es kénnen jedoch Nebenwirkungen wie anaphylaktische
Reaktionen oder Symptome, welche den Gastrointestinaltrakt betreffen, auftreten.?

Bei der sublingualen Immuntherapie wird das Allergen jahrelang taglich unter die Zunge
eingebracht, was bei den meisten Personen nach einem Jahr Therapie zu einer
Desensibilisierung fiihrt, wobei nur wenige, lokale Nebenwirkungen beobachtet werden.?

Bei der epikutanen Immuntherapie wird das Allergen mit Hilfe eines Pflasters am Ricken
oder am Oberarm auf die Haut aufgebracht, wobei das Pflaster im 24-Stunden-Rhythmus
gewechselt wird.® Die Therapie wird ebenfalls jahrelang durchgefiihrt und fiihrt in manchen
Fallen nach einem Jahr Behandlung zu einer Desensibilisierung, besonders bei Kindern im
Alter von vier bis elf Jahren, und es treten nur wenige, harmlose Nebenwirkungen aufgrund

von Hautreizungen durch das Pflaster auf.?

1.1.12 Gesetzliche Kennzeichnungspflichten fiir Lebensmittelallergene

Bisher wurden Uber 170 Lebensmittel als Allergene identifiziert, jedoch sind nur wenige davon
far den Grofteil aller Lebensmittelallergien verantwortlich.®
Die Unterschiede in der toxikologischen Bewertung von Allergenen im Vergleich zu Toxinen
hinsichtlich der Auswirkungen einer bestimmten Dosis sind im Kapitel 1.1.2 angefiihrt,> 28
abgesehen davon gibt es jedoch auch innerhalb der Personengruppe, welche von einer
Lebensmittelallergie betroffen ist, Unterschiede. So kann etwa der Schwellenwert, bei dessen
Uberschreitung es zu einer Reaktion kommt, von Person zu Person unterschiedlich sein, und
zusatzlich kénnen weitere Erkrankungen, die Einnahme bestimmter Medikamente sowie
korperliche Belastungen eine Veranderung dieses Schwellenwertes zur Folge haben.?®
Lebensmittel, die nicht deklarierte Allergene enthalten, bedeuteten fur Personen mit einer
Lebensmittelallergie noch bis vor wenigen Jahren eine Gefahrdung fir die Gesundheit,®
mittlerweile gibt es jedoch fir diejenigen 14 Lebensmittel, welche am haufigsten eine
Lebensmittelallergie oder eine Lebensmittel-Unvertraglichkeit auslosen, eine EU-weite
Kennzeichnungspflicht.®° Diese gilt einerseits flir vorverpackte Lebensmittel und andererseits
laut den Erganzungen der Lebensmittelinformationsverordnung LMIV (EU) 1169/2011,%
welche mit dem 13.12.2014 in Kraft getreten ist, mittlerweile auch fir unverpackte
Lebensmittel, die beispielsweise in Kantinen oder Backereien zum Verkauf angeboten
werden. 6081
Abgesehen von der Kennzeichnungspflicht fur unverpackte Lebensmittel gibt es in der
genannten EU-Verordnung eine weitere Neuerung, welche die Verpflichtung zur besonderen
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Hervorhebung allergieauslésender Inhaltsstoffe in der Zutatenliste von Lebensmitteln betrifft.
Dabei missen sich Lebensmittelallergene in der Auflistung deutlich von den restlichen Zutaten
abheben, etwa durch eine andere Schriftart, einen anderen Schriftstii oder eine andere
Hintergrundfarbe. Beide Neuerungen in der Kennzeichnung sollen Betroffenen die
Vermeidung von Allergenen erleichtern.% 6

Allgemein qilt fur die Kennzeichnung von Lebensmittelallergenen, dass diesbezlgliche
Angaben nicht irrefiihrend, zweideutig oder missverstandlich sein durfen. Weiters ist eine
Werbung mit Selbstverstandlichkeiten nicht erlaubt.®® So ist etwa die Bezeichnung ,Kéase,
glutenfrei® nicht zulassig, da dieser Hinweis suggerieren wirde, dass es sich dabei um eine
Besonderheit dieses Produktes handle, was einer Irrefiihrung entsprechen wirde. Die
Beschreibung ,Kase, von Natur aus glutenfrei* ist hingegen mdglich.®°

Den Mitgliedsstaaten der EU ist es laut der LMIV (EU) 1169/2011 gestattet, eigene
Regelungen fur nicht vorverpackte Erzeugnisse zu erlassen. Dabei gilt grundsatzlich (wie bei
vorverpackten Produkten) eine schriftliche Kennzeichnungspflicht, es ist jedoch dartber
hinaus unter Einhaltung bestimmter Vorgaben auch eine mindliche Auskunft Gber Allergene
erlaubt.?® 6 Dabei ist verpflichtend vorgeschrieben, dass sich die Kennzeichnung von
Allergenen auf ein ganz bestimmtes Lebensmittel bezieht. Die Hinweise Uber enthaltene
Allergene dirfen daher nicht flr alle angebotenen Produkte zusammengefasst dargestellt
werden.®®

Laut dem Bundesgesetzblatt fir die Republik Osterreich aus dem Jahr 2014
(175.Verordnung)®? miissen Lebensmittelunternenmen in Osterreich sicherstellen, dass die
Informationen Uber kennzeichnungspflichtige Allergene in unverpackten Lebensmitteln
jederzeit verflgbar sind und leicht zuganglich gemacht werden.%? Es ist dabei ausreichend,
einen Hinweis, dass die genannten Informationen muindlich erfragt werden kénnen, an einer
gut sichtbaren Stelle anzubringen, eine Liste der in einem Erzeugnis enthaltenen Allergene
muss jedoch auch in schriftlicher Form dokumentiert sein. Sollten die Informationen mundlich
weitergegeben werden, hat dies durch dafir geschulte Personen zu erfolgen, wobei
nachweislich alle drei Jahre eine Wiederholung der Schulung erfolgen muss.5?

Diejenigen 14 Lebensmittel, welche Allergien oder Unvertraglichkeiten auslésen kénnen und
einer EU-weiten Kennzeichnungspflicht unterliegen, sind in Tab. 3 aufgelistet, wobei es bei
einigen der genannten Allergene laut der Lebensmittelinformationsverordnung LMIV (EU)
1169/2011 Ausnahmen von der Kennzeichnungspflicht gibt, beispielsweise fallen Glucose-
Sirupe auf Weizenbasis und andere aus einzelnen Allergenen in weiterer Verarbeitung
gewonnene Erzeugnisse nicht unter die Kennzeichnungspflicht.®% 6! Wie Tab. 3 zu entnehmen
ist, missen mit Ausnahme von Schwefeldioxid und mit Ausnahme der Sulfite alle Gbrigen
genannten Allergene unabhangig von ihrer Konzentration im jeweiligen Lebensmittel

gekennzeichnet werden.®® 61 Bei Schalenfriichten und bei glutenhaltigem Getreide muss die
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jeweils enthaltene Nuss- oder Getreidesorte jeweils in der Zutatenliste des Lebensmittels
genannt werden, da die Nennung der Uberbegriffe ,Schalenfriichte* bzw. ,Glutenhaltiges
Getreide® nicht ausreichend ist. Dies ist darin begriindet, dass unter den Uberbegriffen jeweils
einige sehr unterschiedliche Allergene zusammengefasst werden, wodurch die Nennung der
Uberbegriffe zu allgemein und daher fiir Betroffene in Bezug auf die Vermeidung eines
spezifischen Allergens unbrauchbar ware.?% ' Als ,glutenfrei“ dirfen Produkte mit weniger als
20 mg Gluten pro kg Lebensmittel bezeichnet werden.5% 61

Die Kennzeichnung von haufig zu Reaktionen flihrenden Allergenen auf Produkten
gewabhrleistet eine wesentlich hohere Sicherheit flr Betroffene und ist daher nicht nur in der
EU, sondern mittlerweile auch in vielen weiteren Landern gesetzlich verpflichtend

vorgeschrieben, beispielsweise in den USA, in Australien, in Kanada und in Japan.?

Tab. 3: In der EU kennzeichnungspflichtige Lebensmittelallergene nach Demmel®°

Kennzeichnungspflichtige Lebensmittelallergene in der Europaischen Union

Glutenhaltiges Getreide

Namentlich: Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Dinkel, Kamut (sowie Hybridstdmme der genannten
Getreidesorten) und daraus gewonnene Erzeugnisse

Krebstiere und daraus gewonnene Erzeugnisse

Eier und daraus gewonnene Erzeugnisse

Fische und daraus gewonnene Erzeugnisse

Erdniisse und daraus gewonnene Erzeugnisse

Sojabohnen und daraus gewonnene Erzeugnisse

Milch und daraus gewonnene Erzeugnisse

Schalenfriichte

Namentlich: Mandeln, Haselnlsse, Walnlisse, Cashew-Nisse, Pekannlsse, Paranisse, Pistazien,
Macadamia-Nusse, Queensland-Nusse und daraus gewonnene Erzeugnisse

Sellerie und daraus gewonnene Erzeugnisse

Senf und daraus gewonnene Erzeugnisse

Sesamsamen und daraus gewonnene Erzeugnisse

Schwefeldioxid und Sulfite

in Konzentrationen von mehr als 10 mg/kg oder 10 mg/L im genussfertigen Lebensmittel

Lupinen und daraus gewonnene Erzeugnisse

Weichtiere und daraus gewonnene Erzeugnisse
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1.1.12.1 Die Problematik ,versteckter Allergene” in Lebensmitteln

Die Kennzeichnungspflicht stellt flir Betroffene eine deutliche Verbesserung hinsichtlich der
Méoglichkeit zur Vermeidung von Allergenen in zusammengesetzten Lebensmitteln oder
Fertigprodukten dar.?® Nachdem jedoch unbeabsichtigt in ein Produkt eingebrachte Allergene
von der Kennzeichnungspflicht ausgenommen sind,®° wird die Situation fir Personen mit einer
Lebensmittelallergie wiederum erschwert.?? Derartige nicht erkennbare oder nicht
einschatzbare Vorkommen von Allergenen in Lebensmitteln werden als ,versteckte
Lebensmittelallergene” bezeichnet und kdnnen unterschiedliche Ursachen besitzen:%3

1) Allergene konnen versehentlich und ohne Wissen des Herstellers in Spuren in ein Produkt
gelangen,?® indem sie wahrend des Transports, der Lagerung, Herstellung oder Verpackung
in das Produkt ,.eingeschleppt‘ werden.®® Fiir Personen mit einer Lebensmittelallergie bedeutet
dies, dass trotz des Studiums der Zutatenliste eines Produktes eine allergische Reaktion
auftreten kann, bei einer hochallergischen Person im schlimmsten Fall sogar ein
lebensbedrohlicher anaphylaktischer Schock.?® Sollte ein Lebensmittelunternehmen einen
derartigen Fall fir eines seiner Produkte beflirchten, so steht es diesem frei, gegebenenfalls
aus Grunden der Produkthaftung eine Kennzeichnung vorzunehmen, obwohl diese gesetzlich
nicht verpflichtend ist.®°

Fir Lebensmittelunternehmen ist es im Allgemeinen unmdglich, den Eintrag von Spuren von
Allergenen im Verarbeitungsprozess von Lebensmitteln vollstandig auszuschlieRen, was zur
Folge hat, dass Firmen ihre Produkte haufig zur Sicherheit mit vorbeugenden Hinweisen
versehen, beispielsweise mit dem Hinweis ,Kann Spuren von ... enthalten“.?® Allerdings besitzt
dies auch einige Nachteile: Einerseits kann es vorkommen, dass ein Produkt, obwohl ein
derartiger Hinweis vorhanden ist, das betreffende Allergen Uberhaupt nicht enthalt, wodurch
Konsumentinnen und Konsumenten das Produkt meiden. Andererseits kdnnte es auch
umgekehrt passieren, dass ein Lebensmittelunternehmen aufgrund der fehlenden
Kennzeichnungspflicht keinen derartigen Hinweis anbringt, das Allergen jedoch trotzdem in
Spuren im Produkt zu finden ist, was im Fall des Verzehrs schwerwiegende gesundheitliche
Konsequenzen flr Betroffene nach sich ziehen kann.?® Konsumentinnen und Konsumenten
mussen daher bei jedem Produkt entscheiden, ob sie dem Lebensmittelunternehmen genug
Vertrauen entgegenbringen, beim Verzehr eines Produktes keinen gesundheitlichen Schaden
zu erleiden.®?

In diesem Zusammenhang ergibt sich auch das Problem, dass es bisher keine genaue
Definition des Begriffs ,Allergenspuren® gibt, sodass bei einem derartigen Hinweis auf einem
Produkt nicht definiert ist, in welcher Konzentration das Allergen im betreffenden Produkt
vorkommt. Es fehlen bisher zum Grofteil klinische Daten zu den gerade noch tolerierbaren
Schwellenwerten fur Lebensmittelallergene, weshalb auch nicht klar ist, ab welchen Mengen

die jeweiligen Allergene einer gesetzlichen Kennzeichnungspflicht unterliegen sollten.?
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Zusammengefasst Iasst sich daher feststellen, dass Lebensmittelunternehmen, wenn es um
Spuren von Allergenen geht, Konsumentinnen und Konsumenten gegeniiber eine grof3e
Verantwortung besitzen, und dass Betroffene im Zweifelsfall lieber auf Fertigprodukte oder
zusammengesetzte Lebensmittel verzichten sollten, wenn sie nicht sicher sein kdnnen, dass
diese keine Spuren eines bestimmten Allergens enthalten.?®

2) Allergieauslésende Zutaten in Lebensmitteln sind teilweise nicht klar und leicht verstandlich
angegeben und daher fur Allergiker trotz Studieren der Zutatenliste moéglicherweise nicht
erkennbar. Beispiele daflr sind die Kennzeichnungen ,Molkenprotein“ und ,Casein®, welche
beide aus Milch gewonnen werden, ,Tofu“ aus Soja, ,Bulgur‘ und ,Couscous” aus Weizen
sowie ,Ovalbumin®“ aus dem Ei.®

3) Eine weitere Quelle ,versteckter Allergene” sind unvermutet in einem Produkt vorkommende
Allergene, beispielsweise, wenn das Allergen aufgrund der Packungs-Gestaltung nicht im
Produkt vermutet wird, da es dort nicht abgebildet ist oder da es in der Bezeichnung des
Produktes nicht vorkommt. Abgesehen davon kann es vorkommen, dass
Lebensmittelunternehmen die Rezepturen von Produkten verandern, wahrend die
Verpackungsgestaltung gleichbleibt.®?

4) Der Konsum von Lebensmitteln aus Einzelverpackungen, welche sich urspringlich in einer
Groldpackung befunden haben, kann ebenfalls zu Problemen flihren, wenn beispielsweise auf
der Einzelverpackung keine Zutaten angegeben sind und die GroRpackung nicht mehr zur
Verfuigung steht.53

5) Eine weitere Schwierigkeit tritt aufgrund neuer, bisher nicht kennzeichnungspflichtiger
Allergene auf, da diese teilweise nicht in der Zutatenliste des Produkts genannt werden,

beispielsweise im Fall von Gewlirzmischungen.®?

1.2 MOHN und MOHNALLERGIE

1.2.1 Schlafmohn (Papaver somniferum)

Der Schlafmohn (Papaver somniferum) ist eine von etwa 70 Pflanzenarten der Gattung
Papaver, welche der Pflanzenfamilie der Papaveraceae (Mohngewéachse) angehort.* Der
Schlafmohn stammt aus Mitteleuropa und/oder Sideuropa, wo er bereits im Neolithikum
angepflanzt wurde, und besitzt zahlreiche Unterarten und Varietaten. Mittlerweile ist er in der
gesamten Welt zu finden und besitzt in vielerlei Hinsicht eine lange Geschichte.®

Schlafmohn wéachst am besten auf warmen, nahrstoffreichen, kalkhaltigen Bdden, besitzt aber
eine gute Anpassungsfahigkeit an verschiedene klimatische Bedingungen.®® Neben dem
Schlafmohn gibt es unter den Mohngewéachsen noch weitere bekannte Vertreter,
beispielsweise den Klatschmohn, den Stachelmohn und das Schéllkraut.®® In Osterreich ist der

Schlafmohn ebenfalls eine sehr alte Kulturpflanze, und man findet als haufigste Varietaten den
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Blaumohn sowie den heimischen, weit verbreiteten Graumohn,®” wobei der Waldviertler
Graumohn als ,geschiitzte Ursprungsbezeichnung® deklariert ist.®®

Die reifen Samen des Schlafmohns konnen in unterschiedlichen Farben auftreten, so zum
Beispiel gelb, braun, blaugrau, schwarz® oder weil3, wobei sie ein nierenformiges Aussehen
besitzen und eine GréfRe von bis zu 1,5 mm erreichen.?® Von den Blltenblattern existieren

ebenfalls diverse Farbvarietaten, etwa weil3, rosa, violett, blaulich, leuchtendrot und schwarz.%

1.2.1.1 Die Inhaltsstoffe von Schlafmohn und deren Verwendung

Urspringlich fand der Schlafmohn vermutlich eine Verwendung als Nahrungs- und
Rauschpflanze und war somit eine bedeutende Kulturpflanze. Abgesehen davon diente er im
Lauf der Geschichte auch als wichtige Heilpflanze, da die schlafférdernde Wirkung bereits sehr
friih bekannt war.54
Schlafmohn enthalt zahlreiche Inhaltsstoffe, darunter bis zu 40 unterschiedliche Alkaloide,
welche sich hauptsachlich im Milchsaft der unreifen Mohnkapsel befinden, beispielsweise bis
zu 23 % Morphin, 4 % Codein, 2 % Papaverin und viele weitere Alkaloide in unterschiedlichen
Anteilen,%* die eine groRe Bedeutung fir die pharmazeutische Industrie besitzen.®®
Schlafmohn produziert betrachtliche Mengen an Milchsaft,*' welcher eine schmerzstillende
Wirkung besitzt.®® Dieser wird durch das Anschneiden der unreifen, ausgewachsenen
Fruchtkapsel gewonnen, trocknet an der Luft und erhalt dadurch schliel3lich seine typische
braune Farbe.®® Fir die Alkaloid-Gewinnung ist ein besonders hoher Alkaloid-Gehalt in den
Samen und in der Kapsel winschenswert, fir den sogenannten ,Backmohn® wird hingegen
ein moglichst geringer Alkaloid-Gehalt angestrebt.5°
In den Samen findet man kein Morphin, und der Alkaloid-Gehalt in der reifen Mohnkapsel
betragt allgemein nur 0,4-1,5 %,% sodass die reifen Mohnsamen hdchstens Spuren von
Alkaloiden enthalten® und im Gegensatz zum Milchsaft nicht narkotisierend wirken.*' Bei der
Verdauung der Samen kann jedoch durch das Enzym Pepsin das Alkaloid Codein entstehen.5
Die prozentuelle Zusammensetzung der Inhaltsstoffe ergibt, dass Mohnsamen 40-55 %
Mohnol,%® bis zu 20 % Proteine, 20 % Ballaststoffe sowie 4 % Kohlenhydrate enthalten. Der
Rest verteilt sich in etwa zu gleichen Teilen (jeweils etwa 6 %) auf Wasser und Mineralien,
beispielsweise Natrium, Kalium, Magnesium, Kalzium, Mangan, Eisen, Kupfer, Zink und
Phosphor.”® Weiters sind einzelne Vitamine in kleineren Mengen enthalten, so zum Beispiel
die Vitamine B4, B2 und Bs. Die in den Mohnsamen enthaltenen Proteine bestehen unter
anderem aus allen acht essenziellen Aminosauren (Histidin, Leucin, Isoleucin, Lysin,
Methionin, Phenylalanin, Threonin und Tryptophan).”®
Die Samen des Schlafmohns finden Anwendung in verschiedenen Bereichen, beispielsweise
wird daraus Mohndl gewonnen, welches einen hohen Anteil an Linolsaure (bis zu 74 %)% und
Olsaure (bis zu 30 %)% sowie in geringeren Anteilen auch Palmitinsdure (8-12 %) und
33



Stearinsdure (1-2 %) besitzt. Mohndl ist ein wertvolles Speisedl,®® wird aber auch zur
Herstellung von Malerfarben verwendet, da es sich an der Luft verfestigt und auRerdem die
hochste Schmierfahigkeit unter allen Pflanzendlen aufweist.®” Weiters werden Mohnsamen in
der Erzeugung von Backwaren eingesetzt, etwa von Brot, Geback, Mohntorten,
Mohnkuchen,®® Mohnstriezeln,*' Muffins,*® SiiRspeisen wie Mohnnudeln und Germknddeln.%®
Zusatzlich finden Mohnsamen eine Verwendung in asiatischen Gerichten und indischen Curry-

Pasten® und werden gelegentlich auch zur Farbung, etwa von Hustenséften, eingesetzt.®!

1.2.1.2 Medizinische Anwendungen von Schlafmohn

Es gibt Personen mit einer Opiat-Allergie, welche bei Verabreichung von Opiaten im Rahmen
einer Anasthesie eine anaphylaktische Reaktion erleiden konnen.”! Die Diagnose einer Opiat-
Allergie ist jedoch schwierig, da bei einem Skin-Prick-Test aufgrund der durch die
aufgetragenen Opiate verursachten lokalen Degranulation der Mastzellen eine gréfRere
Anschwellung der Haut entsteht, welche aber unter Umstanden nur durch das Opiat an sich
und nicht immer durch eine Allergie gegen das Opiat bewirkt wird. Daher hat ein Skin-Prick-
Test mit Opiaten keine Aussagekraft bezliglich des Vorliegens einer Opiat-Allergie.”’

Es wurde daher vorgeschlagen, dass man mit Hilfe eines positiven Skin-Prick-Tests mit
Mohnsamen und bei Vorliegen erhohter IgE-Werte in einem Serum-Test mit
Schlafmohnsamen-Extrakten eine Opiat-Allergie diagnostizieren kénnte.”! Diese Annahme
wurde jedoch in der Zwischenzeit erganzt, da festgestellt wurde, dass ein positiver IgE-Serum-
Test mit Schlafmohnsamen-Extrakten nicht als alleiniges Mittel zur Diagnose-Stellung
herangezogen werden kann, und dass zusatzlich noch ein Provokationstest durchgefuhrt
werden sollte, um Fehldiagnosen zu vermeiden."?

Eine weitere Anwendung von Mohn zur Diagnose von Erkrankungen stellt der ,Mohn-Test*
dar, worunter man die Verwendung von Mohnsamen zur Feststellung von enterovesikalen
Fisteln bei der chronischen Darmerkrankung Morbus Crohn versteht. Die bei dieser
Erkrankung entstehenden Fisteln besitzen in manchen Fallen einen sehr kleinen
Durchmesser, wodurch sie mit gangigen bildgebenden Verfahren (Endoskopie,
Magnetresonanztomografie, Computertomografie) nicht dargestellt werden kdnnen. In diesem
Fall kann der Verzehr von Mohnsamen als Diagnosemittel eingesetzt werden, da diese sehr
kleine Fisteln durchwandern und schlieBlich, etwa bei Auftreten einer Fistel zwischen dem

Darm und der Harnblase, im Urin nachgewiesen werden kénnen.”
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1.2.2 Epidemiologie der Mohnallergie

Sesam-, Senf-, Sonnenblumen-, Mohn- und Leinsamen koénnen allergische Reaktionen
auslésen, wobei Sesam unter den genannten Samen am haufigsten zu Symptomen fiihrt.3¢
Allergische Reaktionen gegen Samen nehmen allgemein zu, da diese immer mehr in die
Erndhrung einbezogen werden, allerdings besteht eine Schwierigkeit darin, Samen als
Allergene zu erkennen. Abgesehen davon werden Allergien gegen Samen mit Ausnahme der
Sesam-Allergie Ublicherweise nicht ausreichend erfasst.*?

Mohnsamen werden im Vergleich zu anderen Lebensmitteln, beispielsweise Erdnussen oder
anderen Hulsenfriichten wie Sojabohnen, in Europa und Nordamerika Ublicherweise in eher
kleineren Mengen konsumiert,” es gibt jedoch auch Lander, in denen Mohnsamen haufiger
zum Einsatz kommen, etwa in Deutschland.” Mohnsamen werden jedoch, obwohl sie nicht in
grollen Mengen verwendet werden, weltweit konsumiert. Trotzdem gibt es nicht viele
Literaturquellen mit Informationen Uber allergische Reaktionen nach dem Verzehr von
Schlafmohnsamen, und die vorhandenen Daten Uber die Mohn-Allergie, aber auch Uber die
Sonnenblumen-, Senf-, Kiirbis- und Leinsamen-Allergie beziehen sich meistens auf einzelne
Fallbeschreibungen.*?

Von den genannten Samen-Allergien ist die Sesam-Allergie die einzige, von der es
Schatzungen der Haufigkeit (0,1-0,2 %) gibt,”® ansonsten sind epidemiologische Daten rar, so
in Bezug auf die Sonnenblumen-, Kiirbis-, Leinsamen- und Mohn-Allergie.*> Da die Mohn-
Allergie in Europa und weltweit nur selten auftritt,?® Mohnsamen jedoch eine Anaphylaxie
auslosen konnen, ist eine ausfiihrliche Anamnese besonders wichtig."

Samen I6sen generell haufig anaphylaktische Reaktionen bei Kindern aus, so wurde etwa
2017 in Polen ermittelt, dass Samenproteine in 63 von 187 Fallen der Grund flr eine
anaphylaktische Reaktion bei Kindern waren, wobei darunter beispielsweise Speicherproteine
von Sonnenblumen-, Sesam-, Wassermelonen- und Mohnsamen zu finden waren.””

Eine weitere Studie aus Tschechien?® aus dem Jahr 2014 ergab, dass Mohnsamen bei Kindern
in 14 % und bei Erwachsenen sogar in 25 % der Félle der Ausl6ser fur eine anaphylaktische
Reaktion waren, und dass die Schwellendosis allgemein sehr niedrig lag.?°

Die im Rahmen einer Studie”® in Schweden, Danemark, Estland, Litauen und Russland
durchgefihrten Umfragen zeigten, dass unter denjenigen Personen, die an Lebensmittel-
Unvertraglichkeiten litten, eine selbst berichtete Mohn-Unvertraglichkeit am haufigsten in
Schweden (10,0 %) auftrat, gefolgt von Litauen (5,5 %), Estland (4,5 %), Danemark (4,0 %)
und Russland (1,3 %).”®
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1.2.3 Allergene in Schlafmohnsamen

Extrakte aus den Samen des Schlafmohns enthalten verschiedene Proteine und
Glykoproteine, die an spezifische, aus den Blutseren von Personen mit einer Mohnallergie
gewonnene IgE-Antikorper binden kénnen.*® Dazu wurde 1999 in Wien eine Studie*® mit
Blutseren von elf Patientinnen und Patienten mit einer Mohnallergie durchgefuhrt. Es zeigte
sich, dass es zu einer Bindung von IgE-Antikdrpern der Patientinnen und Patienten an mehrere
Proteine aus dem Mohn-Extrakt kam, so bei zehn Personen an ein 45 kDa-Protein, bei vier an
ein 34 kDa-Protein, bei jeweils funf an ein 17 kDa-Protein sowie an ein 14 kDa-Protein und bei
drei Personen an ein 5 kDa-Protein.*° Bei einzelnen Patientinnen und Patienten konnte auch
eine Bindung an 20, 25, 30 oder 40 kDa-Proteine festgestellt werden. Bei genaueren
Untersuchungen wurden die 40 kDa- und 45 kDa-Proteine als Glykoproteine identifiziert, deren
Kohlenhydratanteile Epitope enthielten.*°

Mittlerweile hat man die Allergene in Mohnsamen genauer untersucht, wobei Pap s, Pap s 1
(ein Bet v 1-Homolog), Pap s 2 (ein Profilin) und Pap s 34 kDa beschrieben wurden,?
aullerdem gibt es Hinweise darauf, dass ein 2S-Albumin in Mohnsamen ebenfalls eine Rolle
als Allergen spielen und Kreuzallergien mit Prolaminen aus anderen Samen, Nissen und

Huilsenfriichten ausldsen konnte.3”

1.2.3.1 Schlafmohnsamen: in vitro-Kreuzreaktionen und klinische Kreuzreaktionen

Es ist wichtig, zwischen in vitro-Kreuzreaktionen aufgrund durchgefihrter Immuno-Assays und
klinischen Kreuzallergien zu unterscheiden, da eine in vitro-Kreuzreaktion zwar mit klinischen
Symptomen einhergehen kann, aber nicht muss. Nicht alle in vitro-Kreuzreaktionen flhren
daher zum tatsachlichen Auftreten einer allergischen Reaktion.*?

Was die im Schlafmohnsamen-Extrakt identifizierten Proteine betrifft, so zeigte das 45 kDa-
Glykoprotein in der beschriebenen Wiener Studie*® bei zehn Patientinnen und Patienten eine
Bindung an Schlafmohn-spezifische IgE-Antikérper aus dem Blutserum, weswegen man
davon ausgeht, dass es sich um das Hauptallergen in Schlafmohnsamen handelt.*’ Dieses
Glykoprotein zeigte in weiteren in vitro-Versuchen Kreuzreaktionen mit Bestandteilen von
Birken-, BeifuRR- und Wiesenlieschgraspollen-Extrakten.*°

Beim 34 kDa-Protein traten hingegen keine in vitro-Kreuzreaktionen mit den genannten Pollen-
Extrakten auf, weswegen anzunehmen ist, dass es sich beim 34 kDa-Protein im Gegensatz
zum 45 kDa-Glykoprotein um ein Schlafmohn-spezifisches Allergen handelt.*® Weiters
konnten Ahnlichkeiten der Proteine in den Mohnsamen-Extrakten mit den bekannten
Pollenallergenen Bet v 1 und Profilin beobachtet werden,*® und weitere Untersuchungen

zeigten, dass das 45 kDa-Protein aus dem Schlafmohn-Extrakt homolog zu Bet v 1 und Bet v
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2 ist. Bet v 1-Homologe werden auch als PR-10 bezeichnet und bei Bet v 2 handelt es sich um
ein Profilin.*2

Bet v 1 und die Profiline besitzen eine so grolde Bedeutung fir viele Pflanzenzellen, dass sie
teilweise in weit entfernt verwandten Pflanzenfamilien zu finden sind. Dies erklart generell das
hohe Potenzial fir Kreuzallergien zwischen Allergenen aus nicht naher verwandten
Pflanzenfamilien.® Bet v 1 und Profilin reagieren sehr empfindlich auf die Verdauungsvorgange
im Magen, daher erfolgt die Sensibilisierung in den meisten Fallen durch die Inhalation von
Pollen. Bei Personen, bei welchen die Menge an Magensaure reduziert ist, ist jedoch auch
eine Sensibilisierung gegen Bet v 1 und Profilin im Verdauungstrakt moglich.®

Weiters zeigte sich, dass die Schlafmohn-spezifischen IgE-Antikérper aus den Blutseren der
Wiener Patientinnen und Patienten in vitro an Extrakte von Fenchel, Anis, Koriander und
Kreuzkimmel binden konnten, was ein weiterer Hinweis auf ahnliche Strukturen mit
kreuzreaktiven Eigenschaften ist.*> Abgesehen davon gibt es Berichte von in vitro-
Kreuzreaktionen von Schlafmohnsamen-Extrakten mit den Extrakten von Sesamsamen,** 4°
Kiwis,** Roggen,*"- 4 Haselnlssen,*> “* Erdnissen, Sojabohnen, Walnissen und
Buchweizen.*3

In Buchweizen ist ein 11S-Globulin enthalten, das in vitro-Kreuzreaktionen mit ahnlichen
Strukturen aus biologischen Arten anderer Pflanzenfamilien auslésen kann, wobei
angenommen wird, dass die erste Sensibilisierung gegen das 11S-Globulin im Buchweizen
erfolgt. Dieses 11S-Globulin kann anaphylaktische Reaktionen bewirken und aufgrund der
Kreuzreaktionen auch zu klinisch beobachtbaren allergischen Reaktionen auf andere
Lebensmittel fihren.*3

Es wurde beispielsweise der Fall eines 7-jahrigen Patienten mit einer anaphylaktischen
Reaktion nach dem Verzehr von Buchweizen beschrieben, wobei schlieBlich in vitro-
Kreuzreaktionen des 11S-Globulins aus dem Buchweizen mit den Extrakten aus Schlafmohn,
Haselnuss, Erdnuss, Sojabohne, Walnuss und Sesam entdeckt wurden. Abgesehen davon
wurden bei demselben Patienten auch zwei klinische Kreuzallergien beobachtet, und zwar
eine anaphylaktische Reaktion nach dem Konsum von Haselnlissen sowie ein orales
Allergiesyndrom nach dem Verzehr von Schlafmohnsamen.*®

Von den elf Patientinnen und Patienten der Wiener Studie® litten neun bereits an Allergien
gegen Birken-, Beiful®- oder Wiesenlieschgraspollen, bevor sie die Schlafmohnallergie
entwickelten, was abgesehen von den in vitro bestimmten immunologischen Kreuzreaktionen
auch auf eine klinische Kreuzallergie zwischen Schlafmohn und Pollen hinweist.*°

Weitere klinisch beobachtete Reaktionen, welche bei den elf Patientinnen und Patienten
auftraten, waren allergische Reaktionen gegen Nisse, Sesamsamen, Zimt, Kiwis, Erdbeeren,

Orangen, Zitronen, Apfel, Soja, Sellerie, Erbsen, Senf, Eiweil und Fisch.*°
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Die im Zusammenhang mit den Samen des Schlafmohns beschriebenen in vitro-
Kreuzreaktionen und klinischen Kreuzallergien sind zusammengefasst in Tab. 4 aufgelistet,
wobei jene Lebensmittel, bei welchen in der Literatur sowohl in vitro-Kreuzreaktionen als auch

klinisch beobachtete Kreuzallergien beschrieben werden, fett gedruckt dargestellt sind.*%-4°

Tab. 4: Schlafmohnsamen: in vitro-Kreuzreaktionen und Kreuzallergien*-4°

in vitro-Kreuzreaktionen Kreuzallergien
Birkenpollen Birkenpollen
BeifuBpollen BeifuBpollen
Wiesenlieschgraspollen Wiesenlieschgraspollen
Kiwi Kiwi
Sesamsamen Sesamsamen
Haselnuss Haselnuss
Buchweizen Buchweizen
Sojabohne Soja
Fenchel Nusse
Anis Zimt
Koriander Erdbeeren
Kreuzkimmel Orangen
Roggen Zitronen
Erdnuss Apfel
Walnuss Sellerie
Erbsen
Senf
Eiweil}
Fisch

1.2.3.2 Der Einfluss der Verarbeitung von Mohnsamen auf die Mohn-Allergie

Die allergieausldsende Wirkung von Gewlrzen und Samen hangt allgemein von der
Zubereitung ab, wobei in manchen Fallen (z.B. Paprika) die zu Bet v 1 bzw. Profilin homologen
Allergene durch das Trocknen und Mahlen zerstért werden. In anderen Fallen, etwa bei den
Samen des Schlafmohns, bleibt die allergieausldsende Wirkung jedoch beispielsweise nach
dem Rosten® oder Kochen erhalten, die enthaltenen Allergene sind also hochgradig
thermostabil,®" wodurch sowohl frische als auch erhitzte Mohnsamen eine allergische Reaktion
auslosen kénnen.?° Hinweise darauf liefern verschiedene Berichte, beispielsweise wurde bei
einem 52-jahrigen Patienten eine allergische Reaktion gegen Schlafmohnsamen beobachtet,
wobei ein durchgefuhrter Skin-Prick-Test mit Extrakten von sowohl rohem als auch
gebackenem Schlafmohn positiv verlief.”

Abgesehen davon besitzen die Allergene in Schlafmohnsamen pro-anaphylaktische
Eigenschaften, wirken sich also beglnstigend auf anaphylaktische Reaktionen aus,?° wobei
Berichte darauf hindeuten, dass die Verwendung von gemahlenen im Vergleich zu nicht

gemahlenen Mohnsamen das Risiko fur das Auftreten einer anaphylaktischen Reaktion
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erhoht. Es wurden in der Literatur jedoch auch anaphylaktische Reaktionen nach dem Verzehr
von nicht gemahlenen Mohnsamen beschrieben.*' Die pro-anaphylaktische Wirkung von
Mohnsamen kénnte ein Zeichen daflir sein, dass es sich bei den auslésenden Allergenen nicht
um Bet v 1- oder Profilin-Homologe handelt, sondern um Proteine aus einer anderen
Proteinfamilie, moglicherweise um Vertreter der Samen-Speicherprotein-Familie.?°

Was das allergieauslésende Potenzial von Mohndl betrifft, so ist dieses anscheinend nicht
gegeben,® da bisher kein einziger Fall einer allergischen Reaktion nach dem Verzehr von

Mohnol dokumentiert ist.*?

1.2.4 Symptome der Mohn-Allergie

Allergische Typ-I-Reaktionen gegen Schlafmohnsamen treten nur selten auf, jedoch kommt
es haufig zu schwerwiegenden Reaktionen, insbesondere bei Personen mit einer Atopie’ oder
mit bereits vorhandenen Allergien gegen Pollen oder Nisse.® Allgemein findet man bei etwa
80 % der Personen mit einer Mohnallergie eine atopische Vorgeschichte und zwei Drittel aller
Betroffenen leiden gleichzeitig an einer oder mehreren weiteren Lebensmittelallergien.*' Dabei
sind Personen mit einer Haselnuss-Allergie besonders gefahrdet, eine durch
Schlafmohnsamen ausgeldste allergische oder anaphylaktische Reaktionen zu erleiden.®”
Eine Mohn-Allergie kann durch den Verzehr sowie durch die Inhalation von Schlafmohnsamen
ausgeldst werden, abgesehen davon auch durch eine korperliche Betatigung nach dem
Konsum von Lebensmitteln, die Schlafmohnsamen enthalten.20 37 40. 41, 43, 45, 51, 66, 75, 77-81
Typische Reaktionen bei einer Allergie gegen die Samen des Schlafmohns betreffen die Haut
und die Schleimhaute, beispielsweise im Gastrointestinaltrakt und in den Bronchien.”® Dabei
kénnen Symptome wie Juckreiz im Bereich des Mundes und der Lippen, Brechreiz und
Atemnot’® bis hin zu anaphylaktischen Reaktionen?0: 37:41.45.66.75.77.79-81 ynd Sport-induzierten
anaphylaktischen Reaktionen auftreten.?’ %' Weitere beschriebene Symptome nach der
Aufnahme von Schlafmohnsamen sind allergischer Schnupfen, Husten, keuchender Atem,
Asthma, eine Ro6tung der Haut, Urtikaria, Exanthema (entzindlicher Hautauschlag),
Schmerzen im Bauchraum sowie Durchfall.*
Abgesehen davon wurden ein durch Schlafmohnsamen verursachtes orales Allergiesyndrom
nach vorheriger Sensibilisierung durch das 11S-Globulin von Buchweizen*® sowie das
Auftreten einer blasenférmigen Kontakt-Konjunktivitis durch das Entfernen von Kontaktlinsen
nach dem Kontakt mit einem Mohnsamen-Brétchen beschrieben.*!
Weiters wurden zwei Falle beschrieben, bei welchen eine allergische Reaktion durch die
Inhalation von Mohnsamen, die sich auf einem Mohnsamen-Kuchen in der Nahe der
Betroffenen befunden haben, ausgeldst wurde.®¢ 8 Zu den Speisen, deren Verzehr im
Zusammenhang mit einer Mohn-Allergie beschrieben wurden, zahlen beispielsweise
Mohnsamen-Kuchen,3": 41.51.66.75. 80 Mohnsamen-Brétchen®” 4! sowie Mohnsamen-Chips.®®
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Neben der Allergie gegen die Samen des Schlafmohns sind auch Allergien gegen weitere
Vertreter der Ubergeordneten Familie der Papaveraceae (Mohngewachse) bekannt,
beispielsweise allergische Reaktionen bei Kontakt mit Papaver rhoeas (Klatschmohn) sowie

mit Dicentra spectabilis (Tranendes Herz).3"- 8

1.2.4.1 Die Mohn-Allergie bei Personen ohne weitere allergische Erkrankungen

Obwohl eine Mohn-Allergie in den meisten Fallen von anderen allergischen Erkrankungen
begleitet wird, gibt es auch Einzelfalle von Personen, die weder an einer Atopie leiden noch
allergisch gegen Nisse oder Friichte sind, und trotzdem eine anaphylaktische Reaktion nach
dem Verzehr von Mohnsamen erleiden. So traten im Fall des bereits im Kapitel 1.2.3.2
erwahnten 52-jahrigen Patienten nur wenige Minuten nach dem Verzehr eines Mohnkuchens
Symptome wie Oberbauchschmerzen, ein Angioddem sowie Atemnot auf.”> Der Mann litt
weder an anderen Lebensmittelallergien noch an Heuschnupfen oder weiteren Erkrankungen,
und weder in der Familiengeschichte noch bei ihm selbst war eine Atopie dokumentiert
worden. Ein Skin-Prick-Test bei dem Patienten zeigte jedoch ein positives Ergebnis in Bezug
auf Haselnisse, Walnlsse, Mandeln und Mohnsamen. Es wird daher vermutet, dass eine
Mohn-Allergie auftreten kann, wenn gleichzeitig IgE-Antikdrper gegen NlUsse nachgewiesen

werden kénnen, auch ohne Beobachtung klinischer Symptome einer Nuss-Allergie.”®

1.2.4.2 Anaphylaktische Reaktionen nach dem Verzehr von Mohnsamen

Es werden in der Literatur einige Falle von durch Mohnsamen ausgeldsten anaphylaktischen
Reaktionen beschrieben, beispielsweise der eines 17-jahrigen Jugendlichen, welcher eine
systemische Reaktion nach dem Verzehr eines Kuchens mit Mohnsamen erlitt.2° Dabei traten
verschiedene Symptome wie akute Bauchschmerzen, Urtikaria und ein sehr niedriger
Blutdruck (70/45 mm Hg) auf. Einige Wochen spater al} der Jugendliche einen Topfenkuchen,
welcher sich auf einem Teller in unmittelbarer Nahe eines weiteren Tellers mit einem
Mohnkuchen befunden hatte.®® Dabei wurden zwei verschiedene Messer zum
Herunterschneiden der beiden Kuchen verwendet, und obwohl es auch sonst zu keinem
direkten Kontakt zwischen den beiden Kuchen gekommen war, entwickelte sich beim
Jugendlichen ein brennendes Gefihl im Mund, nachdem er den Topfenkuchen konsumiert
hatte.®® Die Reaktion war in diesem Fall um einiges schwacher als nach dem einige Wochen
zuvor konsumierten Mohnkuchen, jedoch ist sie ein Hinweis darauf, dass eine allergische
Reaktion gegen Mohnsamen nicht nur durch den Verzehr, sondern auch durch eine Inhalation

ausgelost werden kann.®
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Weiters wird ein zweiter Fall eines 16-jahrigen Jugendlichen beschrieben, bei welchem die
Inhalation von Mohnsamen nicht nur harmlose Symptome bewirkte, sondern unter anderem
sogar zu einer Atemnot flihrte.5°

Ein weiterer Fall betrifft ein 17-jahriges Madchen, welches einen einzigen Bissen eines
Mohnsamen-Kuchens verzehrt hatte und zehn Minuten spater eine anaphylaktische Reaktion
mit Brechreiz, Hitzegeflihl, Bauchschmerzen, Atemnot und letztendlich Bewusstlosigkeit erlitt,
weswegen sie auf einer Intensivstation behandelt werden musste.*! Das Madchen hatte
bereits Jahre zuvor zweimal Reaktionen nach Kontakt mit Mohn erlebt, einmal Schwellungen
und Juckreiz im Mundbereich nach dem Verzehr eines Mohnsamen-Brdtchens und ein zweites
Mal eine blasenférmige allergische Bindehautentziindung am Auge, als sie ihrer Familie
Mohnsamen-Brotchen serviert und anschliefend ihre Kontaktlinsen entfernt hatte. Aullerdem
hatte die Jugendliche bereits einige Zeit zuvor eine allergische Reaktion gegen Sesam erlitten,
jedoch traten bei ihr weder Heuschnupfen noch Asthma oder atopische Dermatitis auf.
Interessanterweise zeigte sich in einem Provokationstest keinerlei Reaktion auf bis zu zehn
Gramm unbearbeitete Mohnsamen, es entwickelte sich jedoch eine anaphylaktische Reaktion
nach dem Konsum der zehnfach geringeren Menge gemahlenen Mohns, was darauf hinweist,
dass die mechanische Zerstérung von Mohnsamen stark zur Entstehung anaphylaktischer
Reaktionen beitragt. Abgesehen davon wurde bei der 17-jahrigen Patientin aufgrund von IgE-
Serum-Tests und immunologischen Inhibitionstests die bis dahin (2006) noch nicht bekannte
in vitro-Kreuzreaktion von Mohnsamen mit Buchweizen entdeckt.*’

Weiters gibt es einen Bericht Gber einen 8-Jahrigen, welcher im Abstand von zwei Jahren, im
Alter von 6 und 8 Jahren, jeweils eine anaphylaktische Reaktion nach dem Verzehr eines

Mohnsamen-Kuchens bzw. Mohnsamen-Brdtchens entwickelt hatte.3”

1.2.4.3 Mohn-abhangige, Sport-induzierte anaphylaktische Reaktionen

Eine Sport-induzierte Anaphylaxie kann auch im Zusammenhang mit Mohnsamen auftreten.
So wird vom Fall eines 46-jahrigen Mannes berichtet, welcher etwa ein Jahr lang einmal pro
Woche einen Kuchen mit Mohnsamen verzehrt hatte und aufgrund dessen insgesamt viermal
in eine auf Allergien spezialisierte medizinische Einrichtung tUberwiesen wurde, da er jeweils
innerhalb einer Stunde nach dem Verzehr des Mohnkuchens einen Nesselausschlag
entwickelt hatte, welcher immer nur dann auftrat, wenn der Mann sich korperlich betéatigte.
Es wurden ein Skin-Prick-Test und ein IgE-Serum-Test durchgefiihrt und beide waren positiv
in Bezug auf Mohnsamen, abgesehen davon ergab der Skin-Prick-Test auch positive
Ergebnisse bei Hausstaub- und Vorratsmilben. AnschlieRend wurde ein Provokationstest
durchgefiihrt und es zeigte sich selbst nach dem Verzehr von zwei Stick Mohnkuchen

keinerlei allergische Reaktion. Einige Zeit spater trat jedoch nach dem Verzehr eines
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Mohnkuchens in Kombination mit Gartenarbeiten wieder ein Nesselausschlag auf, daher
wurde dem Mann nahegelegt, den Konsum von Mohn in Zukunft zu vermeiden.?’!

Weiters wird der Fall eines 15-jahrigen Madchens beschrieben, welches an mehreren
Vorerkrankungen (Nesselausschlag, Heuschnupfen, leichtes Asthma) litt.?' Das Méadchen
hatte zwei Stunden nach dem Konsum eines Mohnsamen-Kuchens auf einem Laufband
trainiert und daraufhin verschiedenste Symptome entwickelt, darunter einen Nesselausschlag,
ein Angioddem, Atemnot, Husten und Keuchen. Ein Skin-Prick-Test ergab ein positives
Ergebnis fir Sesam, Mohnsamen, Hausstaub und Graser, und ein Provokationstest fuhrte zu
dem Ergebnis, dass das Madchen den Mohnkuchen ohne Probleme verzehren konnte, wenn
sie danach keiner sportlichen Betatigung nachging. Daher wurde aufgrund der
Krankengeschichte eine Lebensmittel-abhangige, Sport-induzierte Anaphylaxie

diagnostiziert.?!

1.2.5 Diagnose der Mohn-Allergie

Das wichtigste Mittel zur Diagnose einer Mohnallergie stellt wie bei allen anderen
Lebensmittelallergien die Krankengeschichte des Patienten dar, welche durch einen
Provokationstest bestéatigt werden sollte.*? Ein Skin-Prick-Test und ein IgE-Serum-Test kdnnen
ebenfalls durchgefuhrt werden, jedoch ist deren Aussagekraft in Bezug auf Allergien gegen
Samen meist nicht sehr grol. Das Ausmall der Reaktion bei einem Skin-Prick-Test
beziehungsweise die Menge an spezifischen IgE-Antikérpern im Serum kénnen jedoch dazu
dienen, die individuell fur den jeweiligen Patienten passende Dosis des Allergens flr den
Provokationstest abzuschatzen.*?

Allgemein besteht bei Samen oft das Problem, dass diese in einer Speise enthalten sind, was
dem Patienten aber mdglicherweise nicht bewusst ist. Daher sollte, nachdem eine allergische
Reaktion auf die Ubrigen Bestandteile der Speise ausgeschlossen werden konnte, auch an
eine Allergie gegen Samen gedacht werden,*? da diese haufig als ,versteckte Allergene” in
Speisen zu finden sind. Im Zusammenhang mit der Mohn-Allergie ist die Ermittlung des
auslésenden Allergens von besonders grofer Bedeutung, da dies aufgrund der haufig
schwerwiegenden Symptome lebensrettend sein kann.?’

Ein weiterer Faktor, welcher in die Diagnose einflieRen sollte, ist die Bestimmung mdglicher
Kreuzreaktionen mit anderen Lebensmitteln, wobei unter den vielen maglichen kreuzreaktiven
Lebensmitteln diejenigen ermittelt werden sollten, welche bei der betroffenen Person

tatsachlich zum Auftreten klinisch beobachtbarer allergischer Symptome fiihren.*?
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1.2.6 Therapie der Mohn-Allergie

Allgemein gelten fur Allergien gegen Samen, also auch fir die Mohn-Allergie, ahnliche
Therapie-Empfehlungen wie flr andere Lebensmittelallergien, namlich die konsequente
Vermeidung des betreffenden Allergens sowie die Verfiigbarkeit von Medikamenten fir den
Fall einer allergischen Reaktion.*? Die strikte Vermeidung gestaltet sich bei den haufig
.versteckt® in Lebensmitteln oder Speisen vorkommenden Samen jedoch auferst schwierig.
Daher ist die Verfugbarkeit eines Adrenalin-Auto-Injektors fur Patienten mit einer moglichen
anaphylaktischen Reaktion von ganz besonders groRRer Bedeutung. Eine Immuntherapie
wurde bisher an Patienten mit Samen-Allergien generell noch nicht getestet.*? Ein weiterer
wichtiger Bestandteil der Therapie bei einer Mohn-Allergie besteht darin, Lebensmittel, welche
eine Kreuzreaktion mit Mohn zeigen, ebenfalls zu vermeiden.*® Allerdings sollte zuvor
herausgefunden werden, welche der kreuzreaktiven Lebensmittel tatsachlich allergische
Symptome und nicht nur eine in vitro-Kreuzreaktion in einem Immuno-Assay bewirken, und
nur diese Lebensmittel sollten aus dem Speiseplan entfernt werden. Besonders wichtig ist dies
bei der Behandlung von Kindern, da in diesem Alter ein regelmaliger Konsum von
Lebensmitteln fiur die Entwicklung und Aufrechterhaltung einer oralen Toleranz gegenlber

Nahrungsbestandteilen sehr wichtig ist.*3

1.3 Bisherige Methoden zum Nachweis von Mohn in Lebensmitteln

Bisher existieren drei DNA-basierte Methoden zum Nachweis von Mohn in Lebensmitteln, eine
im Jahr 2010 veroffentlichte Methode,® welche als Basis fiir diese Diplomarbeit dient, sowie

zwei weitere Methoden, welche im Jahr 20168 sowie 20172 veroffentlicht wurden.

1.3.1 Grundlage dieser Diplomarbeit: Dissertation von Fatima Tazeen Husain®

Diese Diplomarbeit baut auf der Dissertation von Fatima Tazeen Husain (2010)% auf, wobei
die Methode zum Nachweis von Mohn in Lebensmitteln mittels Real-Time PCR in der
vorliegenden Diplomarbeit weiter entwickelt wurde. Da diese Diplomarbeit ohne die vorherige
Arbeit von Fatima Tazeen Husain nicht in dieser Form mdglich gewesen ware, werden an
dieser Stelle die wichtigsten Ergebnisse der Dissertation von Fatima Tazeen Husain
zusammengefasst.

Fatima Tazeen Husain beschéaftigte sich mit der Entwicklung analytischer Methoden zum
Nachweis von Sesam, Lupine und Mohn,® wobei hier nur diejenigen Methoden und
Untersuchungen beschrieben werden, welche in Bezug auf Mohn entwickelt und durchgefuhrt
wurden. Fatima Tazeen Husain entwarf mit Hilfe einer Computersoftware (Beacon Designer
7.0 von Premier Biosoft International) und mit Hilfe von Sequenzvergleichen mit BLAST (=

Basic Local Alignment Search Tool) drei Primer-Paare sowie eine Sonde zum Nachweis von
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Mohn-DNA mittels Real-Time PCR, welche schlieRlich von der Firma SIGMA Genosys
synthetisiert wurden.®

Die Primer-Paare wurden von Fatima Tazeen Husain in verschiedenen Konzentrationen
(Primer Forward (Ps) / Primer Reverse (P;): 100/100, 100/200, 100/300, 200/100, 200/200,
200/300, 300/100, 300/200, 300/300 nM) sowie bei unterschiedlichen Annealing-
Temperaturen getestet (SYBR Green Assay und TagMan Assay), wobei sich das Primer-Paar
1 als am glinstigsten erwies.® Die Sonden-Konzentration wurde mit Hilfe eines TagMan-
Assays optimiert, wobei sechs verschiedene Sonden-Konzentrationen (25, 50, 75, 100, 150,
200 nM) getestet wurden und der niedrigste Cr-Wert bei einer Sonden-Konzentration von 150
nM erhalten wurde.®

Es wurde schlieBlich das Primer-Paar 1 in den oben bereits angefuhrten neun verschiedenen
Konzentrations-Kombinationen sowie mit einer Sonden-Konzentration von 150 nM in einem
TagMan-Assay bei vier verschiedenen Annealing-Temperaturen (55,9°C / 58,4°C / 60,3°C /
61,5°C) getestet, wobei sich eine Annealing-Temperatur von 67.5°C als am gunstigsten
erwies.®® Allerdings wurde bei dieser Temperatur bei einigen niedrigeren Primer-Paar-
Konzentrationen (P#P: = 100/100, 100/200, 100/300, 200/100 nM) kein Anstieg des
Fluoreszenz-Signals gemessen, wohingegen bei einer Temperatur von 60,3°C (bei im
Vergleich zur Temperatur von 61,5°C nur geringfiigig erhdhten Cr-Werten) ein Anstieg des
Fluoreszenz-Signals fir alle getesteten Primer-Paar-Konzentrationen erhalten wurde.® Aus
diesem Grund wurden fir diese Diplomarbeit das von Fatima Tazeen Husain entworfene
Primer-Paar 1 sowie die Sonde ausgewahlt und bei einer Annealing-Temperatur von 60,3°C
in der Real-Time PCR eingesetzt.

Fatima Tazeen Husain stellte mit der CTAB-Methode (CTAB=Cetyltrimethylammoniumbromid)
DNA-Extrakte aus Blaumohn-Samen und aus gemahlenen Blaumohn-Samen her und testete
die erhaltenen Extrakte in einer Real-Time PCR, wobei sich die Extrakte aus den Mohn-Samen
als geeigneter fir weitere Versuche herausstellten, da sie zu niedrigeren Cr-Werten flhrten
als die Extrakte aus dem gemahlenen Mohn.8?

AnschlieRend wurde das Primer-Paar 1 von Fatima Tazeen Husain in einem SYBR Green
Assay Kreuzreaktivitats-Tests mit vielen verschiedenen Lebensmitteln unterzogen, wobei
bei Einsatz des Primer-Paares 1 bei den folgenden Lebensmittel-Extrakten kein Anstieg des
Fluoreszenz-Signals beobachtet wurde: Sesam, schwarzer Sesam, Hafer, Weizen, Mais,
Macadamia-Nuss, Peca-Nuss, Haselnuss, Schokolade, Soja, Sonnenblume, Mandel, Roggen,
Paranuss und Kurbissamen. Ein Anstieg des Fluoreszenz-Signals wurde hingegen bei den
folgenden Lebensmitteln gemessen: Linse, Erdnuss, Pistazie, Cashew-Nuss, Kichererbse,
Reis und Walnuss.8?

Die von Fatima Tazeen Husain mittels Real-Time PCR ermittelte Nachweisgrenze fir Mohn-
DNA betrug 0,0045 ng/ul bei einer Effizienz von 88,2 %.%3
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AnschlieRend wurden von Fatima Tazeen Husain zwei Modell-Lebensmittel auf der Basis
von Toastbrot und Grissini mit unterschiedlichen Konzentrationen an Mohn (1/0,5/0,1/0,05
/0,01/0,005/0,001 %) hergestellt, wobei sich beim Modell-Lebensmittel auf Toastbrot-Basis
der Extrakt mit 0,005 % Mohn bei einer Effizienz von 79,9 % und beim Modell-Lebensmittel
auf Grissini-Basis der Extrakt mit 0,01 % Mohn bei einer Effizienz von 96,2 % als
Nachweisgrenze herausstellte.®

SchlieRlich wurde von Fatima Tazeen Husain eine Analyse kommerziell erhaltlicher
Produkte, laut Deklaration mit oder ohne Mohn, durchgefihrt, wobei das einzige Produkt mit
Mohn, dessen Extrakt bei der photometrischen Messung keine ausreichende Reinheit und
DNA-Konzentration zeigte, die Mohn-Schokolade war.8® Diese wurde aufgrund der etwas zu
niedrigen Konzentration in der PCR unverdinnt und die ubrigen Extrakte in einer
Konzentration von 45 ng/ul eingesetzt.

Es fuhrten alle Extrakte von Produkten mit Mohn in der Zutatenliste mit Ausnahme von Mohndl
zu einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals, so die Extrakte aus dem Mohnbrdtchen, dem
Mohnstrudel, der Mohn-Schokolade, dem Mohn-Toast, dem Mohn-Bagel und dem Mohn-Brot.
Bei den Produkten, auf deren Zutatenliste Mohn nicht angegeben war, fihrten der Extrakt
eines Weckerls und eines Gouda-Weckerl, eines Frucht-Mislis, eines Sesam-Crackers und
eines Sesam-Toasts zu einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals innerhalb der ersten 40 PCR-

Zyklen, die Ubrigen Produkte ohne Mohn zeigten keine Amplifikation.®

1.3.2 Weitere Methoden zum Nachweis von Mohn in Lebensmitteln

Abgesehen von der im Kapitel 1.3.1 beschriebenen Methode existieren noch zwei weitere
DNA-basierte Methoden zum Nachweis von Mohn in Lebensmitteln. Bei der ersten Methode
handelt es sich um eine Duplex Real-Time PCR (TaqgMan-Assay) zur gleichzeitigen Detektion
von Spuren von Sonnenblumensamen sowie von Samen des Klatschmohns (Papaver rhoeas)
in kommerziell erhaltlichen Produkten, wobei zum Nachweis beider Lebensmittel die ITS1-
Region und jeweils eine TaqgMan-Sonde zur Erzeugung eines Fluoreszenz-Signals
herangezogen wurde.®

Es wurden zahlreiche Kreuzreaktivitats-Tests mit haufig in zusammengesetzten Produkten
enthaltenen Lebensmitteln durchgefuhrt, wobei 50 pflanzliche und vier tierische Lebensmittel
auf inre Kreuzreaktion untersucht wurden, darunter verschiedene Nuisse, Friichte, Gemiise-
und Getreidesorten sowie Rinder-, Schweine-, Schaf- und Ziegen-Fleisch. Das Ergebnis der
Real-Time PCR zeigte, dass bei keinem der 54 untersuchten Lebensmittel eine Kreuzreaktion
mit der entwickelten Methode zu beobachten war.®

SchlieBlich wurden Modell-Lebensmittel mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Sonnenblumensamen (roh/erhitzt) in einer Mohnsamen-Matrix sowie unterschiedlichen
Konzentrationen an Mohnsamen (roh/erhitzt) in einer Sonnenblumensamen-Matrix
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hergestellt.®* Die Konzentrationen lagen dabei jeweils zwischen 0,1 und 100 000 mg pro kg
Lebensmittel und die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) betrug 0,1 mg/kg.8

Weiters wurden 238 kommerziell erhaltliche Lebensmittel mit auf der Zutatenliste deklarierten
beziehungsweise nicht deklarierten Sonnenblumen- und Mohn-Samen untersucht, wobei sich
herausstellte, dass die Duplex Real-Time PCR-Methode hochsensitiv und sehr spezifisch war
und sich daher sehr gut zum Nachweis von Spuren von Sonnenblumen- und Mohn-Samen
eignete.®

Abgesehen davon konnte mit Hilfe der Methode Uberprift werden, wie effektiv Sonnenblumen-
und Mohn-Samen im Herstellungsprozess von kommerziell erhaltlichen Produkten durch
Reinigung der entsprechenden Anlagen und Geréte entfernt werden.®

Ein Vorteil der entwickelten Methode bestand darin, dass die Sonnenblumen- und Mohn-
Samen gleichzeitig nachgewiesen werden konnten, was die Untersuchung beschleunigte, da
beide Samen-Arten in einigen Produkten nebeneinander vorkamen und daher gemeinsam in
einer Real-Time PCR untersucht werden konnten.84

Eine weitere Methode zum Nachweis von Mohn ist eine Multiplex PCR-Methode, die
sogenannte Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, welche zum gleichzeitigen
Nachweis von Sonnenblumen, Klatschmohn (Papaver rhoeas), Leinsamen, Sesam und Soja
in kommerziell erhaltlichen Produkten dienen sollte.®®> Dabei wurde eine Kapillar-
Elektrophorese zum Nachweis der amplifizierten Produkte verwendet. Es wurden zahlreiche
Kreuzreaktivitats-Tests mit haufig in kommerziell erhaltlichen Produkten enthaltenen
Lebensmitteln durchgefuhrt, wobei 46 pflanzliche und vier tierische Lebensmittel auf eine
Kreuzreaktion untersucht wurden, darunter zahlreiche NuUsse, Frichte, Gemise- und
Getreidesorten sowie Rinder-, Schweine-, Schaf- und Ziegen-Fleisch.®

Es zeigte sich, dass die entwickelte Methode keine Kreuzreaktivitat mit den 50 untersuchten
Lebensmitteln aufwies, wodurch die Spezifitat der Methode demonstriert wurde. Weiters wurde
die Nachweisgrenze der Methode untersucht, wobei eine Konzentration von 10 mg pro kg
(0,001 %) in einem Modell-Lebensmittel (Keks) als Nachweisgrenze ermittelt wurde.®
Abgesehen davon wurden 56 verschiedene kommerziell erhaltliche Produkte mit Hilfe der
entwickelten Multiplex-Methode untersucht, wobei in einigen Produkten das Vorkommen von
nicht deklarierten allergieausldsenden Inhaltsstoffen (Sonnenblumen, Mohn, Leinsamen,
Sesam oder Soja) nachgewiesen werden konnte, haufig sogar das Auftreten mehrerer der
genannten Allergene in einem einzigen Produkt. Die Methode konnte daher fur den Nachweis
von Spuren der genannten Allergene in komplex zusammengesetzten Lebensmitteln

herangezogen werden.%
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2 ZIELSETZUNG

Lebensmittelallergien haben in den letzten Jahrzehnten zugenommen und bedeuten fir
Betroffene eine grof3e Einschrankung in der Lebensqualitdt, da das auslésende Allergen
besonders im Fall einer drohenden anaphylaktischen Reaktion strikt vermieden werden sollte.
Diesbeziglich stellen Samen, beispielsweise von Mohn, ein besonderes Problem dar, da diese
haufig als ,versteckte Allergene” in Speisen vorkommen und daher nicht immer auf den ersten
Blick als Zutaten erkannt werden kénnen.

Die Mohn-Allergie ist eine seltene Allergie, jedoch zeigen sich nach dem Verzehr von
Mohnsamen haufig schwerwiegende bis hin zu anaphylaktischen Reaktionen. In der
Européischen Union gibt es eine Kennzeichnungspflicht fir 14 Lebensmittelallergene und
daraus in weiterer Verarbeitung gewonnene Produkte, wobei Mohn nicht unter diese
Kennzeichnungspflicht fallt.

Die Zielsetzung der vorliegenden Diplomarbeit war die Entwicklung einer Real-Time PCR-
Methode zum Nachweis von Mohn-DNA in Lebensmitteln. Aufbauend auf der Dissertation
von Fatima Tazeen Husain (2010)® sollten in dieser Diplomarbeit folgende Untersuchungen
durchgefiihrt werden:

Es sollten Extrakte aus drei verschiedenen Mohnsorten (Blaumohn, Graumohn, Weilimohn)
hergestellt und mittels Real-Time PCR getestet, die Primer- und Sonden-Konzentrationen fir
die Real-Time PCR optimiert sowie Kreuzreaktivitits-Tests mit 22 verschiedenen pflanzlichen
Spezies, welche abgesehen von Mohn als Lebensmittelbestandteile in Produkten vorkommen
kénnen, durchgeflihrt werden.

Weiters sollten mit Hilfe von 3-fach-Bestimmungen und 10-fach-Bestimmungen verschiedener
Konzentrationen von Blaumohn-, Graumohn- und Weilmohn-Extrakten die Effizienz und die
Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) der Methode ermittelt und diese anhand eines
selbst hergestellten Modell-Lebensmittels (Muffins auf Schokoladekuchen-Basis) Uberprift
werden. Die Methode sollte schlielRlich an kommerziell erhéltlichen Produkten mit und ohne
Mohn auf der Zutatenliste getestet werden, um die Eignung als Routine-Methode zu

untersuchen.
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3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

In dieser Diplomarbeit wurden zur DNA-Isolierung aus Lebensmitteln mit oder ohne Mohn die
CTAB-Extraktionsmethode sowie der QlAamp DNA Mini Kit der Firma QIAGEN verwendet,
zur Bestimmung der Reinheit und Konzentration der isolierten DNA wurden photometrische
Messungen mit Hilfe des NanoDrop-Spektrophotometers von ThermoFisher Scientific
durchgefuhrt, und zum Nachweis der DNA mit Hilfe der Real-Time PCR (Polymerase Chain
Reaction, Polymerase-Kettenreaktion) wurde der iCycler der Firma BIORAD eingesetzt, wobei

mit dem TagMan-Assay gearbeitet wurde.

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Vorteile und Nachteile molekularbiologischer Methoden

Molekularbiologische Methoden, deren Anfange in die 1970er-Jahre zurlickreichen, werden
sehr haufig und in verschiedensten Fachgebieten eingesetzt, so etwa in der Medizin, in der
Forensik, in Dbiotechnologischen Verfahren und in der Lebensmittelanalytik.
Molekularbiologische Methoden besitzen einige Vorteile gegenuber klassischen analytischen
Verfahren, beispielsweise niedrigere Nachweisgrenzen sowie eine hohere Spezifitat.

In der Lebensmittelanalytik wird sehr haufig mit DNA gearbeitet, da diese aus verschiedenen
Grunden fur bestimmte Fragestellungen besonders gut geeignet ist: DNA liegtin Zellen in einer
bestimmten Anzahl an Kopien vor und ist widerstandsfahig gegenuber chemischen und
physikalischen Prozessen, was auch eine Untersuchung verarbeiteter Produkte, etwa nach
einer Hitzebehandlung, ermdoglicht.®

Vorteile von DNA-basierten Methoden wie der PCR gegenliber dem Nachweis von Proteinen
mit einem ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) sind, dass die in der PCR
verwendeten Primer und Sonden weniger empfindlich auf Matrix-Effekte reagieren als die
haufig in ELISAs eingesetzten monoklonalen Antikdrper, und dass sehr geringe Mengen an
DNA in einem zusammengesetzten Lebensmittel fir den Nachweis eines Allergens
ausreichen.®

Abgesehen davon kann eine PCR dazu verwendet werden, Kreuzreaktionen verschiedener
Lebensmittel aufgrund einer ahnlichen genetischen Zusammensetzung zu entdecken oder
diese auszuschlieRen.* Ein weiterer Vorteil der PCR ist die Mdglichkeit, die DNA mehrerer
Lebensmittelallergene gleichzeitig nachzuweisen, wahrend mit einem ELISA jeweils nur ein
Analyt detektiert werden kann.*®

Die Verwendung von DNA in der Lebensmittel-Analytik besitzt jedoch auch einige Nachteile:
Eine Grund-Voraussetzung fir DNA-basierte Methoden ist, dass Uberhaupt DNA in der

jeweiligen Probe vorhanden ist, eine starke Verarbeitung von Lebensmitteln kann jedoch zu
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einer Abtrennung der DNA flhren und molekularbiologische Untersuchungen unmdglich
machen. Weiters kann die DNA, obwohl es sich um ein stabiles Molekil handelt, durch
Scherkrafte wahrend der Verarbeitung des Lebensmittels, durch aus Zellkompartimenten
freigesetzte Enzyme sowie durch niedrige pH-Werte und eine anschlieRende Erhitzung in
Bruchstiicke gespalten werden.%®

Abgesehen davon kénnen einzelne der zahlreich in einer Lebensmittelmatrix auftretenden
Substanzen zu einer Hemmung der PCR fihren, so zum Beispiel Polysaccharide,
Polyphenole, Lipide® und Huminsauren.?® Diese bleiben teilweise als Verunreinigungen nach
der Durchfiihrung klassischer Extraktionsmethoden erhalten, verringern die Aktivitat der in der
PCR eingesetzten DNA-Polymerase oder inhibieren diese vollstandig.®” Abgesehen davon
kann auch eine Kontamination der DNA-Probe mit der bei der CTAB-Methode verwendeten
Chemikalie CTAB zu einer Beeintrachtigung beitragen.®’

Ein weiterer Punkt, welcher sich moglicherweise als Nachteil herausstellen kann, ist die
Notwendigkeit, dass die DNA-Sequenz, die untersucht werden soll, bekannt sein muss, da nur

unter dieser Voraussetzung spezifische Primer und DNA-Sonden entworfen werden kdnnen.8®

3.1.2 Isolierung von DNA aus Lebensmitteln

Das Ziel aller DNA-Extraktionsmethoden ist die Isolierung von DNA in einer Qualitat, welche
den Anforderungen einer darauffolgenden molekularbiologischen Analyse genigt, wobei die
wichtigsten Voraussetzungen daflr die Freisetzung der DNA aus dem betreffenden
Lebensmittel sowie die Entfernung unerwiinschter Substanzen darstellen.8¢

Die Wahl der verwendeten DNA-Isolierungs-Methode ergibt sich aus der Beschaffenheit der
verwendeten Probe® sowie aus Uberlegungen, welche die Zeit und die Kosten der Methode
betreffen, und hat einen groRen Einfluss auf die Qualitat und Menge der gewonnenen DNA .8
Das verwendete Material in der Lebensmittelanalytik stammt fur gewohnlich von
Mikroorganismen, Pflanzen oder Tieren.®®

Um DNA aus einer Probe zu isolieren, ist zunachst ein Aufbrechen der Zellen notwendig, wobei
sich bei Verwendung pflanzlicher Proben die Schwierigkeit ergibt, dass die pflanzliche
Zellwand sich diesem Vorgang relativ stark widersetzt.®® Allgemein werden bei jeder Art von
Probenmaterial mechanische, chemische und/oder thermische Methoden angewandt, um den
erwinschten Zellaufschluss zu erreichen. Ein geeignetes Mittel zur mechanischen
Bearbeitung eines Lebensmittels ist beispielsweise die Verwendung einer Kugelmuhle, ein
chemischer Zellaufschluss kann mit Hilfe von Pufferldésungen, welche CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromid) oder andere Detergenzien enthalten, erfolgen, und als
geeignete thermische Methoden haben sich das Erhitzen® oder das Einfrieren des

verwendeten Materials erwiesen.8®
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Die Reinigungsschritte konnen beispielsweise eine Fallung der DNA oder eine Anionen-
Austausch-Chromatographie beinhalten,®® wobei neben den bereits genannten PCR-
Hemmstoffen auch die in Pflanzen vorkommenden Phenole, Ester und weitere Sekundar-
Metabolite die Qualitat der isolierten DNA beeintrachtigen kénnen.*°

Beispiele fir DNA-Extraktions-Methoden sind die CTAB-Methode und Verfahren, in welchen
eine Bindung der DNA an Silica-Oberflachen erfolgt (z.B. Silica-Gel, Silica-Membranen oder
magnetische Silica-Partikel),%¢ wobei kommerziell erhéltliche DNA-Extraktions-Kits zur

Verfuigung stehen %" 92

3.1.2.1 Die CTAB-Extraktionsmethode

Die CTAB-Methode zur Isolierung von DNA aus Zellkernen, Chloroplasten und Mitochondrien
von Pflanzen wurde im Jahr 1980 von Murray® entwickelt und stellte einen Durchbruch in der
Pflanzen-Genetik dar,?® da die erhaltene DNA im Vergleich zu vorherigen Methoden sehr gut
aufgereinigt war und auch deutlich groRere Mengen an DNA erhalten wurden.%
Mittlerweile dient die CTAB-Methode als Grundlage fir verschiedenste weiterfihrende
Methoden, unter anderem fir das Klonieren von Pflanzen-DNA, fir die Polymerase-
Kettenreaktion sowie fur die ldentifizierung transgener Pflanzen oder pathogener DNA in
Pflanzen, und sie wurde schliel3lich auch flr die Anforderungen einer DNA-Extraktion aus
Bakterien, Pilzen und Tieren®® sowie fiir die Gewinnung von Pflanzen-DNA im Rahmen von
Freiland-Arbeiten®® und geringer Mengen an DNA fiir die Verarbeitung zahlreicher DNA-
Proben in kurzer Zeit (Quick MiniPrep DNA-Isolation) adaptiert.®®
Allgemein ist bei der Anwendung der CTAB-Methode wichtig, dass die Chemikalie CTAB am
Ende der DNA-Extraktion wieder aus dem Reaktionsgemisch entfernt wird. Dies kann mit Hilfe
wiederholter Ethanol-Fallungen erreicht werden, wobei zuvor einige Zentrifugier-Schritte sowie
Extraktionen mit organischen Losungsmitteln erforderlich sind.8®
CTAB ((C16H33)N(CH3)3Br) ist ein kationisches Detergens mit oberflachenaktiven
Eigenschaften, wobei es sich um den wesentlichen Bestandteil des Lyse-Puffers zum
chemischen Zellaufschluss handelt.®® Es verbindet sich in Anwesenheit hoher
Salzkonzentrationen in einer Komplex-Bildungs-Reaktion mit Kohlenhydraten (z.B.
Polysacchariden) und Proteinen,® % welche an die DNA gebunden sind,®® und entfernt diese
aus der Losung,®” wodurch die DNA leichter aus den Zellen freigesetzt werden kann. Bei
diesem Schritt ist die Verwendung einer hohen Salzkonzentration wesentlich, da die DNA nur
unter dieser Voraussetzung in Lésung bleibt.® Im urspriinglichen CTAB-Protokoll wird hierfir
eine 0,7-molare NaCl-Lésung empfohlen,®® in spater abgewandelten Protokollen werden fiir
diesen Schritt auch hohere Salzkonzentrationen angegeben. 39 88.89.95
Auf molekularer Ebene bewirken die in der NaCl-Lésung enthaltenen Na*-lonen eine
Abschirmung der negativ geladenen Phosphatgruppen im Rickgrat der DNA, wodurch die
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DNA nicht mit CTAB reagieren kann und somit nicht ausféallt, sondern in Losung bleibt.®
Anschlieend kénnen die ausgefallten Komplexe, welche aus CTAB, denaturierten Proteinen
und weiteren Inhaltsstoffen der Zellen bestehen, durch Zentrifugation von der gelésten DNA
abgetrennt werden.8®

Weitere Reinigungsschritte erfolgen durch organische Ldsungsmittel wie Phenol oder
Chloroform, in welchen sich unter anderem DNA-abbauende Enzyme I|6sen, welche
schlieBlich gemeinsam mit der organischen Phase aus dem Reaktionsgemisch entfernt
werden konnen.® Der nachste Schritt besteht im klassischen CTAB-Extraktionsprotokoll in der
Zugabe eines Prazipitationspuffers, der wiederum CTAB enthalt, jedoch in Anwesenheit einer
niedrigen Salzkonzentration, wodurch diesmal die DNA einen Komplex mit CTAB bildet und
dadurch ausgefallt wird.®¢ Die Konzentration der Natriumchlorid-Loésung sollte dabei laut
Original-CTAB-Protokoll maximal 0,4 M sein.3

In einem weiteren Zentrifugier-Schritt wird nun die wassrige Phase von der ausgefallten DNA
abgetrennt, die DNA daraufhin durch eine hohe Salzkonzentration wieder in Lésung gebracht
und schlieBlich noch einmal mit Chloroform gewaschen.® AbschlieRend wird die DNA durch
Zugabe eines Alkohols (z.B. Isopropanol), welcher die Hydrathille der DNA verandert,
ausgefallt.®

Neben der Konzentrierung der DNA hat die Alkohol-Fallung den Vorteil, dass die DNA auch
gereinigt wird, da andere Substanzen durch Alkohol weniger gut ausgefallt werden. Ein Vorteil
der Verwendung des Alkohols Isopropanol ist, dass geringere Mengen (nur 0,6-0,8 Volums-
Prozente im Verhaltnis zur DNA-L6sung) notwendig sind als bei einer Fallung mit Ethanol, was
in Bezug auf die Zentrifugation gunstiger ist, da in den Zentrifugen-Réhrchen nur ein
bestimmtes Maximalvolumen an Flussigkeit Platz findet. Ein Nachteil ist, dass sich Isopropanol
schlecht aus der Mischung entfernen lasst und am Ende noch ein Wasch-Schritt mit Ethanol
(70 %) notwendig ist.%*

AbschlieRend muss der Uberstand abgetrennt werden und die ausgefallte DNA kann nun in

deionisiertem Wasser oder in einem geeigneten Puffer aufgenommen werden.%®

3.1.2.2 QlAamp DNA Mini Kit

Der QlAamp DNA Mini Kit der Firma QIAGEN dient der Aufreinigung genomischer,
mitochondrialer und viraler DNA aus unterschiedlichen Geweben,®? wobei sich die Methode
zur Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen, aber auch aus Lésungen eignet.®*

Die im QIAamp DNA Mini Kit verwendeten Pufferlosungen®® enthalten chaotrope Salze,*
worunter man Salze versteht, welche die Struktur von Wasser sowie von Hydrathillen
verandern kdnnen und daher einen Einfluss auf Substanzen besitzen, welche in Wasser geldst

vorliegen. '
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Die Durchfihrung der DNA-Aufreinigung beginnt mit einem Lyse-Schritt, bei welchem die DNA
in Anwesenheit der chaotropen Salze® und bei einem bestimmten pH-Wert spezifisch an die
Silica-Membran bindet.*® Proteine und andere Substanzen, welche eine nachfolgende PCR
hemmen wiirden, bleiben hingegen nicht an der Membran haften.®

Anschlieend wird die DNA mit den Waschpuffern behandelt, was dazu dient, alle restlichen
Verunreinigungen zu entfernen.® Im letzten Schritt wird die DNA nun durch eine weitere

Pufferlésung von der Silica-Membran geldst.% *°

3.1.2.3 Vergleich der CTAB-Methode mit Silica-Methoden

Ein Vergleich der CTAB-Methode mit Silica-basierten Methoden zeigt, dass die Reinheit der
erhaltenen DNA in beiden Fallen etwa gleich hoch ist. Die CTAB-Methode ist zwar
zeitintensiver, erweist sich jedoch von den Kosten her als glnstiger.26 Um sowohl die Vorteile
der CTAB-Methode als auch die der Silica-Oberflachen zu nutzen, konnen die beiden

Methoden auch kombiniert werden.®’

3.1.3 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA

Die klassische photometrische Messung wird mit Hilfe eines Photometers mit einer UV-Lampe
durchgefiihrt, wobei sich die Probeldsung wahrend der Messung in einer Quarz-Kivette
befindet. Als Alternative dazu gibt es mittlerweile auch neuere Gerate, beispielsweise das
NanoDrop-Spektrophotometer von ThermoFischer Scientific.% 101

Jede photometrische Messung beruht auf dem Lambert-Beer'schen Gesetz,® welches den
Zusammenhang zwischen der Extinktion E, der Konzentration ¢ der absorbierenden Substanz
sowie der Schichtdicke d beschreibt: E = € x ¢ x d."%?

Die Extinktion E ist eine dimensionslose Grofde, die Einheit der Konzentration c ist mol/L, die
Schichtdicke d wird in cm und der molare Extinktionskoeffizient € in L x mol' x cm
angegeben.’®" Beim molaren Extinktionskoeffizienten € handelt es sich um einen flr die
jeweilige Substanz charakteristischen Proportionalitatsfaktor, der etwas dariber aussagt, wie
viel Licht bei einer bestimmten Wellenlange absorbiert wird.'®" Der Extinktionskoeffizient hangt
von verschiedenen Faktoren ab, so kann beispielsweise eine hohe Konzentration der
untersuchten Makromolekile zu Veranderungen von ¢ beitragen und so die Messung
beeintrachtigen.'%?

Nukleinsduren (Nukleotide, RNA, einzelstrangige und doppelstrangige DNA) zeigen ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm,'%® weshalb sich die Konzentration der DNA in einer Probe
durch die Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm (Aze0) bestimmen lasst.%
Eine Wert von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA."%2

Die Reinheit der DNA und somit das Fehlen von Protein-Verunreinigungen ergibt sich durch
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die Ermittlung des Quotienten der Extinktionen bei 260 und 280 nm (Az60/A280), wobei ein Wert
von 1,8-2,0 auf eine proteinfreie DNA-LGsung hinweist,* 1,8 bei einer reinen DNA-L6sung und
2,0 bei einer reinen RNA-LGsung. "%

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Absorption der aromatischen
Aminoséauren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan bei 280 nm,'%? und zu niedrige Azso/Azso-
Werte kénnen abgesehen von einer Verunreinigung mit Proteinen auch durch eine
Kontamination mit Phenol oder anderen Reagenzien der DNA-Extraktion verursacht werden
sowie auf eine sehr niedrige Nukleinsdure-Konzentration hinweisen.'%

Ein weiterer Wert, der etwas Uber mogliche Verunreinigungen aussagt, ist das Verhaltnis der
Extinktionen bei 260 und 230 nm (A2e0/A230), ein Wert, welcher fir reine Nukleinsaure-
Lésungen bei 2,0-2,2 liegt. Niedrigere Werte kdnnen durch Verunreinigungen mit Reagenzien
der DNA-Extraktion entstehen, beispielsweise Phenol, Glykogen,'® Guanidin-HCI und
EDTA."03

Bei klassischen UV-Photometern wird fur ein aussagekraftiges Ergebnis eine DNA-
Konzentration von 5-50 pg/ml bendtigt, wohingegen mit dem NanoDrop-Spektrophotometer
von ThermoFisher Scientific geringere DNA-Mengen (2 ng/ul bis 3,7 ug/ul) bestimmt werden
kénnen, und auch ein deutlich geringeres Volumen der Messlosung (1 ul) notwendig ist.%

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden alle photometrischen Messungen mit dem NanoDrop-

Spektrophotometer durchgefiihrt.

3.1.4 Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde von Dr. Karry
Banks Mullis entwickelt,'%® welcher 1983 auf der Suche nach einer Methode war, mit deren
Hilfe man eine bestimmte DNA-Sequenz finden, milliardenfach kopieren und dadurch
identifizieren konnte.'%®

Das Grundprinzip der PCR besteht aus einem sich wiederholenden Ablauf von drei
aufeinander folgenden Schritten, wobei Mullis zu diesem Zweck eine DNA-Polymerase
einsetzte, welche anfangs bei jedem neuen Zyklus frisch zum Reaktionsgemisch hinzugefugt
werden musste, da sie die Temperatur-Erhohung im ersten Schritt nicht (iberstand.'® Nach
einiger Zeit fand sich jedoch die fir die Weiterentwicklung der PCR entscheidende Mdéglichkeit,
die thermostabile Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus zu
verwenden, was die PCR deutlich beschleunigte und einfacher gestaltete.'%

Mullis verdffentlichte seine Methode 1986 und erhielt schlieBlich 1993 den Nobelpreis fur
Chemie'% fiir die Entwicklung dieser bahnbrechenden Methode, welche zu einer zentralen
Technik der Molekularbiologie und Biochemie wurde und als eine der weitreichendsten

Erfindungen der modernen Wissenschaft gilt.'”
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Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation sehr geringer Mengen an DNA und kann in
molekularbiologischen, zellbiologischen, medizinischen, immunologischen und forensischen
Untersuchungen eingesetzt werden.’® Anwendungen der PCR sind beispielsweise der
Nachweis von DNA-Sequenzen in der Lebensmittelanalytik, um bestimmte
Lebensmittelbestandteile, aber auch Mikroorganismen in Lebensmitteln zu identifizieren,
darunter Bakterien wie Escherichia coli oder andere pathogene Organismen wie Listerien oder
Salmonellen.®® Weiters wird die PCR fir die Erstellung genetischer Fingerabdriicke, fir die
Diagnose genetischer Erkrankungen und fiir zahlreiche weitere Anwendungen benétigt. 107 19
Man kann mit Hilfe der PCR sehr sensitiv und spezifisch bestimmte DNA-Abschnitte
nachweisen,'"® wobei der Begriff Sensitivitit eine Bezeichnung dafir ist, dass sehr geringe
DNA- oder RNA-Mengen fiir einen Nachweis ausreichend sind, ' und die hohe Spezifitét der
PCR darin besteht, dass nur ein positives Ergebnis erhalten wird, wen sich die gesuchte DNA
tatsachlich in der Probe befindet, wahrend alle weiteren vorhandenen DNA-Molekiile zu
keinem positiven Ergebnis fiihren.'"

Die PCR ist aulerdem durch eine hohe Robustheit gekennzeichnet, worunter man versteht,
dass unabhangig von der experimentierenden Person und vom verwendeten Gerat gleiche
Resultate erzielt werden.""" Fiur die Durchfiihrung der PCR wurden spezielle Gerate, die
Thermocycler, entwickelt, welche ein Heizelement enthalten und die fir eine PCR
charakteristischen zyklischen Temperatur-Anderungen vollautomatisch herbeifiihren.'"" Dabei
werden Kihl- bzw. Heiz-Geschwindigkeiten von bis zu 5°C pro Sekunde erreicht,® wobei die
Reaktionsmischung in exakt vorgegebenen zeitlichen Abstanden erhitzt und wieder abgekunhlt
wird. "

Der Ablauf einer PCR umfasst drei Schritte: Zunachst erfolgt die Denaturierung der
doppelstrangigen DNA,'® wobei die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden
Strangen der DNA geldst werden. Dadurch entstehen zwei Einzelstrange, an welche im
zweiten Schritt, dem Annealing, sogenannte Primer binden, welche der Tag-Polymerase
schlieBlich im dritten Schritt als Ansatzstelle flr die Elongation mit Hilfe von Nukleotiden
dienen.""" Fir die Durchfiihrung der PCR werden mehrere Komponenten benétigt: eine
doppelstrdngige DNA (Matrize, Templat), Primer (Oligonukleotide), Desoxyribo-Nukleosid-
Triphosphate (dNTPs), das Enzym DNA-Polymerase sowie eine Pufferlésung, welche auf

jeden Fall Magnesium-lonen (Mg?*) enthalten muss.'%

3.1.4.1 Struktur und Eigenschaften von DNA

Die genetische Information liegt in Form von Chromosomen, einer Kombination aus der

Doppelhelix DNA (Desoxyribonucleic Acid) und Proteinen, im Zellkern vor."? In der DNA

kommen vier verschiedene Basen vor, die Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G) sowie die

Pyrimidinbasen Thymin (T) und Cytosin (C), welche sich im Inneren der Doppelhelix befinden,
54



sowie die aulen liegenden Molekile des Monosaccharids Desoxyribose, welche sich mit
Phosphatgruppen abwechseln. Ein Nukleotid besteht aus einer der vier Basen, einer
Desoxyribose sowie einer Phosphatgruppe,' ein Nukleosid aus einer Base und einer
Desoxyribose. An ein Nukleosid kénnen bis zu drei Phosphatgruppen gebunden sein, ein
Nukleotid ist daher ein Nukleosid-Monophosphat, und die in der PCR verwendeten
Desoxyribo-Nukleosid-Triphosphate bestehen demnach aus einem Nukleosid und drei
Phosphatgruppen.''?

Der Informationsgehalt der DNA beruht auf der Basen-Sequenz, welche Ublicherweise in 5°-
3’-Richtung angegeben wird.""® % Die Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den
komplementaren Basen A und T sowie G und C sind keine starken chemischen
Wechselwirkungen, jedoch ist die DNA unter den Bedingungen, welche in Zellen vorherrschen,
trotzdem ein stabiles Molekil."'® Bestimmte Faktoren kdnnen jedoch zu einer Denaturierung
der beiden komplementaren Strange fihren, beispielsweise eine Temperatur-Erhéhung oder

Chemikalien wie die Natronlauge.'"

3.1.4.2 Die Beschaffenheit der DNA-Probe

Die DNA, welche mit Hilfe der PCR vervielfaltigt werden soll, kann aus verschiedenen
Ausgangsmaterialien gewonnen werden, etwa aus Plasmiden, Phagen oder Bakterien® sowie
aus pflanzlichen und tierischen Zellen.®

Grundlegende Voraussetzung fir die PCR ist die Kenntnis der Basen-Abfolge der DNA-
Matrize, welche vervielfaltigt werden soll,""" auRerdem gibt es weitere Faktoren, die einen
Einfluss darauf haben, ob eine PCR erfolgreich ist, dazu zahlen die Intaktheit sowie die
Reinheit der DNA-Probe. In der DNA-L6sung sollten keine Substanzen aus der DNA-
Extraktion mehr enthalten sein, die zu einer PCR-Hemmung flihren kénnen,'®® dazu zahlen
EDTA, Phenol, Ethanol,® Heparin oder SDS (Natriumdodecylsulfat),'® da dies ,falsch
negative“ Ergebnisse zur Folge haben kann.'"®

Abgesehen davon ist eine bestimmte DNA-Menge fir eine erfolgreiche PCR notwendig, wobei
in der Theorie sogar ein einziges DNA-Molekul ausreichend sein kann. Die empfohlene DNA-
Menge flr die Vervielfaltigung genomischer DNA liegt Gblicherweise bei mindestens 1 ng und
maximal 100 ng, welche DNA-Menge fir die jeweilige PCR optimal ist, hangt jedoch auch von
den weiteren Bestandteilen des Reaktionsgemisches ab.'® Eine zu hohe DNA-
Ausgangsmenge sollte aber auf jeden Fall vermieden werden, da dies zu Fehl-

Hybridisierungen fiihren kann, welche das Ergebnis der PCR negativ beeinflussen kénnen.%
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3.1.4.3 Eigenschaften der Primer

Die Spezifitat, Sensitivitit und Reproduzierbarkeit einer PCR-Methode beruhen zum
uberwiegenden Teil auf den eingesetzten Primern.'” Daher sollten verschiedene
Uberlegungen in die Auswahl geeigneter Primer einflieBen, um zu gewahrleisten, dass mit
Hilfe der PCR beispielsweise nur die DNA einer bestimmten biologischen Spezies
nachgewiesen wird, und dass im Reaktionsansatz vorhandene DNA anderer biologischer
Arten nicht gleichzeitig vervielfaltigt wird.®

Generell sind Primer fir die PCR notwendig, da die DNA-Polymerase nicht in der Lage ist,
DNA-Einzelstrange komplementar zu erganzen, sondern zumindest an einer Stelle ein kurzes
doppelstrangiges DNA-Stuck mit einem freien 3'-OH-Ende bendtigt, um mit der Neusynthese
der DNA zu beginnen. Da Primer eine komplementdre Basenpaarung mit den 3'-
Randabschnitten von DNA-Einzelstrangen eingehen konnen, sind sie dazu geeignet, als
Starthilfe fiir die DNA-Polymerase zu fungieren.8: 110

Bei Primern handelt es sich um Oligonukleotide aus 18 bis 30 Nukleotiden, wobei der Gehalt
an Guanin und Cytosin insgesamt 40 bis 60 % betragen sollte.'*? Falls die zu vervielfaltigende
DNA sehr lang ist, sollten Primer mit einer Lange von 25 bis 35 Nukleotiden eingesetzt
werden.** Allgemein sollten in Primern nie mehr als vier gleiche Basen hintereinander liegen,
da in diesem Fall das Risiko fir Leserasterverschiebungen und falsche Hybridisierungen
steigt. Ein weiterer wichtiger Faktor fir ein gutes PCR-Ergebnis ist die gewahlte Konzentration
der eingesetzten Primer,®* da zu hohe Konzentrationen zu Fehlhybridisierungen und zur
Ausbildung von Primer-Dimeren fiihren kdnnen.®

Abgesehen davon ist es auch wichtig, dass Primer keine stabilen Sekundarstrukturen
innerhalb des Molekdls (z.B. Haarnadel-Strukturen) ausbilden.® 92 Die Eignung entworfener
Primer flur die PCR kann mit Hilfe spezieller Computerprogramme getestet werden,® 1% und
die gewlinschten Primer kénnen schlieBlich von speziellen Firmen hergestellt werden.™"

Eine weitere wichtige Voraussetzung fir das Gelingen der PCR ist die Auswahl der richtigen
Annealing-Temperatur, der Temperatur fiir die Anlagerung der Primer.'? Diese hangt von der
Salzkonzentration der Reaktionsmischung ab''® und liegt in den meisten Fallen etwa 5-10°C
unter der Schmelztemperatur Tp,,** darunter versteht man jene Temperatur, bei welcher die
Halfte der DNA-Templates in ihre Einzelstrange getrennt sind'%? oder anders ausgedriickt, bei
der 50 % der Primer an die Einzelstrange der DNA-Templates gebunden sind.'%®

Eine zu niedrige Annealing-Temperatur kann zu Fehlhybridisierungen'® und somit zur
Entstehung unspezifischer Produkte fiihren,® bei zu hohen Temperaturen kommt es zu keiner
Anlagerung der Primer mehr und es wird daher kein Produkt erhalten.’®® Zur Ermittlung der
passenden Annealing-Temperatur eignet sich beispielsweise eine Gradienten-PCR, bei

welcher im PCR-Gerat ein Temperatur-Gradient erzeugt wird.%
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Die Schmelztemperatur lasst sich bei einer Lange des Primers von bis zu 25 Basen aufgrund
der Basenzusammensetzung ermitteln, wobei folgende vereinfachte Berechnung als Hilfe
dient: Tm = 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C). Wie man anhand der Formel erkennen kann, leistet
das Basenpaar G-C einen doppelt so hohen Beitrag zur Schmelztemperatur wie das
Basenpaar A-T. Allgemein ist es von Vorteil, wenn die beiden in der PCR verwendeten Primer,
der Primer forward (Ps) und der Primer reverse (P), eine ahnliche Schmelztemperatur'®? und
somit Annealing-Temperatur aufweisen, und dass der prozentuelle Gehalt an G-C und A-T

ahnlich ist.8®

3.1.4.4 Eigenschaften von DNA-Polymerasen

Die erste DNA-Polymerase, die in der PCR eingesetzt wurde, war die DNA-Polymerase | von
Escherichia coli (E. coli), deren Aktivititsmaximum bei 37°C liegt.'® Mittlerweile gibt es
verschiedene hitzestabile DNA-Polymerasen fiir die PCR,'% wobei die Tag-Polymerase
wegen ihrer hohen DNA-Synthese-Rate,* inrer Robustheit und ihres erschwinglichen Preises
sehr haufig zum Einsatz kommt."®

Generelle Anforderungen an DNA-Polymerasen sind eine hohe Prozessivitdt, eine hohe
Stabilitat bei einer Temperatur von 95°C'° und gegeniiber Puffer- und Konzentrations-
Schwankungen, eine hohe Aktivitdt bei der Elongations-Temperatur, eine geringe Aktivitat bei
Raumtemperatur sowie eine geringe Fehlerrate.'® Allgemein sinkt die Aktivitat von DNA-
Polymerasen mit zunehmender Anzahl an durchgefuhrten PCR-Zyklen, wobei es gleichzeitig
zur vermehrten Bildung unerwiinschter Produkte kommt.8¢

Der Begriff Prozessivitét definiert die Anzahl der Nukleotide, die von einer DNA-Polymerase in
einem Stlick komplementar erganzt werden koénnen.®* Dieser Wert liegt bei der Tag-
Polymerase bei 35-100 Nukleotiden und im Vergleich dazu bei der Pfu-Polymerase bei nur 9-
12 Nukleotiden, was die hohe Syntheserate der Tag-Polymerase erklart.%

Die Tag-Polymerase stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus, dessen
Lebensraum heiflde Quellen sind, weshalb die hdchste Aktivitat der Tag-Polymerase bei einer
Temperatur von 74°C liegt.** Die Halbwertszeit der Tag-Polymerase betragt bei 100°C etwa
funf Minuten, bei anderen Polymerasen teilweise deutlich mehr, etwa bei der Pfu-Polymerase
aus dem Archaebakterium Pyrococcus furiosus mehr als vier Stunden bei einer Temperatur
von 95°C.102

Der optimale pH-Wert der Tag-Polymerase liegt bei uber 8 und abgesehen davon, dass sie
einzelstrangige DNA mit daran gebundenen Primern in 5°-3’-Richtung komplementar
erganzen kann, besitzt sie auch eine 5°-3’-Exonuklease-Aktivitat®* sowie eine 3'-
Adenylierungs-Aktivitat,'® was bedeutet, dass sie am 3-Ende der neu gebildeten DNA-

Strange Adenosin anhangen kann, wodurch tiberstehende Enden erzeugt werden.'%?
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Eine Eigenschaft, die der Taqg-Polymerase fehlt, welche jedoch teilweise bei anderen DNA-
Polymerasen vorhanden ist, ist eine 3'-5"-Exonuklease-Aktivitat, welche ein Korrektur-Lesen
(Proof Reading) der bereits neu gebildeten DNA ermdglicht,** wodurch fehlerhaft eingebaute
Nukleotide erkannt und entfernt werden kénnen.'®? Diese Eigenschaft ist von Vorteil, wenn
eine besonders fehlerfreie DNA erwlinscht ist, beispielsweise, wenn nach der PCR eine DNA-
Sequenzierung durchgefihrt werden soll.'®

Die Fehlerrate der Tag-Polymerase liegt im Vergleich zu Polymerasen mit Proof-Reading etwa
um den Faktor zehn hdher, jedoch ist sie dadurch schneller als viele andere DNA-Polymerasen
und ihre Syntheserate betragt etwa 2800 Nukleotide pro Minute. Die Fehlerrate der Tag-

Polymerase hangt auch von der verwendeten Pufferlésung ab.%

3.1.4.5 Die Pufferlésung

Abgesehen von der DNA-Matrize, der DNA-Polymerase und den zwei Primern ist zusatzlich
eine geeignete Pufferlosung essenziell flir das Gelingen einer PCR. Die Pufferlésung enthalt
einzeln vorliegende dNTPs sowie Magnesium-lonen (Mg?*) und muss auf einen fiir die DNA-
Polymerase optimalen pH-Wert eingestellt sein.® Zusatzlich sind Chlorid-lonen (CI),'% Sulfat-
lonen (SO4*)"" sowie Kalium-lonen (K*) in Form der Salze Kaliumchlorid (KCI)** und
Magnesiumchlorid (MgClz) bzw. Magnesiumsulfat (MgS04)% im Puffer enthalten, wobei die
Konzentration der Magnesiumsalze (blicherweise zwischen 1,0 und 2,5 mM betragt.'%®

Die Desoxyribo-Nukleosid-Triphosphate dATP (Desoxyribo-Adenosin-Triphosphat), dGTP
(Desoxyribo-Guanosin-Triphosphat), dCTP (Desoxyribo-Cytidin-Triphosphat), und dTTP
(Desoxyribo-Thymidin-Triphosphat) mussen in der Pufferlésung jeweils in gleichen
Konzentrationen vorliegen und flr den Einbau der Desoxyribo-Nukleosid-Triphosphate in die
neu gebildeten DNA-Strange werden Mg?*-lonen bendtigt.®

Die wichtigste Funktion der Mg?*-lonen besteht darin, dass sie eine Veranderung der
raumlichen Struktur der dNTPs ermoglichen, was eine Voraussetzung fir den Einbau dieser
in die neu gebildeten DNA-Strange darstellt.""

Mg?*-lonen fiihren weiters zu einer Erhéhung der Schmelztemperatur der doppelstrangigen
DNA'% und besitzen einen Einfluss auf die Anlagerung der Primer, die Bildung von Primer-
Dimeren und die Fehlerrate der PCR.%* Abgesehen davon sind frei in der Pufferlésung
vorliegende Mg?**-lonen auch als Co-Faktoren fiir die DNA-Polymerase von
ausschlaggebender Bedeutung, indem sie einen Einfluss auf deren Aktivitdt sowie auf die
Spezifitat und Ausbeute der PCR besitzen.®
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3.1.4.6 Die 1. Phase der PCR: Denaturierung der DNA-Doppelstrange

Am Beginn jeder PCR steht eine langere Phase der Denaturierung, bei welcher die
Doppelstrange der DNA-Matrize méglichst vollstandig in die jeweiligen Einzelstrange getrennt
werden sollen.'® Erst dann sind die DNA-Matrizen fiir die Primer und fir die DNA-Polymerase
zuganglich."" Dieser Schritt ist sehr wichtig, da eine zu geringe Denaturierung am Beginn der
PCR die am Ende erhaltene Ausbeute an vervielfaltigter DNA verringert.'%®

Diese erste Phase der PCR, die vor den sich zyklisch wiederholenden drei Schritten ablaufen
sollte, dauert Ublicherweise ein bis fiinf Minuten und wird bei einer Temperatur von 95°C"%
oder 94°C®% durchgefiihrt. AnschlieRend beginnt die erste Phase der PCR-Zyklen, ebenfalls
eine Denaturierungs-Phase, welche jedoch durch eine kirzere Dauer von nur 30 Sekunden
gekennzeichnet ist.®* Die hohe Temperatur wahrend der Denaturierung besitzt einige
Nachteile, so wird nicht nur die DNA, sondern auch die DNA-Polymerase teilweise denaturiert,

es kommt zu einer Depurinierung der Primer und die Nukleotide werden zum Teil zerstort.%*

3.1.4.7 Die 2. Phase der PCR: Anlagerung der Primer (Annealing)

Nach der Denaturierungs-Phase wird die Temperatur so weit gesenkt, dass die zwei Primer
an die nun als Einzelstrange vorliegenden DNA-Molekule binden koénnen, was als
Hybridisierung oder Annealing bezeichnet wird.'® Die Annealing-Temperatur sollte dabei
mindestens 50°C betragen und mindestens 5°C unterhalb der berechneten
Schmelztemperatur (Tm) liegen,'? wobei die Annealing-Phase Ublicherweise 30 Sekunden
lang dauert'®® und die Annealing-Temperatur meist im Bereich von 52-65°C eingestellt ist.""
Die zwei eingesetzten Primer begrenzen einen bestimmten DNA-Abschnitt, weshalb
schliellich nur dieser zwischen den beiden Primern liegende Bereich amplifiziert wird.'%? Der
Primer forward bindet an den 3’-Beginn des 3°-5"-DNA-Einzelstrangs und der Primer reverse
an das 3’-Ende des 5°-3’-DNA-Einzelstrangs.'"’

3.1.4.8 Die 3. Phase der PCR: Elongation

In der dritten Phase der PCR, der Elongations-Phase, setzen DNA-Polymerase-Molekile
jeweils an den 3-OH-Enden der Primer an und verlangern die kurzen doppelstrangigen DNA-
Sequenzen mit Hilfe der dNTPs in 3°-Richtung.'%®

Die Elongations-Phase wird bei jener Temperatur, welche dem Aktivitats-Maximum der Tag-
Polymerase entspricht, durchgeflhrt, und dauert eine Minute lang, wobei die Tag-Polymerase
etwa 1000 Basen pro Minute hinzufigen kann. Die DNA-Polymerase-Molekile setzen die
Elongation so lange fort, bis die Temperatur wieder auf 95°C erhdht wird und somit ein neuer

Zyklus mit dem nachsten Denaturierungs-Schritt beginnt.'%®
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In einer klassischen PCR werden 25 bis 30 Zyklen durchgefiihrt und eine héhere Zyklen-
Anzahl wird nur fir eine Real-Time-PCR empfohlen, da bei einer grélkeren Anzahl an
Wiederholungen der drei Phasen auch unspezifische DNA-Abschnitte vervielfaltigt'® und
Ausgangsstoffe verbraucht werden, und weil abgesehen davon die DNA-Polymerasen nicht
mehr so effektiv arbeiten.®

Nach dem letzten Zyklus wird Ublicherweise noch eine abschlieRende Elongations-Phase bei
72°C durchgeflihrt, damit bis dahin nur teilweise amplifizierte Produkte noch fertiggestellt

werden konnen. Diese letzte Phase der PCR kann funf bis 15 Minuten lang dauern.'%®

3.1.4.9 Die Amplifikations-Rate der PCR

Im Idealfall geht man davon aus, dass die zu vervielfaltigenden DNA-Matrizen wahrend der
PCR exponentiell vermehrt werden, also mit einer Amplifikationsrate von 2", wobei n die
Anzahl der sich wiederholenden Zyklen darstellt.®¢ Diese Berechnung beruht darauf, dass sich
die Anzahl der DNA-Molekiile theoretisch mit jedem Zyklus verdoppeln sollte."” Nach 30
Zyklen wurde man daher etwa eine Milliarde DNA-Kopien der urspringlich vorliegenden DNA-
Matrize erwarten, tatsachlich liegt der Multiplikationsfaktor jedoch nicht bei 2", sondern nur bei
etwa 1,6" bis 1,7".%4

Grunde dafur sind die zu Beginn und am Ende der PCR geringeren Amplifikationsraten, wobei
zu Beginn deshalb weniger DNA vervielfaltigt wird, weil die Wahrscheinlichkeit fir ein
Aufeinandertreffen aller dafir notwendigen Substanzen (DNA-Matrizen, Primer und DNA-
Polymerasen) nicht besonders grof ist.** Die Hemmung der DNA-Synthese am Ende der PCR
ergibt sich durch zerfallende dNTPs, durch DNA-Einzelstrange, welche miteinander
hybridisieren anstatt vervielfaltigt zu werden, sowie durch nicht mehr gut funktionierende DNA-

Polymerase-Molekiile.®*

3.1.4.10 Detektion der PCR-Produkte

Die klassische Methode zur qualitativen Detektion von PCR-Produkten ist die Durchflihrung
einer Gelelektrophorese zur Auftrennung der unterschiedlich langen, amplifizierten DNA-
Fragmente, welche mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe markiert und so im Gel detektiert
werden konnen.® Beispiele sind die Agarose-Gel-, die Polyacrylamid-Gel- und die Kapillar-
Elektrophorese, wobei die DNA mit dem im UV-Licht fluoreszierenden Farbstoff
Ethidiumbromid angefarbt und durch Bestrahlung mit UV-Licht von 312 nm Wellenlange
detektiert werden kann. Fir den Fall, dass man artspezifische DNA nachweisen mdchte, sollte
schlie3lich im Gel eine Bande in einem bestimmten Bereich zu finden sein, also ein DNA-

Fragment bestimmter Lange vorliegen.8®
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3.1.4.11 Die Real-Time PCR (Echtzeit-PCR)

Die Real-Time PCR erméglicht den Echtzeit-Nachweis der im Verlauf der PCR zunehmenden
Menge an vervielfaltigter DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-Farbstoffen.® Wesentliche Vorteile
der Real-Time PCR bestehen darin, dass die Methode sehr schnell ist und das Risiko einer
Kontamination minimal ist.'"®

Bei der Real-Time PCR kommt es ab einer bestimmten Anzahl an PCR-Zyklen
beziehungsweise ab einer bestimmten Produktmenge zu einem Plateau-Effekt, welcher zu
einer deutlich geringeren Amplifikations-Rate fiihrt.** Ein exponentieller Anstieg ist erst nach
Ablaufen einiger PCR-Zyklen und nur bis zum Eintreten des Plateau-Effekts zu erwarten.®*
Abb. 1 zeigt den Verlauf einer Real-Time PCR-Kurve, unter der Voraussetzung, dass sich die
gesuchte DNA in der Probe befunden hat. Man erkennt den exponentiellen Anstieg mit einem
linearen Bereich, welcher in eine nicht-exponentiell verlaufende Plateau-Phase Ubergeht. Das
Fluoreszenz-Signal, welches auf der Y-Achse abzulesen ist, wird jeweils zu einem bestimmten
Zeitpunkt wahrend der PCR-Zyklen gemessen und ausgewertet, auf der X-Achse ist die

Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen.'?
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Abb. 1: PCR-Kurve mit exponentieller Phase und Plateau-Phase

Die in der PCR eingesetzten Fluoreszenz-Farbstoffe absorbieren kurzwelliges Licht mit einer
Wellenlange unter 495 nm und emittieren Licht mit einer Wellenlange von 500 bis 800 nm. '8
Zur Erzeugung der Fluoreszenz-Signale werden fluoreszierende Sonden eingesetzt,
beispielsweise die TagMan-Sonde oder Hybridisierungs-Sonden, die dem Reaktionsgemisch

zusatzlich zu allen weiteren fiir die PCR bendtigten Substanzen hinzugefligt werden. '
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Bei der haufig verwendeten TagMan-Sonde handelt es sich um ein Oligonukleotid, welches
im Bereich zwischen dem Primer forward und dem Primer reverse an das einzelstrangige
DNA-Template bindet.'°

Die TagMan-Sonde enthalt an ihrem 5°-Ende einen fluoreszierenden Farbstoff, welcher als
Reporter bezeichnet wird, sowie in 3’-Richtung in der Nahe des Reporters einen sogenannten
Quencher. Bindet die TagMan-Sonde wahrend der Annealing-Phase an die DNA-Matrize, so
befinden sich Reporter und Quencher in unmittelbarer Nahe zueinander, wobei der Quencher
fur eine Unterdrickung des Fluoreszenz-Signals des Reporters sorgt. Zu diesem Zeitpunkt
kann der Detektor des Thermocyclers daher keine Fluoreszenz messen.'"°

Trifft die DNA-Polymerase im Verlauf der Elongations-Phase auf eine Sonde, so baut sie diese
durch hydrolytische Spaltung ab,'®> wodurch der Reporter und der Quencher voneinander
getrennt werden und der Quencher das Fluoreszenz-Signal des Reporters nicht mehr [6schen
kann."® Die Starke des Fluoreszenz-Signals ist daher direkt proportional zur Menge an
amplifizierter DNA.%8

In dieser Diplomarbeit wurde eine TagMan-Sonde mit dem FAM-Reporter und dem BHQ1-
Quencher verwendet. Der FAM-Reporter absorbiert bei 488 nm und emittiert bei 518 nm
Wellenlange, der Quencher BHQ1 absorbiert im Wellenlangen-Bereich von 450-560 nm."%8
Die Auswertung einer Real-Time PCR umfasst mehrere Parameter, dazu gehoren der Cr-Wert
sowie die Effizienz der Methode.%*

Der Cr-Wert (Threshold Cycle) gibt an, ab welcher Zyklus-Anzahl sich die Menge der
vervielfaltigten DNA und somit das Fluoreszenz-Signal deutlich vom ,Hintergrund®, also von
den Kurven nicht amplifizierter DNA-Matrizen, abhebt.** Der Cr-Wert wird von PCR-Geréaten
automatisch ermittelt,®® wobei die sogenannte Threshold-Line (Schwellenwert-Linie) jene
waagrechte Gerade darstellt, aus deren Schnittpunkt mit den jeweiligen PCR-Kurven sich der
Cr-Wert ergibt."®

Die Threshold-Line sollte die PCR-Kurven jeweils am Beginn der exponentiellen Phase
schneiden. Generell liegen die Cr-Werte umso niedriger, je héher die urspringlich eingesetzte
DNA-Konzentration war, da das Fluoreszenz-Signal in diesem Fall bereits bei einer
niedrigeren Zyklus-Anzahl ansteigt.''®

Aus den Cr-Werten kann schlie8lich eine Standardgerade erstellt werden. Zu diesem Zweck
werden die verschiedenen, mittels Real-Time PCR ermittelten Ct-Werte der jeweiligen PCR-
Kurven gegen den Logarithmus der eingesetzten DNA-Konzentrationen (log c) aufgetragen,
wobei sich aus der Steigung der erstellten Standardgerade die Effizienz E berechnen lasst.®
Dazu mussen aus einem Extrakt unterschiedliche Konzentrationen in Form einer
Verdunnungsreihe hergestellt werden, um die Vervielfaltigungs-Rate einer DNA-Matrize zu

ermitteln. 116
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Ein Beispiel dafir ist die Herstellung eines Modell-Lebensmittels, in welches genau definierte,
unterschiedliche Mengen eines Lebensmittelbestandteils eingebracht werden, daraus mit Hilfe
eines Extraktions-Verfahrens die DNA isoliert wird, und schlieRlich mit Hilfe der gewonnenen
DNA-Extrakte, die in bestimmten Konzentrations-Stufen vorliegen, eine Real-Time PCR
durchgefihrt wird.8

Die Effizienz lasst sich nach der Gleichung E = 10-"Steigung perechnen. Im Fall einer DNA-
Verdoppelung in jedem Zyklus wiirde sich eine Effizienz von 2,0""® oder 100 % ergeben, was
einer Steigung von -3,32 entspricht.""” Da dies jedoch in der Praxis unwahrscheinlich ist, sollte
die Amplifikationsrate zumindest 1,8 betragen''® oder zwischen mindestens 90 und maximal
110 % liegen.®

Abb. 2 und Abb. 3 zeigen ein Beispiel fur die Erstellung einer Standardgerade: In Abb. 2 sind
die PCR-Kurven, welche sich aus sechs verschiedenen Konzentrationen eines Blaumohn-
Extraktes ergaben, dargestellt, und in Abb. 3 ist die aus den entsprechenden Cr-Werten

erstellte Standardgerade abgebildet, wobei sich eine Effizienz von 100,0 % ergibt.
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Abb. 2: PCR-Kurven fir sechs verschiedene Konzentrationen eines Blaumohn-Extraktes
(n=3):100/10/1/0,1/0,02 /0,01 ng/pl
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Abb. 3: Standardgerade aus der Analyse von sechs verschiedenen Konzentrationen eines
Blaumohn-Extraktes: 100/10/1/0,1/0,02 /0,01 ng/pl (n=3, Threshold-Line: 90,00)

Wichtige Kennparameter fur die Auswertung einer Real-Time PCR und generell fir alle
analytischen Verfahren sind abgesehen von der Effizienz auch die Nachweisgrenze sowie die
Bestimmungsgrenze.®

Die Definition der Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) einer analytischen Methode
lautet allgemein, dass es sich dabei um die geringste Menge einer Substanz handelt, die mit
Hilfe dieser Methode mit einer angegebenen Wahrscheinlichkeit detektiert werden kann.'"®
Haufig wird eine Wahrscheinlichkeit von 95 % angeflihrt, was bedeutet, dass die zu
detektierende Substanz bei einer bestimmten Konzentration in 95 % der Falle nachgewiesen
werden kann.'® 1% Die Definition der Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ)
lautet, dass der jeweilige Analyt (mit einer gewissen Ergebnis-Unsicherheit) unter Angabe

einer gewiinschten Genauigkeit und Richtigkeit quantitativ bestimmt werden kann.86 118
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4 ERGEBNISSE und DISKUSSION

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde zunachst mit Hilfe der CTAB-Methode aus drei
verschiedenen Sorten des Schlafmohns (Papaver somniferum), Blaumohn, Graumohn und
Weillmohn, DNA extrahiert und die Extrakte anschlielRend einer photometrischen Messung
unterzogen. Diejenigen Extrakte, welche aufgrund ihrer Konzentration (> 10 ng/ul) und
Reinheit (A2so/Az2s0: 1,8-2,0) geeignet waren, in einer Real-Time PCR eingesetzt zu werden,
wurden schlie8lich fur weitere Untersuchungen verwendet.

Es wurde getestet, ob die Real-Time PCR-Methode selektiv fur Blaumohn, Graumohn und
Weillmohn ist, weiters wurden die Blaumohn-, Graumohn- und Weilimohn-Extrakte als Positiv-
Kontrollen in der Real-Time PCR eingesetzt, zur Optimierung der Primer- und Sonden-
Konzentrationen verwendet sowie zur Bestimmung der Nachweisgrenze (LOD) und Effizienz
der Real-Time PCR-Methode herangezogen.

Weiters wurde mit Hilfe der CTAB-Methode und des QlAamp DNA Mini Kits aus 22
Lebensmittelbestandteilen, welche abgesehen von Mohn haufig in kommerziell erhaltlichen
Mohn-Produkten enthalten sind, DNA extrahiert, wobei 21 pflanzliche Lebensmittel sowie
Backhefe untersucht wurden.

Mit denjenigen DNA-Extrakten, welche eine ausreichende Konzentration und Reinheit
aufwiesen, wurden schlieBlich Kreuzreaktivitédts-Tests mittels Real-Time PCR durchgeflhrt,
um die Spezifitat des Real-Time PCR-Assays fur Mohn zu untersuchen.

Es wurde ein Modell-Lebensmittel auf Schokoladekuchen-Basis hergestellt, wobei aus dem
Basis-Teig sieben Teige mit unterschiedlichen Prozent-Gehalten an Mohn hergestellt wurden.
SchlieBlich wurde sowohl aus dem Roh-Teig als auch aus dem gebackenen Teig DNA
extrahiert und untersucht, ob es maglich ist, mit Hilfe der Real-Time PCR-Methode Mohn-DNA
in einer Lebensmittel-Matrix nachzuweisen, und welche Nachweisgrenze und Effizienz der
Real-Time PCR-Assay in einem komplex zusammengesetzten Lebensmittel aufweist.
Weiters wurde, wieder mit Hilfe der CTAB-Methode, aus 15 kommerziell erhaltlichen
Produkten mit und ohne auf der Zutatenliste deklarietem Mohn DNA extrahiert und
anschlielRend die Extrakte von 14 Produkten verwendet, um die Eignung der entwickelten
Real-Time PCR-Methode als Routine-Methode zu testen.

4.1 Ergebnisse der Untersuchungen von Blaumohn, Graumohn- und
Weillmohn-Extrakten

In diesem Kapitel werden alle Ergebnisse der Untersuchungen, welche mit den DNA-Extrakten
von Blaumohn, Graumohn und Weimohn durchgefiihrt wurden, beschrieben:
Abgesehen von den Ergebnissen der photometrisch gemessenen Konzentration und Reinheit

der DNA-Extrakte von Blaumohn, Graumohn und WeiBmohn enthalt dieses Kapitel die
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Ergebnisse der mit den Blau-, Grau- und WeilBmohn-Extrakten mittels Real-Time PCR
durchgefiihrten Optimierung der Primer- und Sonden-Konzentrationen sowie die Resultate der

Bestimmung der Effizienz sowie der Nachweisgrenze des Real-Time PCR-Assays flir Mohn.

4.1.1 Konzentration und Reinheit der Blaumohn-, Graumohn- und WeiRmohn-
Extrakte

Tab. 5 zeigt die Mittelwerte der Konzentrationen und die Mittelwerte der Azso/Azso-Werte jener

Extrakte, welche aus den Produkten ,Blaumohn gemahlen“ (Back Mit), ,Blaumohn, Samen,

ganz® (Back Mit Beachflower), ,Graumohn, Samen ganz® (Sonnentor), ,Graumohn, Samen

ganz® (Holzweber) und ,Weillmohn, Samen ganz* (Sonnentor) hergestellt wurden.

Das Kriterium fir eine Eignung der Extrakte fur die Real-Time PCR war eine DNA-

Konzentration von mindestens 10 ng/ul unter Verwendung eines speziellen Pipettierschemas

oder eine Konzentration von mindestens 20 ng/ul bei Anwendung des gangigen

Pipettierschemas, wobei die Pipettier-Schemata in den Kapiteln 6.2.1.3 und 6.2.1.5

beschrieben sind.

Die Anforderung an die Reinheit der Extrakte war ein Azso/Azso-Wert von 1,8 bis 2,0, es wurden

jedoch auch Extrakte, bei welchen geringfligige Abweichungen von diesem Wert nach oben

oder unten auftraten, als geeignet flr den Einsatz in der Real-Time PCR betrachtet.

Tab. 5: Konzentration und Reinheit der DNA-Extrakte aus Blau-, Grau- und Weildmohn
2 Extrakte mit stark voneinander abweichenden Einzelwerten der DNA-Konzentration

Lebensmittel Mittelwert Mittelwert
DNA-Konzentration (ng/pl)  Azeo/Azs0-Wert

Blaumohn (gemahlen)
Firma Back Mit, keine Bearbeitung

1. Extrakt 36,3 2,01
2. Extrakt 24,0 2,04
3. Extrakt 50,0 2,03

Blaumohn (Samen, ganz)
Firma Back Mit Beachflower, Morser

1. Extrakt 22,7 2,01

2. Extrakt 22,3 2,05

Blaumohn (Samen, ganz)
Firma Back Mit Beachflower, Mohn-Miihle

1. Extrakt2 922,7 2,03

2. Extrakta 1275,9 2,04

Graumohn (Samen, ganz)
Firma Sonnentor, Morser

1. Extrakt 154,0 1,96
2. Extrakt 129,7 1,93
3. Extrakt 132,6 1,98

Graumohn (Samen, ganz)
Firma Holzweber, Morser

1. Extrakt 11,6 2,14

2. Extrakt 38,1 1,89
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Tab. 5: Fortsetzung

Lebensmittel Mittelwert Mittelwert
DNA-Konzentration (ng/pl)  Azeo/Azso-Wert

Graumohn (Samen, ganz)
Firma Holzweber, Mohn-Miihle

1. Extrakt 1014,4 2,03

2. Extrakt 1124,8 2,03

WeiBmohn (Samen, ganz)
Firma Sonnentor, Morser

1. Extrakt 35,7 2,14
2. Extrakt 33,2 2,14
3. Extrakt 26,7 2,13

WeiBmohn (Samen, ganz)
Firma Sonnentor, Mohn-Miihle

1. Extrakt® 2109,4 2,06

2. Extrakt? 1327,7 2,04

Wie man Tab. 5 entnehmen kann, waren alle untersuchten Extrakte von den Mittelwerten der
DNA-Konzentrationen her fir eine PCR geeignet, da die Konzentrationen jeweils Uber den
geforderten 10 ng/ul lagen, jedoch ergaben sich bei den mit der Mohn-Mihle gemahlenen
Blaumohn- und WeiBmohn-Samen die Mittelwerte der Konzentrationen aus sehr stark
voneinander abweichenden Einzelwerten, sodass die Mittelwerte nicht aussagekraftig waren
und die Extrakte daher nicht fur weiterfUhrende Untersuchungen verwendet wurden:

Beim 1. Extrakt des mit der Mohnmuhle gemahlenen Blaumohns betrugen die Einzelwerte der
DNA-Konzentration 877,0, 908,9, 938,2 und 966,7 ng/ul und beim 2. Extrakt 1108,0, 1130,0
1137,7 und 1728,5 ng/ul, beim 1. Extrakt des mit der Mohnmuihle gemahlenen Weimohns
879,9 und 3338,8 ng/ul und beim 2. Extrakt 1229,8, 1231,1, 1268,0, 1431,5 und 1477,0 ng/ul,
sodass diese vier Extrakte aufgrund der stark voneinander abweichenden Einzelwerte, welche
sich aus der Messung der Konzentration ergaben, nicht fir den Einsatz in der Real-Time PCR
herangezogen wurden. Alle Gbrigen Extrakte in Tab. 5 waren fir eine Weiterverwendung in
der Real-Time PCR geeignet.

Die Azso/A2so-Werte lagen bei allen hergestellten Mohn-DNA-Extrakten im geforderten Bereich
oder geringfuigig auRerhalb dieses Bereiches, weshalb alle Extrakte in Bezug auf die Reinheit
fur eine Real-Time PCR geeignet waren.

Was allgemein auffiel, waren die sehr hohen DNA-Konzentrationen bei denjenigen Extrakten,
bei welchen die Mohn-Samen vor der Extraktion mit einer Mohn-Muhle gemahlen wurden,
sowohl im Vergleich zum im Lebensmittelhandel erworbenen, maschinell gemahlenen
Blaumohn als auch im Vergleich zu den Extrakten, welche nach der Zerkleinerung von Mohn-
Samen in einem Morser hergestellt wurden. Es wurde zur Herstellung aller DNA-Extrakte aus
Blau-, Grau- und Weilmohn in dieser Diplomarbeit stets die CTAB-Methode verwendet, da

keine weitere Extraktions-Methode notwendig war, um die DNA-Ausbeute zu erhéhen.
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4.1.2 Optimierung der Primer-Paar- und Sonden-Konzentration

Nach der Herstellung der Extrakte aus Blaumohn, Graumohn und Weimohn und der
Messung der Konzentration und Reinheit der Extrakte wurden die Primer-Konzentrationen und
die Sonden-Konzentration fir alle weiteren Versuche optimiert.

Die Primer-Konzentrationen und die Sonden-Konzentration wurden von Fatima Tazeen
Husain® bereits fir den TagMan-Assay optimiert, jedoch fiir die Sonde nicht in allen
Konzentrationen, welche in dieser Diplomarbeit untersucht werden sollten.

Die Optimierung der Primer-Konzentrationen (P«#P:: 100/100, 200/200, 300/300 nM) sowie der
Sonden-Konzentration (100, 200, 300 nM) wurde jeweils mit einem Extrakt aus dem
gemahlenen Blaumohn durchgefuhrt, welcher in einer Konzentration von 20 ng/ul (100
ng/Well) eingesetzt wurde. Die Pipettier-Schemata fur den Mastermix fur die verschiedenen
Primer- und Sonden-Konzentrationen sind im Kapitel 6.2.1.6 beschrieben.

Es wurden fir jede Konzentration jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt und unter den
optimalen Konzentrationen diejenigen verstanden, welche zu den niedrigsten Cr-Werten
fuhrten.

Abb. 4 zeigt die Real-Time PCR-Kurven fir die getesteten Primer-Konzentrationen und in Tab.
6 sind die jeweiligen Ct-Werte bei einer Threshold-Line von 100,00 sowie die aus den jeweils

zwei Parallel-Bestimmungen gebildeten Mittelwerte angeflihrt:
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Abb. 4: Optimierung der Primer-Konzentrationen (P«/P:: 100/100, 200/200, 300/300 nM, n=2)
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Tab. 6: Einfluss der Primer-Konzentration auf den Cr-Wert (Threshold-Line 100,00)
n.d. nicht detektiert (kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals)
- Keine Berechnung mdglich

Konzentration Konzentration Konzentration Negativ-
P¢+Pr100/100 nM  P+«/Pr 200/200 nM P+/Pr 300/300 nM Kontrolle
Cr-Wert 1 26,77 26,05 26,19 n.d.
Cr-Wert 2 26,46 25,76 26,05 n.d.
Mittelwert 26,62 25,91 26,12 -

Wie man anhand von Abb. 4 und Tab. 6 erkennen kann, ergaben sich fir die Primer-Paar-
Konzentrationen 200/200 nM und 300/300 nM ahnliche Cr-Werte, wobei beide Werte im
Vergleich zur Konzentration 100/100 nM etwas niedriger lagen und weniger Unterschiede
zueinander als zur Konzentration 100/100 nM zeigten. Die Signalhéhe war bei den
Konzentrationen 200/200 nM und 300/300 nM grofier als bei 100/100 nM.

Die Primer-Paar-Konzentration 200/200 nM ergab den niedrigsten Mittelwert der Ct-Werte,
daher wurde diese Konzentration in allen weiteren Versuchen eingesetzt.

Abb. 5 zeigt die Real-Time PCR-Kurven fiir die untersuchten Sonden-Konzentrationen, und
die jeweiligen Cr-Werte bei einer Threshold-Line von 100,00 sowie die daraus gebildeten

Mittelwerte sind in Tab. 7 angefihrt:
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Abb. 5: Optimierung der Sonden-Konzentration (100, 200, 300 nM, n=2)
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Tab. 7: Einfluss der Sonden-Konzentration auf den Ct-Wert (Threshold-Line 100,00)

n.d. nicht detektiert (kein Anstieg des Fluroreszenz-Signals)
- Keine Berechnung mdglich

Konzentration Konzentration Konzentration Negativ-

Sonde 100 nM Sonde 200 nM Sonde 300 nM Kontrolle
Cr-Wert 1 25,48 25,68 26,26 n.d.
Cr-Wert 2 25,65 25,44 25,89 n.d.
Mittelwert 25,57 25,56 26,08 -

Bei der Optimierung der Sonden-Konzentration ergaben sich fur die Konzentrationen von 100
und 200 nM die niedrigsten Cr-Werte, welche sehr ahnlich waren, und die Konzentration von
300 nM fuhrte zu hdheren Cr-Werten. Die Signalhdhen bei den Konzentrationen 100 nM und
200 nM lagen ahnlich hoch und hoéher als bei der Konzentration von 300 nM.

Fir die Sonden-Konzentration 200 nM ergab sich der niedrigste Mittelwert der Cy-Werte,

daher wurde diese Konzentration in allen weiteren Versuchen eingesetzt.

4.1.3 Selektivitiat des optimierten Assays fiir Blaumohn, Graumohn und WeiBmohn

Tab. 8 zeigt einen Vergleich der Mittelwerte der Cr-Werte, welche mit Hilfe von Blaumohn-,
Graumohn- und Weil3mohn-Extrakten ermittelt wurden, wobei die Real-Time PCR unter den
optimierten Bedingungen durchgefihrt wurde. Die Cr-Werte wurden den Untersuchungen zur
Bestimmung der Nachweisgrenze von Blau-, Grau- und Weillmohn (Kapitel 4.1.4.2)
entnommen, da hier alle drei Mohn-Sorten untersucht wurden und daher die Cr-Werte flr
Blaumohn, Graumohn und Weilmohn vorlagen. In Tab. 8 sind die Cr-Werte der

Positivkontrollen aus Abb. 8, 9 und 10 bei einer Threshold-Line von 90,00 angegeben.

Tab. 8: Mittelwerte der Ct-Werte flr Blau-, Grau- und Weillmohn-Extrakte (Threshold-Line: 90,00)

Blaumohn Graumohn WeiRmohn
Cr-Wert 1 24,00 24,22 24,29
Cr-Wert 2 24,13 24,40 24,57
Mittelwert 24,07 24,31 24,43

Aufgrund der erhaltenen Cr-Werte liel3 sich feststellen, dass es mdglich war, alle drei Mohn-
Sorten mit Hilfe des Real-Time PCR-Assays zu detektieren, womit gezeigt werden konnte,
dass die Real-Time PCR-Methode eine Selektivitat fir Blau-, Grau- und Weilmohn aufwies.
Dies ist von Vorteil, da sowohl Blaumohn als auch Graumohn und Weimohn in kommerziell
erhaltlichen Produkten enthalten sein und eine Lebensmittelallergie ausldsen kénnen.

Wie man in Tab. 8 erkennen kann, fuhrten die Blaumohn-, Graumohn- und Weildmohn-
Extrakte zu ahnlichen Mittelwerten der Cr-Werte, sodass die Extrakte aller drei Mohn-Sorten

dafir geeignet waren, in weiteren Versuchen als Positiv-Kontrollen eingesetzt zu werden.
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4.1.4 Bestimmung der Effizienz und Nachweisgrenze des Real-Time PCR-Assays
4.1.41 Effizienz

Zur Ermittlung der Effizienz des Real-Time PCR-Assays wurden sechs verschiedene
Konzentrationen (100/10/1/ 0,1/ 0,02 / 0,01 ng/ul) eines Extraktes, welcher aus in einem
Méorser zerkleinerten Blaumohn-Samen hergestellt wurde, in 3-fach-Bestimmungen
untersucht. Die erhaltenen PCR-Kurven bei einer Threshold-Line von 90,00 werden in Abb. 6
gezeigt, die entsprechenden Cr-Werte sind in Tab. 9 angefihrt, und die aus den Cr-Werten

ermittelte Standardgerade ist in Abb. 7 dargestellt:
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Abb. 6: PCR-Kurven fur sechs verschiedene Konzentrationen eines Blaumohn-Extraktes
(n=3):100/10/1/0,1/0,02 /0,01 ng/ul

Tab. 9: Cr-Werte flr sechs verschiedene Konzentrationen eines Blaumohn-Extraktes
(Threshold-Line 90,00)

Konz. Konz. Konz. Konz. Konz. Konz.
100 ng/pl 10 ng/ul 1 ng/ul 0,1 ng/pyl 0,02 ng/ul 0,01 ng/pl

Blaumohn
Cr1 22,12 25,50 28,46 32,13 34,30 35,09
Cr2 22,17 25,55 28,67 32,13 34,64 35,22
Cr3 22,43 25,74 28,72 32,17 35,52 35,56
Mittelwert 22,24 25,60 28,62 32,14 34,82 35,29
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Aus der Steigung der in Abb. 7 gezeigten Standardgerade (-3,321) ergab sich unter
Einbeziehung der Ct-Werte aller sechs untersuchten Konzentrationen fir Blaumohn eine
Effizienz des Real-Time PCR-Assays von 7100,0 %.

Da alle Parallelbestimmungen der sechs getesteten Konzentrationen des Blaumohn-Extraktes
jeweils zu einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals flihrten, wurde bei der Effizienz-
Bestimmung fir Graumohn und Weildmohn jeweils zusatzlich eine weitere Konzentration von
0,002 ng/ul untersucht. Abgesehen davon war die zusatzliche Konzentration von 0,002 ng/ul

fur die Bestimmung der Nachweisgrenze notwendig.
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Abb. 7: Standardgerade aus der Analyse von sechs verschiedenen Konzentrationen eines
Blaumohn-Extraktes: 100 /10/1/0,1/0,02 /0,01 ng/pl (n=3, Threshold-Line: 90,00)

Die Ergebnisse der Real-Time PCR der Graumohn- und WeilRmohn-Extrakte in sieben
verschiedenen Konzentrationen (100 /10/1/0,1 /0,02 / 0,01 / 0,002 ng/ul) kénnen leider
nicht gezeigt werden, da es zu einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals bei vier der sechs
aufgetragenen Negativkontrollen kam. Die Graumohn- und Weil3mohn-Extrakte fuhrten zwar
bei einer Threshold-Line von 90,00 zu ahnlichen Mittelwerten der Ct-Werte wie die Blaumohn-
Extrakte, jedoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Extrakte ebenso wie die

Negativkontrollen kontaminiert waren, weshalb die Ergebnisse nicht verwendbar waren.
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4.1.4.2 Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD)

Nach der Ermittlung der Effizienz des Real-Time PCR-Assays fur Blaumohn wurden die
Extrakte aller drei Mohn-Sorten in den drei Konzentrationen 0,02, 0,01 und 0,002 ng/pl in 10-
fach-Bestimmungen getestet, um die Nachweisgrenze zu ermitteln.

Die PCR-Kurven, die sich aus den drei verschiedenen Konzentrationen der Blau-, Grau- und
Weillmohn-Extrakte ergaben, sind in Abb. 8, 9 und 10 dargestellt, wobei alle Kurven der
jeweiligen Parallel-Bestimmungen in der gleichen Farbe dargestellt sind. Die aus Abb. 8, 9
und 10 ermittelten Ct-Werte bei einer Threshold-Line von 90,00 sind in Tab. 10 angefuhrt.

Amplification Chart : Data 2013-05-28_Blaumehn_10fach-Bestimmung_Wiederholung.opd
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Abb. 8: PCR-Kurven fir drei verschiedene Konzentrationen eines Blaumohn-Extraktes
(n=10): 0,02 ng/pl / 0,01 ng/ul / 0,002 ng/ul
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Amplification Chart : Data 2013-07-16_Graumahn_10fach-Bestimmung.opd
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Abb. 9: PCR-Kurven fir drei verschiedene Konzentrationen eines Graumohn-Extraktes
(n=10): 0,02 ng/ul / 0,01 ng/ul / 0,002 ng/ul

Amplification Chart : Data 2013-07-17_Weiltmohn_10fach-Bestimmung (beim Pipettieren dfter gevortext).opd
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Abb. 10: PCR-Kurven fiur drei verschiedene Konzentrationen eines Weillmohn-Extraktes
(n=10): 0,02 ng/pl / 0,01 ng/ul / 0,002 ng/pl
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Tab. 10: Cr-Werte von Blaumohn-, Graumohn- und Weilmohn-Extrakten (Threshold-Line: 90,00)
n.d. nicht detektiert (kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals innerhalb der ersten 40 Zyklen)
k.B.: Keine Berechnung, da kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals bei > 95 % der Bestimmungen

- nicht durchgefuhrt
Konzentration Konzentration = Konzentration Positiv-Kontrolle
0,02 ng/pl 0,01 ng/pl 0,002 ng/pl 20 ng/pl
(0,1 ng/Well) (0,05 ng/Well) (0,01 ng/Well) (100 ng/Well)
Blaumohn
Cr-Wert 1 33,13 33,96 36,08 24,00
Cr-Wert 2 33,21 34,12 36,42 24,13
Cr-Wert 3 33,52 34,16 36,89 -
Cr-Wert 4 33,61 34,87 37,97 -
Cr-Wert 5 34,00 35,02 38,21 -
Cr-Wert 6 34,26 35,05 38,30 -
Cr-Wert 7 34,39 35,16 n.d. -
Cr-Wert 8 34,49 35,19 n.d. -
Cr-Wert 9 34,51 35,79 n.d. -
Cr-Wert 10 36,17 35,81 n.d. -
Mittelwert 34,13 34,91 k.B. 24,07
Graumohn
Cr-Wert 1 33,88 34,61 36,02 24,22
Cr-Wert 2 34,24 34,65 36,66 24,40
Cr-Wert 3 34,62 35,06 37,91 -
Cr-Wert 4 34,96 35,44 37,95 -
Cr-Wert 5 34,96 35,87 37,99 -
Cr-Wert 6 34,97 36,07 38,11 -
Cr-Wert 7 35,09 36,32 n.d. -
Cr-Wert 8 35,11 36,94 n.d. -
Cr-Wert 9 35,37 36,95 n.d. -
Cr-Wert 10 35,43 38,39 n.d. -
Mittelwert 34,86 36,03 k.B. 24,31
WeifRmohn
Cr-Wert 1 34,17 34,37 37,96 24,29
Cr-Wert 2 34,21 35,24 38,01 24,57
Cr-Wert 3 34,23 35,54 38,03
Cr-Wert 4 34,43 35,65 38,10
Cr-Wert 5 34,60 35,80 38,15
Cr-Wert 6 34,63 35,87 n.d.
Cr-Wert 7 34,97 35,93 n.d.
Cr-Wert 8 35,45 36,16 n.d.
Cr-Wert 9 35,53 36,32 n.d.
Cr-Wert 10 36,25 38,00 n.d.
Mittelwert 34,85 35,89 k.B. 24,43
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Wie man Tab. 10 entnehmen kann, wurde bei den Extrakten aller drei Mohn-Sorten bei den
Konzentrationen von 0,02 ng/ul und 0,01 ng/ul jeweils bei allen zehn Bestimmungen ein
Anstieg des Fluoreszenz-Signals beobachtet. Bei der niedrigsten Konzentration von 0,002
ng/ul wurde bei den Blaumohn- und Graumohn-Extrakten jeweils bei sechs von zehn
Bestimmungen und beim Weilimohn-Extrakt bei fiinf von zehn Bestimmungen ein Anstieg des
Fluoreszenz-Signals gemessen.

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) des Real-Time PCR-Assays zum Nachweis
von Mohn-DNA lag daher fir Blaumohn, Graumohn und Weilmohn bei jeweils 0,01 ng/ul
(0,05 ng Mohn-DNA).

4.2 Kreuzreaktivitats-Tests

Um zu untersuchen, ob der Real-Time PCR-Assay spezifisch fir Mohn war, oder ob auch bei
Lebensmittel-Extrakten aus anderen biologischen Spezies ein Anstieg des Fluoreszenz-
Signals zu beobachten war, wurden mittels Real-Time PCR Kreuzreaktivitats-Tests mit
insgesamt 22 verschiedenen Lebensmitteln, 21 pflanzlichen Spezies sowie Backhefe,
durchgeflhrt:

Getreide-Arten: Dinkel, Roggen, Weizen, Reis

Nuss-Arten: Haselnuss, Walnuss, Pinie, Muskat, Pistazie
Gemiise-Arten: Karotte, Kartoffel, Ingwer, Rote Linse, Mais
Frucht-Arten: Weintraube, Zitrone, Johannisbeere, Pflaume, Mandel
Gewilirz-Arten: Vanille, Zimt

Einzelliger Pilz: Backhefe

Es wurden fur die Kreuzreaktivitats-Tests Lebensmittelbestandteile ausgewahlt, welche haufig
neben Mohn in kommerziell erhaltlichen Mohn-Produkten (z.B. Mohn-Kuchen, Mohn-Kipferl,
Mohn-Strudel, usw.) enthalten sind. Die Produktnamen der fir die Kreuzreaktivitats-Tests
verwendeten Lebensmittel und deren Herstellerfirmen, die verwendeten mechanischen
Methoden und die DNA-Extraktionsmethoden sind im Kapitel 6.1.3.2 aufgelistet.

Aus den genannten Lebensmitteln wurde mit der CTAB-Methode bzw. bei manchen
Lebensmitteln zusatzlich mit dem QIAamp DNA Mini Kit DNA extrahiert, und mit denjenigen
Extrakten, welche sich aufgrund der photometrisch gemessenen DNA-Konzentration und
Reinheit als geeignet herausstellten, wurde eine Real-Time PCR durchgeflhrt.

Dabei wurden eine DNA-Konzentration der Extrakte von mindestens 10 ng/ul sowie ein
AosolAzso-Wert von 1,8-2,0 mit geringfligigen Abweichungen nach unten oder oben als

erforderliche Kriterien fiir den Einsatz in der Real-Time PCR betrachtet.
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4.2.1 Ergebnisse der photometrischen Messungen der DNA-Extrakte

4.2.1.1 Konzentration und Reinheit der Extrakte der 1. Extraktion (CTAB-Methode)

Zunachst wurde unter Anwendung der CTAB-Methode in einer ersten Extraktion in jeweils

mindestens zwei Parallel-Ansatzen DNA aus den folgenden Lebensmitteln extrahiert:

Getreide: Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl, Reis

Nusse: Haselnuss, Walnuss, Pinienkern, Muskatnuss (gemahlen), Pistazie
Gemiise: Karotte (roh), Kartoffel (roh), Ingwer (Knolle), Rote Linse, Maisstarke
Friichte: Rosine, Zitrone, Ribisel-Konfitiire, Pflaumenmus, Mandel

Gewiirze: Vanillezucker, Zimt (gemahlen)

Einzelliger Pilz: Backhefe (Germ)

Die Ergebnisse der photometrischen Messungen der mit der CTAB-Methode erhaltenen DNA-

Extrakte aus der ersten Extraktion sind in Tab. 11 aufgelistet:

Tab. 11: Konzentration und Reinheit der Extrakte der 1. Extraktion (CTAB-Methode)
@ Bei beiden Extrakten wurde bei der photometrischen Messung das gleiche Ergebnis erhalten
- Keine mechanische Methode verwendet
< LOD: DNA-Konzentration < LOD
n.d.: Kein Messergebnis erhalten, da die DNA-Konzentration < LOD
k.B.": Keine Berechnung des Mittelwertes aufgrund sehr stark voneinander abweichender
Einzelwerte; Angabe der Einzelwerte
k.B.2: Keine Berechnung des Mittelwertes, da die Messung teilweise negative Werte ergab

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode Methode Konzentration  Aazeo/A2s0
(ng/pl)
GETREIDE
Dinkelmehl
1. Extrakt - CTAB 315,8 1,90
2. Extrakt - CTAB k.B." 1,89
32,6/211,7/
212,0/213,7 /
4039,6
Roggenvollkornmehl
1. Extrakt - CTAB 365,7 1,98
2. Extrakt - CTAB 268,6 1,94
Weizenmehl
1. Extrakt - CTAB 99,1 1,84
2. Extrakt - CTAB 67,2 1,85
Reis
1. Extrakt Mérser CTAB 22,0 2,00
2. Extrakt Morser CTAB 3,9 2,45
NUSSE
Haselnuss
1. Extrakt - CTAB 19,1 2,06
2. Extrakt - CTAB 11,6 2,00
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Tab. 11: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode Methode Konzentration  Aazeo/A2s0
(ng/pl)
Walnuss
1. Extrakt - CTAB 18,7 1,10
2. Extrakt - CTAB 450 1,16
3. Extrakt - CTAB 14,8 2,33
4. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
Pinienkern
1. Extrakt Morser CTAB 153,7 1,89
2. Extrakt Morser CTAB 93,6 1,85
Muskatnuss
(gemahlen)
1. Extrakt - CTAB 7,3 2,10
2. Extrakt - CTAB 6,9 1,95
Pistazie
1. Extrakt Mérser CTAB 116,5 1,98
1. Extrakt Mérser CTAB 57,9 1,94
GEMUSE
Karotte (roh)
1. Extrakt Morser CTAB 8,3 2,25
2. Extrakt Mérser CTAB 3,6 2,68
Kartoffel (roh)
1. und 2. Extrakt? - CTAB <LOD n.d.
Ingwer (Knolle)
1. und 2. Extrakt® Mérser CTAB <LOD n.d.
Rote Linse
1. Extrakt Morser CTAB 48,7 1,96
2. Extrakt Morser CTAB 43,4 1,99
Maisstarke
1. Extrakt - CTAB 0,8 k.B.2
2. Extrakt - CTAB 0,97 k.B.2
FRUCHTE
Rosine
1. und 2. Extrakt® - CTAB <LOD n.d.
Zitrone
1. Extrakt - CTAB 1,0 6,50
2. Extrakt - CTAB 0,8 k.B.2
Ribisel-Konfitiire
1. Extrakt - CTAB 1,1 4,17
2. Extrakt - CTAB 0,85 k.B.?2
Pflaumenmus
1. Extrakt - CTAB 2,2 1,74
2. Extrakt - CTAB 3,3 1,48
Mandel
1. Extrakt - CTAB 30,3 1,71
2. Extrakt - CTAB 50,0 1,85
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Tab. 11: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode Methode Konzentration  Aazeo/Azs0
= (ng/ul)
GEWURZE
Vanillezucker
1. und 2. Extrakt? - CTAB <LOD n.d.
Zimt (gemahlen)
1. Extrakt - CTAB 0,98 92,80
2. Extrakt - CTAB 0,7 k.B.2

EINZELLIGER PILZ

Backhefe (Germ)
1. Extrakt - CTAB 112,7 1,84
2. Extrakt - CTAB 148,9 1,83

Wie man anhand von Tab. 11 erkennen kann, konnte aus einigen Lebensmitteln mittels der
CTAB-Methode DNA in der geforderten Konzentration und Reinheit gewonnen werden, so
beim Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl und Reis, bei der Haselnuss, der
Walnuss, dem Pinienkern, der Pistazie, der Roten Linse, der Mandel und der Backhefe.
Die Mittelwerte der DNA-Konzentrationen bzw. die Mittelwerte der Aozso/Azso-Werte aller
Extrakte, welche fir die Verwendung in einer Real-Time PCR geeignet waren, sind in Tab. 11
fett gedruckt dargestellt.

Aus einigen Lebensmitteln wurde keine DNA in ausreichender Konzentration und Reinheit
erhalten: bei der Muskatnuss (gemahlen), der Karotte (roh), der Kartoffel (roh), beim Ingwer
(Knolle), bei der Maisstérke, der Rosine, der Zitrone, der Ribisel-Konfitiire, beim Pflaumenmus,
beim Vanillezucker und beim Zimt (gemahlen). Daher wurde in einer zweiten Extraktion mit

der CTAB-Methode noch einmal versucht, DNA aus diesen Lebensmitteln zu extrahieren.

4.2.1.2 Konzentration und Reinheit der Extrakte der 2. Extraktion (CTAB-Methode)

Diejenigen Lebensmittel, aus welchen in der ersten Extraktion keine DNA in der geforderten
Qualitat gewonnen werden konnte, wurden vor der zweiten Extraktion speziell bearbeitet oder
in einer anderen Form eingesetzt:

So wurde statt der Muskatnuss (gemahlen) eine Muskatnuss (ganz) mit einem Reibeisen
gerieben und anschlieRend in einem Mdrser mechanisch zerkleinert, die Karotte und die
Kartoffel wurden nicht roh eingesetzt, sondern vor der Extraktion gekocht, es wurde statt einer
Ingwer-Knolle ein im Lebensmittelhandel erhaltliches Ingwerpulver verwendet, und es wurden
statt der Maisstarke Maiskorner eingesetzt, die in dem Médrser mechanisch zerkleinert
wurden. Die Rosine und das Fruchtfleisch der Zitrone wurden jeweils zunachst in Wasser
eingeweicht und schliellich in einem Moérser zerkleinert, statt der Ribisel-Konfitlire wurden

tiefgefrorene Ribisel-Friuchte zunachst aufgetaut und anschlieend in einem Morser
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mechanisch zerkleinert, und statt dem Pflaumenmus wurden Dorrpflaumen verwendet,
welche in Wasser eingeweicht und ebenfalls in einem Mérser mechanisch zerkleinert wurden.
Anstelle der Verwendung von Vanillezucker wurde eine Vanilleschote mit einem Messer der
Lange nach aufgeschnitten und es wurden mit Hilfe eines Spatels die weichen, inneren Anteile
abgeschabt, und es wurde statt dem gemahlenen Zimtpulver eine Zimt-Stange eingesetzt,
welche zunachst in Wasser eingeweicht, anschlie®end mit einem Reibeisen gerieben und
danach in einem Morser mechanisch zerkleinert wurde.

Tab. 12 zeigt die Ergebnisse der photometrischen Messungen der Extrakte aus der zweiten

Extraktion:

Tab. 12: Konzentration und Reinheit der Extrakte der 2. Extraktion (CTAB-Methode)
@ Bei beiden Extrakten wurde bei der photometrischen Messung das gleiche Ergebnis erhalten
- Keine mechanische Methode verwendet
< LOD: DNA-Konzentration < LOD
n.d.: Kein Messergebnis erhalten, da die DNA-Konzentration < LOD

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/Azs0
= (ng/pl)
NUSSE
Muskatnuss (ganz)
1. und 2. Extrakt® Reibeisen, Morser CTAB <LOD n.d.
GEMUSE
Karotte (gekocht)
1. Extrakt - CTAB 7,7 2,37
2. Extrakt - CTAB 1,3 2,37
Kartoffel (gekocht)
1. Extrakt - CTAB 2,2 3,55
2. Extrakt - CTAB 4.5 1,91
Ingwerpulver
1. Extrakt - CTAB 9,6 1,35
2. Extrakt - CTAB 11,4 1,22
Maiskorn
1. und 2. Extrakt? Morser CTAB <LOD n.d.
FRUCHTE
Rosine
1. und 2. Extrakt® H-O, Mébrser CTAB <LOD n.d.
Zitrone
1. und 2. Extrakt? H20, Morser CTAB <LOD n.d.

Ribiselfrucht
(tiefgefroren)

1. und 2. Extrakt® Auftauen, Mérser CTAB <LOD n.d.
Dorrpflaume
1. und 2. Extrakt® H20, Mérser CTAB <LOD n.d.
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Tab. 12: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/Azs0
= (ng/ul)
GEWURZE
Vanilleschote
1. Extrakt Messer, Spatel CTAB 1,9 2,00
2. Extrakt Messer, Spatel CTAB 2.8 1,77
Zimtstange
1. und 2. Extrakt? H,O, Reibeisen, CTAB <LOD n.d.
Morser

Wie man anhand von Tab. 12 erkennen kann, gab es nur zwei Extrakte, welche die geforderte
Konzentration aufwiesen, das Ingwerpulver sowie die Karotte (gekocht), beide Extrakte
zeigten jedoch beim Azso/Azso-Verhaltnis keinen idealen Wert, insbesondere der Extrakt aus
dem Ingwerpulver. Alle restlichen Extrakte waren von der Konzentration bzw. von der Reinheit
her nicht fir den Einsatz in einer Real-Time PCR geeignet. Der nachste Schritt bestand
deshalb darin, in einer dritten Extraktion zu versuchen, mit Hilfe weiterer mechanischer
Bearbeitungsmethoden sowie mit dem QIAamp DNA Mini Kit aus den betreffenden

Lebensmitteln eine ausreichende Menge an DNA zu extrahieren.

421.3 Konzentration und Reinheit der Extrakte der 3. Extraktion (CTAB, QlAamp DNA Mini Kit)

In einer dritten Extraktion wurde aus zwei Lebensmitteln noch einmal mit der CTAB-Methode
DNA extrahiert, wobei die Lebensmittel wieder anders als zuvor bearbeitet wurden oder in
einer anderen Form eingesetzt wurden: Es wurde anstatt der Kartoffelknolle Kartoffel-
Starkemehl verwendet und die Vanilleschote wurde zunachst in Wasser eingeweicht,
schlie3lich der Lange nach aufgeschnitten und der Inhalt mit einem Spatel entnommen.
Weiters wurde aus denjenigen Lebensmitteln in Tab. 12, fur welche keine ausreichende DNA-
Konzentration erzielt wurde, versucht, DNA mit dem QlAamp DNA Mini Kit zu gewinnen. Dazu
wurden manche Lebensmittel noch einer zusatzlichen mechanischen Bearbeitung (Kenwood-
Mixer, Ultra-Turrax (Hochleistungs-Dispergiergerat)) ausgesetzt.

Die mechanischen Methoden, die Extraktionsmethoden und die Konzentration und Reinheit
der Extrakte der dritten Extraktion sind in Tab. 13 angefuhrt und die Ergebnisse werden im

Kapitel 4.2.1.4 bei der Zusammenfassung und Diskussion aller Ergebnisse beschrieben.
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Tab. 13: Konzentration und Reinheit der Extrakte der 3. Extraktion (CTAB, DNA Mini Kit)
a Bei beiden Extrakten wurde bei der photometrischen Messung das gleiche Ergebnis erhalten
- Keine mechanische Methode verwendet
< LOD: DNA-Konzentration < LOD

n.d.: Kein Messergebnis erhalten, da die DNA-Konzentration < LOD
k.B.": Keine Berechnung des Mittelwertes aufgrund sehr stark voneinander abweichender

Einzelwerte; Angabe der Einzelwerte

k.B.2: Keine Berechnung des Mittelwertes, da die Messung teilweise negative Werte ergab

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration Az60/A2s0
) (ng/pl)
NUSSE
Muskatnuss
_(gemahlen)
1. Extrakt - QIAamp DNA Mini Kit 12,5 1,87
2. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit 15,9 1,98
GEMUSE
Kartoffel-Starkemehl
1. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
2. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
Kartoffel (roh)
1. Extrakt Reibeisen, QlAamp DNA Mini Kit 11,2 1,82
Méorser
2. Extrakt Reibeisen, QlAamp DNA Mini Kit 10,1 1,96
Morser
Maiskorn (Dose)
1. Extrakt Morser QlAamp DNA Mini Kit 10,5 1,86
2. Extrakt Morser QlAamp DNA Mini Kit 11,0 1,96
FRUCHTE
Rosine
1. Extrakt H,O, Mérser ~ QIAamp DNA Mini Kit 32,8 ,
2. Extrakt H,O, Mérser ~ QlAamp DNA Mini Kit 32,0 ,
Rosine
1. Extrakt Kenwood- QlAamp DNA Mini Kit 15,7 1,25
Mixer
2. Extrakt Kenwood- QlAamp DNA Mini Kit 3,0 1,61
Mixer
Zitrone (Fruchtfleisch
und Schale)
1. Extrakt Reibeisen QIAamp DNA Mini Kit 6,8 2,18
2. Extrakt Reibeisen QlAamp DNA Mini Kit 11,0 1,91
Ribiselfrucht
1. Extrakt Auftauen, QlAamp DNA Mini Kit k.B.2 k.B.2
Morser
2. Extrakt Auftauen, QIAamp DNA Mini Kit 15,6 1,71
Morser
Dorrpflaume
1. Extrakt H,O, Morser ~ QlAamp DNA Mini Kit 55,4 ,
2. Extrakt H,O, Mérser ~ QIAamp DNA Mini Kit 60,2 ,
Dorrpflaume
1. Extrakt Kenwood- QlAamp DNA Mini Kit 146,6 1,41
Mixer
2. Extrakt Kenwood- QlAamp DNA Mini Kit k.B.2 1,41
Mixer
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Tab. 13: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/Azs0
) (ng/pl)
GEWURZE
Vanilleschote - -
1. Extrakt H-0, Spatel CTAB 1,7 k.B.2
2. Extrakt H20, Spatel CTAB <LOD n.d.
Vanilleschote
1. Extrakt Messer, Reibeisen ~ QlAamp DNA Mini Kit 19,5 1,09
2. Extrakt Messer, Reibeisen  QlAamp DNA Mini Kit 7.9 1,40
Vanilleschote
1. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit 14,7 ’
2. Extrakt Kenwood-Mixer QIAamp DNA Mini Kit 10,3 ,
Zimt (gemahlen)
1. Extrakt - QIlAamp DNA Mini Kit 26,6 0,85
2. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit k.B. k.B.2
14,2 /68,0/68,3
Zimtstange
1. Extrakt H-0, Ultra-Turrax, = QlAamp DNA Mini Kit 18,9 1,42
Kenwood-Mixer
2. Extrakt H,O, Ultra-Turrax,  QlAamp DNA Mini Kit 18,2 0,69

Kenwood-Mixer

4.2.1.4 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse der drei Extraktionen

In Tab. 14 sind alle Lebensmittel, aus welchen DNA mit der CTAB-Methode und mit dem
QIAamp DNA Mini Kit extrahiert wurde, aufgelistet.

Tab. 14 ist nach den Lebensmitteln geordnet, um einen Vergleich zu ermdglichen, welche

mechanischen Bearbeitungsmethoden bzw. welche Extraktionsmethoden bei

bestimmten Lebensmittel zu einer hdheren DNA-Konzentration beitrugen.

einem

Tab. 14: Konzentration und Reinheit aller Extrakte (CTAB-Methode, QlAamp DNA Mini Kit)
a Bei beiden Extrakten wurde bei der photometrischen Messung das gleiche Ergebnis erhalten

- Keine mechanische Methode verwendet

< LOD: DNA-Konzentration < LOD

n.d.: Kein Messergebnis erhalten, da die DNA-Konzentration < LOD

k.B.": Keine Berechnung des Mittelwertes aufgrund sehr stark voneinander abweichender

Einzelwerte; Angabe der Einzelwerte

k.B.2: Keine Berechnung des Mittelwertes, da die Messung teilweise negative Werte ergab

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/A2s0
(ng/pl)
GETREIDE
Dinkelmehl
1. Extrakt - CTAB 315,8 1,90
2. Extrakt - CTAB k.B. 1,89
32,6/211,7/
212,0/213,7/
4039,6
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Tab. 14: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/A2s0
(ng/ul)
Roggenvollkornmehl
1. Extrakt - CTAB 365,7 1,98
2. Extrakt - CTAB 268,6 1,94
Weizenmehl
1. Extrakt - CTAB 99,1 1,84
2. Extrakt - CTAB 67,2 1,85
Reis
1. Extrakt Mérser CTAB 22,0 2,00
2. Extrakt Mdrser CTAB 3,9 2,45
NUSSE
Haselnuss
1. Extrakt - CTAB 19,1 2,06
2. Extrakt - CTAB 11,6 2,00
Walnuss
1. Extrakt - CTAB 18,7 1,10
2. Extrakt - CTAB 45,0 1,16
3. Extrakt - CTAB 14,8 2,33
4. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
Pinienkern
1. Extrakt Mérser CTAB 153,7 1,89
2. Extrakt Mérser CTAB 93,6 1,85
Muskatnuss
(gemahlen)
1. Extrakt - CTAB 7,3 2,10
2. Extrakt - CTAB 6,9 1,95
Muskatnuss (ganz)
1. und 2. Extrakt? Reibeisen, Mérser CTAB <LOD n.d.
Muskatnuss
_(gemahlen)
1. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit 12,5 1,87
2. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit 15,9 1,98
Pistazie
1. Extrakt Mérser CTAB 116,5 1,98
1. Extrakt Mérser CTAB 57,9 1,94
GEMUSE
Karotte (roh)
1. Extrakt Morser CTAB 8,3 2,25
2. Extrakt Moérser CTAB 3,6 2,68
Karotte (gekocht)
1. Extrakt - CTAB 7,7 2,37
2. Extrakt - CTAB 11,3 2,37
Kartoffel (roh)
1. und 2. Extrakt? - CTAB <LOD n.d.
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Tab. 14: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/A2s0
(ng/ul)
Kartoffel (gekocht)
1. Extrakt - CTAB 2.2 3,55
2. Extrakt - CTAB 45 1,91
Kartoffel-
Starkemehl
1. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
2. Extrakt - CTAB <LOD n.d.
Kartoffel (roh)
1. Extrakt Reibeisen, Morser  QlAamp DNA Mini Kit 11,2 1,82
2. Extrakt Reibeisen, Mérser  QlAamp DNA Mini Kit 10,1 1,96
Ingwer (Knolle)
1. und 2. Extrakt? Mérser CTAB <LOD n.d.
Ingwerpulver
1. Extrakt - CTAB 9,6 1,35
2. Extrakt - CTAB 11,4 1,22
Rote Linse
1. Extrakt Morser CTAB 48,7 1,96
2. Extrakt Morser CTAB 43,4 1,99
Maisstarke
1. Extrakt - CTAB 0,8 k.B.2
2. Extrakt - CTAB 0,97 k.B.?2
Maiskorn
1. und 2. Extrakt? Mérser CTAB <LOD n.d.
Maiskorn
1. Extrakt Morser QlAamp DNA Mini Kit 10,5 1,86
2. Extrakt Morser QlAamp DNA Mini Kit 11,0 1,96
FRUCHTE
Rosine
1. und 2. Extrakt? - CTAB <LOD n.d.
Rosine
1. und 2. Extrakt? H20, Mérser CTAB <LOD n.d.
Rosine
1. Extrakt H,O, Mérser QlAamp DNA Mini Kit 32,8 1,15
2. Extrakt H,O, Mérser QlAamp DNA Mini Kit 32,0 ,16
Rosine
1. Extrakt Kenwood-Mixer QIAamp DNA Mini Kit 15,7 1,25
2. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit 3,0 1,61
Zitrone
1. Extrakt - CTAB 1,0 6,50
2. Extrakt - CTAB 0,8 k.B.2
Zitrone
1. und 2. Extrakt? H20, Mérser CTAB <LOD n.d.
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Tab. 14: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Azeo/A2s0
(ng/pl)
Zitrone
(Fruchtfleisch +
Schale)
1. Extrakt Reibeisen QlAamp DNA Mini Kit 6,8 2,18
2. Extrakt Reibeisen QlAamp DNA Mini Kit 11,0 1,91
Ribisel-Konfitiire
1. Extrakt - CTAB 1,1 417
2. Extrakt - CTAB 0,85 k.B.2
Ribiselfrucht
(tiefgefroren)
1. und 2. Extrakt? Auftauen, Moérser CTAB <LOD n.d.
Ribiselfrucht
(tiefgefroren)
1. Extrakt Auftauen, Morser QlAamp DNA Mini Kit k.B.2 k.B.2
2. Extrakt Auftauen, Mérser QlAamp DNA Mini Kit 15,6 1,71
Pflaumenmus
1. Extrakt - CTAB 2,2 1,74
2. Extrakt - CTAB 3,3 1,48
Dorrpflaume
1. und 2. Extrakt? H20, Morser CTAB <LOD n.d.
Doérrpflaume
1. Extrakt H,O, Mérser QlAamp DNA Mini Kit 55,4 ,
2. Extrakt H,O, Morser QlAamp DNA Mini Kit 60,2 ,
Dorrpflaume
1. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit 146,6 1,41
2. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit k.B.2 1,41
Mandel
1. Extrakt - CTAB 30,3 1,71
2. Extrakt - CTAB 50,0 1,85
GEWURZE
Vanillezucker
1. und 2. Extrakt? - CTAB <LOD n.d.
Vanilleschote
1. Extrakt Messer, Spatel CTAB 1,9 2,00
2. Extrakt Messer, Spatel CTAB 2.8 1,77
Vanilleschote - -
1. Extrakt H-0, Messer, CTAB 1,7 k.B.2
Spatel
2. Extrakt H20, Messer, CTAB <LOD n.d.
Spatel
Vanilleschote
1. Extrakt Messer, Reibeisen  QlAamp DNA Mini Kit 19,5 1,09
2. Extrakt Messer, Reibeisen  QlAamp DNA Mini Kit 7.9 1,40
Vanilleschote
1. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit 14,7 1,19
2. Extrakt Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit 10,3 ,18
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Tab. 14: Fortsetzung

Lebensmittel Mechanische Extraktions- Mittelwert Mittelwert
Methode(n) Methode Konzentration  Aze0/A2s0
(ng/pl)
Zimt (gemahlen)
1. Extrakt - CTAB 0,98 92,80
2. Extrakt - CTAB 0,7 k.B.?2
Zimtstange
1. und 2. Extrakt? H,O, Reibeisen, CTAB <LOD n.d.
Morser
Zimt (gemahlen)
1. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit 26,6 0,85
2. Extrakt - QlAamp DNA Mini Kit k.B.! k.B.?2
14,2 /68,0 /68,3
Zimtstange
1. Extrakt H20, Ultra-Turrax, QlAamp DNA Mini Kit 18,9 1,42
Kenwood-Mixer
2. Extrakt H20, Ultra-Turrax, QIAamp DNA Mini Kit 18,2 0,69

Kenwood-Mixer

EINZELLIGER PILZ

Backhefe (Germ)
1. Extrakt - CTAB 112,7 1,84
2. Extrakt - CTAB 148,9 1,83

Wie man Tab. 14 entnehmen kann, konnte aus den vier untersuchten Getreide-Sorten,
Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl und Reis, mit der CTAB-Methode DNA in
ausreichender Konzentration und Reinheit gewonnen werden, und die hdchste DNA-Ausbeute
aller untersuchten Extrakte wurde mit 365,7 ng/ul beim Roggenvollkornmehl erzielt. Es waren
daher bei allen vier Getreidesorten keine weiteren DNA-Extraktionen notwendig.

Auffallig war der Unterschied der DNA-Konzentrationen der Extrakte der drei Mehl-Sorten mit
der DNA-Konzentration des Extraktes von Reis, welcher in einem Morser mechanisch
zerkleinert wurde. Es lie3 sich erkennen, dass aus maschinell vorgemahlenen Lebensmitteln
grélkere DNA-Mengen extrahiert werden konnten als aus einem handisch zerkleinerten
Lebensmittel.

Was die Nuss-Sorten betraf, konnte bei der Haselnuss, der Walnuss, dem Pinienkern und der
Pistazie mit der CTAB-Methode DNA in ausreichender Konzentration und Reinheit extrahiert
werden, nur bei der Walnuss lag der Ageo/Azeo-Wert mit 2,33 etwas oberhalb des idealen
Bereiches, der Extrakt wurde jedoch, da die Abweichung von 2,0 nicht sehr grof3 war, trotzdem
als geeignet fur den Einsatz in der Real-Time PCR betrachtet. Daher waren bei den vier
genannten Nuss-Sorten keine weiteren DNA-Extraktionen notwendig.

Die einzige Nuss-Sorte, bei welcher es nicht méglich war, mit der CTAB-Methode eine
ausreichende Menge an DNA zu extrahieren, war die Muskatnuss. Hier wurde zunachst ein
bereits gemahlenes Produkt verwendet und mit der CTAB-Methode DNA-Konzentrationen von

weniger als 10 ng/pl erzielt, weshalb in einer weiteren CTAB-Extraktion versucht wurde, durch
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das Reiben einer ganzen Muskatnuss mit Hilfe eines Reibeisens sowie einer anschlieRenden
Zerkleinerung in einem Morser die DNA-Ausbeute zu erhdhen.

Das Ergebnis der zweiten Extraktion war jedoch eine DNA-Konzentration, welche unterhalb
der Nachweisgrenze lag, woraus man, so wie bei den Mehl-Sorten bereits beobachtet,
schlielRen konnte, dass aus einem maschinell vorgemahlenen Produkt mehr DNA gewonnen
werden konnte als aus einem handisch bearbeiteten Lebensmittel.

Ein Vergleich der Ergebnisse der zwei Extraktions-Methoden bei Verwendung des gleichen
Produktes (Muskatnuss, gemahlen) zeigte, dass mit dem QlAamp DNA Mini Kit im Gegensatz
zur CTAB-Methode eine ausreichende DNA-Konzentration und Reinheit erzielt werden konnte.
Bei den Gemiise-Sorten liel} sich am Beispiel der Karotte beobachten, dass eine thermische
Vorbehandlung durch das Kochen der Karotte im Vergleich zur Verwendung der rohen Karotte
zu einer héheren DNA-Ausbeute fihrte, obwohl die gekochte Karotte keiner mechanischen
Zerkleinerung unterzogen wurde, wahrend die rohe Karotte mit einem Morser bearbeitet
wurde. Die Konsistenz eines Lebensmittels hatte also einen Einfluss auf die DNA-Ausbeute.
Dies lie® sich auch bei der Kartoffel beobachten, da die mit der CTAB-Methode gewonnene
DNA bei der rohen Kartoffel eine Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze aufwies,
wahrend aus der gekochten Kartoffel zumindest geringe Mengen an DNA gewonnen werden
konnten, welche jedoch nicht die notwendigen Anforderungen fir die Real-Time PCR erflllten.
Die Extraktion von DNA aus dem Kartoffel-Starkemehl mit der CTAB-Methode filhrte genauso
wie die Extraktion aus der rohen Kartoffel zu einem Ergebnis unterhalb der Nachweisgrenze.
Bei Verwendung des DNA Mini Kits konnte aus der rohen Kartoffel eine ausreichende DNA-
Menge gewonnen werden, jedoch lie} sich keine Aussage dartber machen, ob dies an der
Extraktionsmethode oder an der im Vergleich zur CTAB-Methode zusatzlichen mechanischen
Bearbeitung mit einem Reibeisen und einem Morser lag.

Beim Ingwer zeigte sich wieder, dass bei einem gemahlenen Lebensmittel eine gréfiere DNA-
Ausbeute erzielt werden konnte als bei einem handisch in einem Morser zerkleinerten
Lebensmittel, da beim Ingwerpulver die erforderliche DNA-Konzentration erreicht wurde,
wahrend diese bei der im Morser zerkleinerten Ingwer-Knolle unterhalb der Nachweisgrenze
lag, wobei beide Extraktionen mit der CTAB-Methode durchgefuhrt wurden.

Beim Mais zeigte sich im Vergleich der beiden Extraktions-Methoden, dass bei mechanischer
Zerkleinerung in einem Maérser nur mit dem DNA Mini Kit eine ausreichende Konzentration und
Reinheit erreicht werden konnte, wahrend die DNA-Konzentration der Extrakte, welche mit der
CTAB-Methode hergestellt wurden, unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Bei den Friichten liel sich bei der Rosine das gleiche Ergebnis beobachten, da sich auch hier
bei Verwendung der CTAB-Methode eine DNA-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze
ergab, wahrend mit dem DNA Mini Kit bei gleicher Bearbeitungsmethode DNA-

Konzentrationen von 32,8 bzw. 32,0 ng/ul erreicht wurden. Uberraschenderweise besallen die
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Extrakte der Rosinen, welche ebenfalls mit dem DNA Mini Kit hergestellt wurden, bei welchen
die Rosinen jedoch statt mit einem Morser mit einem Mixer zerkleinert wurden, mit 15,7 und
3,0 ng/ul geringere DNA-Konzentrationen.

Der Einfluss der Extraktionsmethode auf die DNA-Konzentration lie sich ebenso bei der
Ribiselfrucht und bei der Dérrpflaume beobachten, wahrend bei der Zitrone keine Aussage
dariber gemacht werden konnte, ob die hdhere DNA-Konzentration bei Verwendung des DNA
Mini Kits an der Extraktionsmethode oder an der zusatzlichen Verwendung der Zitronenschale
lag. Bei der Ddrrpflaume konnte bei gleicher mechanischer Bearbeitung mit Hilfe eines
Morsers nur mit dem DNA Mini Kit eine ausreichende DNA-Konzentration erzielt werden,
wahrend die DNA-Konzentration der Extrakte, welche mit der CTAB-Methode hergestellt
wurden, unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Zusatzlich liel3 sich bei Vergleich der zwei Extraktionen aus der Dorrpflaume, welche mit dem
DNA Mini Kit durchgeflihrt wurden, der Einfluss der mechanischen Bearbeitung auf die DNA-
Konzentration erkennen, da diese wie zu erwarten durch den Einsatz des Klichenmixers und
die damit verbundene starkere Zerkleinerung deutlich héher lag als bei der Verwendung eines
Morsers.

Was die untersuchten Gewiirze betrifft, so fihrten bei der Vanille nur zwei von flinf und beim
Zimt nur zwei von vier Extraktionen zu einer ausreichenden DNA-Konzentration. Wie man
anhand von Tab. 14 erkennen kann, fihrten bei der Vanille alle drei mit der CTAB-Methode
durchgefiihrten Extraktionen zu keiner ausreichenden DNA-Konzentration, weder beim
Vanillezucker noch bei Verwendung einer Vanilleschote unter Einsatz eines Messers und
eines Spatels oder beim zusatzlichen Einweichen in Wasser. Mit dem DNA Mini Kit wurde bei
beiden Extraktionen aus der Vanilleschote, welche einmal unter Verwendung eines Messers
und eines Reibeisens und das zweite Mal mit Hilfe eines Klichenmixers bearbeitet wurde, eine
ausreichende DNA-Konzentration erzielt.

Ob der Grund dafir die starkere mechanische Bearbeitung der Vanilleschote oder die
Extraktionsmethode war, lief3 sich nicht mit Sicherheit sagen, da jedoch die Verwendung des
DNA Mini Kits bei allen Lebensmitteln im Vergleich zur CTAB-Methode zu einer gréRReren
DNA-Ausbeute flhrte, und da eine starkere mechanische Bearbeitung in den meisten Fallen
ebenfalls zu einer hdheren DNA-Konzentration beitrug, hatten vermutlich beide Faktoren einen
Einfluss auf die hdhere DNA-Ausbeute.

Der Einfluss der Extraktionsmethode auf die DNA-Konzentration liel3 sich auch beim Zimt
beobachten, da sich aus dem gemahlenen Zimt nur mit dem DNA Mini Kit eine ausreichende
DNA-Menge extrahieren lief3.

Die Vanilleschote und die Zimtstange waren die zwei schwierigsten Lebensmittel in Bezug auf
die Bearbeitung, wobei die Zimtstange aufgrund ihrer Harte besonders schwer zu bearbeiten

war. Erfolgreich war schlie3lich nur eine sehr starke mechanische Bearbeitung mit dem Ultra-
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Turrax-Gerat sowie zusatzlich mit einem Kiichenmixer, sodass schlussendlich 18,2 bzw. 18,9
ng/ul DNA erhalten wurden. Trotzdem enthielten die Extrakte aus dem gemahlenen Zimt
aufgrund der starkeren mechanischen Zerkleinerung eine hohere DNA-Konzentration als die
Extrakte aus der mit dem Kichenmixer und dem Ultraturrax-Gerat zerkleinerten Zimtstange.
Aus der Backhefe konnte mit der CTAB-Methode DNA in ausreichender Konzentration und
Reinheit gewonnen werden, sodass keine weiteren Extraktionen notwendig waren.
Zusammengefasst |asst sich feststellen, dass die CTAB-Methode in vielen Fallen zu
Extrakten mit einer DNA-Konzentration von weniger als 10 ng/ul fuhrte, wahrend die meisten
Extrakte, welche mit dem QIAamp DNA Mini Kit hergestellt wurden, eine ausreichende
Konzentration fur den Einsatz in der Real-Time PCR aufwiesen. Die Wahl der
Extraktionsmethode besal} also einen grof3en Einfluss auf die erhaltene DNA-Konzentration,
besonders bei ,schwierigen® Lebensmitteln.

Bei den folgenden Lebensmitteln war es nicht mdglich, mit der CTAB-Methode eine
ausreichende DNA-Menge zu extrahieren: Muskatnuss, Kartoffel, Mais, Rosine, Zitrone,
Ribisel, Pflaume, Vanille und Zimt. Aus diesen Lebensmitteln konnten nur mit dem DNA Mini
Kit Extrakte in der erforderlichen DNA-Konzentration hergestellt werden.

Trotzdem lieR sich auch mit der CTAB-Methode aus vielen Lebensmitteln DNA in
ausreichender Konzentration gewinnen: aus dem Dinkelmehl, dem Roggenvollkornmehl, dem
Weizenmehl, dem Reis, der Haselnuss, der Walnuss, dem Pinienkern, der Pistazie, der
gekochten Karotte, dem Ingwerpulver, der roten Linse und der Backhefe.

Ein weiterer Faktor, welcher abgesehen von der Wahl der Extraktionsmethode zu einer
hoheren DNA-Konzentration beitrug, war die mechanische Bearbeitung, wobei besonders
bei gemahlenen Lebensmitteln, aber auch bei Verwendung eines Kiichenmixers anstelle eines
Morsers eine hohere DNA-Ausbeute zu beobachten war. Es lie3 sich bis auf eine Ausnahme,
welche die mit einem Kidchenmixer zerkleinerten Rosinen im Vergleich zur Verwendung eines
Mérsers betraf, feststellen, dass eine starkere mechanische Zerkleinerung zu einer héheren
DNA-Ausbeute flhrte.

Weiters ergaben sich durch die thermische Bearbeitung (Kochen des Lebensmittels) vor der
Extraktion hdhere DNA-Konzentrationen im Vergleich zum nicht gekochten Lebensmittel.
Was die Reinheit der Extrakte betraf, so lagen die Azxo/Azs-Werte bei den Extrakten, welche
durch Verwendung des DNA Mini Kits hergestellt wurden, in einigen Fallen zu niedrig und
lieRen sich auch nicht durch eine starkere mechanische Bearbeitung erhdéhen.

Trotzdem wurden alle Extrakte, welche eine DNA-Konzentration von mindestens 10 ng/pl
aufwiesen, in der Real-Time PCR eingesetzt, sodass schliellich alle 22 untersuchten
Lebensmittel in die Kreuzreaktivitats-Tests einbezogen wurden. Dabei wurden alle Extrakte,
welche eine DNA-Konzentration zwischen 10 und 20 ng/ul enthielten, unter Verwendung eines

speziellen Pipettierschemas eingesetzt, welches im Kapitel 6.2.1.5 beschrieben ist.
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4.2.2 Untersuchung der Kreuzreaktivitat des Real-Time PCR-Assays

Es wurden 22 Lebensmittel, darunter 21 pflanzliche Lebensmittel (Dinkelmehl,
Roggenvollkornmehl, Weizenmehl, Reis, Haselnuss, Walnuss, Pinienkern, Muskatnuss,
Pistazie, Karotte, Kartoffel, Ingwer, Rote Linse, Mais, Rosine, Zitrone, Ribisel, Pflaume,
Mandel, Vanille, Zimt) sowie Backhefe (Germ) mittels Real-Time PCR getestet.

Die PCR-Kurven der Kreuzreaktivitats-Tests sind in Abb. 11 und Abb. 12 dargestellt:

Amplification Chart : Data 2012-12-17_Kreuzreaktivitdt_1 Testreihe.opd
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Abb. 11: Bei der Kreuzreaktivitatsbestimmung erhaltene Amplifikationskurven von:
Blaumohn, gemahlen (Positiv-Kontrolle), Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl, Reis,
Haselnuss, Walnuss, Pinienkern, Pistazie, Karotte, Ingwer, Rote Linse, Mandel, Backhefe

Wie manin Abb. 11 und Abb. 12 erkennen kann, wurden nur fir die Positiv-Kontrollen typische
PCR-Kurven erhalten, wahrend bei den Negativ-Kontrollen und bei allen 22 untersuchten
Lebensmitteln kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals beobachtet wurde. Obwohl beim PCR-
Lauf in Abb. 12 hdhere Signale erhalten wurden und eine der beiden Kurven einen
unregelmafigen Verlauf besal3, konnte trotzdem gezeigt werden, dass die neun getesteten
Lebensmittel-Extrakte zu keinem Anstieg des Fluoreszenz-Signals flhrten.

Es lie3 sich daher feststellen, dass der Real-Time PCR-Assay keine Kreuzreaktion mit den 22
untersuchten Lebensmitteln aufwies, und es konnte somit gezeigt werden, dass der Real-Time
PCR-Assay eine Spezifitédt fur Mohn-DNA besal}.
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Amplification Chart : Data 2013-01-28_Kreuzreaktivitdt 2. Testreihe_bessere Proben.opd
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Abb. 12: Bei der Kreuzreaktivitatsbestimmung erhaltene Amplifikationskurven von:
Blaumohn, gemahlen (Positiv-Kontrolle), Muskatnuss, Kartoffel, Mais, Rosine, Zitrone, Ribisel,
Pflaume, Vanille, Zimt

4.3 Bestimmung der Nachweisgrenze und Effizienz in einem Modell-
Lebensmittel

Flr das Modell-Lebensmittel wurden aus einer Schokoladekuchen-Matrix Teige mit sieben
verschiedenen Prozentgehalten an Blaumohn hergestellt, wobei folgende Konzentrationen an
Blaumohn in den Basis-Teig eingearbeitet wurden: 0 %, 0,0010 %, 0,0050 %, 0,010 %, 0,050
%, 0,10 % und 0,50 %. Die Herstellung der Teige (siehe Kapitel 6.1.3.3), insbesondere das
Abwagen auf der Prazisionswaage, erforderte sehr viel Geduld und war sehr zeitaufwendig,
da der klebrige Teig schwer zu dosieren war. Aus diesem Grund wurden Spritzen zur besseren
Dosierbarkeit verwendet.

Aus den sieben verschiedenen rohen Teigen wurden mittels CTAB-Extraktion 14 verschiedene
Extrakte in jeweils zwei Parallel-Ansatzen (insgesamt 28 Extrakte) hergestellt, sieben Extrakte
aus den sieben rohen Teigen (insgesamt 14 Extrakte) und sieben Extrakte aus den sieben
gebackenen Teigen (insgesamt 14 Extrakte). Die Herstellung der gebackenen Teige (Muffins)
ist im Kapitel 6.1.3.3 beschrieben. Durch den Gewichtsverlust beim Backen ergaben sich fur
die Muffins folgende Konzentrationen an Blaumohn: 0,0012 % (statt 0,0010 %), 0,0058 % (statt
0,0050 %), 0,011 % (statt 0,010 %), 0,059 % (statt 0,050 %), 0,12 % (statt 0,10 %) und 0,59
% (statt 0,50 %).
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AnschlieRend wurde eine photometrische Messung zur Ermittlung der Konzentration und
Reinheit der Extrakte durchgeflihrt und die Extrakte wurden mittels Real-Time PCR analysiert,
um die Nachweisgrenze und Effizienz des Real-Time PCR-Assays im Modell-Lebensmittel zu

bestimmen.

4.3.1 Konzentration und Reinheit der Extrakte aus den rohen und gebackenen Teigen

In Tab. 15 sind die Ergebnisse der photometrischen Messungen der Extrakte aus den rohen

Teigen und den gebackenen Teigen (Muffins) angefuhrt:

Tab. 15: Konzentration und Reinheit der Extrakte aus den rohen und gebackenen Teigen

ROHER TEIG Mittelwert Mittelwert
Konzentration (ng/ul) Azeo/Azso
Roher Teig 1 (0 % Blaumohn)

1. Extrakt 37,3 1,81

2. Extrakt 33,4 1,75
Roher Teig 2 (0,0010 % Blaumohn)

1. Extrakt 21,0 1,80

2. Extrakt 30,5 1,79
Roher Teig 3 (0,0050 % Blaumohn)

1. Extrakt 24,5 1,76

2. Extrakt 16,3 1,89
Roher Teig 4 (0,010 % Blaumohn)

1. Extrakt 43,7 1,78

2. Extrakt 40,3 1,73
Roher Teig 5 (0,050 % Blaumohn)

1. Extrakt 37,3 1,80

2. Extrakt 20,8 1,76
Roher Teig 6 (0,10 % Blaumohn)

1. Extrakt 38,5 1,74

2. Extrakt 12,4 1,89
Roher Teig 7 (0,50 % Blaumohn)

1. Extrakt 24 4 1,80

2. Extrakt 8,6 2,10

GEBACKENER TEIG (MUFFINS)
Gebackener Teig 1 (0 % Blaumohn)

1. Extrakt 16,0 1,79

2. Extrakt 15,2 1,70
Gebackener Teig 2 (0,0012 % Blaumohn)

1. Extrakt 22,3 1,45

2. Extrakt 12,5 1,68
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Tab. 15: Fortsetzung

GEBACKENER TEIG (MUFFINS) Mittelwert Mittelwert
Konzentration (ng/ul) Az60/A2g0
Gebackener Teig 3 (0,0058 % Blaumohn)
1. Extrakt 22,6 1,58
2. Extrakt 14,9 1,63
Gebackener Teig 4 (0,011 % Blaumohn)
1. Extrakt 53,9 1,44
2. Extrakt 21,3 1,11
Gebackener Teig 5 (0,059 % Blaumohn)
1. Extrakt 22,4 1,50
2. Extrakt 20,4 1,57
Gebackener Teig 6 (0,12 % Blaumohn)
1. Extrakt 22,9 1,69
2. Extrakt 17,4 1,58
Gebackener Teig 7 (0,59 % Blaumohn)
1. Extrakt 24,2 1,49
2. Extrakt 27,9 1,54

Wie man anhand von Tab. 15 erkennen kann, wiesen alle Extrakte abgesehen vom zweiten
Extrakt des rohen Teiges mit einer Konzentration von 0,50 % Blaumohn die erforderliche
Konzentration von mindestens 10 ng/ul auf. Was die Reinheit der Extrakte betraf, so fiel auf,
dass die Extrakte aus den gebackenen Teigen zum Grofteil Abweichungen (nach unten) im
Vergleich zum idealen Wert von 1,8 bis 2,0 zeigten, was mdglicherweise auf das Erhitzen
wahrend des Backvorgangs zurlckzufihren war, wahrend die Azso/Azso-Werte der Extrakte
aus den rohen Teigen im idealen Bereich oder nur sehr geringfiigig darunter oder darlber
lagen. Die Extrakte aus den gebackenen Teigen wurden trotzdem als geeignet fir den Einsatz
in der Real-Time PCR betrachtet, da die Reinheit bei manchen Extrakten zwar nicht im idealen
Bereich lag, da jedoch vermutet wurde, dass sich die Reinheit auch bei nochmaliger Extraktion
nicht verbessern wirde.

Schlielich wurden die sieben Extrakte aus den rohen Teigen und die sieben Extrakte aus den
gebackenen Teigen mittels Real-Time PCR untersucht, wobei fir jede Konzentration acht

Parallel-Bestimmungen durchgefuhrt wurden.

4.3.2 Cr-Werte der Extrakte aus den rohen und gebackenen Teigen

Die Cr-Werte der sieben Extrakte aus den rohen Teigen und der sieben Extrakte aus den
gebackenen Teigen, jeweils mit unterschiedlichen Konzentrationen an Blaumohn, sind in Tab.
16 angefihrt, wobei ein Vergleich der Ct-Werte, welche flr die rohen und fir die gebackenen
Teige erhalten wurden, in Bezug auf die geringfligig unterschiedlichen Konzentrationen an

enthaltenem Blaumohn maglich ist:
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Tab. 16: Cr-Werte der acht Parallelbestimmungen der Extrakte aus den rohen Teigen

und aus den gebackenen Teigen
n.d.: nicht detektiert (kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals)
k.B.: Keine Berechnung, da kein Anstieg des Fluoreszenz-Signals bei > 95 % der Bestimmungen

ROHER TEIG Cr- GEBACKENER TEIG (MUFFINS) Cr-
Werte Werte
Roher Teig 1 Gebackener Teig 1
(0 % Blaumohn) (0 % Blaumohn)
1. - 8. Extrakt n.d. 1. - 8. Extrakt n.d.
Roher Teig 2 Gebackener Teig 2
(0,0010 % Blaumohn) (0,0012 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 44,86 Cr-Wert 1 38,91
Cr-Wert 2 n.d. Cr-Wert 2 39,27
Cr-Wert 3 n.d. Cr-Wert 3 40,95
Cr-Wert 4 n.d. Cr-Wert 4 n.d.
Cr-Wert 5 n.d. Cr-Wert 5 n.d.
Cr-Wert 6 n.d. Cr-Wert 6 n.d.
Cr-Wert 7 n.d. Cr-Wert 7 n.d.
Cr-Wert 8 n.d. Ct-Wert 8 n.d.
Mittelwert k.B. Mittelwert k.B.
Roher Teig 3 Gebackener Teig 3
(0,0050 % Blaumohn) (0,0058 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 37,70 Cr-Wert 1 36,43
Cr-Wert 2 38,67 Cr-Wert 2 36,59
Cr-Wert 3 39,43 Cr-Wert 3 36,97
Cr-Wert 4 39,50 Cr-Wert 4 37,00
Cr-Wert 5 39,54 Cr-Wert 5 37,12
Cr-Wert 6 n.d. Ct-Wert 6 37,58
Cr-Wert 7 n.d. Cr-Wert 7 37,69
Cr-Wert 8 n.d. Cr-Wert 8 38,14
Mittelwert k.B. Mittelwert 37,19
Roher Teig 4 Gebackener Teig 4
(0,010 % Blaumohn) (0,011 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 35,83 Cr-Wert 1 33,46
Cr-Wert 2 36,00 Cr-Wert 2 33,51
Cr-Wert 3 36,48 Cr-Wert 3 33,80
Cr-Wert 4 36,59 Cr-Wert 4 33,88
Cr-Wert 5 36,67 Cr-Wert 5 34,08
Cr-Wert 6 37,01 Cr-Wert 6 34,10
Cr-Wert 7 37,03 Cr-Wert 7 34,20
Cr-Wert 8 37,16 Cr-Wert 8 34,46
Mittelwert 36,60 Mittelwert 33,94
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Tab. 16: Fortsetzung

ROHER TEIG Cr- GEBACKENER TEIG (MUFFINS) Cr-
Werte Werte
Roher Teig 5 Gebackener Teig 5
(0,050 % Blaumohn) (0,059 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 33,95 Cr-Wert 1 32,50
Cr-Wert 2 33,99 Cr-Wert 2 32,68
Cr-Wert 3 34,06 Cr-Wert 3 32,75
Cr-Wert 4 34,25 Cr-Wert 4 32,78
Cr-Wert 5 34,27 Cr-Wert 5 32,84
Cr-Wert 6 34,43 Cr-Wert 6 32,87
Cr-Wert 7 35,16 Cr-Wert 7 33,06
Cr-Wert 8 35,28 Cr-Wert 8 33,08
Mittelwert 34,42 Mittelwert 32,82
Roher Teig 6 Gebackener Teig 6
(0,10 % Blaumohn) (0,12 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 32,03 Cr-Wert 1 31,32
Cr-Wert 2 32,27 Cr-Wert 2 31,59
Cr-Wert 3 32,47 Cr-Wert 3 31,88
Cr-Wert 4 32,49 Cr-Wert 4 32,03
Cr-Wert 5 32,56 Cr-Wert 5 32,21
Cr-Wert 6 32,57 Cr-Wert 6 32,22
Cr-Wert 7 32,62 Cr-Wert 7 32,22
Cr-Wert 8 33,21 Cr-Wert 8 32,39
Mittelwert 32,53 Mittelwert 31,98
Roher Teig 7 Gebackener Teig 7
(0,50 % Blaumohn) (0,59 % Blaumohn)
Cr-Wert 1 30,18 Cr-Wert 1 27,96
Cr-Wert 2 30,24 Cr-Wert 2 27,97
Cr-Wert 3 30,35 Cr-Wert 3 28,05
Cr-Wert 4 30,50 Cr-Wert 4 28,07
Cr-Wert 5 30,72 Cr-Wert 5 28,11
Cr-Wert 6 30,76 Cr-Wert 6 28,14
Cr-Wert 7 30,82 Cr-Wert 7 28,27
Cr-Wert 8 31,88 Cr-Wert 8 28,28
Mittelwert 30,68 Mittelwert 28,11

Ein Vergleich der Mittelwerte der Ct-Werte, welche flr die rohen und gebackenen Teige
erhalten wurden, zeigte, dass die Extrakte aus den gebackenen Teigen generell zu niedrigeren
Cr-Werten fuhrten als die Extrakte aus den entsprechenden rohen Teigen. Weiters fiel auf,
dass beim gebackenen Teig mit 0,0012 % Blaumohn bei drei der acht Parallel-Bestimmungen
und beim rohen Teig mit 0,0010 % Blaumohn nur bei einer von acht Bestimmungen ein Anstieg
des Fluoreszenz-Signals beobachtet wurde. Beim gebackenen Teig mit 0,0058 % Blaumohn
konnte bei allen acht Bestimmungen und beim rohen Teig mit 0,0050 % Blaumohn nur bei funf
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von acht Bestimmungen ein Anstieg des Fluoreszenz-Signals beobachtet werden. Als
maogliche Erklarung fur die niedrigeren Mittelwerte der Cr-Werte sowie fur die groRere Anzahl
an Bestimmungen mit einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals flr die gebackenen Teige

kénnten die leicht erhéhten Konzentrationen an Blaumohn im gebackenen Teig dienen.

4.3.3 Nachweisgrenze und Effizienz des Real-Time PCR-Assays im Modell-
Lebensmittel

Wie aus Tab. 16 ersichtlich, lag die Nachweisgrenze im rohen Teig bei 0,01 % Mohn sowie
im gebackenen Teig bei 0,0058 % Mohn. Es wurde schliel3lich anhand der erhaltenen C+-
Werte die Effizienz des Real-Time PCR-Assays in rohem und gebackenem Teig bestimmit,
indem die Ct-Werte jeweils gegen den Logarithmus der Konzentration aufgetragen wurden.
Abb. 13 zeigt die fir den rohen Teig ermittelte Standardgerade, wobei aufgrund der
Nachweisgrenze nur die vier héchsten Konzentrationen (0,5/ 0,1/ 0,05/ 0,01 % Blaumohn)

einbezogen wurden:
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Abb. 13: Bestimmung der Effizienz des Real-Time PCR-Assays fur Blaumohn in rohem Teig

Aus der Steigung der Standardgerade (-3,5673) wurde eine Effizienz des Real-Time PCR-
Assays von 90,7 % flr Blaumohn in rohem Teig ermittelt.

Beim gebackenen Teig konnte aufgrund der niedrigeren Nachweisgrenze von 0,0058 % auch
diese Konzentration in die Standardgerade einbezogen werden, sodass die funf héchsten
Konzentrationen (0,59/0,12/0,059/0,011/0,0058 % Blaumohn) zur Ermittlung der Effizienz

herangezogen wurden.
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Abb. 14 zeigt die Standardgerade, welche durch Auftragen der Cr-Werte der Extrakte aus

dem gebackenen Teig gegen den Logarithmus der Konzentrationen ermittelt wurde:
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Abb. 14: Bestimmung der Effizienz des Real-Time PCR-Assays fir Blaumohn
in gebackenem Teig

Aus der Steigung der Standardgerade (-3,9155) wurde eine Effizienz des Real-Time PCR-
Assays von 80,1 % fur Blaumohn in gebackenem Teig ermittelt, wobei die geringere Effizienz
im Vergleich zum rohen Teig dadurch erklart werden konnte, dass die DNA durch die
Hitzebehandlung teilweise denaturiert wurde.

Zusammengefasst lag die Nachweisgrenze fir Blaumohn in rohem Teig bei 0,01 %
(Effizienz: 90,7 %), und in gebackenem Teig bei 0,0058 % (Effizienz: 80,1 %).

4.4 Nachweis von Mohn-DNA in kommerziell erhaltlichen Lebensmitteln

Zum Nachweis von Mohn-DNA in kommerziell erhaltlichen Lebensmitteln wurden mit der
CTAB-Methode Extrakte aus 15 verschiedenen Produkten, drei Produkten ohne und 12
Produkten mit auf der Zutatenliste deklariertem Mohn, hergestellt, wobei die Produktnamen,
die Herstellerfirmen, der in den Produkten jeweils enthaltene Mohngehalt und die enthaltene

Mohn-Sorte in Tab. 17 nach ansteigendem Mohngehalt geordnet aufgelistet sind:
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Tab. 17: Produkte ohne und mit auf der Zutatenliste deklariertem Mohn
- Kein Mohn auf der Zutatenliste deklariert

PRODUKT Mohn- Mohn-
Gehalt Sorte
(%)

BAHLSEN Haselnuss comtess, klein & fein
OLZ Topfenkipfel ohne Rosinen - -
THURNER Nuss-Strudel - -

BAHLSEN Mohn-Marzipan comtess, klein & fein 4.1 Blaumohn
ZWETTLER STIFTSSCHATZE Dinkelkracker mit Mohn 5,0 Blaumohn
ZWETTLER STIFTSSCHATZE 6,0 Graumohn
Mohn-Zwetschke, handgeschdpfte Schokolade

JOMO Mohnkuchen 7.5 Blaumohn
THURNER Powidl-Mohnstrudel 10,0 Blaumohn
THURNER Mohnkipferl mit saftiger Mohnfullung 12,5 Blaumohn
OLZ Mohnkipfel 14,5 Blaumohn
THURNER Mohnstrudel mit saftiger Mohnfillung 16,0 Blaumohn
ANKER Mohn-Strudel 25,0 Blaumohn
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Guglhupf 26,0 Graumohn
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Zelten 39,0 Graumohn
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Strudel 40,0 Graumohn

Bei den vier Produkten ,Waldviertler Graumohn-Zelten®, ,Waldviertler Graumohn-Strudel”,
2Waldviertler Graumohn-Guglhupf und ,Mohn-Zwetschke, handgeschépfte Schokolade® war
der Waldviertler Graumohn als Zutat angegeben, wobei es sich um eine geschitzte
Ursprungsbezeichnung® handelt. Waldviertler Graumohn muss daher in der Zutatenliste von
Lebensmitteln namentlich genannt werden.

Graumohn aus aullerhalb des Waldviertels liegenden Gebieten und Weimohn werden
ublicherweise ebenfalls namentlich erwahnt, da es sich dabei um in Produkten selten
vorkommende Mohn-Sorten handelt. Daher enthalten alle Produkte, bei welchen nicht konkret
-Waldviertler Graumohn®, ,Graumohn“ oder ,Weilmohn“, sondern nur ,Mohn“ als Zutat
genannt ist, Ublicherweise Blaumohn.

Nach der Extraktion wurden mit Hilfe einer photometrischen Messung die Konzentration und
die Reinheit der hergestellten Extrakte ermittelt. AnschlieRend sollte getestet werden, ob eine
Anwendung des Real-Time PCR-Assays auf Produkte, welche im Lebensmittelhandel
erworben werden konnten, moglich war, sodass sich die Real-Time PCR-Assay als Routine-
Methode zum Nachweis von Mohn in einer komplex zusammengesetzten Lebensmittelmatrix

eignete.
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4.4.1 Konzentration und Reinheit der Extrakte aus Produkten mit und ohne Mohn

In Tab. 18 sind die Produkte mit den von den Herstellerfirmen angegebenen prozentuellen
Mohngehalten sowie die Mittelwerte der Konzentrationen und der Azso/Azso-Werte der aus den
jeweiligen Produkten hergestellten Extrakte angefuhrt, wobei aus jedem Produkt zwei Extrakte

hergestellt wurden:

Tab. 18: Konzentration und Reinheit der Extrakte aus 15 Produkten mit und ohne Mohn in

der Zutatenliste
- Kein Mohn auf der Zutatenliste deklariert

PRODUKT Mittelwert Mittelwert
Konzentration  Azeo/Azs0
(ng/pl)
BAHLSEN Haselnuss comtess, klein & fein (-)
1. Extrakt 16,4 1,93
2. Extrakt 15,5 1,84
OLZ Topfenkipfel ohne Rosinen (-)
1. Extrakt 33,1 1,81
2. Extrakt 35,2 1,82
THURNER Nuss-Strudel (-)
1. Extrakt 19,7 1,91
2. Extrakt 22,7 1,88
BAHLSEN Mohn-Marzipan comtess, klein & fein (4,1 %)
1. Extrakt 25,7 1,83
2. Extrakt 37,6 1,89
ZWETTLER STIFTSSCHATZE Dinkelkricker mit Mohn (5,0 %)
1. Extrakt 92,6 1,92
2. Extrakt 335,6 1,94

ZWETTLER STIFTSSCHATZE
Mohn-Zwetschke, handgeschopfte Schokolade (6,0 %)

1. Extrakt 3,6 2,45
2. Extrakt 2,0 3,75
JOMO Mohnkuchen (7,5 %)
1. Extrakt 46,7 1,82
2. Extrakt 65,4 1,82
THURNER Powidl-Mohnstrudel (10,0 %)
1. Extrakt 10,9 1,83
2. Extrakt 22,6 1,90
THURNER Mohnkipferl mit saftiger Mohnfiillung (12,5 %)
1. Extrakt 91,9 1,86
2. Extrakt 85,5 1,85
OLZ Mohnkipfel (14,5 %)
1. Extrakt 104,5 1,91
2. Extrakt 65,0 1,89
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Tab. 18: Fortsetzung

PRODUKT Mittelwert Mittelwert
Konzentration  A2zeo/A2s0
(ng/utl)
THURNER Mohnstrudel mit saftiger Mohnfiillung (16,0 %)
1. Extrakt 71,7 1,88
2. Extrakt 74,0 1,84
ANKER Mohn-Strudel (25,0 %)
1. Extrakt 195,1 1,89
2. Extrakt 90,4 1,82
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Guglhupf (26,0 %)

1. Extrakt 81,6 1,86

2. Extrakt 1,8 2,81
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Zelten (39,0 %)

1. Extrakt 210,2 1,90

2. Extrakt 213,4 1,90
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Strudel (40,0 %)

1. Extrakt 65,2 1,78

2. Extrakt 58,0 1,76

Wie man Tab. 18 entnehmen kann, konnte aus allen Produkten mit Ausnahme des Produktes
~Mohn-Zwetschke, handgeschépfte Schokolade® zumindest ein Extrakt mit DNA in der
erforderlichen Konzentration von mindestens 10 ng/ul sowie in der geforderten Reinheit
(A260/Azg0: 1,8-2,0, mit geringfligigen Abweichungen) gewonnen werden.

Aus einigen Produkten konnte DNA in besonders hoher Konzentration extrahiert werden,
dazu zahlen die ,Dinkelkrdcker mit Mohn* (335,6 ng/ul), die ,Waldviertler Graumohn-Zelten*
(213,4 ng/ul), der ,Mohn-Strudel” (195,1 ng/ul) sowie das ,,Mohnkipfel” (104,5 ng/ul).

Drei Extrakte erzielten eine Konzentration von weniger als 10 ng/ul, darunter beide Extrakte
aus dem Produkt ,Mohn-Zwetschke, handgeschdpfte Schokolade® (3,6 / 2,0 ng/ul) sowie der
zweite Extrakt aus dem Produkt ,,Waldviertler Graumohn-Guglhupf” (1,8 ng/ul). Der Grofteil
des zweiten Extraktes aus dem ,Waldviertler Graumohn-Guglhupf‘ wurde wahrend der
Durchfuhrung der Extraktion versehentlich verschittet, was die niedrige Konzentration dieses
Extraktes erklarte. Da jedoch der erste Extrakt aus dem ,Waldviertler Graumohn-Guglhupf®
DNA in ausreichender Konzentration (81,6 ng/ul) und Reinheit enthielt, konnte dieser in der
Real-Time PCR analysiert werden.

Unter den Extrakten mit einer DNA-Konzentration zwischen 10 und 20 ng/ul waren beide
Extrakte des Produktes ,Haselnuss comtess, klein & fein“ (16,4 / 15,5 ng/ul) sowie der jeweils
erste Extrakt der Produkte ,,Nuss-Strudel” (19,7 ng/ul) und ,Powidl-Mohn-Strudel“ (10,9 ng/ul),
wobei bei den zwei letztgenannten Produkten jeweils der zweite Extrakt, welcher eine hohere
Konzentration enthielt, in der PCR eingesetzt wurde. Alle weiteren, bisher nicht beschriebenen

Extrakte in Tab. 18 wiesen DNA-Konzentrationen zwischen 20 und 100 ng/ul auf.
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Weiters wurde fir alle Extrakte mit Ausnahme der zwei Extrakte aus ,Mohn-Zwetschke,
handgeschopfte Schokolade” sowie des zweiten Extraktes aus dem ,Waldviertler Graumohn-
Guglhupf” ein optimaler Azeo/A2s0-Wert von 1,8 bis 2,0 mit nur geringfligigen Abweichungen
bei den zwei Extrakten aus dem Produkt ,Waldviertler Graumohn-Strudel* (1,78 / 1,76)
ermittelt, weshalb auch diese Extrakte von der Reinheit her als optimal betrachtet wurden. Die
Aoso/Azso-Werte der zwei Extrakte aus dem Produkt ,Mohn-Zwetschke, handgeschdpfte
Schokolade® (2,45 / 3,75) sowie des zweiten Extraktes aus dem Produkt ,Waldviertler
Graumohn-Guglhupf* (2,81) lagen weit auRerhalb des geforderten Bereiches. Das Produkt
~Mohn-Zwetschke, handgeschépfte Schokolade® konnte aufgrund der zu niedrigen DNA-
Konzentration beider Extrakte als einziges Produkt nicht mittels Real-Time PCR analysiert
werden, jedoch konnten alle weiteren Produkte in Tab. 18 in der Real-Time PCR eingesetzt
werden, wobei fir den Extrakt aus dem Produkt ,Haselnuss comtess, klein & fein“ ein

spezielles Pipettierschema verwendet wurde (siehe Kapitel 6.2.1.5).

4.4.2 Untersuchung der Eignung des Real-Time PCR-Assays fiir kommerzielle
Lebensmittel
Abb. 15 zeigt die PCR-Kurven fir die Positivkontrolle (Blaumohn) sowie flir die Extrakte aus
14 Produkten mit und ohne Mohn in der Zutatenliste, wobei alle PCR-Kurven beschriftet sind,
abgesehen von den Kurven flir die Extrakte aus drei Produkten (mit jeweils zwei
Parallelbestimmungen), dem ,Mohnkipfel“ (14,5 % Blaumohn), dem ,Mohnstrudel mit saftiger
Mohnfillung“ (16,0 % Blaumohn) und dem ,Mohn-Strudel* (25,0 % Blaumohn). Die
entsprechenden Kurven sind in violetten Farbtonen dargestellt.
Fir die Cr-Werte der zwei Parallelbestimmungen der Positiv-Kontrolle (Graumohn) wurden die
PCR-Kurven zur Ermittlung der Nachweisgrenze von Graumohn (siehe Abb. 9, Kapitel 4.1.4.2)
herangezogen, jedoch bei einer Threshold-Line von 100,00, um einen Vergleich mit dem PCR-
Lauf in Abb. 15 herstellen zu kénnen.
In Abb. 15 |asst sich erkennen, dass die Negativkontrolle und die Extrakte aus zwei von drei
Produkten ohne Mohn in der Zutatenliste, ,Haselnuss comtess, klein & fein“ und , Topfenkipfel
ohne Rosinen®, zu keinem Anstieg des Fluoreszenz-Signals fuhrten. Bei den zwei
Parallelbestimmungen des Extraktes aus dem ,Nuss-Strudel”, dem dritten untersuchten
Produkt ohne Mohn in der Zutatenliste, wurde jeweils ein Anstieg des Fluoreszenz-Signals bei
deutlich héheren Cr-Werten als bei den restlichen Produkten sowie bei der Positivkontrolle
(Blaumohn) und (siehe Tab. 19) bei der Positivkontrolle (Graumohn) beobachtet.
Zwei weitere Produkte, ,Mohn-Marzipan comtess, klein & fein® (4,1 % Blaumohn) und
sDinkelkrdcker mit Mohn“ (5,0 % Blaumohn) flhrten im Vergleich zur Positivkontrolle

(Blaumohn) zu leicht erhdhten Cr-Werten, wobei allgemein zu erwahnen ist, dass die
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Positivkontrolle (Blaumohn) in diesem PCR-Lauf zu einem hoéheren Mittelwert der Cr-Werte
(26,94) flhrte als in anderen PCR-Laufen.

Amplification Chart : Data 2013-0%-24_Mchnprodukte und Predukte ochne Mohn (Wiederhelung).opd
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Abb. 15: PCR-Kurven fiir die Positiv-Kontrolle (Blaumohn) sowie flr elf Produkte mit und drei
Produkte ohne Mohn in der Zutatenliste:
Haselnuss comtess, klein & fein / Topfenkipfel ohne Rosinen / Nuss-Strudel /
Mohn-Marzipan comtess, klein & fein / Dinkelkracker mit Mohn / Mohnkuchen /
Powidl-Mohnstrudel / Mohnkipferl mit saftiger Mohnfullung / Mohnkipfel /
Mohnstrudel mit saftiger Mohnfillung / Mohn-Strudel / Waldviertler Graumohn-Guglhupf /
Waldviertler Graumohn-Zelten / Waldviertler Graumohn-Strudel

In Tab. 19 sind die Ct-Werte fur die 14 untersuchten Produkte sowie fur die Positivkontrolle
(Blaumohn) und die Positivkontrolle (Graumohn) bei einer Threshold-Line von 100,00
angefuhrt, wobei die Produkte nach ansteigendem Mohn-Gehalt geordnet sind.

Ein Vergleich der Mittelwerte der Cr-Werte, welche fiur die drei Produkte der Firma
WALDLAND ermittelt wurden, mit dem Mittelwert der Ct-Werte, der fur die Positivkontrolle
Graumohn (24,48) erhalten wurde, zeigte, dass die Extrakte aus den drei Graumohn-
Produkten Uberraschenderweise zu niedrigeren Cr-Werten flihrten als die Positivkontrolle
Graumohn. Dabei ergab sich fur den Extrakt aus dem ,,Waldviertler Graumohn-Strudel” (40,0
% Graumohn) ein nur geringfligig niedrigerer Mittelwert der Cr-Werte (24,26), wahrend die
Extrakte aus den ,Waldviertler Graumohn-Zelten* (39,0 % Graumohn) und aus dem
~Waldviertler Graumohn-Guglhupf* (26,0 % Graumohn) zu deutlich niedrigeren Mittelwerten
der Cr-Werte (23,34 / 23,38) im Vergleich zur Positiv-Kontrolle fuhrten.
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Trotz der niedrigeren Cr-Werte der Extrakte aus den Graumohn-Produkten im Vergleich zur
Positiv-Kontrolle lieR sich feststellen, dass der Real-Time PCR-Assay dazu geeignet war,
Graumohn in allen drei untersuchten Graumohn-Produkten nachzuweisen. Es liel} sich jedoch
kein Zusammenhang zwischen dem prozentuellen Graumohn-Gehalt und den jeweiligen Cr-

Werten herstellen.

Tab. 19: Cr-Werte fir 14 Produkte mit und ohne Mohn in der Zutatenliste

sowie fur Blaumohn und Graumohn (Threshold-Line: 100,00)
n.d.: nicht detektiert
k.B.: Keine Berechnung méglich

Produktname Mohn Cr- Cr- Mittel-

(%) Wert1 Wert2 wert

BAHLSEN Haselnuss comtess, klein & fein 0% n.d. n.d. k.B.

OLZ Topfenkipfel ohne Rosinen 0 % n.d. n.d. k.B.
THURNER Nuss-Strudel 0% 36,40 36,93 36,67
BAHLSEN Mohn-Marzipan comtess, klein & fein 4.1 % 27,84 27,88 27,86

ZWETTLER STIFTSSCHATZE Dinkelkracker mit Mohn 5,0 % 28,29 28,22 28,26

JOMO Mohnkuchen 7.5 % 25,63 25,40 25,52
THURNER Powidl-Mohnstrudel 10,0 % 25,98 25,93 25,96
THURNER Mohnkipferl mit saftiger Mohnfullung 12,5 % 24,74 24,59 24,67
OLZ Mohnkipfel 14,5 % 24,28 24,54 24,41
THURNER Mohnstrudel 16,0 % 24,94 25,35 25,15
ANKER Mohn-Strudel 25,0 % 24,59 24,90 24,75
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Guglhupf 26,0 % 23,35 23,41 23,38
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Zelten 39,0 % 23,83 22,84 23,34
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Strudel 40,0 % 24,24 24,28 24,26
Positivkontrolle 1 (Graumohn) 100,0 % 24,37 24,59 24,48
Positivkontrolle 2 (Blaumohn) 100,0 % 26,68 27,19 26,94

Bei den acht Produkten mit auf der Zutatenliste angefuhrtem Blaumohn zeigte ein Vergleich
der Mittelwerte der Cr-Werte, dass nur zwei Produkte, ,Mohn-Marzipan comtess, klein & fein*
(4,1 % Blaumohn) und ,Dinkelkrdcker mit Mohn* (5,0 % Blaumohn), zu héheren Ct-Werten
fuhrten als die Positivkontrolle (Blaumohn). Fur die Ubrigen sechs Blaumohn-Produkte

ergaben sich niedrigere Cr-Werte als fur die Positivkontrolle (Blaumohn), dazu zahlen in
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ansteigender Reihenfolge der Mittelwerte der Cr-Werte das ,,Mohnkipfel“ mit 14,5 % Blaumohn
(24,41), das ,Mohnkipferl mit saftiger Mohnfiillung“ mit 12,5 % Blaumohn (24,67), der ,Mohn-
Strudel” mit 25,0 % Blaumohn (24,75), der ,Mohnstrudel“ mit 16,0 % Blaumohn (25,15), der
~Mohnkuchen® mit 7,5 % Blaumohn (25,52) und der ,Powidl-Mohnstrudel* mit 10,0 %
Blaumohn (25,96).

Es lied sich daher feststellen, dass der Real-Time PCR-Assay dazu geeignet war, Blaumohn
in allen untersuchten kommerziell erhaltlichen Blaumohn-Produkten nachzuweisen, und dass
die erhaltenen Mittelwerte der Cr-Werte bei zwei Produkten zwar wie erwartet héher lagen als
der Mittelwert der Cy-Werte der Positivkontrolle, dass sich jedoch flir die sechs anderen
Produkte mit Blaumohn deutlich niedrigere Mittelwerte der Cr-Werte ergaben als flr die
Positivkontrolle (Blaumohn). Weiters ergab die Analyse, dass bei den acht untersuchten
Blaumohn-Produkten kein Zusammenhang zwischen den erhaltenen Mittelwerten der Cs-
Werte und den prozentuellen Mohn-Gehalten beobachtet werden konnte.

Ein Grund fir die fehlende Korrelation zwischen den prozentuellen Blaumohn- bzw.
Graumohn-Gehalten und den erhaltenen Cr-Werten konnte sein, dass zwar bei allen
Produkten jeweils ein groRerer Teil entnommen und dieser vor der Probenahme fir die CTAB-
Extraktion jeweils mit einem Kichenmixer sowie mit einem Morser homogenisiert wurde, dass
jedoch jeweils nicht das gesamte Produkt verwendet wurde, sodass keine reprasentative
Stichprobe eingesetzt wurde.

Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass bei der Extraktion nicht gleich viel Mohn-DNA extrahiert
wurde wie DNA von den Ubrigen Lebensmittelbestandteilen.

Weiters ware moglich, dass manche Produkte aufgrund der Bedingungen im
Produktionsprozess einen anderen Mohn-Gehalt aufwiesen als auf der Packung angefiihrt.
Abgesehen davon missen Produkte, sofern ein bestimmter Prozentgehalt eines Lebensmittels
auf der Zutatenliste angefuhrt ist, diesen Prozentgehalt mindestens aufweisen, wodurch
Hersteller moglicherweise zur Sicherheit etwas hdhere Prozentgehalte an Mohn in den Teig
mischen kénnten als angegeben, was wiederum zu niedrigeren Cr-Werten fihren kdnnte.
Was die unerwartet hohen Cr-Werte der Positivkontrolle (Blaumohn) betraf, gab es hingegen
keine Hinweise, wodurch diese verursacht wurden.

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Produkten mit Graumohn oder Blaumohn wurden zum
Vergleich drei Produkte untersucht, welche laut Zutatenliste keinen Mohn enthielten, wobei es
sich um die ersten drei Produkte in Tab. 19 handelte.

Bei den Produkten ,Haselnuss comtess, klein & fein” und ,Topfenkipfel ohne Rosinen* liel3
sich der nicht auf der Zutatenliste deklarierte Mohn auch anhand des fehlenden Anstiegs des
Fluoreszenz-Signals nachvollziehen, wie auch in Abb. 15 erkennbar ist. Beim Produkt ,,Nuss-
Strudel“hingegen, dem dritten untersuchten Produkt ohne Mohn in der Zutatenliste, wurde ein

Anstieg des Fluoreszenz-Signals gemessen, wobei der Mittelwert der Cr-Werte (36,67)
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deutlich hoher lag als bei allen Produkten mit Mohn in der Zutatenliste, sogar viel hoher als bei
Produkten mit einem sehr geringen Prozentsatz an Mohn, was aus Abb. 15 und Tab. 19
hervorgeht.

Der Extrakt aus diesem Produkt wurde schliellich in einer weiteren PCR getestet, wobei
wieder ein ahnliches Ergebnis erhalten wurde. Es entstand daher zunachst die Vermutung,
dass der Extrakt méglicherweise wahrend der Durchflihrung der Extraktion mit Mohn-DNA aus
einem anderen Produkt kontaminiert wurde, weshalb ein weiterer Extrakt aus dem ,Nuss-
Strudel”“ mit der CTAB-Methode hergestellt wurde. Der neu hergestellte Extrakt flhrte jedoch
in einer weiteren PCR wieder zu einem Anstieg des Fluoreszenz-Signals, wobei ahnliche C+-
Werte wie bei den ersten zwei PCR-Laufen des ersten Extraktes beobachtet wurden.

Es konnte daher eine Verunreinigung des Extraktes aus dem ,Nuss-Strudel” mit Mohn
wahrend der Extraktion als Ursache ausgeschlossen werden.

Ein moglicher Grund flr den Nachweis von Mohn in einem Produkt, welches laut Zutatenliste
keinen Mohn enthielt, ware, dass es eventuell zu einer Kontamination des Produktes mit
Spuren von Mohn wahrend des Produktions-Prozesses gekommen sein konnte. Da von
derselben Firma auch Produkte mit Mohn im Lebensmittelhandel erworben werden konnten,
beispielsweise der ,Powidl-Mohnstrudel“ mit 10,0 % Mohn, das ,Mohnkipferl mit saftiger
Mohnfiillung mit 12,5 % Mohn sowie der ,Mohnstrudel” mit 16,0 % Mohn, kdnnte dies als
mdglicher Hinweis auf eine eventuelle Kontamination im Produktionsprozess dienen, wobei
der hohe Mittelwert der Ct-Werte ebenfalls auf geringe Spuren an Mohn hinweisen wirde.
Dies sind jedoch nur Vermutungen und es konnten auch andere Grinde, welche hier nicht
bedacht wurden, vorliegen.

Zusammengefasst lie} sich feststellen, dass sich die entwickelte Real-Time PCR-Methode
sehr gut zum Nachweis von Mohn-DNA in komplex zusammengesetzten Lebensmitteln
eignete, da bei allen elf untersuchten Produkten mit auf der Zutatenliste angegebenem Mohn
ein Anstieg des Fluoreszenz-Signals gemessen wurde, sowohl bei den Graumohn- als auch
bei den Blaumohn-Produkten. Die Cr-Werte lieken jedoch keinen Rlckschluss auf den
enthaltenen Prozent-Gehalt an Mohn zu, abgesehen davon lagen die Cr-Werte, welche sich
aus den Extrakten aller drei Graumohn-Produkte sowie aus den Extrakten von sechs der acht
untersuchten Blaumohn-Produkte ergaben, im Vergleich zu den Cr-Werten der Positiv-
Kontrollen niedriger. Nur die Extrakte von zwei der acht untersuchten Blaumohn-Produkte
fuhrten wie erwartet zu hoheren Cr-Werten als die Positivkontrolle (Blaumohn).

Weiters wurden drei Produkte ohne Mohn in der Zutatenliste analysiert, wobei sich bei dem
Extrakt aus einem der drei Produkte bei hoheren Ct-Werten ein Anstieg des Fluoreszenz-
Signals ergab, jedoch bei den Extrakten aus den zwei Ubrigen Produkten wie erwartet kein

Anstieg des Fluoreszenz-Signals beobachtet wurde.
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5 SCHLUSSBETRACHTUNG

Lebensmittelallergien haben sich in den letzten 20 bis 30 Jahren zu einem immer gréfer
werdenden gesundheitlichen Problem fir Millionen Menschen weltweit entwickelt und
bedeuten flr Betroffene eine Einschrankung in der Lebensqualitat, da das auslosende
Allergen insbesondere im Fall moglicher schwerwiegender Reaktionen strikt vermieden
werden sollte.

Die Samen des Schlafmohns (Papaver somniferum) I6sen bei Personen mit einer Mohn-
Allergie haufig anaphylaktische Reaktionen aus, wobei sich das Problem ergibt, dass Mohn-
Samen in vielen Fallen unerkannt als ,versteckte Allergene” in Speisen zu finden sind und
daher nicht immer auf den ersten Blick als Zutat erkannt werden konnen. Da die Mohn-Allergie
jedoch nur sehr selten vorkommt, zahlen die Samen des Schlafmohns nicht zu den innerhalb
der EU kennzeichnungspflichtigen 14 Lebensmittelallergenen.

Die Zielsetzung der vorliegenden Diplomarbeit war die Entwicklung einer Real-Time PCR-
Methode zum Nachweis von Mohn-DNA in Lebensmitteln: Es sollte eine selektive Methode fur
den Nachweis von Blaumohn, Graumohn und Weilmohn entwickelt werden, welche eine hohe
Spezifitat fir Mohn aufweisen sollte. Weiters sollten die Nachweisgrenze und Effizienz der
Methode ermittelt und mit Hilfe eines Modell-Lebensmittels Uberpriift, und die Eignung als
Routinemethode zum Nachweis von Mohn-DNA in kommerziell erhaltlichen Produkten
untersucht werden.

Es konnte aus allen drei Mohn-Sorten (Blau-, Grau- und Weilmohn) mit der CTAB-Methode
DNA in ausreichender Konzentration (> 10 ng/u) und Reinheit (Azso/Azs0: 1,8-2,0) gewonnen
werden. Es wurden drei Primerpaar-Konzentrationen (100/100, 200/200, 300/300 nM) und drei
Sonden-Konzentrationen (100, 200, 300 nM) getestet. Die Primer-Paar-Konzentration 200/200
nM und die Sonden-Konzentration 200 nM fihrten zu den niedrigsten Cr-Werten in der Real-
Time PCR und wurden daher in allen weiteren Untersuchungen eingesetzt.

Die Extrakte aller drei Mohn-Sorten fihrten in der Real-Time PCR zu einem Anstieg des
Fluoreszenz-Signals und zu &ahnlichen Mittelwerten der Cr-Werte (Blaumohn: 24,07,
Graumohn: 24,31, Weillmohn: 24,43). Somit konnte die Selektivitdt des Real-Time PCR-
Assays flur Blaumohn, Graumohn und Weildmohn gezeigt werden, und es konnten die Extrakte
aller drei Mohn-Sorten in weiteren Untersuchungen eingesetzt werden. Fir Blaumohn wurde
eine Effizienz von 100,0 % bestimmt, und die Effizienz fir Graumohn und Weillmohn wurde
untersucht, jedoch konnten die Ergebnisse aufgrund einer Kontamination einzelner
Negativkontrollen nicht gezeigt werden. Als Nachweisgrenze (LOD) des Real-Time PCR-
Assays wurde fur Blaumohn, Graumohn und WeilRmohn jeweils eine DNA-Konzentration von

0,01 ng/ul ermittelt.
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Die Nachweisgrenze und die Effizienz der Methode in einer komplex zusammengesetzten
Lebensmittelmatrix wurden anhand eines selbst hergestellten Modell-Lebensmittels auf Basis
eines Schokoladekuchen-Teiges, aus welchem Teige mit sieben unterschiedlichen
Konzentrationen an Blaumohn (0 / 0,001 /0,005/0,01/0,05/0,1/0,5 %) produziert wurden,
Uberpruft. Dabei wurden als Nachweisgrenzen im rohen Teig 0,01 % Mohn sowie im
gebackenen Teig (Muffins) 0,0068 % Mohn ermittelt.

Weiters wurden Kreuzreaktivitiats-Test mit 22 Lebensmittelbestandteilen, darunter 21
pflanzliche Spezies sowie Backhefe, welche sich neben Mohn in kommerziell erhaltlichen
Produkten befinden kénnen, durchgefiihrt. Es konnte keine Kreuzreaktion des Real-Time
PCR-Assays mit Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl, Reis, Haselnuss, Walnuss,
Pinienkern, Muskatnuss, Pistazie, Karotte, Kartoffel, Ingwer, Rote Linse, Mais, Rosine, Zitrone,
Ribisel, Pflaume, Mandel, Vanille, Zimt und Backhefe beobachtet werden.

Um die Eignung des Real-Time PCR-Assays als Routinemethode zu untersuchen, wurden 14
Produkte mit oder ohne Mohn in der Zutatenliste untersucht. Es konnte Mohn-DNA in allen elf
untersuchten Blaumohn- und Graumohn-Produkten (Mohn-Marzipan comtess, klein & fein,
Dinkelkracker mit Mohn, Mohnkuchen, Powidl-Mohnstrudel, Mohnkipferl mit saftiger
Mohnflllung, Mohnkipfel, Mohnstrudel mit saftiger Mohnfillung, Mohn-Strudel, Waldviertler
Graumohn-Guglhupf, Waldviertler Graumohn-Zelten, Waldviertler Graumohn-Strudel)
nachgewiesen werden.

Es lieR sich daher feststellen, dass sich die entwickelte Real-Time PCR-Methode sehr gut zum
Nachweis von Blaumohn- und Graumohn-DNA in komplex zusammengesetzten
Lebensmitteln eignete. Die ermittelten Cr-Werte lieBen jedoch keinen Rickschluss auf den
jeweils im Produkt enthaltenen Prozentgehalt an Blau- oder Graumohn zu, und die Extrakte
aus neun von elf untersuchten Mohn-Produkten fiihrten, verglichen mit den jeweiligen Positiv-
Kontrollen, zu niedrigeren Cr-Werten.

Weiters konnte gezeigt werden, dass in zwei von drei Produkten ohne Mohn in der Zutatenliste
(Haselnuss comtess, klein & fein, Topfenkipfel ohne Rosinen) tatsachlich keine Mohn-DNA
nachweisbar war. Bei einem weiteren Produkt (Nuss-Strudel) ohne Mohn in der Zutatenliste
fuhrte der Extrakt jedoch bei héheren Cr-Werten (Mittelwert: 36,67) zu einem Anstieg des

Fluoreszenz-Signals.
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6 EXPERIMENTELLES

6.1 DNA-Extraktion
6.1.1 CTAB-Methode
6.1.1.1 Reagenzien der CTAB-Extraktions-Methode

Im Folgenden werden die Reagenzien, welche zur Extraktion von DNA aus verschiedenen
Lebensmitteln mit Hilfe der CTAB-Methode verwendet wurden, angeflhrt, wobei die

Losungen, welche selbst hergestellt wurden, fett gedruckt dargestellt sind.

1) CTAB-Extraktionslosung: 20 g/L CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)
1,4 M NaCl (Natriumchlorid)
0,1 M Tris (Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan)
0,02 M EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
mit HCI (Salzsaure) - pH-Wert von 8,0 einstellen
2) CTAB-Prazipitationslosung: 5 g/L CTAB
0,04 M NaCl
3) 1,2 M NaCl-Lésung
) Chloroform p.a.
) 70 % (v/v) Ethanol p.a. (eisgekulhlt)
6) Isopropanol p.a.
) HClp.a.
) Proteinase K-Lésung: 100 mg in 4 ml 50 % Glyzerin, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
9) RNAse A-Losung (20 pg/ml)
10) H204d

6.1.1.2 Herstellung der Losungen fur die CTAB-Extraktion

Fiur die CTAB-Extraktionslosung wurden 2,0 g CTAB, 8,19 g NaCl, 1,21 g Tris und 0,74 g
EDTA gemischt, in H2Oq4q4 geldst, mit HCI auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und mit H2Ogq
auf 100 ml aufgefillt. Fir die CTAB-Prazipitationslosung wurden 0,5 g CTAB und 0,23 g
NaCl in H>Oqq4 geldst und mit HoOq4q auf 100 ml aufgefillt.

Fir die Proteinase K-Losung wurden 100 mg Proteinase K mit 4 ml 50 % Glyzerin in 10 mM
Tris-HCI (pH 8,0) gemischt und die Lésung bei -20°C aufbewahrt. Fir die RNAse A-L6sung
wurde die erhaltene Losung (24 mg/ml in 50 % Glyzerin, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) verdinnt,
um eine Konzentration von 20 pg/ml zu erhalten. Dazu wurden 4,1 yl RNAse A-Lésung mit 5

ml 50 % Glyzerin gemischt, die Lésung wurde schlief3lich aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.
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6.1.1.3 Durchfihrung der CTAB-Extraktion

1.

10.

11.

12.

Es wurden ca. 100 mg der zerkleinerten Probe auf einer Prazisions-Waage in einem
Eppendorf-Gefal eingewogen und die genaue Einwaage notiert.

Es wurden 500 pl CTAB-Extraktionslosung zur Probe hinzugefligt und grindlich
gemischt (20 Sekunden gevortext). Anschlielfend wurde 30 Minuten lang bei 65°C im
Trockenschrank inkubiert, wobei nach jeweils 10 Minuten gevortext wurde (1 Minute).
AnschlieRend wurden 15 pl Proteinase K-Losung hinzugefligt, es wurde gevortext
und flr mindestens 60 Minuten (oder Uber Nacht) bei 50°C im Trockenschrank
inkubiert.

Es wurden 20 yl RNAse A-Lésung zugegeben und es wurde gevortext, anschlielend
wurde 2 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und in der Tischzentrifuge 5
Minuten bei 10000 rpm (Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR Uberfiihrt und mit 200 ul
Chloroform versetzt, daraufthin wurde 1 Minute lang kraftig gevortext und zur
Phasentrennung 5 Minuten (10000 rpm) zentrifugiert.

Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefall Gberflhrt, es wurden 2
Volumenteile CTAB-Prazipitationslésung hinzugefliigt und es wurde gemischt.
Anschlieend wurde 60 Minuten lang inkubiert (Raumtemperatur) und 5 Minuten lang
zentrifugiert (10000 rpm).

Der Uberstand wurde verworfen und das Prézipitat in 350 pl 1,2 M NaCl gelost.

Die Losung wurde mit 350 pl Chloroform versetzt und 1 Minute lang kraftig gevortext,
anschlieftend 5 Minuten zur Phasentrennung zentrifugiert (10000 rpm).

Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Gefal utberfihrt, mit 0,6
Volumenteilen Isopropanol versetzt, 5 Minuten zentrifugiert (10000 rpm) und der
Uberstand anschlieBend verworfen.

Das Sediment wurde mit 500 pl eisgekiithltem 70 % Ethanol versetzt, kraftig gemischt,
anschlieBend 5 Minuten zentrifugiert (10000 rpm) und der Uberstand vorsichtig mit
einer Gilson-Pipette abgezogen.

Das DNA-Sediment wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet (Eppendorf-
Gefaly gedffnet und mit einer Kiichenrolle bedeckt).

Am nachsten Tag wurde das DNA-Sedimentin 100 pl H2O44 geldst und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

Die DNA-Extrakte wurden schlieBlich mit H.O4q als ,Blank®“ mit dem NanoDrop-

Spektrophotometer (ThermoFischer Scientific) gemessen und im Fall einer ausreichenden

Konzentration und Reinheit in der Real-Time PCR eingesetzt.
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6.1.2

6.1.2.1

1.

10.

QlAamp DNA Mini Kit (Firma QIAGEN)

Durchfuhrung der Extraktion mit dem QlAamp DNA Mini Kit

25-50 mg der zerkleinerten Probe wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefall
eingewogen, die Einwaage notiert und die Probe mit 180 pl Puffer ATL versetzt.

Es wurden 20 pl Proteinase K-Losung hinzugefligt, es wurde gut gemischt und
anschlielRend im Trockenschrank bei 56°C iber Nacht (ca. 20 Stunden lang) inkubiert,
wobei etwa 20 Minuten nach Beginn der Inkubation 1x 30 Sekunden gevortext wurde.
Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 20 yl RNAse A (20 ug/ml) zugegeben, es
wurde gut gemischt (15 Sekunden ,Puls-gevortext), 2 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieRend nochmals kurz zentrifugiert.

Es wurden 200 pl Puffer AL hinzugefligt, es wurde gut gemischt (15 Sekunden ,Puls-
gevortext”) und 10 Minuten lang bei 70°C im Trockenschrank inkubiert.

Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 200 pl Ethanol (96-100 %) zugegeben, es
wurde kraftig gemischt (15 Sekunden ,Puls-gevortext®) und kurz zentrifugiert.

Die Mischung (inklusive des Prazipitats) wurde vorsichtig in eine QlAamp Spin-Saule
(in einem 2 ml Auffang-GefaR) Uberfuhrt, diese verschlossen und 1 Minute zentrifugiert
(8000 rpm), bis die gesamte Lésung durch die Membran geflossen war. Falls das nicht
der Fall war, musste nochmals bei einer hdheren Geschwindigkeit zentrifugiert werden.
AnschlieRend wurde das Filtrat verworfen.

Die Spin-Saule wurde in ein neues Auffang-Gefal Gberflihrt und es wurden in einem
Wasch-Schritt 500 pl Puffer AW1 (in 96-100 % Ethanol verdinnt) zur Spin-Saule
hinzugefugt. AnschlieRend wurde 1 Minute zentrifugiert (8000 rpm), die Saule in ein
neues Auffang-Gefal gestellt und das Filtrat verworfen.

Im nachsten Wasch-Schritt wurden 500 pl Puffer AW2 (in 96-100 % Ethanol verdinnt)
hinzugefugt, es wurde 3 Minuten lang zentrifugiert (10000 rpm) und das Filtrat
verworfen.

Nach Uberfiihrung der QlAamp-S&ule in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal wurden
200 pl Puffer AE zugegeben, es wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend 1 Minute zentrifugiert (8000 rpm).

Das Eluat wurde wieder in dieselbe Saule eingebracht und der Elutions-Schritt (Zugabe
von 200 pl Puffer AE) wiederholt, anschlieBend wurde nochmals 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und 1 Minute lang zentrifugiert (8000 rpm).

Der im Eluat vorliegende DNA-Extrakt wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

aufbewahrt.
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AnschlieRend wurden die DNA-Extrakte einer photometrischen Messung mit dem NanoDrop-
Spektrophotometer unterzogen, wobei als ,,Blank® der Elutionspuffer AE verwendet wurde,
da die extrahierte DNA in diesem Puffer gel6st vorlag. Extrakte mit einer ausreichenden

Konzentration und Reinheit wurden schlielilich in einer Real-Time PCR eingesetzt.

6.1.3 DNA-Extrakte aus Lebensmitteln mit/ohne Mohn in der Zutatenliste

Alle fir die DNA-Extraktionen verwendeten Lebensmittel wurden in lokalen Supermarkten
erworben, wobei die DNA aus einigen Produkten direkt extrahiert und aus einigen Produkten

zunachst ein Modell-Lebensmittel hergestellt und die DNA aus diesem extrahiert wurde.

6.1.3.1 Herstellung und Verwendung der Extrakte aus Blau-, Grau- und Weilmohn

In Tab. 20 ist angefiihrt, aus den Produkten welcher Firmen die Blaumohn-, Graumohn- und
WeilBmohn-Extrakte hergestellt und welche mechanischen Methoden jeweils vor der
Extraktion angewandt wurden, wobei die DNA aus allen in Tab. 20 angefihrten Produkten mit
der CTAB-Methode extrahiert wurde.

Tab. 20: Blau-, Grau- und Weillmohn: Produktnamen, Firmen und mechanische Methoden
- keine mechanische Methode

Lebensmittel Firma / Produkthame Mechanische Methode
Blaumohn (gemahlen) Back Mit -
Blaumohn (Samen, ganz) Back Mit Beachflower Morser
» 1rockenfriichte Blaumohn*
Blaumohn (Samen, ganz) Back Mit Beachflower Mohn-Mhle
» 1 rockenfriichte Blaumohn*
Graumohn (Samen, ganz) Sonnentor Morser
Graumohn (Samen, ganz) Holzweber Morser
~Waldviertler Graumohn*
Graumohn (Samen, ganz) Holzweber Mohn-Muhle
~Waldviertler Graumohn*
WeilRmohn (Samen, ganz) Sonnentor Morser
WeilRmohn (Samen, ganz) Sonnentor Mohn-Mihle

Alle in Tab. 20 angefihrten Mohn-Sorten mit Ausnahme des Blaumohns (gemahlen) der Firma
Back Mit wurden vor der Extraktion einer mechanischen Zerkleinerung in einem Morser oder
mit einer Mohn-Muhle unterzogen, um eine ahnliche Konsistenz wie beim vorgemahlenen
Blaumohn zu erhalten, und um die Ausbeute bei der DNA-Extraktion zu erhéhen.

Die DNA-Extrakte des Blaumohns (gemahlen, Firma Back Mit) wurden in der Real-Time PCR
als Positiv-Kontrollen in den Kreuzreaktivitdts-Tests sowie zur Ermittlung der optimalen
Primer-Paar- und Sonden-Konzentrationen eingesetzt.

Die nach der mechanischen Zerkleinerung in einem Morser und durch anschlielende
Durchfuhrung der CTAB-Methode erhaltenen DNA-Extrakte des Blaumohns (Samen, ganz),

112



des WeiBmohns (Samen, ganz) und des Graumohns (Samen, ganz) wurden zur Ermittlung
der Effizienz der Real-Time PCR-Methode verwendet. Dazu wurden aus dem Blaumohn-
Extrakt sechs verschiedene Konzentrationen (100 /10/1/0,1/ 0,02/ 0,01 ng/ul) und aus
dem Weil3- sowie dem Graumohn-Extrakt jeweils sieben verschiedene Konzentrationen (100
/10/1/0,1/0,02/0,01/ 0,002 ng/pl) hergestellt und mittels Real-Time PCR untersucht. Zur

Ermittlung der Nachweisgrenze wurden die niedrigsten drei Konzentrationen eingesetzt.

6.1.3.2 Herstellung der Extrakte fur die Kreuzreaktivitats-Tests

In Tab. 21 sind alle Lebensmittel aufgelistet, aus welchen DNA fir die Kreuzreaktivitats-Tests
extrahiert wurde. Tab. 21 enthalt Informationen darliber, von welchen Firmen die Produkte
stammten, mit welchen mechanischen Methoden (z.B. Reibeisen, Mérser, Einweichen in
Wasser, Kenwood-Mixer, Ultra-Turrax) die Lebensmittel jeweils vor der DNA-Extraktion

bearbeitet wurden und welche DNA-Extraktionsmethode jeweils angewandt wurde:

Tab. 21: Herstellung der Extrakte fur die Kreuzreaktivitats-Tests
- Keine mechanische Methode verwendet

Lebensmittel Firma/ Mechanische Extraktions-
Produktname Methode Methode
GETREIDE
Dinkelmehl (gemahlen) Spar Vital - CTAB
Keimkraft Dinkelmehl
Roggenvollkornmehl Natur Pur (Spar) - CTAB
(gemahlen) Bio-Roggen-Vollkornmehl
Weizenmehl (gemahlen) Korngold - CTAB
Weizenmehl naturrein,
griffig (Type 480)
Reis Keine Information Morser CTAB
NUSSE
Haselnuss Happy Harvest - CTAB
Walnuss Keine Information - CTAB
Pinienkerne Keine Information Morser CTAB
Muskatnuss (gemahlen) Kotanyi - CTAB
,Muskatnuss gemahlen®
Muskatnuss (gemahlen) Kotanyi - QlAamp DNA Mini Kit
,Muskatnuss gemahlen®
Muskatnuss (ganz) Kotanyi Reibeisen + Morser CTAB
,Muskatnuss ganz“
Pistazien Clever Morser CTAB
Kalifornische Pistazien
GEMUSE
Karotte (roh) Keine Information Morser CTAB
Karotte (gekocht) Keine Information - CTAB
Kartoffel (roh) Keine Information - CTAB
Kartoffel (roh) Keine Information Reibeisen + Mérser  QlAamp DNA Mini Kit
Kartoffel (gekocht) Keine Information - CTAB
Kartoffel-Starkemehl RUMA - CTAB

113



Tab. 21 (Fortsetzung)

Lebensmittel Firma/ Mechanische Extraktions-
Produktname Methode Methode
Ingwer (ganze Knolle) Keine Information Morser CTAB
Ingwerpulver (gemahlen) Kotanyi - CTAB
.Ingwer gemahlen*
Rote Linsen Keine Information Morser CTAB
Maisstarke MAIZENA - CTAB
Maiskorner (aus der Dose) Keine Information Mérser CTAB
Maiskorner (aus der Dose) Keine Information Morser QlAamp DNA Mini Kit

FRUCHTE

Rosinen FARMGOLD - CTAB
~Spezialrosinen®

Rosinen FARMGOLD Einweichen (H20) + CTAB
»opezialrosinen® Mérser

Rosinen FARMGOLD Einweichen (H20) + QlAamp DNA Mini Kit
~Spezialrosinen® Morser

Rosinen FARMGOLD Kenwood-Mixer QIlAamp DNA Mini Kit

~Spezialrosinen®

Zitrone (Fruchtfleisch) Keine Information - CTAB
Zitrone (Fruchtfleisch) Keine Information Einweichen (H20) + CTAB
Mérser
Zitrone Keine Information Halbieren + QlAamp DNA Mini Kit
(Fruchtfleisch+Schale) Reibeisen
(Schnittflache)
Ribisel-Konfitire UWE - CTAB
Ribisel Konfitlire extra, 45
% Frucht
Ribiselfriichte (tiefgekuhlt) Keine Information Auftauen + Morser CTAB
Ribiselfriichte (tiefgekuhlt) Keine Information Auftauen + Mérser  QlAamp DNA Mini Kit
Pflaumenmus Darbo Naturrein - CTAB
,DELIKATESS POWIDL
Pflaumenmus*
Dérrpflaumen Pesendorfer Einweichen (H20) + CTAB
,Pflaumen getrocknet” Morser
Dérrpflaumen Pesendorfer Einweichen (H20) +  QlAamp DNA Mini Kit
,Pflaumen getrocknet® Mérser
Dérrpflaumen Pesendorfer Kenwood-Mixer QlAamp DNA Mini Kit
.Pflaumen getrocknet*
Mandeln Keine Information - CTAB
GEWURZE
Vanillezucker bella - CTAB
Vanilleschote Kotanyi Aufschneiden und CTAB
sVanille Bourbon* Inneres mit einem
Spatel entnehmen
Vanilleschote Kotanyi Einweichen (H20) + CTAB

,Vanille Bourbon,
Vanilleschote ganz“

Spatel

Vanilleschote

Kotanyi
,Vanille Bourbon,
Vanilleschote ganz*

Messer + Reibeisen

QIlAamp DNA Mini Kit

Vanilleschote

Kotéanyi
,Vanille Bourbon,
Vanilleschote ganz®

Kenwood-Mixer

QlAamp DNA Mini Kit

Zimt (gemahlen) Kotanyi - CTAB
,LZimt gemahlen®
Zimt (gemahlen) Kotanyi - QIAamp DNA Mini Kit
,Zimt gemahlen®
Zimtstange Kotanyi Einweichen (H20) + CTAB

Reibeisen + Morser
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Tab. 21 (Fortsetzung)

Lebensmittel Firma / Produktname Mechanische Extraktions-
Bearbeitung Methode
Zimtstange Kotanyi Anfeuchten (H20) + QlAamp DNA Mini Kit

Ultra-Turrax +
Kenwood-Mixer

EINZELLIGER PILZ

Backhefe (Germ) Natur Pur (Spar) - CTAB
Bio-Germ

6.1.3.3 Herstellung der Extrakte aus dem Modell-Lebensmittel

Es wurde ein Modell-Lebensmittel auf der Basis eines Schokoladekuchen-Rezeptes
hergestellt, aus welchem sieben Teige mit unterschiedlichen Prozentgehalten an Mohn
erzeugt wurden. Anschlieliend wurden DNA-Extrakte aus den sieben rohen Teigen sowie aus

daraus hergestellten, gebackenen Muffins gewonnen.

Der Basis-Teig (Schokoladekuchen-Matrix) wurde nach dem folgenden Rezept hergestellt:

400g Bio-Dinkel-Kuchenmehl (SPAR NATUR*PUR)
600g Bio-Rohzucker (WIENER ZUCKER)

400g Naturjoghurt (SPAR FREE FROM (laktosefrei))
125g Kakao (BENSDORP)

200g Geriebene Walnusse (SPAR)

320g Maiskeimdl (SPAR 100 % Echtes Maiskeimol)
6 Stk.  Bio-Freilandeier (SPAR NATUR*PUR)

Alle Zutaten wurden gemischt und es wurden in sieben Versuchs-Ansatzen folgende
Konzentrationen an Blaumohn in den Basisteig eingearbeitet: 0 % (Basis-Teig ohne
Blaumohn), 0,001 %, 0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 % und 0,5 % Blaumohn. Dazu wurden
mit Hilfe einer Prazisionswaage und mit Spritzen zur genauen Dosierung des rohen Teiges
folgende Mischungen hergestellt:

Far den Teig mit 0,001 % Blaumohn wurden 99,999 g roher Teig mit 0,001 g Blaumohn
gemischt, fir den Teig mit 0,005 % Blaumohn 99,995 g roher Teig mit 0,005 g Blaumohn, fur
den Teig mit 0,01 % Blaumohn 199,980 g roher Teig mit 0,020 g Blaumohn, fur den Teig mit
0,05 % Blaumohn 99,950 g roher Teig mit 0,050 g Blaumohn, fir den Teig mit 0,1 %
Blaumohn wurden in 99,900 g rohen Teig 0,100 g Blaumohn sowie fur den Teig mit 0,5 %
Blaumohn in 99,500 g rohen Teig 0,500 g Blaumohn eingearbeitet.

Es wurde versucht, die Teigmischungen mit Hilfe eines Kichenmixers so gut wie mdglich zu
homogenisieren, um eine gleichmafige Verteilung des eingearbeiteten Blaumohns in der

Lebensmittel-Matrix zu erzielen. Es wurde schlieRlich jeweils ein Teil von allen sieben
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Konzentrationen des rohen Teiges in jeweils eine Muffin-Form gefullt und bei 180°C (Ober-
und Unterhitze) 35 Minuten lang in einem Backofen gebacken, wobei jeweils ein roher Teig
aufbewahrt wurde.

AnschlieRend wurden mit der CTAB-Methode aus jeder Konzentrationsstufe zwei Arten von
DNA-Extrakten gewonnen, jeweils ein Extrakt aus dem rohen Teig und ein Extrakt aus den
gebackenen Teigen (Muffins), sodass schlielllich 14 verschiedene Extrakte fir die Real-Time
PCR zur Verfugung standen. Die Konzentrationsdnderungen, welche sich durch den
Gewichtsverlust bei den gebackenen Muffins im Vergleich zum rohen Teig ergaben, wurden

schlieBlich korrigiert.

6.1.3.4 Herstellung der Extrakte aus kommerziell erhaltlichen Produkten mit und ohne Mohn

Im Folgenden sind alle in lokalen Supermarkten erworbenen Produkte angefiihrt, aus welchen
nach einer Homogenisierung DNA-Extrakte gewonnen wurden, um die Eignung der Real-Time

PCR-Methode zum Nachweis von Mohn-DNA als Routine-Methode zu testen:

BAHLSEN Haselnuss comtess, klein & fein

OLZ Topfenkipfel ohne Rosinen

THURNER Nuss-Strudel

ZWETTLER STIFTSSCHATZE, Mohn-Zwetschke, handgeschopfte Schokolade
BAHLSEN Mohn-Marzipan comtess, klein & fein
ZWETTLER STIFTSSCHATZE Dinkelkracker mit Mohn
JOMO Mohnkuchen

THURNER Powidl-Mohnstrudel

THURNER Mohnkipferl mit saftiger Mohnfullung

OLZ Mohnkipfel

THURNER Mohnstrudel mit saftiger Mohnflllung
ANKER Mohn-Strudel

WALDLAND Waldviertler Graumohn-Guglhupf
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Zelten
WALDLAND Waldviertler Graumohn-Strudel
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6.2 Real-Time PCR

6.2.1 Materialien, Durchfiihrung und Auswertung der PCR

Fir die Real-Time PCR wurde der iCycler mit der Detektionseinheit iQ5 (BIORAD) verwendet.
Alle Untersuchungen wurden unter Anwendung eines TagMan-Assays durchgefihrt, wobei
die Primer (Primer forward (Ps), Primer reverse (P:)) und die Sonde von Fatima Tazeen

Husain®® entworfen wurden. Als Supermix wurde der iQ™-Supermix (BIORAD) eingesetzt.

6.2.1.1 Eigenschaften von Primer Forward, Primer Reverse und Sonde

Die in dieser Diplomarbeit verwendeten, von Fatima Tazeen Husain®® entworfenen Primer
wurden von der Firma Sigma-Aldrich und die von Fatima Tazeen Husain®® entworfene Sonde
von der Firma metabion bezogen.

Der Primer forward mit der Basensequenz 5 -TAGATTGGTTACTTCTGCATTGGC-3" wurde
mit Hilfe einer Reverse-Phase-Kartusche aufgereinigt'?® und war laut Herstellerfirma durch
folgende Eigenschaften gekennzeichnet: Er bildete keine Dimere und nur sehr schwache
Sekundarstrukturen aus, besal’ einen GC-Gehalt von 41,6 %, und die Schmelztemperatur (Tr)
betrug 64,9°C."%°

Der Primer Reverse mit der Basensequenz 5-AGCTTTAGATATGGCTTTCACTGC-3’
wurde mit Hilfe einer Reverse-Phase-Kartusche aufgereinigt'?® und besaR laut Herstellerfirma
folgende Eigenschaften: Er bildete keine Dimere und nur schwache Sekundarstrukturen aus,
wies einen GC-Gehalt von 41,6 % auf und die Schmelztemperatur (Tm) betrug 63,5°C.1%

Die Sonde wurde mit Hilfe einer HPLC aufgereinigt, und die Basensequenz des
Oligonukleotids lautete 5'-FAM-TGGTTGATGTCGGCGGTACGG-BHQ-1-3"."%!

Die Sonde war mit dem Reporter FAM und dem Quencher BHQ-1 markiert und bestand aus

21 Basen mit einem GC-Gehalt von 61,9 % und einer Schmelztemperatur (Tm) von 65,0°C."?’

6.2.1.2 Arbeitsplatz

Zum Pipettieren gab es einen separaten Arbeitsplatz, welcher in einem eigenen Raum und
daher von den restlichen Arbeitsplatzen im Labor getrennt lag, um Kontaminationen zu
vermeiden. Der Arbeitsplatz wurde jeweils vor dem Pipettieren unter Verwendung des DNA-

Exitus-Sprays von DNA-Kontaminationen befreit.
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6.2.1.3 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes pro Well

Fir die PCR wurden in jedem Reaktionsansatz (pro Well) insgesamt 25 pl eingesetzt, deren
Zusammensetzung aus iQ™-Supermix (BIORAD), Mastermix, DNA und H;Oqq in Tab. 22
angefiihrt ist. Der iQ™-Supermix wurde bei -20°C gelagert und jeweils zum Schluss

zugegeben.

Tab. 22: Reaktionsansatz der PCR (Gesamtvolumen: 25 ul pro Well)

VOLUMEN LOSUNG
12,5 ul iQ™-Supermix (BIORAD): DNA-Polymerase, Pufferlésung
7,5 ul Mastermix (Ps, Pr, Sonde, H2Oqq)
5ul DNA oder (im Fall der Negativ-Kontrolle) H204q

6.2.1.4 Mastermix

Der Mastermix wurde vor jeder Real-Time PCR frisch hergestellt.

Es wurde jeweils das Vielfache der fir jedes Well bendtigten 7,5 pl (Anzahl der bendtigten
Ansatze x 7,5 pul) hergestellt, zusatzlich wurden noch sechs Ansatze (6 x 7,5 ul)
hinzugerechnet — zwei Ansatze fur die Positiv-Kontrollen, zwei Ansatze fur die Negativ-
Kontrollen und zwei Ansatze als Toleranzproben.

Beide Primer und die Sonde, welche zu Beginn jeweils in einer Konzentration von 100 pyM
vorlagen, wurden zunachst auf eine Konzentration von 10 uM verdinnt, und daraus wurden

die bendtigten Volumina flr den Mastermix enthommen.

6.2.1.5 Pipettierschema fur die DNA-Extrakte und fur die Positiv- und Negativ-Kontrollen

Zur Berechnung der fur die Real-Time PCR bendtigten Volumina wurden die Mittelwerte der
photometrisch bestimmten DNA-Konzentrationen der jeweiligen Extrakte herangezogen,
wobei die DNA-Extrakte auf eine Konzentration von 20 ng/ul eingestellt wurden.

Betrug die DNA-Konzentration eines Extraktes 10-20 ng/ul, so wurde dieser auf eine
Konzentration von 10 ng/ul eingestellt und es wurde ein spezielles Pipettierschema verwendet:
Dazu wurden im Reaktionsansatz das doppelte Volumen (10 pl) des DNA-Extraktes sowie
beim Mastermix 5 ul weniger H>Oqq pipettiert, sodass die insgesamte DNA-Menge (100 ng pro
Well) und das insgesamte Volumen pro Well gleich gro blieben.

Fir die Positiv-Kontrollen wurden jeweils 5 pl (20 ng/pl) der Blaumohn-, Graumohn- oder

Weilmohn-Extrakte und fur die Negativ-Kontrollen 5 pl H2Oq4q anstatt der DNA eingesetzt.
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6.2.1.6 Pipettier-Schemata fir die Optimierung der Primer- und Sonden-Konzentration

Zur Optimierung der Primer-Konzentration wurde der DNA-Extrakt aus dem gemahlenen
Blaumohn (Firma Back Mit) mittels Real-Time PCR mit drei verschiedenen Primer-Paar-
Konzentrationen (100/100, 200/200, 300/300 nM) analysiert, wobei die Sonden-Konzentration
jeweils 100 nM betrug.

Zur Optimierung der Sonden-Konzentration wurde der DNA-Extrakt aus dem gemahlenen
Blaumohn mittels Real-Time PCR mit drei verschiedenen Sonden-Konzentrationen
(100/200/300 nM) analysiert, wobei die Primer-Paar-Konzentration 200/200 nM betrug.

Die Pipettierschemata, welche fir die Optimierung der Primer-Konzentrationen verwendet
wurden, sind in Tab. 23, 24 und 25 angefiihrt, und jene flir die Optimierung der Sonden-
Konzentration in Tab. 24, 26 und 27.

Tab. 23: Pipettierschema fur 7,5 yl Mastermix (Ps, P, Sonde: 100 nM)

VOLUMEN SUBSTANZ KONZENTRATION pro Well (25 pl)
0,25 ul Primer Forward (Ps) 100 nM
0,25 ul Primer Reverse (P;) 100 nM
0,25 pl Sonde 100 nM
6,75 }Jl Hzodd -

Tab. 24: Pipettierschema fur 7,5 yl Mastermix (Ps, P:: jeweils 200 nM, Sonde: 100 nM)

VOLUMEN SUBSTANZ KONZENTRATION pro Well (25 ul)
0,50 pl Primer Forward (Ps) 200 nM
0,50 ul Primer Reverse (P;) 200 nM
0,25 pl Sonde 100 nM
6125 UI H20dd -

Tab. 25: Pipettierschema fur 7,5 yl Mastermix (Ps, P:: jeweils 300 nM, Sonde: 100 nM)

VOLUMEN SUBSTANZ KONZENTRATION pro Well (25 ul)
0,75 pl Primer Forward (Ps) 300 nM
0,75 ul Primer Reverse (P;) 300 nM
0,25 ul Sonde 100 nM
5,75 pl H2Ouq -

Tab. 26: Pipettierschema fur 7,5 yl Mastermix (Ps, P, Sonde: jeweils 200 nM)

VOLUMEN SUBSTANZ KONZENTRATION pro Well (25 ul)
0,50 ul Primer Forward (Ps) 200 nM
0,50 pl Primer Reverse (Pr) 200 nM
0,50 ul Sonde 200 nM
6,00 Ul Hzodd -
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Tab. 27: Pipettierschema fir 7,5 ul Mastermix (P, P:: jeweils 200 nM, Sonde: 300 nM)

VOLUMEN SUBSTANZ KONZENTRATION pro Well (25 ul)
0,50 pl Primer Forward (Ps) 200 nM
0,50 ul Primer Reverse (P;) 200 nM
0,75 ul Sonde 300 nM
5,75 pl H204q -

6.2.1.7 Temperaturprogramm

Fur die Real-Time PCR wurde das von Fatima Tazeen Husain® entwickelte Temperatur-
Programm verwendet, wobei das Fluoreszenz-Signal wahrend der Elongations-Phase

gemessen wurde:

Tab. 28: Temperatur-Programm der Real-Time PCR

Phase vor den PCR-Zyklen PCR-Zyklen
Initiale Denaturierung 1 Denaturierung 2 Annealing 3 Elongation
95°C 95°C 60,3°C 72°C
3 Minuten 20 Sekunden 40 Sekunden 11 Sekunden

6.2.1.8 Auswertung der PCR: Threshold-Line, Nachweisgrenze und Effizienz

Fir die Real-Time PCR wurde der iCycler mit der Detektionseinheit iQ5 (BIORAD) verwendet,
wobei die Threshold-Line bei der Auswertung der PCR manuell in die passende Hohe
verschoben werden konnte. Die Threshold-Line in dieser Diplomarbeit wurde meistens auf
einen Wert von 100,00 oder 90,00 auf der Y-Achse (PCR Base Line Subtracted Curve Fit RFU)
verschoben, um Cr-Werte verschiedener PCR-Laufe vergleichbar zu machen.

Als Nachweisgrenze der Real-Time PCR-Methode wurde die niedrigste Konzentration an
Mohn-DNA definiert, bei welcher mindestens 95 % der Parallelbestimmungen ein positives
Ergebnis (Anstieg des Fluoreszenz-Signals innerhalb der ersten 40 Zyklen) in der Real-Time
PCR lieferten.
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7 ANHANG

ABSTRACT

Lebensmittelallergien bedeuten fir Betroffene eine groRe Einschrdnkung in der
Lebensqualitat, wobei Mohn-Samen ein besonderes Problem darstellen, da sie haufig
.versteckt® in Speisen vorkommen. Die Mohn-Allergie ist selten, fihrt jedoch haufig zu
anaphylaktischen Reaktionen. Mohn zahlt nicht zu den in der EU kennzeichnungspflichtigen
14 Lebensmittelallergenen.

In dieser Diplomarbeit wurde ein Real-Time PCR-Assay zum Nachweis von Mohn-DNA in
Lebensmitteln entwickelt, basierend auf einer bereits publizierten Dissertation. Nach der
Optimierung der Primer- und Sonden-Konzentration wurde die Anwendbarkeit auf drei Sorten
von Schlafmohn (Papaver somniferum) untersucht. Der Assay ermoglicht den Nachweis von
Blaumohn, Graumohn und Weilmohn, wobei fiur Blaumohn eine Amplifikationseffizienz von
100,0 % ermittelt wurde. Die Nachweisgrenze lag fur alle drei Mohn-Sorten bei einer DNA-
Konzentration von 0,1 ng/pl.

Der Real-Rime PCR-Assay erwies sich als spezifisch flir Mohn, es wurde keine Kreuzreaktion
mit Dinkelmehl, Roggenvollkornmehl, Weizenmehl, Reis, Haselnuss, Walnuss, Pinienkern,
Muskatnuss, Pistazie, Karotte, Kartoffel, Ingwer, Rote Linse, Mais, Rosine, Zitrone, Ribisel,
Pflaume, Mandel, Vanille, Zimt und Backhefe beobachtet.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze in einer komplex zusammengesetzten
Lebensmittelmatrix wurde ein Schokoladekuchenteig als Modell-Lebensmittel hergestellt. Im
rohen Teig betrug die Nachweisgrenze 0,01 % Mohn, im gebackenen Teig 0,0058 % Mohn.
Bei der Anwendung des Real-Time PCR Assays auf 14 kommerzielle Lebensmittel wurde
Mohn in jedem der elf Mohnprodukte und in einem von drei Produkten, die laut Zutatenliste

keinen Mohn enthielten, nachgewiesen.
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Azso
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LMIV
LOD
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M-Zelle
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PCR
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Extinktion bei 280 nm
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Desoxyribo-Adenosin-Triphosphat
Desoxyribo-Cytidin-Triphosphat
Desoxyribo-Guanosin-Triphosphat
Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribo-Nukleosid-Triphosphate
Desoxyribo-Thymidin-Triphosphat
European Acadamy of Allergy and Clinical Immunology
Escherichia coli (Bakterium)
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (Ethylendiamintetraessigsaure)
Enzyme linked Immunosorbent Assay
6-Carboxyfluorescein
Fce-Rezeptoren
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Limit of Detection (Nachweisgrenze)
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Orales Allergiesyndrom
Oral Food Challenge
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Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)
Primer forward
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Pfu

PKU

P:

RNA
RNAse A
rem

SPT

T

Taq
Th-Zellen
Tm

Tris
WAO
WHO

Polyermase des Bakteriums Pyrococcus furiosus
Phenylketonurie

Primer reverse

Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
Ribonuklease A

Runs per Minute (Umdrehungen pro Minute)
Skin-Prick-Test

Thymin

Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus
T-Helfer-Zellen

Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan

World Allergy Organization

World Health Organization
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