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1 Einleitung

Es ist notwendig, die physiologische Grundlagen Blegintrachtigung von Organismen durch
Mykotoxine genau zu verstehen, um fur den Verbrauchnbedenkliche Lebensmittel zu
erzeugen und die Tiere vor gesundheitlichen Schadesthitzen. Mykotoxine sind flr Mensch,
Tier und Pflanze giftige Naturstoffe, die im Rahmeles Sekundarstoffwechsels von
Micromyceten gebildet werden und ein sehr breifigeértes Wirkspektrum besitzen. Ziel dieser
Doktorarbeit war es, den Einfluss von Mykotoxineri den Gehalt der fettldslichen Vitamine A
und E beim prapubertaren weiblichen Schwein abzigeh. Die Spezies Schwein wurde

aufgrund ihrer sensitiven Reaktion auf die untengerc Mykotoxine gewahlt.

Die durchgefihrten Analysen gliedern sich in einafassende Studie zu Strategien der
Detoxifikation der Mykotoxine Deoxynivalenol und &alenon beim Schwein des Institut fur
Tiererndhrung der Bundesforschungsanstalt fur Lamshaft ein. Dort wurde die Effizienz des
Detoxifikationsmittels Aluminiumsilicat mit Hinblic auf die genannten Toxine anhand
spezifischer Parameter validiert. Vorher wurde &ensitivitdt der Tiere auf verschiedene

kritische Dosierungen der Giftstoffe betrachtet, softhe spezifischen Parameter zu detektieren.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden @mu® und Leber von insgesamt 90
prapubertaren weiblichen Schweinen die Gehalte etin® und Retinylestern und aufRerdem
weitere Serumparameter, wie das Vitamin E, dasnBeBindungsprotein, Protein-, Triglycerid-
und Cholesterinkonzentrationen bestimmt. Beide rWitee stehen in enger Beziehung
zueinander, da sie entscheidende Funktionen wéahdendReproduktion haben, Vitamin E
regulierend in die Hydrolyse der Retinylester egiigrund oxidationsprotektiv auf Vitamin A
wirkt. Mogliche Veranderungen betrafen nicht numn dgtoffwechsel der beiden fettléslichen
Vitamine, sondern lieBen auch Rickschlisse aufrB@ehtigung ihrer Funktionen, vor allem in
Hinblick auf das Immunsystem, bei Proliferation uMchstum und bei oxidativen Vorgangen
zu. Ziel war es, zu zeigen, ob die analysiertenafater Veranderungen aufgrund einer
Intoxikation mit Deoxynivalenol und Zearalenon utiegen und ob durch die Verwendung des
Aluminiumsilicates eine positive Beeinflussung @iné wird bzw. sich sogar nachteilige

Auswirkungen zeigen.



2 Literaturtibersicht

2.1 Geschichtlicher Uberblick

Mykotoxine, Gifte von einfachen Pilzen als Veruitsaicvon Erkrankungen bei Mensch und Tier,
sind bereits in der Bibel erwahnt. Allein aus denittdfalter sind etwa 300 Berichte Uber
Mutterkornvergiftungen (Ergotismus) Uberliefert, i béer die Bevdlkerung ganzer Dorfer
ausgerottet wurde. So wurden im Jahre 943 in deref® von Limoges (Frankreich) 40.000
Menschen Opfer dieser schrecklichen Vergiftung. Wnoher wieder gingen wahre Seuchenziige
des ,heiligen Feuers® (St. Antoniusfeuer), wie emmdls in Unkenntnis der medizinisch-

wissenschaftlichen Zusammenhéange genannt wurdeh danz Europa (Marasas 1996).

Aber auch in neuerer Zeit kam es zu Vorfallen imsatumenhang mit Mykotoxinen. So
vergiftete ein Backer in den 50-iger Jahren in kraich 200 seiner Kunden, da er
mutterkornhaltiges Mehl verbacken hatte. Die Ogitagten (ber Ubelkeit, Kopfschmerzen,
Erbrechen, Durchfélle, epilepsiedhnliche Krampfeei(dtanz), Halluzinationen und brandige
Gliedmal3en, die auch amputiert werden mussten. &uwve Frauen erlitten Fehlgeburten.
Demenz, Verkruppelung, Ruckenmarksdegeneration hindig Tod durch Kreislaufversagen

oder Atemlahmung charakterisieren den weiterenavéder Erkrankung (Marasas 1996).

In der ehemaligen UdSSR kam es in den Jahren 194&dmehrt zu einer Erkrankung, die

»<alimentére toxische Aleukie* genannt wird. Hierrdiidurch Nahrungsgifte das Knochenmark
zerstort. Das Ergebnis ist eine Beeintrachtigung BRitbildung mit daraus resultierender

Blutarmut. Durch Kriegswirren war im Herbst 1943sdaetreide nicht abgeerntet worden und
blieb, von Schnee bedeckt, auf den Halmen stehemutde erst im folgenden Friihjahr geerntet
und verbraucht. Hierdurch konnten Fusarienpilzeh sicassiv vermehren und Gift bilden

(Marasas 1996).

Auch bei Tieren ist es in neuerer Zeit zu Massayiftangen gekommen. Die moderne

Tierhaltung in Westeuropa kommt ohne den Import \Eiweil3futtermitteln aus anderen



Klimazonen nicht aus. Dies fuhrte 1960 zum sogeteammiruthahnsterben (turkey-x-disease) in
England. Ursache war importiertes Erdnussschrotches von einem aflatoxinbildenden Pilz

befallen war. Dieses Geschehen war ein Ausléseadi@imtensivierung der Mykotoxinforschung

(Marasas 1996).

Gelegentlich treten solche Pilze aufgrund der Aliita 6kologischer Anbaubedingungen
vermehrt wieder auf, da an speziellen Hofen auf B#anzenschutzmitteleinsatz (Fungizide)
verzichtet wird. In neuerer Zeit wurden wiederhadin Vergiftungen durch mutterkornhaltiges
Biogetreide berichtet. So sorgte vor einigen JalmeiRaum Frankfurt ein Vergiftungsfall eines
11-jahrigen Méadchens durch ein mutterkornhaltigesmisli fir erhebliches Aufsehen in der
Presse. Das Kind litt an Doppelsehen, Schwindelenféand anhaltenden Gebarmutterblutungen
(Marasas 1996). In Lebensmittelgeschéaften und rkestidden angebotenes Getreide aus
kontrolliert 6kologischem Anbau ist nach einem Bletides Archivs fir Lebensmittelhygiene
offenbar h&ufig mit Fusarientoxinen belastet. Nagém Urteil der Autoren sogar in
~ernstzunehmenden Konzentrationen®. Bei einer UWntehhung im Raum Minchen fanden sie in
Weizen, Roggen, Gerste und Mais Deoxynivalenol,raleaon und Fumosine nach eigenen
Angaben in Konzentrationen bis zu 2,6 ppm (Mard€26). Andere systematische Erhebungen
finden keinen Unterschied in der Belastung von lemtionellen und biologisch-6kologischen
Getreideprodukten (Czerwiecki et al. 2002a; Czerlwiet al. 2002b; Marx et al. 1995).

Ende der 90er Jahre war das Getreide ungewdhndich mit den Mykotoxinen Deoxynivalenol
und Zearalenon belastet (Doll et al. 2002). Als ptatsache wird die feuchte Witterung im
Sommer angesehen. Aufgrund der negativen WirkuagediMykotoxine auf die Tiergesundheit

kam es nun bereits zu Problemen in der Verwertotanen Getreides.

Sowohl national als auch international wurde seitdéie Bedeutung der Mykotoxine fir die
Sicherheit von Lebens- und Futtermitteln zu eineeuem Schwerpunkt in Forschung und
Uberwachung. Umfangreiche Verordnungen der Eurcpéis Union zur Kontamination von
Lebensmitteln mit Mykotoxinen und entsprechende hfiiden zur Probennahme und
Analysenmethode wurden veroéffentlicht. Auch in Bebtand fuhrte die zunehmende Beachtung

und umfassende Uberwachung der Fusarien-LeittoRieexynivalenol und Zearalenon bei der



Beurteilung von Getreiden und deren Erzeugnisseitht nur in Lebensmitteln - nattrlich zu
einer steigenden Anzahl belasteter Proben (sieh&)2Mit der Aufnahme von Grenzwerten fir
Deoxynivalenol und Zearalenon in die nationale Gembung (Mykotoxin

Hochstmengenverodnung MHmMV; zuletzt geandert imrid@b und September 2004) ging
Deutschland sogar Uber die bisher durch EU-Verardan geforderten Rechtsgrundlagen

hinaus.

2.2 Vorkommen von Fusarienarten

Den Fusarien kommt weltweit, insbesondere bei @Gkirand Mais, eine grol3e Bedeutung zu.
Sie sind wenig spezialisierte Krankheitserreger Kaulturpflanzen, insbesondere an allen
Getreidearten. Typische Getreidekrankheiten, diechduFusarien ausgelost werden, sind
Auflaufkrankheiten (Erkrankungen der Getreidekenmgé), Auswinterungsschaden unter einer
Schneedecke auf ungefrorenem Boden, FuR- und S$tergmvie Ahren-, Kolben- und
Rispenerkrankungen (Schisler et al. 2002). Die keisdefallen Uberwiegend lebende Pflanzen
und sind daher typische Feldpilze, die sich abe&hdm Lager unter glinstigen Bedingungen
ausbreiten kbnnen. Um der Ausbreitung von Fusdnehager vorzubeugen, darf nur Erntegut
mit einem Wassergehalt von hdchstens 14% eingelagagden, gegebenenfalls muss es vorher
getrocknet werden (Miller 2002). Fusarien kénnercdipartielle Taub&hrigkeit und die Bildung
so genannter Schmachtkérner direkte Schaden anerfelgl und dessen Qualitat (zum Beispiel
schlechtere Back-, Brau- und Saatgutqualitat) waahen, jedoch muss ein Fusarienbefall von
Getreide nicht unbedingt mit einer Ertragsminderwighergehen (Miller 2002). Befallene
Korner kdnnen rosa bis weinrot gefarbt sein. AuBerdkann die Besiedelung mit Fusarienpilzen
zur Kontamination der Ernteguter mit verschiedehBtotoxinen fihren. Von Fusarien werden
verschiedene meist hochgiftige Mykotoxine, mit sahterschiedlichen chemischen Strukturen
gebildet. Bei den etwa 100 von Fusarien gebildefexinen unterscheidet man drei

Hauptgruppen, die Gruppe der Trichothecene, Zeavalend die Fumosine.



1 = Myzel mit Querwanden
2 = Konidienbildung
3 = reife Makrokondien

Abb. 1: Sporen eines mykotoxinbildenden Pilzes ifimait nach http://schimmel-schimmelpilze.de/
schimmelpilzgifte -mykotoxine.html)

Bei den heimischen Getreidearten werden hauptséchlafer, Mais und Weizen von Fusarien
befallen (Birzele et al. 2000). Gerste und Roggelteg als am wenigsten anfallig. Im Feld
wirken zahlreiche Umweltfaktoren der Atmosphére ded Bodens (unter anderem Feuchtigkeit
und Temperatur) auf die wachsende Pflanze und thessen die Mikroflora am Wuchsstandort.
Pflanzenbauliche MalRRnahmen, wie Fruchtfolge, Bodarieitung, Sortenwahl und
Pflanzenschutz, kdnnen sich sowohl hemmend als fdudbarnd auf einen Befall der Pflanze mit
Fusarienpilzen auswirken. Zur Verdeutlichung denflasse auf die Mykotoxinbildung in
Futtermitteln dient Abbildung 2.

Das Witterungsgeschehen wahrend der Vegetationsteausschlaggebend fir den Befall von
Getreide mit Fusarien. Besonders bei verstarkteed@&tschlag und Temperaturen tber 20 °C
zum Zeitpunkt der Getreidebliite kann es zu einemilgen Befall der Ahren kommen, da die
Pilze Feuchtigkeit und Warme fur ihre Entwicklungnbtigen (Miller 2001). Zudem werden die
Pilzsporen durch Wind und Regenspritzer vom Bod#dgeavirbelt und gelangen so schnell zu

den oberen Pflanzenteilen, die sie dann unverzugifizieren kénnen.
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Abbildung 2: Einflisse auf die MykotoxinbildungFnttermitteln, die Mykotoxinbelastung von Nutztiesowie

mdgliche Rickstande in Lebensmitteln tierischerkdeft (Danicke et al. 2000)

Die Vorfrucht (die im Vorjahr angebaute Fruchtdrgt ebenfalls einen groRen Einfluss auf die
Wahrscheinlichkeit, mit der Getreide von Fusariefatben wird. Bei einer engen Fruchtfolge mit
hohem Getreideanteil (1 Jahr Blattfrucht, 2 Jahatfrucht: z. B. Raps-Weizen-Weizen) folgen

anfallige Pflanzenarten zeitlich unmittelbar auégider. Den Pilzen werden dadurch ginstige



Entwicklungsmdglichkeiten geboten. Die Folge daigindass das Risiko eines Fusarienbefalls
erhoht ist. Wird die Fruchtfolge erweitert und d&etreideanteil darin verringert (z.B. Raps-
Weizen-Erbsen-Weizen-Raps-Weizen-Senf-Hafer), findier Pilz nicht genug geeignete
Pflanzen bzw. Ernterlickstdnde, die er flr sein \WWtach, seine Vermehrung und seine
Uberdauerung braucht (Miller 2001). Auf diese Weigied die Gefahr einer Infektion von

Getreide mit Fusarien reduziert.

Im Winter Uberdauern Fusarien hauptsachlich aukestogbenen Pflanzenresten von Getreide
oder Mais (Halme, Stroh, Stoppeln). Eine wendendeleBbearbeitung (Pfligen) bringt die
Pflanzenrickstéande in tiefer gelegene Bodenschiclsie dass sich das Infektionsrisiko fur die
Folgefrucht erheblich verringert. Bei konservierend Bodenbearbeitungsverfahren (z. B.
Mulchsaat), mit denen der Boden vor Erosion gezthiwerden kann, verbleiben

Pflanzenriickstéande, die mit Pilzsporen belastat kénnen, an der Bodenoberflache. Daraus
kann sich ein Zielkonflikt zwischen Bodenschutz u@eésundheit der Folgefrucht ergeben.
Landwirte, die bodenschitzende Bearbeitungsvenaheswenden, sollten daher weite

Fruchtfolgen und geringer anféllige Getreidesogeswahlen.

Die Widerstandsfahigkeit verschiedener Getreidesorigegeniiber Fusarien beruht auf
Unterschieden in der duReren Gestalt (morphologi&ibenschaften) oder in den jahreszeitlich
bedingten Wachstums- und Entwicklungsvorgéangenn@logische Eigenschaften) der Pflanzen
(Scott 1993).

Chemische Pflanzenschutzmittel mit bestimmten Wafksn (z. B. Azole) kodnnen bei
termingerechter Anwendung zum Zeitpunkt der Gegiglidte sowohl das Wachstum von
Fusarien als auch die Mykotoxinbildung in der Aldeutlich reduzieren, jedoch nicht ganzlich
verhindern. Eine Anwendung dieser pilzhemmenderteMitFungizide) wird nur empfohlen,
wenn ein hohes Risiko fir einen Ahrenbefall desr@aes besteht. Ein starker Fusarienbefall
aul3ert sich oft in verfarbten (rétlich bis graulgikeren und unregelmafig geformten Kdornern.
Meist sind Kdorner jedoch nur gering mit Fusariefialben und kdnnen mit bloiem Auge nicht
von gesunden Koérnern unterschieden werden. Ob nkdgnern Mykotoxine enthalten sind,

kann man grundsatzlich nicht an auf3eren Merkméienaen.



Nach der Ernte des Getreides folgen technischeidReigsprozesse, bei denen die wertgebenden
Bestandteile des Erntegutes (Korner) von wertmimdien Bestandteilen (z. B. Kimmerkorn,
Spreu, Unkrautsamen, Steine) abgetrennt werden.chDutie Reinigung werden auch
mykotoxinhaltige Bestandteile entfernt, so das$ sne etwaige Belastung der Korner mit
Mykotoxinen reduzieren kann (Miller 2001). Es seBlken sich in der Regel Trocknungsprozesse
an mit dem Ziel, das Getreide auf Feuchtigkeitsijehanter 14,5 % zu bringen. Durch den
Feuchtigkeitsentzug werden die Voraussetzungenefiie sichere Lagerung geschaffen, da
Veranderungen der Inhaltsstoffe im Getreidekorntgediend unterbunden und das Produkt vor
mikrobiellem Verderb geschitzt wird (Miller 200Bei sachgemal3er Trocknung und Lagerung
der Getreidekorner kénnen Schimmelpilze nicht weidehsen. Demzufolge ist auch eine
weitere Mykotoxinbildung durch Fusarien ausgesd#as Die zuvor unter Feldbedingungen

gebildeten Mykotoxine bleiben jedoch weitgehendakem.

In einer umfassenden Auswertung aller Analysenearigeb einer im Rahmen der Européischen
Union in Auftrag gegebenen Untersuchung wurdenvinschiedene EU-Lander die mittleren
Kontaminationsmengen an Fusarientoxinen ermitt€itejpy 2002). Daraus wurden auf der
Basis einer geschatzten Verzehrsmenge von 62,5 &gew pro Person und Jahr, die einer
durchschnittlichen téglichen Aufnahme von 171 g @deerson entspricht, die tégliche
Aufnahmemenge fur Fusarientoxine aus Weizen geachHdir Deutschland enthielten z. B. bei
einer Gesamtzahl von 529 untersuchten Proben 63)@uxynivalenol mit einer mittleren

Konzentration von 122,4 pug/kg und 31,7% Zearalemindurchschnittlich 14,1 pg/kg. Daraus
ergab sich eine geschatzte tagliche Aufnahme vo® 2@ Deoxynivalenol und 2,41 ug

Zearalenon (bzw. 0,30 pg und 0,034 pg pro Kilograldirpergewicht und Tag) (Creppy 2002).

Diese Aufnahmemengen wurden in der oben genannterdieS als nicht besonders
besorgniserregend bei gesunden Erwachsenen dragddech moglicherweise schon bei
Kranken und Kindern. Es konnen jedoch hohere Werteicht werden, wenn die zuvor
beschriebenen befallsférdernden Witterungsbedingungh Kombination mit unginstigen
pflanzenbaulichen MaRnahmen zu einem hohen Fusheiath des Getreides fuhren. Es ist noch
nicht ausreichend untersucht worden, ob sich esmmgyftistige Aufnahme von niedrigen
Deoxynivalenol- bzw. Zearalenongehalten beim Measategativ auswirken kann, zum Beispiel

auf das Immunsystem.
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In Lebensmitteln tierischer Herkunft ist nicht odenit marginalen Rickstdnden von
Fusarientoxinen zu rechnen, da nach bisherigemeafnidsirch den schnellen Metabolismus im
Tierkdrper sowohl Deoxynivalenol und als auch Zkaran kaum in das Fleisch, in Innereien, in

die Milch oder in Eier von landwirtschaftlichen Mtieren Gbergehen (Bohm 1992).

2.3 Die Mykotoxine Deoxynivalenol und Zearalenon

Deoxynivalenol und Zearalenon gehéren zu den Toxineaus Fusarienarten
(F. graminearum und F. culmorymDiese Pilze erzeugen ein ganzes Spektrum zurh Tei
aul3erordentlich toxischer Substanzen, die neumstbr, immuntoxische oder zytotoxische
Wirkungen entfalten (Bennett et al. 2003).

Eine wichtige Gruppe der Fusarientoxine sind diehlathecene. Diese stellen eine Familie von
Uber 60 strukturverwandten Toxinen dar, die chemiscvier Klassen unterteilt werden kdnnen.
Allen gemeinsam ist eine Epoxidgruppe am C-12,1®iesceine Doppelbindung an C-8,9
(Bennett und Klich 2003). lhre toxische Potenztark abhéngig von der Natur der Seitenkette.
Auffallig ist, dass bei den meisten Trichothecekanm Unterschiede in der parenteralen und
enteralen Toxizitat bestehen. Ferner nimmt die Zigidi in der Reihenfolge Maus, Ratte,
Kaninchen, Meerschweinchen zu (Pieters et al. 2002) den Menschen muss mit einer noch

hdheren toxischen Potenz gerechnet werden (Prttais2002).

Die Trichothecene sind zytotoxische Substanzen.h8memen die ribosomale Proteinsynthese
durch Bindung an die 60-S-Einheit eukaryontischegllen (Bennett und Klich 2003).
Prokaryonten sind weniger empfindlich. Der realksfé@hige Teil ist offenbar die Epoxidgruppe,
denn ihre Hydrolyse fuhrt zur Inaktivierung (Jimenaeind Mateo 1997). Dieses ist
wahrscheinlich ein hepatischer Entgiftungsmechanssi@imenez und Mateo 1997). Die hohe
zytotoxische Potenz zeigt sich in starken Schleutihéationen nach oraler Aufnahme mit
Symptomen wie Ubelkeit, Erbrechen und blutigen Dfilen (Bennett und Klich 2003). Bei
den systemischen Effekten stehen die immunsuppessdVirkungen im Vordergrund, die als
zytotoxische Wirkung auf das Knochenmark aufzufiassed (Bennett und Klich 2003). Hiermit

in Zusammenhang stehen viele Sekundarerkrankunden,endemisch bei Menschen und
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Haustieren auftreten, die mit Fusarien kontamiagerGetreide verzehren (Bennett und Klich
2003). Fur einige Trichothecene konnte in Tiererederatogene Wirkung gezeigt werden (u.a.
Deoxynivalenol) (Jackson et al. 1999). Dagegen gibkeine Anhaltspunkte fir eine mutagene
oder direkt kanzerogene Wirkung (Jackson und Bulder 1999). In Stdafrika hat man allerdings
eine positive Korrelation zwischen dem Gehalt am@aivalenol in Mais und Osophaguskrebs
festgestellt (Hsia et al. 1988). Dieses kdnntetanforpromovierende Effekte oder auch auf eine
Schwéachung des Immunsystems durch das Toxin zwiigken sein. Ein intaktes
Immunsystem ist Voraussetzung fur die natirlichewdir gegen Krebszellen. Weiterhin
beeinflusst Deoxynivalenol potentiell die Genexpres, der direkte Beweis fur die Modifikation
von Prozessen, die involviert in die Initiation deRNA-Translation sind steht allerdings noch
aus (Wollenhaupt et al. 2005).

Auf Grund der sehr unterschiedlichen chemischemk8iren der Trichothecene hat man 4
Untergruppen geschaffen, von denen die haufigstea dypen A und B sind
(Jimenez und Mateo 1997). Die Typ A Trichotheceim&l <harakterisiert durch eine Nicht-
Ketogruppe am Kohlenstoffatom acht. Sie umfassexinEowie Mono- und Diacetoxyscirpenol,
HT-2 Toxin, T-2 Toxin oder Neosolaniol. Zu den T¥p Trichothecenen, die durch eine
Ketogruppe am Kohlenstoffatom acht gekennzeichniaetd, szahlen Deoxynivalenol und
Nivalenol. Die zum Beispiel voRusarium sporotrichioidegebildeten Typ A Trichothecene wie
T-2-Toxin und Neosolaniol waren Ursache der sogetamAlimentaren Toxischen Aleukie. Bei
Getreide spielen diese Toxine heute eine untergetedRolle. Typ A Trichothecene kénnen aber
bei Kartoffeln und Bananen vorkommen: Die Erreger @rockenfaule von KartoffelR. solani
undF. sambucinunsind potente Bildner von Diacetoxyscirpenol une kiifektion von Bananen
mit F. moniliformekann zur Kontamination der Friichte mit Diacetoxysmnol und Zearalenon
fuhren (Jimenez und Mateo 1997). Zearalenon wirttideine Reihe verschiedener Fusarien
gebildet. Hauptbildner sind dieselben Pilze, diechaufir die Deoxynivalenolbildung
verantwortlich sind. Die Substanz besitzt eine apsfpte 6strogene Wirksamkeit und wirkt

anabol, hat aber nur eine sehr geringe Toxizitét.

12



2.3.1 Mykotoxine in Lebens- und Futtermitteln

Mykotoxine sind futtermittelrechtlich als unerwihge Stoffe geregelt. Unerwiinschte Stoffe
sind Stoffe — aul3er Tierseuchenerregern — die er adf Futtermitteln enthalten sind und die
Gesundheit von Tieren, die Leistung von Nutztieogler als Rickstédnde die Qualitat der von
Nutztieren gewonnenen Erzeugnisse, insbesondekénibiick auf ihre Unbedenklichkeit fir die

menschliche Gesundheit, nachteilig beeinflussem&dr{Zmudzki et al. 2004).

Far Futtermittel hat das Bundesministerium fur \ateherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft (BMVEL) Orientierungswerte der Gekahn den Mykotoxinen Deoxynivalenol
und Zearalenon herausgegeben. Wenn die MykotoxhelBe der Futterration unter diesen
Werten liegen, sind nach dem heutigen Wissensdtendlen Tieren keine durch Mykotoxine
hervorgerufenen Gesundheitsstorungen zu erwarten EBhaltung der in der nachstehenden
Tabelle wiedergegebenen Orientierungswerte fir Deoxynivalenol und Zearalenon im Futter der
Tiere ist davon auszugehen, dass Gesundheit ustubgsfahigkeit der Tiere gewahrleistet sind
(BMVEL,; Stand Juli 2000).

Tabelle 1: Orientierungswerte fur Konzentrationen won Deoxynivalenol und Zearalenon im Futter von
Schwein, Rind und Huhn (mg/ kg Futter; bei 88 % Trakensubstanz), bei deren Unterschreitung die
Gesundheit und Leistungsfahigkeit nicht beeintrachigt wird (BMVEL; Stand Juli 2000)

Tierart bzw. Tierkategorie Deoxynivalenol Zearalenon
Schwein

prapubertare weibliche Zuchtschweine 1,0 0,05
Mastschweine und Zuchtsauen 1,0 0,25
Rind

praruminierend 2,0 0,25
weibliches Aufzuchtrind/ Milchkuh 50 0,5
Mastrind 5,0 -1
Huhn

(Legehiihner, Masthiihner) 5,0 -4

T nach derzeitigem Wissensstand keine Orientieruedeverforderlich
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Die dargestellten Orientierungswerte wurden vom titits flr Tierernahrung der
Bundesforschungsanstalt flr Landwirtschaft (FAL)dudem Institut fir Mikrobiologie und
Toxikologie der Bundesanstalt fiur Fleischforschu(@AFF) unter Bertcksichtigung von
Anregungen der ,Carry-Over-Arbeitsgruppe” des BMVEuUNnd der Gesellschaft fir
Mykotoxinforschung  erarbeitet. Nach der gegenwartig Rechtsauffassung sind
mykotoxinbelastete Futtermittel noch durch Versitimeg mit unbelasteten Chargen
verkehrsfahig, ein Verbot nach EU-VO 2002/32 wiedst nach Umsetzung von verbindlichen

Grenzwerten erwartet. Bisher trifft dies nur fiffadoxin B1 zu.

Folgende Kontrollen sind Bestandteil der Empfehemgler Européischen Kommission zur
Durchfuhrung eines koordinierten Kontrollprogramuonsd wurden deshalb in das ,Nationale
Kontrollprogramm Futtermittelssicherheit* (Deutsaid) 2004 des BMVEL aufgenommen bzw.
fortgeschrieben:

e Gehalt an bestimmten Mykotoxinen (Aflatoxin B1l, @aoxin A, Zearalenon,

Deoxynivalenol und Fumonisine)
* nicht zugelassene Zusatzstoffe, VerschleppungerZusatzstoffen und Tierarzneimitteln
e Einhaltung von Beschrankungen bei der Erzeugung uvdrwendung von

Einzelfuttermitteln tierischen Ursprungs.

Einer der Schwerpunkte der Kontrollen seit einiglahren ist also die Untersuchung auf
bestimmte Mykotoxine. Dieser Empfehlung wird ingsof@eachgekommen, als im Jahr 2004 ca.
7800 Einzelbestimmungen auf Mykotoxine in EinzehduMischfuttermitteln durchgefihrt

worden sind.

Im Rahmen des Fusarien — und Fusarientoxin — Uldnwaysprogrammes z.B. des Landes
Sachsen-Anhalt konnte Uber die Jahre 2001 bis 2(8y13Gehalt von Deoxynivalenol und
Zearalenon in z.B. erntefrischem Winterweizen, émteizen und Weizennachprodukten (Kleie

und Mehl) dokumentiert werden (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Gehalte an Deoxynivalenol (DON) und Zeatenon (ZEA) in erntefrischem Getreide (bezogen auf
88% TM ) in Sachsen-Anhalt (http://Isa-st23.sachseanhalt.de/llg/infothek/dokumente/ fusa_moni.pdf)

2001 2002 2003
DON belastete Proben % | 55 86 58
mittl. Gehalt pg/kg 131 234 214
Gehalt von-bis 50-469 50-770 k. A.
ZEA belastete Proben % 8 42 0 (unter 5 ug
mittl. Gehalt pg/kg 31 42 unter 5
Gehalt von-bis 7-113 5-410 k. A.

k. A. = keine Angabe

Die unterschiedliche Empfindlichkeit der einzeln€rerarten (Tabelle 3) spielt eine wichtige
Rolle in Bezug auf die Wirksamkeit und die FolgemMykotoxinen. Die empfindlichste Tierart

fur die hier besprochenen Fusarientoxine ist dasvBm (Drochner 1989).

Tabelle 3: Empfindlichkeit landwirtschaftlicher Nutztiere gegenuber Fusarientoxinen modifiziert nach
(Danicke et al. 2000)

Tierart Mykotoxin
Deoxynivalenol Zearalenon
prapubertare weibliche Zuchtschweine +++ T+
Zuchtsauen +++ ++
Mastschweine +++ ++
Huhn + T
praruminierendes Rind -+ ++
weibliches Aufzuchtrind/ Milchkuh + ++
Mastrind + +

+ wenig empfindlich
++ empfindlich
+++ sehr empfindlich
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Zur Verringerung der Toxinbelastung fir das Tierdumlamit des Ausbleiben einer
Mischkontamination sind grundsatzlich vier Stragegmoglich:

1. PraventivmalBnahmen zur geringen Toxinbildungdeuaf Kulturpflanzen

2. Detoxifikation im Futtermittel (-lager)
3. Chemisorptiofin vivo
4

. Verfltterung, wenn keine Gefahrdung fur Tier Wwehsch zu erwarten ist.

Bei der Beurteilung von Lebensmitteln und dererh&ibeit fir den Verbraucher ist, wie bereits
erwahnt, der Ubergang von Mykotoxinen in Lebenshiterischer Herkunft als unbedeutend zu
werten. Im Vordergrund steht hier die direkte Aufimee belasteter Getreideprodukte durch den

Menschen.

Auf Ebene der Europdaischen Union erarbeitete daf $&rientific Committee on Food)
Empfehlungen zur tolerierbaren taglichen Aufnahrii®I) bei Deoxynivalenol von 1pg/kg
Kdrpergewicht und bei Zearalenon von 0,2 pg/kg KiGdie Erndhrung des Menschen. Wahrend
diese Werte bei Erwachsenen nach bisherigen Studeist unterschritten werden, sind sie
insbesondere bei der Erndhrung von Kindern schrelteicht. Mittels eines umfangreichen
Berichtes vom April 2003 wurde eine umfangreicheurBslung der Belastung von
Lebensmitteln und die Aufnahme durch die Bevolkgruder Européischen Union gegeben
(Schothorst et al. 2004; http://europa.eu.int/corfond/fs/ scoop/task3210.pdf). Im Mittelpunkt
der Verordnungen der Europdischen Union zur Festsgt der HOchstgehalte bestimmter
Kontaminanten in Lebensmitteln stehen die Mykotexiflatoxin, Ochratoxin A und Patulin
(Verordnung (EG) Nr. 466/2001 der Kommission vom N8arz 2001 zur Festsetzung der
Hochstgehalte flr bestimmte Kontaminanten in Lebetteln, ABl. EG Nr. L 77, S. 1 mit
nachfolgenden Anderungsverordnungen). In Deutsdhlanrden weiterhin entsprechend dem
aktuellen Wissenstand im Februar 2004 mit der \tdvong zur Anderung der Mykotoxin-
Hochstmengenverordnung (MHmMV) vom 02.06.1999 audistmals die Gehalte der
Fusarientoxine Deoxynivalenol, Zearalenon und deménisine in Lebensmitteln gesetzlich
geregelt (Tabelle 4). Insbesondere die BeachtumgfideKleinkinder- und Sauglingsnahrung
verwendeten Rohstoffe belegt die Verantwortungdiér Lebensmittelsicherheit und Gesundheit

der nachsten Generation.
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Tabelle 4: Hochstgehalte (ug/kg) ausgewéhlter Mykokine in Lebensmitteln, die aus Getreide hergestell
werden (MHmV; Stand Februar 2004)

Mykotoxin Erzeugnis Hochstgehalt

Deoxynivalenol « Getreideerzeugnisse 500
(Getreidekorner zum direkten
Verzehr und verarbeitete
Getreideerzeugnisse),
ausgenommen
Hartweizenerzeugnisse, Brot,

Kleingebéack, Feine Backwaren

« Brot, Kleingeback, Feine 350
Backwaren
+ Getreideerzeugnisse 100

(Getreidekorner zum direkten
Verzehr und verarbeitete
Getreideerzeugnisse) zur
Herstellung von diatetischen

Lebensmitteln fir Sauglinge ode

=

Kleinkinder

Zearalenon « Getreideerzeugnisse 50
(Getreidekorner zum direkten
Verzehr und verarbeitete
Getreideerzeugnisse)

« Getreideerzeugnisse 20
(Getreidekorner zum direkten
Verzehr und verarbeitete
Getreideerzeugnisse) zur
Herstellung diatetischen

Lebensmitteln fir Sauglinge ode

=

Kleinkinder
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2.3.2 Wechselwirkungen zwischen Mykotoxinen

Treten bei Studien unerwartete Effekte auf odeibble erwartete Effekte aus, wird oft eine
Mischkontamination des Futtermittels zur Erklarumgrangezogen und damit zum Ausdruck
gebracht, dass ein Leittoxin nicht urséachlich flle &rgebnisse einer Studie sein muss. Die
Durchfuihrung von Metaanalysen wird erschwert dutiehWechselwirkungen von Mykotoxinen,
die zu widerspriichlichen Aussagen der Einzelstudiéilhren. Uber sogenannte
Potenzierungseffekte, die durch das gemeinsameitkenwmehrerer Toxine auf den Organismus
entstehen, ist noch sehr wenig bekannt (Schollgeberet al. 1999). Wahrend
Kombinationseffekte beim Gefliigel gut untersuchtdsiliegen beim Schwein nur vereinzelte

Untersuchungen vor (Danicke et al. 2000).

Wechselwirkungen oder Kombinationseffekte zwischamschiedenen Mykotoxinen werden
haufig zur Erklarung fur das Auftreten bzw. Ausbkn erwarteter oder unerwarteter Effekte
herangezogen. So wird bei Versuchen mit belast@tneide, das nur auf Deoxynivalenol und
Zearalenon untersucht worden ist, zum Teil Ubeitipesund zum Teil Uber negative Effekte
berichtet (Danicke et al. 2000). Lusky et al. (1P8&obachteten bei gleichzeitiger Gabe von 0,25
mg Zearalenon und 0,1 mg Ochratoxin A pro kg Futteer 90 Tage an Schweine keinen
nachweisbaren Einfluss auf die Tiergesundheit. Ewerstarkung der Effekte durch die
Kombination Ochratoxin/ Zearalenon konnte nichttdestellt werden, dafir gelang der
Nachweis vona-Zearalenol in Leber und Niere bei den Tieren, l[sh@en Toxinen ausgesetzt
waren. Beim Menschen sind Erbrechen, Durchfall ufdutreaktionen die haufigsten
Beschwerden bei der Aufnahme von Trichotheceneohddre Nahrung. Eine Gefahrdung der
Gesundheit des Menschen durch Lebensmittel tiesrseterkunft wird aber tUbereinstimmend
ausgeschlossen. Es kann unter Umstanden abhangigMetabolismus zur Anhaufung der
Toxine und ihrer Umwandlungsprodukte im Tierkorsawie in Produkten wie Milch und Eiern
kommen (Marx et al. 1995). Zearalenon ist als Rtarkd in Leber, Niere, Eiern und Milch
vorhanden, jedoch sind die in den Studien eingesefEoxinkonzentrationen als sehr hoch und
nicht praxisrelevant anzusehen (Danicke et al. RO®E> liegt keine Gefahrdung durch
Ruckstdnde von Fusarientoxinen in Eiern, Milch uedsbaren Geweben vor, da die

nachgewiesenen Gehalte um etwa 2-3 Zehnerpotenmsshiiger sind, als die urspringlich
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verfutterten Toxinkonzentrationen (Danicke et &l0@). Somit stammt der groé3te Teil der vom

Menschen aufgenommenen Fusarientoxine aus kontemeim Getreide (Beasley et al. 1990)

2.3.3 Deoxynivalenol beim Schwein

Deoxynivalenol und Nivalenol sind heute die bededsten Mykotoxine im Getreideanbau aus
der Gruppe der Typ B Trichothecene, wobei Deoxyeival wahrscheinlich das am haufigsten
vorkommende Mykotoxin in Nahrungs- und Futtermititédt. Beide Toxine werden vor allem
durch Fusarium graminearum, daneben auch durckRusarium culmorumund Fusarium
crookwellensagebildet. VonFusarium graminearunscheinen in Nord- und Stdamerika, Europa
und Asien die Deoxynivalenol bildenden Stamme zmideeren, und in Japan und Australien die
Nivalenol-Bildner. Nivalenol kommt weniger haufig Getreide vor als Deoxynivalenol und tber

die Toxizitat von Nivalenol ist sehr viel wenigezkannt (Schothorst und van Egmond 2004).

Der Haupteffekt der zellularen Wirkungsweise vorogivalenol besteht in der Inhibition der
Proteinbiosynthese (Rotter et al. 1996). Dabei d&tirths Toxin an die 60S-Untereinheit der
Ribosomen, wodurch es zu einer Hemmung der Pepadgferase kommt (Rotter et al. 1996).
In der Folge wird die gesamte Proteinsynthese gedto erster Linie kommt es demnach zu

zytotoxischen Effekten.

Deoxynivalenol und Nivalenol und deren jeweilige rstofen der Biosynthese 3-bzw. 15-
Acetyldeoxynivalenol und Fusarenon X zéhlen zu d@gp B Trichothecenen, die durch eine
Ketogruppe am Kohlenstoffatom acht gekennzeichimet @Rotter et al. 1996). Pharmakokinetik
und Metabolismus des Deoxynivalenols bei der Sge3@hwein wurden in verschieden Studien
untersucht. Nach Prelusky et al. (1988), betragtsgistemische Absorption 82% und ca. 95% der
gesamten Wiederfindung kam dem Ausgangstoxin zun HMietabolismus scheint kaum
stattzufinden. Der Anteil der Konjugate betragt igen als 5% und im Harn konnten keine

Veranderungen der Metabolitenprofile detektiertdesr (Coppock et al. 1985).
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Abbildung 3: Strukturformel Deoxynivalenol (www.imtgkin-schimmelpilzgift.de)

Bei akuter Deoxynivalenolintoxikation stehen beinth®ein Erbrechen, Durchfall und
Futterverweigerung bzw. in weniger akuten Fallem BRiickgang im Futterverzehr und damit
verbunden eine Verschlechterung der Zunahmen urtériZerwertung im Vordergrund. Aus
Dosis-Wirkungsstudien mit kontaminiertem GetreideF&rkeln und Mastschweinen postulierten
(Pollmann et al. 1985), dass die Futteraufnahméackgeht, wenn die Konzentration des Futters
1 mg Deoxynivalenol tbersteigt. Deoxynivalenol teiie Schleimhaute, auf3erdem beeinflusst es
das Immunsystem, so dass die Tiere anfalliger ddganinfektionskrankheiten werden kénnen
(Rotter et al. 1996). Das Schwein gilt als die géder Deoxynivalenol empfindlichste
Nutztierart. Neben zahlreichen Feldstudien, diesalieFakt belegen, wurde in Osterreich eine
Studie zu klinischen Symptomen von FusariotoxinenNutztieren durchgefuhrt (Schuh 1981).
Dabei wurden verschiedene Deoxynivalenolkonzewinati dem Futter von Schweinen
beigemengt und Effekte beobachtet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Studienergebnisse fiir Deoxynivalenol (D) beim Schwein (Schuh 1981)

DON - Konzentration im Futter Effekte
0,2 mg/ kg Futter Wachstumsdepressionen bei Ferkeln
1,04 mg/ kg Futter Erbrechen, Hamorrhagie des
Verdauungstraktes
3,7 mg/ kg Futter Durchfall, erhéhte Mortalitat
15 mg/ kg Futter (+ 0,224 mg/ kg vollstandige Verweigerung des Futters
Zearalenon)
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Die Substanzen Nivalenol und Deoxynivalenol sincchuie International Agency for Research
in Cancer (IARC) als nicht krebserzeugend eingestitiavez et al. (1984) konnten zeigen, dass
auch keine Teratogenitat durch Deoxynivalenol b8chwein vorliegt, da kontaminiertes Futter
wahrend der letzten 90 Tage der Trachtigkeit und2detagigen Laktation verfuttert wurde und
kein Effekt auf das Gewicht der Sauen zum Zeitpud&t Geburt bzw. nach der Geburt
vorhanden war. AuRerdem konnte weder die Ferkekmassch die Zahl der lebendgeborenen

Ferkel durch die Intervention beeinflusst werden.

2.3.4 Zearalenon beim Schwein

Zearalenon gehdrt zu den Toxinen aus Fusarienartdnwird durch eine Reihe verschiedener
Fusarien gebildet; Hauptbildner sind dieselbeneRildie auch fir die Deoxynivalenolbildung
verantwortlich sind. Die Substanz besitzt auf Grgether raumlichen chemischen Struktur eine
ausgepragte ostrogene Wirksamkeit und wirkt anatiol{Gajecki 2002). Zearalenon hat nur
eine sehr geringe Toxizitat. Es konkurriert mit geéeigenen Ostrogenen um die Bindung an
Ostrogenrezeptoren und vermittelt so dysreguli€trogenwirkungen, die sich klinisch im
Hyperdstrogenismus manifestieren konnen (GajeckD2R0 Die hochste Affinitdt zum
Ostrogenrezeptor weist der ZearalenonmetabeHBearalenol auf, gefolgt von Zearalenon selbst
(Fitzpatrick et al. 1989). Beta-Zearalenol zeigiktisch keine Affinitdt zum genannten Rezeptor.
In den Mukosazellen von Duodenum und Jejunum wednbSchwein in Anwesenheit von
NADPH Zearalenon za- und(-Zearalenol metabolisiert (Olsen et al. 1987). Aucker Leber
findet eine Reduktion statt. AuRerdem wird Zearatenn der Darmschleimhaut rasch mit

Glucoronséure konjugiert (Biehl et al. 1993).
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Abbildung 4: Strukturformel Zearalenon (www.mykdateschimmelpilzgift.de)

Mehrere Studien belegen, dass im Metabolitenprofles Harns hauptsachlich
o-Zearalenol unkonjugiert oder konjugiert mit Gluonsdure bzw. Sulfat vorhanden ist (Bata et
al. 1983); (Mirocha et al. 1981). Eine kirzlichaienene Studie detektierteZearalenol als
einzigsten Zearalenon-Metabolit in Galle, Leber ttain junger weiblicher Schweine (Danicke

et al. 2005). Eine Ubersicht iiber den MetaboliswarsZearalenon zeigt die Abbildung 5.

Leber| Nieﬂe

Reduktion ina-Zearalenol Ausscheidundg mi

Glucoronidierung dem Harn
Galle
A
Enterohepatischer
Kreislauf
v
Reduktioroi-Zearalenol Aciseidung mit
Zearalenon Glucoromiding dem Kot
Dinndarm

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Metabuls von Zearalenon beim Schwein
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Bei Schweinen ist die biologische Halbwertszeit véearalenon langer als bei anderen
Lebewesen, dass heildt, dass aus pflanzlichen endchien Nahrungsmitteln aufgenommene
Zearalenon verbleibt l&Anger im Korper. Zearaleneigtzbesonders bei Schweinen seine grofdte
Wirkung beginnend mit Schwellungen der Vulva und @esauges Uber typische Zeichen zu
hoher Ostrogenaufnahme  (Hyperostrogenismus) bis Hn  Unfruchtbarkeit oder
Scheintrachtigkeit (Bauer et al. 1987). Die veisdbnen Effekte von Zearalenon im Futter von
Jungsauen im Zeitraum von Beginn der PubertatwiBelegung bzw. von Sauen wéahrend der
Trachtigkeit untersuchten Etienne et al. im JahB8219(Tabelle 6). Bei Zearalenon-
Konzentrationen im Futter von 40 mg/kg konnten beifber eine verringerte
Testosteronkonzentration im Plasma sowie eine hbgsloterte Libido in der 14.-18
Lebenswoche nachgewiesen werden (Berger et al.)1B81Alter von 36 Wochen zeigten sich

diese Faktoren dann nicht mehr.

Tabelle 6: Studienergebnisse fir Zearalenon (ZON)dim Schwein (Etienne et al. 1982)
ZON Effekte

3,61 mg/ kg Futter bei Jungsauen | Scheintrachtigkeit bei 45 % der Jungsauen
(Pubertat bis Belegung)

Reproduktionsleistung unverandert;
4,33 mg/ kg Futter bei Sauen bis Gewichtsreduktion von Uterus, Plazenten

zum 80. Trachtigkeitstag und Feten;
erhdhte Inhomogenitat zwischen den Feten

2.3.5 Erndhrung des Schweins

Die Fitterung des Schweins hat eine gro3e Bedeudtinden Erfolg in der Schweinehaltung.
Leistungsmerkmale wie WurfgroRe und Absetzgewithgjeszuwachs (Mast) und Fleischansatz
sowie Futterverwertung, aber auch Schlachtkorpditdtiastehen unter dem Einfluss der
Ernédhrung. Schweine sind Omnivoren, heute aber Belmeideverbraucher als Abfallverwerter.
Das Fassungsvermbgen des Magendarmtraktes des iBshwatspricht ca. 25 % der

Lebendmasse. Die mechanische Zerkleinerung desrgust relativ beschrankt. Die Verdauung
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findet vor allem prazékal

durch Kkorpereigene Enzystatt.

Postnatal kommt es

Zur

Aktivitditszunahme einiger Verdauungsenzyme (z. Biylase) v.a. nach dem Absetzen und zur

Abnahme der Aktivitat anderer Verdauungsenzyme .(Z.Bktase, Chymotrypsin). Beim

postilealen Nahrungsabbau spielen mikrobielle Erezgine Rolle, diese Verdauung ist aber von

sekundarer Bedeutung, abgesehen von der ProdukdioiB-Vitaminen, die aber nur teilweise

absorbiert werden kénnen und von der Entstehunghtiljer Fettsauren wahrend des

Rohfaserabbaus, was relativ bedeutend fur die Enengorgung ist. Einen positiven Einfluss

auf die Gesamtverdaulichkeit des Futters habenttieedn, Flockieren, Mahlen, Quellen und

zusatzlich auf das Futter von Absetzferkeln Extteld und Expandieren. Eine Zunahme des

Rohfasergehaltes oder Trocknen des Futters vecdtbla die Gesamtverdaulichkeit. Die

wichtigsten Futtermittel fir das Schwein zeigt flilgende Tabelle 7.

Tabelle 7: Futtermittel fir das Schwein und Besonddeiten (Restriktionen) bei deren Einsatz (Kénig 204)

Futtermittel

Restriktionen

Gerste bevorzugt als Energielieferant; keine Ragin

Weizen keine Restriktion

Weizenkleie hoher Rohfasergehalt; flockiert fUrkegr

Hafer limitierter Einsatz bei hohem Rohfasergehalt

Triticale ahnlich wie Gerste und Weizen

Roggen Verzehrsdepressionen bei zu hoher Zufuhr

Mais max. 45-60 % in Rationen von Mastschweinen
(hoher Polyensauregehalt)

Ackerbohnen Methioninzulagen

Proteinerbsen Methioninzulagen

Rapsextraktionsschrot/ Rapsmehl Verzehrsdepression, Hypothyreose

Hepatomegalie, evt. Nierenschaden bei zu h
Zufuhr

bher

Sojaextraktionsschrot

getoastet; bevorzugt als  nplieher

Proteinlieferant eingesetzt

Tiermehle/ Fischmehl

vor allem zur Verbesserung \dersorgung mit

essentiellen Aminosauren; hygienische Aspe

skte
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(Salmonellen etc.)

Kartoffeln gedampft, siliert, flockiert, roh (vernderte

Verdaulichkeit, evt. Solaninintoxikation)

Gras Ballasttrager  fur  trachtige  Sauen  oder
Aufzuchttiere; Einsatz limitiert
(Polyenséauregehalt)

Trockengras Einsatz limitiert (Polyensauregehalt)

Kiichenabfélle Einsatz limitiert (Polyensauregehaltyrolie

Schwankungen des Nahrstoffgehaltes; Hygiene

(Kochen, Pasteurisieren, Sterilisieren)

Molke/ Schotte Max. 10 % des Lebendgewichtes (&% der
Ration fur Mastschweine (schlechtes Wachstym);

Hygienemalinahmen

Mager- und Buttermilch Max. 5L/ Tag fur Mastschweein

2.5 Vitamin-A-Stoffwechsel

2.5.1 Allgemeine Definitionen

Vitamin A ist ein Oberbegriff fir eine Reihe von Medungen mit &hnlicher chemischer
Struktur, jedoch unterschiedlicher Wirkungsweisér Eine klare Sprachregelung im Umgang
mit Vitamin-A-Derivaten wurde von der ,Joint Comizs on Biochemical Nomenclature* eine
einheitliche Nomenklatur aufgrund chemischer Gesw®inkeiten vorgeschlagen, nach der die
Bezeichnung Vitamin A fur Verbindungen, die keinar@inoide sind und qualitativ die
biologische Aktivitat des Vitamin-A-Alkohols aufwssn gilt (Gerlach et al. 1988). Der
biologische Vitamin-A-Begriff umfasst Retinol undedRetinylester. Nur diese Verbindungen
besitzen Vitamin-A-Wirkung, weil sie metabolisch Retinal und Retinsdure umgewandelt
werden kdnnen (Sklan 1987).
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In der Pflanzenwelt kommen Carotinoide, die teibeeim tierischen Organismus in Retinol
umgewandelt werden, vor und nicht Vitamin A sellidie Carotinoide, die das Potential haben,
in Retinol umgewandelt werden zu konnen, bezeichmah als Provitamin A. mit Unter
zahlreichen Carotinoiden simdCarotin,-Carotin undy-Carotin die wichtigsten Provitamine A
(Sklan 1987). Carotinoide sind Bestandteil der @Gioplasten und werden von Pflanzen als
Schutz vor photooxidativen Prozessen gebildet. K@anen Strahlungsenergie Uber den
Triplettzustand direkt absorbieren und deaktivierend reaktive Sauerstoffverbindungen
guenchen. Da jede Pflanze Carotinoide bildet, stétmePflanzenmaterial weltweit eine enorme
Syntheseleistung und ein immenses Reservoir zufUli@ng. Vitamin A selbst kommt unter
anderem in Leber, Butter, Eigelb, Milch- und Kaselukten sowie einigen Seefischen vor
(Gerlach et al. 1988).

2.5.2 Transport und Metabolismus

Aus tierischen Quellen nehmen Mensch und Tier VimarA in Form von Retinol oder
Retinylestern auf. Die Retinylester werden im Dadorch unspezifische Pankreaslipase und
durch eine Retinylesterhydrolase an der Birstensambran hydrolysiert und gelangen als
freies Retinol Uber erleichterte Diffusion in dieafhzelle, wo eine Reveresterung mit
langkettigen Fettsauren stattfindet (Schweigeal.e2002). Katalysiert wird diese Reaktion durch
Lecithin-Retinol-Acyltransferase (LRAT) und AcylCeRetinol-Transferase (ARAT), zwei
mikrosomale Enzyme. Es entstehen dabei hauptsBcREtinylpalmitat und Retinylstearat, die
dann in Chylomikronen eingebaut werden, welche (den Ductus thoracicus in den
Blutkreislauf gelangen (Harrison et al. 2001), we auf die Fraktionen der Lipoproteine verteilt

werden.

Beta-Carotin wird im oberen Dinndarm unter Mitwinkuvon Gallensauren mittels passiver
Diffusion resorbiert. Bei der Resorption stellenll&sséauren einen unerlasslichen Cofaktor dar.
In den Enterozyten des Intestinaltraktes wird défitge Teil des aufgenommenen Carotins durch
eine Dioxygenase gespalten (Nagao 2004). Donomdewvendigen Reduktionsaquivalente ist
NADPH/H". Da die Aktivitat dieses Enzyms von der Vitaminv&ssorgungslage abhangt, sinkt

bei ausreichendem Vitamin- A-Angebot die Spaltung -Carotin (und anderen Carotenoiden)
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in Vitamin-A-Derivate. Es wird als intakte-Carotin weiter verstoffwechselt (Nagao 2004).
Damit ist auch in einzigartiger Weise gewahrlejstédss durch Carotinoide keine toxischen
Vitamin-A-Spiegel erzeugt werden. Das entstehendgn®l wird erst in Retinol umgewandelt

und dann in Chylomikronen eingebaut und zur Letssrsportiert.

Bei den hydrolytischen Vorgangen der Spaltung deéglyceride der Chylomikronen im Blut
(unter der Einwirkung der Lipoproteinlipase), eaekstn wieder Retinylester, die dann in Gewebe
aufgenommen werden kénnen (Napoli 1999). In dereLeterden Retinylester hydrolysiert und
in die Speicherform Uberfliihrt oder das entstehdRdgnol an das Retinol-Bindungsprotein
(RBP) gebunden. Da nahezu alle Zellen des Orgasidritamin A bendétigen, muss das extrem
hydrophobe Molekiil in Bindung an spezifische Pragdransportiert werden. Bis heute sind funf
Bindungsproteine isoliert und identifiziert word@apoli 1999). Der Transport von Retinol im
Blut erfolgt tGiber das RBP und das TransthyretinKBa), das dafur verantwortlich ist, dass der
relativ kleine Komplex Retinol-RBP (21 kDa) nicheénal filtriert wird (Raila et al. 2001).
Intrazellular sind zwei zytoplasmatische Carrietpiwe spezifisch fir Retinol (CRBP (1)/ (I1))
und zwei weitere fur den aktiven Metaboliten Reture (CRABP (I)/ (1)) isoliert und kloniert
worden (Wolf 1991).

Die Leber enthalt fur die Speicherung von Vitamirspezialisierte Zellen, die sogenannten Ito-
Zellen (Flisiak 1997). Die Speicherung von Vitamfn erfolgt als Retinylpalmitat (Dawson
2000). Die in den ltozellen gespeicherte Menge #&anvin A sichert den Bedarf fir mehrere
Monate. Bei Bedarf wird Retinylpalmitat durch eispezifische Esterase freigesetzt. In den
Zielzellen wird Retinol oder der Metabolit, die Retiure, nach Bindung an zytoplasmatische
Rezeptoren in den Kern transportiert, um nach Bagdan nukleare Retinsaure-Rezeptoren, die
zur Familie der Steroid-Thyroid-Hormonrezeptoremdyen, die Proteinsynthese-Leistungen zu
beeinflussen (Mangelsdorf et al. 1990). Weiterhigeibflusst Retinsdure posttranslationale
Reaktionen wie Glykoprotein-Sythese (Roberts ell@84). Einen Uberblick tiber die Wege des
Transports und der Speicherung von Vitamin A zeigtAbbildung 6.
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RBP-Retinol

Transthyretin

RBP-Retinol-Transthyretin
Chylomikronenreste

Transthyretin RetiEerster

RBP-Retinol

RBP - Rezepto Lipoproteinrezptor C >

Retinol zellulares RBP
Retinol < » Retinylester
KERN
Retinsaure

RetinsaureRetinoid Rezeptor-DNA-
9-cisRetinsaur Komplex

EXTRAHEPATISCHE ZELLE

Abbildung 6: Transport und Speicherung von Vitakin
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2.5.3 Wirkungen von Vitamin A

Bereits im Jahre 1500 v. Chr. wurde in China diew&ndung von Honig und Leber zur
Behandlung der Nachtblindheit empfohlen. Das erdtal wurde Vitamin A als
antixerophthalmischer Faktor 1913 von McCollum ubalis beschrieben (Olson 1999). Heute
weil3 man um Funktionen dieses Vitamins im Bereieb 8ehvorgangs, der Embryogenese, des
Immunsystems und um Wirkungen bei der Proliferatimd Differenzierung (Biesalski et al.
2004).

Eine entscheidende Rolle spielt Vitamin A in denh&bchen der Photorezeptoren beim
Sehvorgang. Es wird dort an das Apoprotein Opsiougden. Durch Lichteinfall isomerisiert 11-
cis-Retinal zu all-trans-Retinal und I6st sich vor@psin  ab, wodurch es zu
Konformationsanderungen am Apoprotein kommt (Boulet al. 2001). Uber verschiedene
Kaskaden (G-Protein, cGMP-Phosphodiesterase, cGiiR}eht eine Hyperpolarisation an der

Zellmembran und es entsteht ein Nervenimpuls (Boudt al. 2001).

Es handelt sich beim Vitamin A um ein typischessB&il einer Substanz, die fraglos in niedriger
Dosierung fur die Entwicklung des Konzeptus essérisit (Ross et al. 1994). Es ist seit langem
bekannt, dass beim Fehlen dieses Vitamins abnormtei¢klungen auftreten. Vitamin-A-

Mangel gehért zu den ersten Bedingungen mit dengrergnentell Fehlbildungen ausgeldst
wurden (Schweigert et al. 1991). Andererseits imgtiauch eine Uberdosierung des Vitamins
eine abnorme Entwicklung. Aus Tierexperimenten died hoher Dosis teratogene Effekte seit
langem bekannt. Ein solches dosisabhangiges emigeggtztes Verhalten ist bei bestimmten
Vitaminen, Hormonen und Transmittern durchaus ngglten. Obgleich der Wirkmechanismus
der Auslésung abnormer Entwicklungen wéahrend debrgamalzeit durch Retinoide (aktive

Form von Vitamin A) nicht bekannt ist, gibt es dooizwischen eine gréRere Zahl von
Anhaltspunkten  zur  molekularbiologischen  Wirkungsse dieser Verbindungen.

Interessanterweise ist Retinsaure bis heute dieigein Substanz, fur die Uberzeugende
Anhaltspunkte fir eine wesentliche physiologiscre@utung bei der Musterbildung wahrend
der Organogenese, wie bei der Entwicklung der 4éhde und der Extremitaten, existieren

(Yamaguchi et al. 1998). Ab wann in der Entwickluk@amin A fir den Embryo von
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Bedeutung ist, wurde noch nicht vollstdndig geklBieeben dem Einfluss von Vitamin A auf die
Entwicklung der Extremitaten sind Retinoide auch die anterior-posteriore Orientierung des
Embryos von Bedeutung, sowie fur eine physiologisEmtwicklung von Epithelien und Haut
(Zouboulis 2001). Typische Fehlbildungen, die ins@mmenhang mit Vitamin A auftreten, sind
unter anderem Gaumenspalten, Herzdefekte, ThymelddefRetina- und Opticusnerv-Defekte,
Defekte des ZNS, Mikrognatie und Mikrotie/Anotied$s und Gardner 1994).

Vitamin-A-Defizit ist ein grof3es Problem in den &rtklungslandern (Schweigert et al. 2003),
was sich vor allem durch eine erhéhte Anfalligigggentber Infektionskrankheiten bei Kindern
bemerkbar macht. Mehr als 230 Millionen Kinder welit haben eine inadaquate Vitamin-A-
Versorgung und die Hauptursache fir nachlassendegeSndgen von mehr als 2,8 Millionen
Vorschulkindern ist Vitamin-A-Mangel induziert GbBehlernédhrung (Underwood et al. 1996).
Epidemiologische Studien haben bewiesen, dassviamin-A-Supplementation bei erkrankten
Kindern in Asien und Afrika zu einer signifikant®eduktion der Sterblichkeit fihrte (Sommer
1994). Tierexperimentelle Studien haben aufgezaigiss in Vitamin-A-defizienten Tieren

sowohl die zellulare als auch die humorale Immurggschwacht ist. Die Immunantwort wurde
allerdings durch Gabe von Retinol wiederhergestdliie molekularen Mechanismen, die
Grundlage der Wirkung von Vitamin A auf die Immuhaort sind, wurden bisher nicht geklart
(Fawzi 2003).

Das Wachstum und die Differenzierung verschied&sdlen wird von Vitamin A beeinflusst
(Biesalski und Nohr 2004). Je nach verwendetelidig) Vitamin-A-Derivat und Konzentration
konnten in unterschiedlichen Studien sowohl einenkteing, als auch eine Forderung des
Wachstums und sowohl in differenzierender, als aiohdedifferenzierender Effekt beobachtet

werden.

Einem Mangel an Vitamin A nennt man Hypovitaminased er zeigt als Symptom unter
anderem Nachtblindheit (Thompson et al. 2003). d&ei Hypervitaminose A unterscheidet man
zwischen akuter Vitamin-A-Intoxikation (Kopfschmerz Benommenheit, Erbrechen,

Schwindel, diskrete Hautverdnderungen) und chrbeiscHypervitaminose (Appetitverlust,
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Austrocknung  der  Haut, Haarausfall, Mundwinkelrrdega  Knochenschmerzen,

Wachstumsverzégerungen u.m.) (Clark 1971).

2.6 Vitamin E

Anfang der 20er Jahre wurde nachgewiesen, das¥elimehrungsfahigkeit mannlicher und
weiblicher Ratten sowie die Verhinderung der Atriepmeproduktiver Organe von einem
fettloslichen Nahrungsfaktor abhangt, der spaten déphabet folgend als Vitamin E bezeichnet

wurde.

Vitamin E ist die offizielle Bezeichnung fir alleodol- und Tocotrienolderivate, die qualitativ
die biologische Aktivitdt von RRR-alpha-Tocopherofjem natirlich vorkommenden

Stereoisomer, besitzen (Herrera et al. 2001). SasnitVitamin E ein Oberbegriff, der die

Tocopherole und Tocotrienole mit mindestens einemdtandigen Methylsubstituenten umfasst.
Die a-Tocopherole kommen entsprechend ihrer drei Chitalientren (C2, C4‘, C8) in der

Isoprenseitenkette als acht Enatiomere vor, die ditamin-E-Wirkung haben (Herrera und

Barbas 2001).

Die Wirkungen der Tocopherole sind vielfaltig umdihren Mechanismen noch nicht vollstandig
geklart. Vitamin E ist der wichtigste fettloslicheadikalfanger in S&augetieren, was seine
Bedeutung bei der Verhitung von in-vivo-Oxidatian\Lipiden, z.B. in Membranen und Low-
density-Lipoproteinen (LDL), unterstreicht (Gree@72). Tocopherol fihrt zum Abbruch der
Kettenreaktion der Autoxidation, indem es ein phisohes Wasserstoffatom an das Peroxyl-
Radikal abgibt und dabei selbst tber ein stabil&&michinonradikal in das Tocopherolchinon
tibergeht (Pietta 2000). Uber die Antioxidans-Wirgumerden fur die Tocopherole aber auch
direkte Membranwirkungen, Einflisse auf die Praginthese, Wirkungen bei hdmatologischen
Erkrankungen und Funktionen im neuromuskularen eBystiskutiert (Azzi et al. 2000). Die
Symptome eines schweren Vitamin-E-Mangels zeigeh @& einem charakteristischen und
fortschreitenden neurologischen Syndrom, welcheszdatrale und periphere Nervensystem, die
Retina und Muskeln mit einbezieht. Es gibt zunehin8&eweise, dass durch freie Radikale

vermittelte Zell- und Gewebeschaden bei der Patihegge verschiedener degenerativer
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Krankheiten und Zustande eine Rolle spielen (Mittoieet al. 2000). Vitamin E ist nicht akut

toxisch, in chronischer Dosierung gering toxischd wreigt weder mutagene, teratogene noch
kanzerogene Eigenschaften (Kappus et al. 1992jafimnosen am Tier sind im wesentlichen auf
drei Formen beschrénkt, die mannliche und weibliEbdilitatsstérung, die sogenannte ,white

muscle disease” bei Jungtieren und die Muskeldgbteo

Zwischen Vitamin A und Vitamin E konnten verschiedegegenseitige Beeinflussungen
festgestellt werden. Als eine der wesentlichen Whden von Vitamin E wird seine antioxidative
Eigenschaft in Bezug auf Vitamin A betrachtet, difr intraluminale Oxidationsschutz vor der
eigentlichen Resorption (Sklan et al. 1982). Adfutérer Ebene liel3 sich ein protektiver Effekt
von Vitamin E auf die Autoxidation des Retinaldetyoh Pigmentepithel nachweisen (McLellan
et al. 2003). Vitamin E greift auRerdem regulierémdlie Hydrolyse der Retinylester in Leber

und extrahepatischen Geweben ein (Napoli et ak)198

2.7 Vitamine in der Schweinezucht

In der Schweinehaltung missen Vitamine mit der Nagrzugefihrt werden. Vitamin A als
fettlosliches Vitamin kann aber relativ gut im Kérpgespeichert werden. Der Bedarf an
Vitaminen ist beim Schwein stark abhéngig von Leigsstadium, Rationszusammensetzung und
Umweltfaktoren (Stress, Klima, Hygiene, Infektionsad Keimdruck) (Schoknecht 1997). Die
futtermittelrechtlichen Toleranzen machen deutlialie genau bzw. ungenau sich der Bedarf
ermitteln lasst. Bei einem deklarierten Vitamin-Al@lt von 20.000 LE./ kg ist mit der
zulassigen Deklarationstoleranz und einem Analysielraum ein tatsachlicher Gehalt von

12.800 I.E./ kg futtermittelrechtlich als in Ordrgunu betrachten.

In besonderen Situationen mit erhéhten Anforderongé es sinnvoll, eine erhdhte, zeitlich
begrenzte und spezielle Vitaminzufuhr zu verabemictDies kann z. B. bei der Geburt, Rausche
und Belegungszeit, Impfung, Krankheit, Transportmdthllung, Futtermittelwechsel u.m.
notwendig und hilfreich sein (Schoknecht 1997). Bgamin A ist eine kurzfristige Gabe von

500.000 IL.E. pro Tag ohne negative Auswirkungendfis Schwein. Bei langerfristiger zu hoher
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Aufnahme von Vitamin A wird die Leber geschadigtdudie Aufnahme von Vitamin E stark
vermindert (Kolb 1994).

Vitamin A wirkt beim Schwein antiinfektios, erholdie korperliche Widerstandskraft gegen
Infektionen (Antikdrperbildung), ist fir Regenemtj Schutz und Aufbau von Haut und
Schleimhaut verantwortlich und an der Regulatios 8tffwechsels beteiligt. Sein Mangel fuhrt
zu Wachstumsdepressionen, Krankheitsanfalligked Eruchtbarkeitsstorungen (stille Brunst,
verzogerter Eisprung, Missbildungen, Totgeburtédhgw 1993). Vitamin E Ubernimmt beim
Schwein Aufgaben beim Schutz der Tréchtigkeit. AdBm erhoht es die Milchproduktion,
stimuliert die Antikdrperbildung, verbessert dieeiBthqualitat, hat antitoxische Wirkung und
verhindert Lebernekrosen und Muskeldegeneratioméidirbglou et al. 1992). Vitamin E ist
beteiligt an der Regulation des Hormonstoffwechseld der Steuerung des Kohlenhydrat- und
Kreatin-Stoffwechsels (Hidiroglou et al. 1992). Atiich wirkt es antioxidativ und stabilisiert
oxidationsempfindliche Phospholipide und sonstigalationsempfindliche Stoffe wie Vitamin
A (Miller et al. 1983). Kommt es zu einem Mangel ®itamin E, treten Symptome wie
Fruchtbarkeitsstorungen, Schwachung des ImmunsgstBawegungsstorungen, Kannibalismus,
Muskelschaden an Herz- u. Skelettmuskulatur (HdizBananenkrankheit) und Veranderungen
am Gefal3- u. Nervensystem (z. B. Fehlhaltung dgsfd&) auf und durch Leberschaden und
Veranderungen im Fettdepot zeigt sich eine Brabnoféy des Specks (Tengerdy 1990).

Tabelle 8: Bedarf fettloslicher Vitamine fir die Stiweinehaltung (van den Berg 1997)

Vitamin Synonym Bedarf
Vitamin A Antiinfektioses-, NT 12.000 I.E.
Wachstumsvitamin LAK 14.000 I.E.

Ferk. 20.000 I.E.
MAST 12.000 I.E.

Vitamin E Fruchtbarkeitsvitamin NT 60 mg/kg
Stressvitamin LAK 80 mg/kg
Ferk. 80 mg/kg
MAST 60 mg/kg
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Vitamin D Antirachitisches Vitamin NT 1.600 I.E.
LAK 2.000 I.E.
Ferk. 2.000 IL.E.

MAST 1.500 I.E.

NT = normales Tier
LAK = laktierende Sau
Ferk. = Ferkel

MAST = Mastschwein

2.8 Interaktionen zwischen Mykotoxinen und den Vitanen A und E

In welchem Zusammenhang Mikrondhrstoffe wie die aWilne mit dem Verzehr von

Mykotoxinen bei Mensch und Tier stehen, wurde biglavenig und unzureichend untersucht.
Verschiedene Futterungsversuche sind zu diesem &hem verschiedenen Tierarten
durchgefihrt worden. Eine Reduktion des Vitamin-@h@lt im Serum von Legehennen
beobachtete man durch eine Diat mit Ochratoxin @ardlenon, Deoxynivalenol und Nivalenol
(Garaleviciene et al. 2001). Epidemiologische Sinddeuten an, dass eine Aflatoxin B1-
Aufnahme mit einen erhdhten Risiko fur hepatozé&tkl Karzinome beim Mann assoziiert ist
(Yu et al. 1997). Bereits 1994 zeigte Yu et ainb&/aldmurmeltier, dass Mikronahrstoffe eine
komplexe Rolle im Prozess der chemischen Karzinegggpielen (Yu et al. 1994). Genauso wie
1997 beim Mann zeigte die Arbeitsgruppe, dass kot Effekte mit verschiedenen

antioxidativen Vitaminen erreicht werden kdnnenzs®. durchp-Carotin und Vitamin E. Fir

Retinol konnte kein Zusammenhang nachgewiesen weéileet al. 1997).

Einflusse von T-2 Toxin im Futter auf den VitaminSEatus untersuchte man am Modell Maus
und kam zu dem Ergebnis, dass T-2-Toxin assozgemit einem Abfall der Konzentration von

a-Tocopherol im Serum (Vila et al. 2002). Bei Untersungen am Schwein kam man zu dem
Schluss, dass Aflatoxine den Serumretinolspiegeikese und ebenso die Serum- und
Gewebekonzentrationen an Tocopherol (Harvey el @90). Zusatzlich zeigte man in diesem
Versuch, dass eine Ftterung von Vitamin E keinereitiven Effekt auf mykotoxininduzierte

Vorgange hat (Harvey et al. 1994). Auch anderei8tudeschaftigten sich mit der Frage, ob man

durch die Futterung von Mikron&hrstoffen, wie deitaxhinen, ein positives Resultat erzielen
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kann in Bezug auf eine Reduktion der Effekte vorkMgxinen. Retinol, Ascorbinsaure und
Tocopherol sind Superoxid-Anionen-Scavengers undrdemu in ihrer Wirksamkeit bei
Genotoxizitat Uberprift. Vitamin E reduziert diengéoxischen Wirkungen von Zearalenon in der
Leber und in der Niere von Mausen (Grosse et a@719Diese Wirkung beruht auf dem
.Fangen“ der Lipidhydroxylradikale durch das Vitami wodurch der Verlauf der

Lipidperoxidation unterbrochen werden kann.

Seit einige Mykotoxine (unter anderem auch Deoxgt@rol) dafir bekannt sind,
Zellmembranschéden wahrend einer gesteigerten pgepokidation auszulésen (Abel et al.
1998); (Gautier et al. 2001); (Rizzo et al. 199)rden schitzende Effekte durch antioxidative
Substanzen untersucht. Selen, einige Vitamine (A)und ihre Vorstufen haben antioxidative
Eigenschaften und agieren als Superoxid-Anion-Rafdikger (Atroshi et al. 2002). Aus diesem
Grund wurde erforscht, inwieweit diese Substanzeh positiv auf die toxischen Effekte von
Mykotoxinen auswirken (Atroshi et al. 1999; Atrogtial. 1998). Die meisten Studien wurden
invitro durchgefuhrt und beschranken sich auf Aflan B1l. Sehr viel weniger Informationen
gibt es Uber Ochratoxin, T-2 Toxin, Zearalenon u@drinin und die Wirkung von
Antioxidantien. Das wichtigste Lipidphasen-Antioaits ist vermutlich das Vitamin E
(Esterbauer et al. 1991). Carotenoide sind einep@rufettidslicher Antioxidantien, das
wichtigste unter ihnen ist dgsCarotin (Cooper et al. 1999). Ein weiterer Effeh Vitamin E

ist eine Verbesserung der durch Aflatoxine indueier Verdnderungen wahrend der

Steroidgenese, vor allem bei der testikularen (\zeetnal. 2001).

2.9 Blutlipide und Lipoproteinstoffwechsel

Im Blut und in den Speichergeweben von Mensch uiad Befinden sich unter anderem die
fettlésliche Substanzen wie Cholesterin, Triglyderiund Phospholipide. Cholesterin ist eine
Grundsubstanz des Koérpers und wird sowohl durchNdilerung zugefihrt als auch vom Kérper
selbst in der Leber hergestellt. Es ist ein lebértstiger fettahnlicher Stoff, den der Kérper
bendtigt, um stabile Zellwande aufzubauen, Galleresé herzustellen (ohne welche die
Verdauung bestimmter Speisen nicht funktionieri}jamiin D zu produzieren (das zum Aufbau

der Knochen bendétigt wird) und um Hormone (AldosterCortisol, Testosteron, Progesteron,
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Ostrogene) zu bilden (Kametani et al. 1987). DigeBsynthese von Cholesterin findet in der
Leber und in Geweben aullerhalb der Leber, z. Bden Nebennierenrinde und in den
Geschlechtsorganen statt. Die Leber ist der Ortlean sich das Cholesterin aus der Nahrung und
das aus der Eigensynthese mischen und somit d@tegiGholesterinspeicher des Korpers
(Schumaker et al. 1969). Der Blutcholesterinspidggin Schwein betragt 2,0 — 3,3 mmol / L.
Triglycerid ist der Fachbegriff fir einen weiteranchtigen Fettstoff im Blut, das eigentliche
Blutfett. Die Fettmolekule, die wir mit der Nahrurayifnehmen, bestehen aus Glycerin und
jeweils drei Fettsauren. Der Bluttriglyceridspied®im Schwein betragt bis 0,5 mmol / L.
Phospholipide (auch Glycerinphosphatide genanntymrken fast ausschlielich in
Zellmembranen vor. In Speicherfetten finden sich geringe Mengen an Phospholipiden. Die
Grundsubstanz der Phospholipide ist die Glycerisphorséure, ein Ester, gebildet aus einer
OH-Gruppe des Glycerins und einer OH-Gruppe derpRbtwsaure. Eine weitere saure OH-
Gruppe der Phosphorsaure wird nun mit dem AlkoHublid verestert. Die beiden anderen OH-
Gruppen des Glycerins werden mit der Carboxylgrugpehoheren Fettsduren verestert. Das am
haufigsten vorkommende und strukturell bedeutenBbtespholipidst Phophatidylcholin. Es ist
vor allem fir die Leber, deren Zellen aufgrund ihnehen Stoffwechselaktivitdt den hdchsten

Anteil intrazellularer Strukturen aus Membranendrglsehr bedeutsam (Zilversmit 1971).

Bei Lipiden Uberwiegen die hydrophoben Eigenschafies ist deswegen verstandlich, dass ihr
Transport in dem wassrigen Medium des Blutplasndswvigerig ist. Fur die mengenmaliig
unbedeutende Fraktion der nichtveresterten Fe#eausteht als Transportvehikel das
Serumalbumin zur Verfigung. Die meisten anderendkigles Plasmas mussen durch Bindung
an spezifische Transportproteine in Form der Liptgine transportiert werden (Schumaker und
Adams 1969). Die im Plasma vorkommenden Lipopreteirerden entsprechend ihrer Dichte in
Plasmaproteine sehr geringer (VLDL), geringer (LRIgd hoher Dichte (HDL) unterschieden.
Eine Dichte noch unterhalb der VLDL zeigen schigfl die besonders lipidreichen
Chylomikronen. Chylomikronen und VLDL sind die baders triacylglyceridreichen
Lipoproteine. Die ersteren sind hauptsachlich fien dTransport von mit der Nahrung
aufgenommenen Triacylglyceriden, die letzteren ksfighlich fir den Transport von in der
Leber aus endogenen Quellen synthetisiertem Cleotgéstnd Triacylglyceriden in die Peripherie

verantwortlich (Schumaker und Adams 1969). VLDLtRat sind triacylglyceridreich, enthalten
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daneben auch Cholesterol, Cholesterolester und pRbgky/ceride
(Schumaker und Adams 1969). Von den Plasmalipojmerteenthalten die LDL die hdchste
Konzentration an Cholesterol und Cholesterolesiimentsprechend der Herkunft der LDL aus
der Leber stammen und in extrahepatischen Gewebeist nals Membranbestandteile
Verwendung finden (Schumaker und Adams 1969). Fir eversen Cholesteroltransport sind
die HDL verantwortlich. Im Gegensatz zu andereropipteinen ist die Fraktion der HDL nicht
einheitlich (Schumaker und Adams 1969). Aufgrundesi unterschiedlichen Gehaltes an
Apolipoproteinen sowie des unterschiedlichen Lipigigites kdnnen mindestes drei HDL-
Gruppen unterschieden werden, die als IHHIMDL, und HDL; bezeichnet werden (Hata et al.
2000). Die HDL werden von der Leber aufgenommen wodt dem endguiltigen Abbau
zugefuhrt. In Bezug auf den Lipidmetabolismus weis¢é Spezies Schwein erstaunliche
Ahnlichkeiten zum Menschen auf, wodurch das Tierchauexzellentes Modell fir
Untersuchungen ist. Das Lipoproteinprofil des Sdheeund des Menschen &hneln sich
ebenfalls stark und LDL ist das Haupttransportlijpd@in fir Cholesterin in beiden Spezies
(Carey 1997).
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3 Material und Methoden

3.1 Probengewinnung, Probenaufarbeitung

Das verwendete Probenmaterial stammt aus dem ulnstitir Tiererndhrung der
Bundesforschungsanstalt fur Landwirtschaft in Bemimveig. Es wurden zwei verschiedene
Versuche an prapubertaren weiblichen Schweinenhdefthrt: erstens wurde gepruft, ob
Aluminiumsilicat als Detoxifikationsmittel fir Degrivalenol und Zearalenon geeignet ist und
zweitens wurde die Dosis dieser Mykotoxine im HRuttariiert. Innerhalb der beiden
Versuchsvarianten entsprachen je zwei Gruppen e@amam der Futterzusammensetzung. In
beiden Studien gibt es eine Gruppe, die keinerigidtbxine verfiittert bekam. Weiterhin gibt es
in beiden Versuchsansatzen die Konzentrations&uf20 mg Deoxynivalenol je kg Futter und
0,629 mg je kg Futter.

Versuch eins, die Aluminiumsilicatstudie, umfasstke Gabe von vier verschiedenen
Futterzusammensetzungen, die in nachstehender |§ dibetchrieben sind (Tabelle 9). Jeder
Versuchsansatz wurde an insgesamt 20 weiblichekelredurchgefuhrt, wobei jeweils vier

Ferkel in einer Gruppenbucht untergebracht wareies [bedeutet, dass bei vier Varianten
insgesamt 80 Ferkel je 35 Tage geflttert wurdervobavurden randomisiert je 10 Ferkel auf
ihren Gehalt an Vitamin E, Vitamin A und dessenelstn Leber und Serum untersucht, sowie

Gesamteiweil3, Cholesterinkonzentration und Trigiggehalt im Serum bestimmit.

Versuch zwei, die Sensitivitatsstudie, wurde atQe~erkeln im Rahmen einer dosisabhéangigen
Futterung von Deoxynivalenol und Zearalenon duriiige Die Gehalte an Retinol und
Retinylestern, sowie Protein-, Cholesterin- undglyderidgehalt im Plasma wurden bestimmt.
Basis dieser Versuchsreihe war eine Fltterung verschiedenen Konzentrationsstufen der
beiden Mykotoxine Zearalenon und Deoxynivalenolo@lie 10).
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Tabelle 9: Aufteilung der Gruppenzugehdorigkeiten de Aluminiumsilicatstudie; Zusammensetzung der

Futtermischungen.

Gruppe | Deoxynivalenc | Zearalenon | Mykotoxin-Mai:| FAL-Mais | Adsorb. % de
(mg/kg Futter) | (mg/kg Futter) | % an der FM | % der FM FM
- kalkuliert - - kalkuliert -
1 0 50 0
2 0 50 0,4
3 2,120 0,629 50 0 0
4 2,120 0,629 50 0 0,4

Adsorb. = Adsorbens = Aluminiumsilicat; FM = Futtaischung; FAL-Mais = Kontrollmais

Tabelle 10: Aufteilung der Gruppenzugehdrigkeiten @r dosisabhangigen Fitterung von Deoxynivalenol und

Zearalenon.
Gruppe Deoxynivalenol | Zearalenon (mg/k | Mykotoxin-Mais % Mais — FAL
(mg/kg Futter) Futter) an der FM % der FM
- kalkuliert - - kalkuliert -
1 2,120 0,629 50 0
2 1,060 0,315 25 25
3 0,530 0,157 12,5 37,5
4 0,265 0,078 6 44
5 0,000 0,000 0 50

FM = FuttermischungfFAL-Mais = Kontrollmais

Die Zusammensetzung der Basalfuttermischung gehtdan nachfolgenden Ubersicht hervor.
Die Mischung enthélt zu 50 % Mais, der dem Versdebign entsprechend so gemischt wurde,
das die Summe aus Mykotoxin-kontaminiertem Mais ifviankreich) und Mykotoxin-freiem
Mais (Mais FAL) die in obenstehenden Tabellen arbegen Mykotoxinkonzentrationen
erreicht. Die Basalfuttermischung bleibt davon aepen wéhrend beider Versuchablaufe

konstant.
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Basalfuttermischunb)

Komponenten: Komponenten kalkulie

Mais 50,00 Rohprotein 18,98
Sojaextrationsschrot 23,30 Rohfett 3,79
Gerste 21,13 Umsetzbare Energie (MJ/ k@) 13,58
Sojadl 1,00 Lysin 1,43
Vitamine und Mineralstoffe 3,00 Methionin/ Cystein 0,81
Dicalzium-Phosphat 0,20 Threonin 0,96
Viehsalz 0,07 Tryptophan 0,29
L-Tryptophan 0,10 Calcium 0,92
L-Lysin HCI 0,71 Phosphat 0,59
Threonin 0,35 Natrium 0,23
DL-Methionin 0,24

Phytase 0,03

3.2 Bestimmung von Vitamin E, Retinol und Retinytesn in Serum und Leber
mittels HPLC

3.2.1 Eichung der HPLC

Jeder experimentell erzeugte Messwert ist mit Uresiteiten behaftet, welche der Aussagekraft
jeder Methode Grenzen setzen. Die Validierung wsaotht und charakterisiert diese
Leistungsgrenzen. Die Prazision druckt die indieitks Abweichung von Messwerten vom
Mittelwert bei wiederholter Durchfihrung aus. DidclRigkeit ist ein Lageparameter, die
statistische Grol3e ist der Mittelwert. Die Praaisist ein Streuparameter, die statistische Grol3e

ist die Standardabweichung.
Fir die Kalibrierung des Gerates wurden StandaRrigirfol (Sigma),a-Tocopherol (Sigma),

Retinyloleat (Roche), Retinylpalmitat (Sigma), Rgistearat (Roche)) als feste Einwaagen

verwendet. Die Konzentrationen der Standards wustsvohl anhand des Molekulargewichtes,
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als auch photometrisch Uberpruft. Diese Standaattien dann mit der HPLC vermessen
werden und ihre Flachen wurden bestimmt. Die Durehfng der Eichung erfolgte vierfach. Die
berechneten Faktoren (Tabelle 12) wurden dann alsdlage fur die weiteren Berechnungen
der Konzentrationen in den jeweiligen Serum- untidrproben verwendet. Die Wiederfindung
der Extraktion von Retinol betrug 97,68% mit ein¥ariationskoeffizient ¥ von 1,98 und die
fir Retinylpalmitat betrug 92,23% mitWon 2,99 (Forterre 2003).

Tabelle 12: Mittels entsprechender Standards festdggte Faktoren als Berechnungsgrundslage fir die

Retinol- und Retinylesterbestimmung

Standard Faktor* SD
Retinol 0,01024413 0,00024481
a-Tocopherol 0,84098439 0,09441974
Retinyloleat 0,01830860 0,00100671
Retinylpalmitat 0,01646981 0,00023056
Retinylstearat 0,01352105 0,00012388

SD = Standardabweichung; *Faktor=InjektionsvolumidRLC/1000*Konzentration des eingewogenen Standards/
Peakflache

3.2.2 Probenvorbereitung

Die Serumproben wurden zu Beginn finf Minuten (ntie) 3800 U zentrifugiert, um eventuelle
Verunreinigungen abzutrennen. 200Probe wurden dann mit 2Q0 Ethanol versetzt, wodurch
die Proteine ausgefallt wurden. Im Anschluss wurdel Hexan zugegeben, 10 min geschiittelt,
bei 3800 U 10 min zentrifugiert und die unpolarexéigphase vorsichtig mit einer Pipette
abgezogen. Das zurlickbleibende Pellet wurde noshmill ml Hexan versetzt, die Prozedur
wiederholt und die unpolaren Hexanphasen vereifigh wurden die vereinigten Hexanphasen
mit Stickstoff eingeengt und der entstehende Rackkimit 200ul Isopropanol aufgenommen.
Nach 5 min im Ultraschallbad erfolgte eine letzen#ifugation (3800 U; 5 min), wonach die

aufgearbeiteten Serumproben in HPLC-R6hrchen.

Bei der Aufbearbeitung der Leberproben wurden zueBsg grob zerkleinertes Gewebe mit 5 mi

Extraktionsgemisch (n-Hexan + 0,05% Butylhydroxytdl : Isopropanol, 3:2 v:v) in
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Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Gewebeeinwaagelevuootiert. Dann wurden die Proben
mittels Ultra-Turrax fir 15 Sekunden homogenisignd im Anschluss 10 min bei 3800 U
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 25 ml BluepSwegeben und die Extraktion nach diesem
Schema wiederholt. Zu den vereinigten Uberstandenevs ml 0,1 M NacCl pipettiert. Nachdem
geschuttelt wurde, wurden die Proben 30 min beird@émemperatur stehen gelassen, wobei sie
abgedeckt waren. Die obere organische Schicht wowdein ein weiteres Blue Cup Uberfihrt.
Zu der wassrigen Phase wurden 7,5 ml Hexan gegelasnGanze geschittelt und 30 min bei
Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann wurde dieeatrganische Schicht mit dem ersten
Extrakt vereint. Nochmals erfolgte eine Zugabe mxan (5 ml) zur wassrigen Phase, wieder
wurde geschittelt und das Ganze 30 min bei Zimmmgréeatur stehen gelassen. Letztmalig
wurde die organische Schicht abgezogen und dandicdem Restextrakt vereinigt, der dann
genau auf 20 ml mit Hexan aufgefullt wurde. Der m&inengung mit Stickstoff entstandene
Ruckstand wurde dann in 20@ des Eluent A aufgenommen, gemixt (30 sec) undhnac

funfmindtigem Ruhen in die entsprechenden HPLC-B@¢m Uberfihrt.

3.2.3 HPLC-Analyse

Zur Analyse der Proben wurde die reversed phasedCHRHigh Performance Liquid
Chromatography) eingesetzt. Bei der reversed phdBd#) Chromatographie werden die
Probeninhaltsstoffe auf Grund ihrer unterschiediciHydrophobie verschieden stark von der
Saulenmatrix (stationdre Phase) festgehalten und Misungsmittelstrom (mobile Phase) nach
bestimmten Zeiten (Retentionszeiten) wieder hergeteaschen. Fir die vorliegende Analyse
wurde ein modifiziertes isokratisches RP-HPLC SystéBio-Tek Instruments, Neufahrn;
Deutschland) verwendet. Dabei wurde Vitamin A Ubiee Ultra-Sphere-ODS Saule (5 um, 4.6
x 45 mm; Beckmann, USA) aufgetrennt. Als EluentaeuAcetonitril/ Dichlormethan/ Methanol
(70/ 20/ 10; v/ v/ v) mit einer Durchflussrate vdnml pro Minute verwendet. Tocopherol,
Retinol und Retinylester (Retinyloleat, Retinylpahi Retinylstearat) wurden bei 325 nm
detektiert (Spectroflow 783; ABI Analytical Kratd@vision, Berlin, Deutschland) und Uber die
Retentionszeiten und die Peakflachen quantifiziedem die externen Standards genutzt wurden
(siehe 3.2.1).
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3.4 Enzymatischer Test zur Bestimmung von Triacylcgriden

Triacylglyceride, die Ester der freien Fettsaureibh Glycerin, zirkulieren nicht frei im Plasma,
sondern sind an Proteine gebunden und werden &somalekulare Komplexe (Lipoproteine)
transportiert. Das im folgenden beschriebene Veefalist eine Modifikation der Methode von
McGowan, 1982Die Triacylglyceride werden zuerst durch Lipogiatipase zu Glycerin und
freien Fettsduren hydrolysiert. Dann wird Glycednrch ATP phosphoryliert und mittels
Glycerokinase entstehen Glycero-1-phosphat sowieP. AGlycero-1-phosphat wird durch
Glycerophosphat-Oxidase zu DihydroxyacetonphosphdtWasserstoffperoxid oxidiert. Durch
die Peroxidase als Katalysator bildet sich ein Quoimin-Farbstoff, der ein
Absorptionsmaximum bei
540 nm aufweist.

Zur Bestimmung der Triacylglyceride wurde ein Tgstsm von SIGMA-DIAGNOSTICS
verwendet. Jeweils 5 pl der Glycerol-Standardreitrasitivkontrolle (Universal-Kontrollserum
Precinorm) und Probe wurden mit 200 ul Triglycez@yenz fur 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es erfolgten Dreifachbestimmungen. Dietiiktionsmessung wurde mit dem
Mikroplattenphotometer  (BIORAD Model 550, Deutsaid®q durchgefiihrt.  Der

Absorbtionsanstieg ist direkt proportional zur Tyggridkonzentration der Probe.

3.5 Enzymatischer Test zur Bestimmung von Cholester

Cholesterin ist der Hauptbestandteil der Lipopraeiniederer Dichte (LDL). In den
Lipoproteinen sehr niederer Dichte (VLDL) sowie deipoproteinen hoher Dichte (HDL)
kommt es hingegen nur in geringer Menge vor. DamzRr des Verfahrens beruht auf
enzymatischen Reaktionen. Im ersten Schritt wef@leniesterinester durch Cholesterin-Esterase
zu Cholesterin hydrolysiert. Das entstandene Clerieswird durch Cholest-4-en-3-on und
Wasserstoffperoxid oxidiert. In  Anwesenheit von dxatase wird das gebildete
Wasserstoffperoxid dann an ein Chromogen gekopfids Ergebnis ist ein Chinonimin-

Farbstoff mit einem Absorbtionsmaximum bei 550 nm.
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Zur Bestimmung des Cholesteringehaltes wurde estsystem von SIGMA-DIAGNOSTICS
verwendet. Jeweils 5 pl der Cholesterol-Standdrdrei Positivkontrolle (Universal-
Kontrollserum Precinorm) und Probe wurden mit 20Cholesterol-Reagenz fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgten Doppelbeastimgen. Die Extinktionsmessung wurde
mit dem Mikroplattenphotometer durchgefutdie Intensitat der entstandenen Farbe ist direkt

proportional zur GesamtcholesterinkonzentrationRteben.

3.6 Proteinbestimmung mittels BCA

BCA steht fiir Bicinchonininsaure. Protein bildettmiit?*-lonen in alkalischer Lésung einen
Komplex (Biuret-Reaktion). Die Citlonen des Komplexes werden vermutlich zu*@mnen

reduziert, die mit BCA einen violetten Farbkompléxiden. Die Absorption ist direkt
proportional zur Konzentration an Gesamtproteine [Extinktionsmessung wurde mit dem

Mikroplattenphotometer bei einer Wellenlange vof & durchgefihrt.

Das zur Verwendung kommende Arbeitreagenz wurde 1805 Volumen Lésung A und 2

Volumen Ldsung B hergestellt. Losung A und B setaieh wie folgt zusammen:

A 1% BCA — Na (4,4'-Dicarboxy-2,2'-Biquinoline)
2% NaCOs
0,16 % Na-tartrat
0,4% NaOH

0,95 % NaHC®

B: 4% CuSQ@x 5 HO — Lésung (Kupfer Il sulfat-pentahydrat)

Jeweils 10 pl der Protein-Standardreihen (aus Stéasumg 10 mg BSA/ml), Positivkon-trolle
(Universal-Kontrollserum Precinorm) und Proben veurdmit 200 pl Arbeitsreagenz fur 30

Minuten bei 37°C inkubiert. Es erfolgten Doppelloashungen.
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3.7 SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der Sodiumdodecwgllfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)rdea Proteine
ausschlie3lich auf der Basis ihrer MolekilgroRegatrennt. Durch die Beladung mit dem
anionischen Detergenz werden die unterschiedliéigenladungen von Polypeptiden so effektiv
Uberdeckt, dass Anionen mit konstanter Nettoladpmy Masseneinheit entstehen. Bei der
Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel, das wie Molekulsieb wirkt, sind die relativen
Mobilitaten dieser SDS-Protein-Komplexe proportiomam Logarithmus der Molekilmassen.

Mit Hilfe von Eichproteinen lassen sich die Fraken ihren Molmassen zuordnen.

Zuerst wurden das Trenngel und das Sammelgel hieligeBie Serumproben wurden fir den
unter 3.8 beschriebenen Westernblot 1:10, der &tdn#l:30 mit Probenpuffer verdinnt. Als
Standard wurde der Kaleidoskop-Standard verweiStetiohl Proben, als auch Standard wurden
funf Minuten sieden gelassen und dann 15 pul je 8lfgetragen. Mit Hilfe einer 1:5 verdinnten
5x SDS—Elektrophorese—Stammlésung erfolgte der kaofcirca einer Stunde Dauer bei einer
Stromstéarke von 30 — 40 mA.

Die verwendeten Gele und Losungen wurden wie fudgtjestellt:

Trenngel: 4 ml 30% Stock Acrylamid/Bis ;
2,5 ml 1,5M Tris-HCI-SDS pH 8,8;
3,35 ml Aqua-bidest.
7,5 ul TEMED;
50 ul 10% Ammoniumpersulfat

Sammelgel: 1,33 ml 30% Stock Acrylamid/Bis;
2,5 ml 0,5M Tris-HCI-SDS, pH 6,4;
6,1 ml Aqua-bidest.;
7,5 ul TEMED;

50 ul 10% Ammoniumpersulfat
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Probenpuffer: 4 ml Aqua-bidest.
0,1529g Tris;
2 ml Glycerol,
0,29 SDS;
0,2 ml 2-Mercaptoethanol;
0,1 mg Bromphenolblau;
pH-Wert 6,8 10 ml Aqua — bidest

5x SDS — Elektrophorese — Stammlésung: 15,19 Tris;
729 Glycin;
5g SDS;
- 1L Aqua-bidest.

3.8 Semiquantitativer RBP-Nachweis mittels Westdotb

Towbin entwickelte eine Technik (Towbin et al. 199die es erlaubte, gelelektrophoretisch
aufgetrennte Proteinlésungen auf einer Nitrozeleloembran zu immobilisieren und mit Hilfe
spezifischer Antikorper, das jeweils zu untersudeeRrotein nachzuweisen. Dabei werden die
Proteine aus dem Gel positionsgenau Ubertragen loftgth und durch hydrophobe
Wechselwirkungen immobilisiert. Auf diese Weise&timan derWesternblgtauf welchem der
spezifische Antikérper (RBP-Antiserum; DAKO) sicm adas gesuchte Protein (Retinol-
Bindungs-Protein — RBP) bindet. Um nun ein optiscBégnal zu erhalten, erzeugt man eine
Aussendung von Licht in Form von Chemolumineszeuf diesem Wege erreicht man einen

sehr sensitiven Nachweis des semiquantitativen afatbnseins des zu untersuchenden Proteins.

Die Blotmembran bestand aus Nitrozellulose (BA 886n vSchleicher & Miiller). Der
peroxidasemarkierte Antikorper katalysierte die dation von Luminol und léste damit eine
Chemolumineszens aus. Das entstehende Licht wuiddem BIORAD Fluor-S Multimager
festgehalten. Nach durchgefuhrter ElektrophoresmZip siehe 3.7.) und nach Inkubation der
Membran fur 5 min in Methanol und Inkubation vortétpapier, Pad und Membran in 1x

Transferpuffer erfolgte die Ubertragung auf dierdliellulosemembran (Laufbedingungen: 100
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V, 60 min). Danach wurde die Membran in TBST (0,@é3pult und mit 200 ml TBST (0,1%) +
10g Magermilchpulver geblockt. Im Anschluss wurd@ 60 min ein 1:150 verdinnter
Antikdrper gegen RBP (DAKO A0040) inkubiert. Ansefdend wurde 10 min gespult mit TBST
0,1%. Nun erfolgte die Inkubation des zweiten Adtpers (Envision HRP-konj.; 1:15 verdinnt)
ebenfalls fur 60 min. Im Anschluss wurden durcteaidreimaligen Waschschritt (je 10 min) mit
TBST (0,3%) alle Reste abgespult. Die Detektion desiten Antikdrpers wurde mit Luminol
(Boehringer Chemineszense Detektion Kit) errei@ie entstandenen Proteinbanden wurden
mittels BioRad-Imager ausgewertet und ihre Dicllensity unter zu Hilfenahme eines Blank-

Wertes bestimmit.

Die verwendeten Lésungen wurden wie folgt hergkstel

10x Transferpuffer: 29,39 Glycin (48 mM);
58,19 Tris (39 mM);
3,89 SDS (0,038%);
800 ml Aqua-bidest.;

1x Transferpuffer: 80 ml 10x Transferpuffer
+ 720 ml Agua-bidest.
+ 200 ml Methanol

10x TBS: 60,559 Tris;
87,669 NacCl;
TBST (TBS — Tween — Puffer): 0,05 %: 500 pl Tween20

- 1L 1x Trans- ferpuffer;
0,1 %: 1 ml Tween20

- 1L 1x Transferpuffer;
0,3 %: 3 ml Tween20

- 1L 1x Transferpuffer;
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3.9 Datenanalyse und Statistik

Die im Ergebnisteil aufgefiihrten Daten sind alstéhtvert + Standardabweichung angegeben
und wurden mittel statistischer Methoden Uberpritir die statistische Bewertung der
Ergebnisse der HPLC und der enzymatischen Methedede ein nicht-parametrischer Test
verwendet, der Mann-Whitney-U-Test, da die GruppéRg kleiner zwanzig ist. Als
signifikanter Unterschied wird p < 0,05 definiedur statistischen Prifung der RBP-Density-
Daten wurde zunéchst eine univariate Varianzanalysehgefihrt, die den Vorteil hat, dass alle
Daten gleichzeitig in den Test auf Unterschied eimen. Die RBP-Density-Daten der
verschiedenen Versuchsgruppen wurden weiterhirdemt Dunnett-Test gegeneinander getestet,

der fur multiple Mittelwertsvergleiche ausgeledt is

48



4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Aluminiumsilicatstudie

4.1.1 Ergebnisse FAL (Doéll et al. 2004a; Doll et a2003b)

Das verwendete Probenmaterial stammt aus dem ulnstitir Tierernahrung der
Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft in Beaimveig. Im Rahmen der Doktorarbeit von
S. DOoll mit dem Titel Jn vitro andin vivo studies on the detoxification ¢fusarium toxin
contaminated grain“, erfolgte dort der tierexpenmneie Teil des Versuches. Ein Teil der
vorliegenden Daten wurde bereits verdffentlichtl{@bal., 2003b; Doll et al., 2004a; Dall et al.,
2005).

Alle Tiere Uberlebten die Mykotoxinaufnahmen waltreles Versuchablaufes. In den Gruppen 3
und 4 waren die Futteraufnahme und das mittlereeheégewicht der Tiere reduziert im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. AuRerdanfiw diese Gruppen (3,4) die relativen
Gewichte von Uterus, Magen und Herz erhdoht. Weitewaren bei den Tieren, die Zearalenon
und Deoxynivalenol supplementiert bekamen die Seblobaminkonzentrationen reduziert und
die Aktivitat des Enzyms Glutamatdehydrogenaseiftkgmt reduziert. Auf all diese Parameter

zeigte die Gabe des Aluminiumsilicats keinen Effekt

Bei der Messung der Gehalte der GallenflissigkeiZearalenon und seiner Metabolite und der
Serumkonzentrationen an Deoxynivalenol konnte jeswen Anstieg in den Gruppen verzeichnet
werden, die diese Mykotoxine gefressen hatten. Adese Parameter wurden durch das
Aluminiumsilicat nicht verandert. Es wurden abefekfe gefunden, die auf dem Zusatz des
Adsorbens beruhen. In den beiden Gruppen, die desatZ gefittert bekamen, ist die

Futteraufnahme leicht zuriickgegangen und die Atfitinder Enzyme Aspartat-Aminotransferase

undy-Glutamyltransferase stieg in diesen Gruppen sigguifi an.
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4.1.2 Ergebnisse zur Bestimmung von Retinol, Retitgstern unda-Tocopherol

Eine Futterung von kontaminiertem Mais allein soaigh die zusatzliche Supplementation der
detoxifizierenden Substanz hatten keinen Einflugs die Konzentrationen von Retinol und
Retinylestern im Serum (Tabelle 13). Retinyloleatl IRetinylstearat konnten im Serum nicht
detektiert werden. Die Serumkonzentrationen annvitaE sinken sowohl in Abhangigkeit von
der Zufuhr des Adsorbens, als auch bei Mykotoxieg&ker geringste-Tocopherolgehalt wurde
in Gruppe 4 detektiert, also bei den Schweinen,stohl Mykotoxine, als auch Adsorbens
gefuttert bekamen. Auch auf die Konzentrationen fRatinol und Retinylestern in der Leber
hatte eine Futterung von Mykotoxinen im Mais allegowie auch die zusatzliche Gabe von
Aluminiumsilicat, keinen Einfluss (Abbildung 7). Fidlie statistische Berechnung wurde ein
nicht-parametrischer Test verwendet, der Mann-\Vyitd-Test, da die GruppengrofRe kleiner
zwanzig ist. Als signifikanter Unterschied wird pOs05 definiert. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf dehaft an Retinol, Retinylestern uwd

Tocopherol in Serum oder Leber der Schweine.

Tabelle 13: a-Tocopherol, Retinol- und Retinylesterkonzentratioen im Serum (ug/mL) von

mykotoxinkontaminierten Schweinen im Rahmen einer Auminiumsilicatstudie

Retinyl- Retinyl- | a-Tocophero
Gruppe Retinol Retinyloleat palmitat stearat (ng/ mL)
(ng/ mL) (ng/ mL) (mg/mL) | (ug/mL)
1 0,31 + 0,07 nd 0.03+0.01 nd 1,43 +0,73
2 0,34 +0,08 nd 0.03+0.01 nd 1,13 +£0,39
3 0,34 + 0,09 nd 0.03+0.01 nd 1,19+0,44
4 0,29 + 0,06 nd 0.03+0.01 nd 0,91 +0,45

Gruppenzugehdérigkeit 1-4 siehe 3.1
nd = nicht detektierbar
keine signifinkanten Unterschiede zwischen den @gngp < 0,05)

50



80

70

. " : [
o [ : T

30 T
0 | L

10 ~

Hg/g Leber

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

[ Retinol O Retinololeat & Retinolpalmitat [ Retinolstearat

Abbildung 5: Retinol-, Retinyloleat-, Retinylpalatitund Retinylstaeratgehalt (in pg/ g) der Lebernvo
mykotoxinkontaminierten Schweinen; Gruppenzugekéiid.-4 siehe 3.1

4.1.3 Ergebnisse der enzymatischen Methoden

Mittels enzymatischer Methoden wurden im PlasmavaarGruppen die Gesamtkonzentrationen
von Protein, Cholesterin und Triglyceriden bestimmin Abhangigkeit von der
Futterzusammensetzung wurden Unterschiede im Gedieder Inhaltsstoffe determiniert. Die
Gesamtproteinkonzentration ist bei den Ferkeln, kdiataminierten Mais gefittert bekamen,
signifikant geringer als in den KontrollgruppeneBes Ergebnis zeigt sich unabhangig davon, ob
Adsorbens zugesetzt wurde oder nicht (Abbildung B)e Gehalte an Cholesterin und
Triglyceriden zeigen keine Unterschiede in Abh&kgigvom Zusatz von Aluminiumsilicat.
Erfolgte im Futter eine Supplementation des adsoebiden Inhaltstoffes, waren die
Konzentrationen der Triglyceride zwar tendenziedrigger, als in den Gruppen, die keinen
Zusatz erhielten, dieses Ergebnis ist aber nictistisch signifikant. Die Mykotoxinbelastung

zeigt keinen Einfluss auf Cholesterin- und Triglydgehalt des Serum (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Proteingehalt des Plasma (in mg/mih woykotoxinkontaminierten Schweinen im Rahmen einer
Aluminiumsilicatstudie; (unterschiedliche Buchstale signifikanter Unterschied); Gruppenzu-gehdrigke-4
siehe 3.1
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Abbildung 9: Cholesteringehalt und Triglyceridgethales Plasma von Schweinen in mg/dl; Darstellung de
Unterschiede zwischen den Gruppen fir die Gesatgimkonzentration und den Cholesteringehalt im Beru

(unterschiedliche Buchstaben = signifikanter Untdnied); Gruppenzugehorigkeit 1-4 siehe 3.1
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4.1.4 Qualitativer RBP — Nachweis und Quantifizierag

Mit dem Western-Blot werden Proteinlosungen geketgdhoretisch aufgetrennt, auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und mit Hilfe spezifisah Antikbrper spezifische Proteine
nachgewiesen. So wurde semiquantitativ im Serurallan vier Gruppen RBP nachgewiesen
werden (Abbildung 10). Die entstandenen Proteinbanavurden mittels BioRad-Imager
ausgewertet und ihre Dicht®€nsity unter zu Hilfenahme eines Blank-Wertes bestinmbar
Wert fur Density korreliert direkt mit dem Gehalt an RBP. Nach Afpzdes Blank-Wertes
ergaben sich die in Abbildung 11 dargestellten @empnterschiede.

kba Gruppe 1

RBP

Gruppe 3

Gruppe 4
» i~ S S -
GRS ¢ 5 ‘

Abbildung 10: Nachweis des RBP im Serum von myikdmxtaminierten Schweinen im Rahmen einer
Aluminiumsilicatstudie durch Detektion des zweit&ntikdrpers mittels Luminol — Reagenz (erste Bande:
Kontrollserum); Gruppenzugehorigkeit 1-4 siehe 3.1
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Abbildung 11: Indirekte Bestimmung des RBP-GehaifteSerum von mykotoxinkontaminierten Schweinetelsnit

Density-Bestimmung; Gruppenzugehdérigkeit 1-4 sBhe

Zur statistischen Prifung der Density-Daten wurdedzhst eine univariate Varianzanalyse

durchgefihrt. Im Ergebnis sagt diese Analyse aass dlie Gruppen sich unterscheiden (p <
0.001). Die Gruppen wurden weiterhin mit dem Dutiiesst gegeneinander getestet. Dabei
wurde die Gruppe 1 als Kontrolle angesehen und algeren Gruppen wurden gegen diese

getestet. Demnach unterscheidet sich Gruppe 1 vapp@ 3 und 4, aber nicht von Gruppe 2

(Tabelle 14).

Tabelle 14: Ergebnisse des zweiseitiger Dunnett Tiawit der Density als abhéngige Variable

Testgruppe A Testgruppe B durschnittliche Signifikanz
Abweichung (A-B)
Density 2 Density 1 1587 0.438
Density 3 Density 1 9900* <0.001
Density 4 Density 1 5029* 0.001

* durschnittliche Abweichung ist signifikant p >08; Gruppenzugehdorigkeit 1-4 siehe 3.1
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4.2 Ergebnisse der dosisabhéngigen Futterung von oRynivalenol und

Zearalenon

4.2.1 Ergebnisse FAL (Doll et al. 2003a)

Das verwendete Probenmaterial stammt aus dem ulnstitir Tierernahrung der
Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft in Beaimveig. Im Rahmen der Doktorarbeit von
S. Doll mit dem Titel Jn vitro andin vivo studies on the detoxification dfusarium toxin
contaminated grain“, erfolgte dort der tierexpenmmedie Teil des Versuches. Ein Teil der

vorliegenden Daten wurde bereits veroffentlichtl{2bal., 2003a).

Alle Tiere Uberlebten die Mykotoxinaufnahmen waliredes Versuchablaufes. Die Tiere
erhielten ihr Futter ad libitum. Die Futteraufnahdes Kontrolltiere steigerte sich kontinuierlich

in der Zeit der Intervention. Die Gruppen drei uviér verhielten sich wahrend der ersten
Versuchswoche wie die Kontrolltiere, dann stieg Werzehr mehr an und in der letzten

Versuchswoche stagnierte dieser Effekt. In den @apeins und zwei war die Futteraufnahme
signifikant reduziert, im Vergleich zu den Konttaten. Die Effekte der Futteraufnahme werden
im taglichen Korpergewicht der Tiere reflektierta®mittlere Kdrpergewicht der Tiere mit der

hdchsten Konzentration an Mykotoxinen im Futtegistinger, als das der Kontrolltiere.

In alle Gruppen, die kontaminiertes Futter frallleonnten geschwollene Vulven beobachtet
werden. Das mittlere Uterusgewicht der Tiere deuppe 4 war um bis zu 100% erhoht.
Weiterhin zeigten alle kontaminierten Gruppen euwgringerte Aktivitat des Leberenzyms
Glutamatdehydrogenase im Serum sowie reduzierten®gghalte an Follikel-Stimulierendem-
Hormon. Die Immun-globuline zeigen keine Verandgrunn Abhéangigkeit von der

Konzentration der zugesetzten Toxine finden siclaralenon und dessen Metabolite in

Gallenflissigkeit, Leber und Urin und DeoxynivalemoSerum, Gallenflissigkeit und Urin.
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4.2.2 Daten zur Bestimmung von Retinol und Retinyktern

Die Futterung von kontaminiertem Mais hatte in keitKonzentration der vier verschiedenen
Stufen zur funften Gruppe (Kontrollgruppe) einentdsachied erbracht, es zeigte sich kein
Einfluss auf die Konzentrationen von Retinol undtiRdestern im Plasma (Tabelle 15).

Retinyloleat und Retinylstearat konnten nicht de¢ekwerden.

Tabelle 15: Retinol- und Retinylesterkonzentrationa im Plasma (ug/ml) von Schweinen, die unterschiddhe

Mykotoxinkonzentrationen gefiittert bekamen

Gruppe Retinol Retinyloleat Retinylpalmitat | Retinylstearat
(hg/ mi) (hg/ mi) (hg/ mi) (hg/ mi)
1 0,326 n.d. 0.03+0.01 n.d.
2 0,406 n.d. 0.03+0.01 n.d.
3 0,332 n.d. 0.03+0.01 n.d.
4 0,316 n.d. 0.03+0.01 n.d.
5 0,335 n.d. 0.03+0.01 n.d.

n.d. = nicht detektierbar; Gruppenzugehorigkeit $i6he 3.1

4.2.3 Ergebnisse der enzymatischen Methoden

Mittels enzymatischer Methoden wurden im PlasmavaarGruppen die Gesamtkonzentrationen
von Protein, Cholesterin und Triglyceriden bestimmin Abhangigkeit von der
Futterzusammensetzung wurden Unterschiede im Gedieder Inhaltsstoffe determiniert. Die
Cholesterinkonzentrationen zeigen in den Interemsgruppen zum Teil signifikante
Unterschiede (p < 0,05) zur Kontrollgruppe (Tabdle Abbildung 12). Deutliche Unterschiede
zeigen sich im Bereich der Gesamtproteinkonzeotmati (Tabelle 16). Mit steigenden Gehalten
an Mykotoxinen im Futter steigt der Plasmaspiegel Gesamtprotein nur bis zu einem
bestimmten Mykotoxingehalt (0,530 mg Deoxynivalejgokg Futter und 0,157 mg Zearalenon je
kg Futter) im Futter und fallt danach wieder leidntder Gruppe mit der héchsten Intervention

ist der Gesamtproteingehalt des Serum geringeteals der Kontrollgruppe (Abbildung 12).
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Tabelle 16: Ergebnisse der enzymatischen Methodereddosisabhéangigen Futterung von Deoxynivalenol und
Zearalenon bei Schweinen; Darstellung der Unterschde zwischen den Gruppen (unterschiedliche
Buchstaben = signifikanter Unterschied)

Gruppe Proteingehalt Triglyceridgehalt Cholesteringehalt
in mg/ ml in mg/ dl in mg/ dI
1 44,9 + 3,4 (a) 40,4 + 11,3 (a) 91,3 +17,7 (a)
2 53,3+ 4,2 (b) 47,3+ 19,3 (b) 74,2 £12,4 (b)
3 57,0 +3,1(c) 50,0 + 17,6 (c) 79,1 + 12,4 (bc)
4 52,8 + 5,7 (bd) 53,7 + 21,4 (d) 93,7 £19,2 (a)
5 49,8 +2,0 (e) 38,8 + 8,6 () 89,2 + 10,0 (ac)

Gruppenzugehorigkeit 1-5 siehe 3.1; unterschie@liBachstaben = signifikanter Unterschied

Fur die Proteinkonzentrationen und den Cholestehaty sind signifikante Unterschiede
vorhanden. Auch die Triglyceridwerte werden tendelhz reduziert mit steigendem
Myktoxinverzehr. Die Gruppe vier (geringster Mykxeitogehalt des Futters tber Null) zeigt den
groiten Wert in Bezug auf die Triglyceridkonzentmasbestimmung im Plasma. Alle
Interventionsgruppen zeigen hohere Werte fir digglyigeridgehalte des Serum als die
Kontrollgruppe. Allerdings sprechen hohe Standangathungen gegen eine grundséatzliche

Aussage.
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Abbildung 12: Plasmaspiegel an Gesamtprotein in zZért (Berechnung beruht auf dem Bezug auf die

Kontrollgruppe 5 = 100 %)Gruppenzugehdérigkeit 1-5 siehe 3.1
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5 Diskussion

Deoxynivalenol und Zearalenon gelten als Leittoxinel der Einschatzung der Belastung
mykotoxinbelasterter Futtermittel. Eine Deoxynivaléntoxikation beim Schwein ist generell
charakterisiert durch eine verringerte Futteraufmaiund eine Modulation der Immunantwort
(Rotter et al. 1996). Zearalenon zeigt dstrogenekifvigen und kann zum Hyperdstrogenismus
beim weiblichen Tier fiihren (Gajecki 2002). Weiterhwurden gastrointestinale L&sionen,
Effekte auf die Leber und Veradnderungen kliniscBerumparameter beschrieben, die durch

Fusarientoxine im Futter hervorgerufen wurden (D&miet al. 2000).

Im Auftrag des Bundesministeriums fur Erndhrungndwirtschaft und Verbraucherschutz
wurde in der Bundesforschungsanstalt fir Landwhidfic eine Studie zum Thema
~Risikofaktoren fur die Fusarientoxinbildung in Eermitteln und Vermeidungsstrategien bei der
Futtermittelerzeugung und Futterung” angefertigei Bem Teil der Studie, der sich mit der
Risikoabschatzung der Verfutterung von kontamieierEuttermitteln fur landwirtschaftliche
Nutztiere befasst, wurde zunachst hervorgehoberss deine Risikominimierung in der
Tiererndhrung eine Einschatzung der Sensitivitat danzelnen Nutztierarten gegentber
Fusarientoxinen voraussetzt. Dabei wurde heraulsgiear, dass den Toxinen Deoxynivalenol
und Zearalenon unter den ProduktionsbedingungerBdedesrepublik Deutschland die grof3te
Okonomische Bedeutung bei der NutztierfUtterungorukt und das Schweine von allen
landwirtschaftlichen Nutztieren am empfindlichstaenf diese Toxine reagieren (Bohm 1992).
Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde invigliegenden Studie einerseits getestet, in
welchen Konzentrationen an den genannten Toxinerzuesvelchen Effekten kommt und
andererseits, in Hinblick auf Praventionsstrategtia Wirkungen eines Detoxifikationsmittels
untersucht. Der hier dargestellte Teil der Untensimgen legt das Hauptaugenmerk auf den
Einfluss der Toxine und des Detoxifikationsmittelsf Vitamin A und seine Ester, Vitamin E

sowie auf den Plasmaspiegel an Cholesterin, Tregigen und Gesamtprotein.
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5.1 Wirkungen des Detoxifikationsmittels

Mykotoxine in oder auf Futtermitteln kdnnen die Gedheit und das Leistungsvermdgen von
Nutztieren beeintrachtigen. Es gibt unterschiedlichltglichkeiten der Minimierung von
Mykotoxingehalten in der Futterung, wodurch einelfaion des Risikos fir Mensch und Tier
erreicht werden kann. Oft werden Praventivmal3nahgetroffen, um eine Toxinbildung in
Futterpflanzen auf ein Minimum zu beschranken. Weigse MalRhahmen im Rahmen der
Moglichkeiten ausgeschopft sind, kann das gesutidinei Risiko durch gezielte
DetoxifikationsmalBnahmen verringert werden. DiesetoRifikationsmittel muissen das
Mykotoxin zerstoren, inaktivieren oder unverflgba@achen, es dirfen keine neuen Toxine oder
toxische Metabolite gebildet werden, Sporen musseiuskeimung und Wachstum gehindert
werden und der Futterwert, erndhrungsphysiologisaite technologische Eigenschaften sollten
mdglichst erhalten bleiben (Karlovsky 1999). Dast@#ikationsmittel muss tier- und

umweltvertraglich und sollte kostengunstig seinr{&esky 1999).

Die meisten Studien, die sich mit der Verminderungn Mykotoxikosen durch
Detoxifikationsmittel beschéaftigen, benutzen Aluiomsilicat, hauptsachlich Zeolite und
hydratisierte Sodium-, Calcium-, Aluminiumsilicateder aber Mischungen, welche alle
Aluminate, Silicate und einige austauschbare I@mhalten (Mumpton 1999). Die Eignung von
Aluminiumsilicat als Adsorbens fir Mykotoxine wiggit mehr als 20 Jahren studiert (Phillips et
al. 1990). Die Relation von Adsorbens und Mykotoish dabei schwer abzuschatzen und so
muss die Effizienz eines Adsorbens in Abhangigken der Myktotoxinmenge stets im
Tierexperiment anhand der Parameter Gewichtszunalfo#eraufnahme, Mortalitdt und
Konzentration des entsprechenden Mykotoxin in BRgyweben und Organen untersucht werden
(Huwig et al. 2001). Hinsichtlich der Wirksamke#rdApplikation von Aluminiumsilicat folgerte
Huwig et al anhand einer Metaanalyse, dass Aluminiumsilieat svirksam ist bei Aflatoxinen,

die Wirksamkeit bei Zearalenon, Ochratoxin und Aothecenen aber limitiert ist (2001).

In der vorliegenden Studie wurde Aluminiumsilicé Betoxifikationsmittel verwendet, welches
in einer vorhergehenden Studre vitro ein gutes Adsorptionsvermoégen fiir Zearalenon egigt
wahrend es fur Deoxynivalenol keine anwendungshezey Effekte zeigte (Dol et al. 2004b).
Positive Wirkungen, die eindeutig darauf hindeutedass die Toxine durch das
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Detoxifikationsmittel unschadlich gemacht werdemniten nunin vivo nicht beschrieben

werden. In den beiden Gruppen, die mykotoxinbelast&utter gefuttert bekamen, waren die
Futteraufnahme und in der Konsequenz das mittlexeehdgewicht der Tiere reduziert im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. AuRerdarenwfiir diese Gruppen (kontaminierter
Mais) die relativen Gewichte von Uterus, Magen tedz erhoht, was bei Magen und Herz im
gesunkenen Lebendgewicht der Tiere begriindet IMfgiterhin waren bei den Tieren, die
Zearalenon und Deoxynivalenol supplementiert bekantie Serumalbuminkonzentrationen
tendenziell und die Aktivitat des Enzyms Glutatldehydrogenase signifikant reduziert. Auf all

diese Parameter zeigte die Gabe des Aluminiumtslicginen Effekt.

Bei der Messung der Gehalte der GallenflissigkeiZearalenon und seiner Metabolite und der
Serumkonzentrationen an Deoxynivalenol konnte jsaen Anstieg in den mykotoxinbelasteten
Gruppen verzeichnet werden. Auch diese Parametedenudurch das Aluminiumsilicat nicht
verandert und reflektierten lediglich die Aufnahrder Giftstoffe. Es wurden aber Effekte
gefunden, die auf dem Zusatz des Adsorbens ber@wging in den beiden Gruppen, die den
Zusatz geflttert bekamen, die Futteraufnahme zudinck die Aktivitat der Enzyme Aspartat-
Aminotransferase ung-Glutamyltranserase stieg in diesen Gruppen sigmfikan. Inwieweit
diese Effekte aber mit positiven Auswirkungen flie dschweine einhergehen ist unklar.
Schlussfolgernd lasst sich festhalten, dass esgehith notwendig istin vitro getestete

Detoxifikationsmittel in geeigneten Tierversucherf iare Wirkungsweise zu prifen.

Die in der vorliegenden Studie ermittelten DatemzBehalt an Retinol und Retinylestern in der
Leber, sowie zum Gehalt an Retinol undTocopherol im Serum préapubertarer weiblicher
Schweine ordnen sich in bereits veroffentlichted&m ein. Der Vitamin-A-Gehalt der Leber von
Schweinen korreliert stark mit dessen Aufnahme demm Futter und so differieren die
Literaturangaben stark (Landes 1994). Fir Deutachlaird eine mittlere Konzentration von
1000 IE/g mit einer Schwankung von 250-2900 IE/¢pdrebei Schlachtschweinen angegeben
(Schindler et al. 1987). Die ermittelten Daten (Kohgruppe) fir den Lebergehalt der
vorliegenden Studie ordnen sich mit 31 pg/g Retinb8 pg/g Retinyloleat, 49 ug/g
Retinylpalmitat und 13 pg/g Retinylstearat in diredgereich ein (entspricht 524 IE/g Leber).

Eine kirzlich erschienene Studie zum Vitamin-A-Metigsmus bei laktierenden Sauen (n=14)
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gibt an, dass die Retinylester ca. 3% des totalgamin-A-Gehaltes im Serum ausmachen
(Penniston und Tanumihardjo 2005). In der durchgeéin Untersuchung konnte lediglich

Retinylpalmitat im Serum detektiert werden und ntaclir einen hundertsten Teil des
Gesamtgehaltes aus. Erstmalig wurden die Retimylast der Leber prapubertarer weiblicher
Schweine bestimmt. Es zeigte sich folgende Vengilam Gesamtestergehalt (Kontrollgruppe):
23% Retinyloleat, 61% Retinylpalmitat und 16% Rgstearat. Dieses Verteilungsmuster wurde
weder durch die Aufnahme von Mykotoxinen, noch duldas Adsorbens beeinflusst. Anderson
et al. bestimmten im Rahmen einer Studie mit 8denilen Schweinen einen Retinol-

Serumgehalt von 0,34 pg/ml und einen Vitamin-E-Gelan 1,15 pg/ml (Anderson et al. 1995).

In der vorliegenden Studie wurde fur die Kontraligpe ein Retinolgehalt von 0,3 pg/ml und ein

Vitamin-E-Gehalt von 1,4 pug/ml ermittelt.

Aufgrund der unter 4.3.2. dargestellten Ergebnissen man schlussfolgern, dass weder die
Futterung von Deoxynivalenol und Zearalenon, nocle dSupplementation einer
detoxifizierenden Substanz einen Effekt auf den aBeln Retinol im Plasma oder an
Retinylestern in den Leberspeichern bei prapubamtéweiblichen Ferkeln hat. Dagegen
reduzierte sich der Vitamin-E-Gehalt im Serum derd bei Aufnahme des Aluminiumsilicat,
ebenso stellte sich bei den Schweinen, die Mykawxmit dem Futter aufnahmen, eine
Reduktion des Vitamin-E-Gehaltes im Serum ein. Eif83 durchgefuhrte Studie zeigte einen
Effekt des Detoxifikationsmittels Aluminiumsilicatauf den Vitamin-E-Gehalt im
Schweineserum, der wahrend einer Supplementatisri-dgters mit Ochratoxin A im Vergleich
zu den Kontrolltieren reduziert war (Plank et &9Q). In der Literatur wird beschrieben, dass T-
2 Toxin mit einem Abfall der Konzentration vanTocopherol im Serum (Vila et al. 2002) von
Mausen assoziiert ist. Bei Untersuchungen am Schweobachtete man, dass Aflatoxine die
Serum- und Gewebekonzentrationencaifiocopherol senken (Harvey et al. 1990). Zuséatzlich
zeigte man in einem weiteren Versuch, dass eintefiily von Vitamin E keinen protektiven
Effekt auf mykotoxininduzierte Vorgédnge hat, daatdkinbedingte Effekte wie reduziertes
Korpergewicht, erhthtes Lebergewicht, Anderungalgesiener biochemischer, hamatologischer
und pathologischer Serumparameter sowie reduzi@eteimkonzentrationen an Retinol und
Vitamin E nicht durch zusatzliche Vitamin-E-Suppkmation beeinflusst werden konnten

(Harvey et al. 1994). Invitro konnte dagegen gdzeigrden, dass die Gentoxizitat von
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Zearalenon durch Vitamin E positiv beeinflusst w{@hedira-Chekir et al. 1998). In einem
weiteren Zellkulturversuch konnte eine tunesischebefsgruppe eine Reduktion der
gentoxischen Effekte von Zearalenon um 30-50% duliehSupplementation von Vitamin E
belegen, indem in Nierenzellen von Affen und in Knenmarkszellen von Mausen
dosisabhéngig durch Zearalenon Micronulclei induzveurden. Diese Effekte konnten durch
Vitamin E beeinflusst werden, was durch die strudta Ahnlichkeit des Vitamins mit dem
Mykotoxin und zusatzlich durch die antioxidative Ming erklart wird (Ouanes et al. 2003).
Uber die antioxidative Wirkung hinaus werden fire difocopherole aber auch direkte
Membranwirkungen, Einflisse auf die Proteinsynthe¥éirkungen bei hamatologischen
Erkrankungen und Funktionen im neuromuskularene®yddiskutiert (Azzi und Stocker 2000).
Es gibt auRerdem Studien, die klar darauf hinweidass Vitamin-E-Supplementation mit dem

Futter aflatoxininduzierte Anderungen in der Stégeinese verbess€kerma und Nair 2001).

Die Mechanismen, die dem verringerten Vitamin-E-@elzugrunde liegen kénnen mit der
vorliegenden Studie nicht geklart werden. Tatsashealass sowohl durch das Aluminiumsilicat,
als auch durch die Mykotoxine eine Reduzierung \déasmin-E-Gehaltes herbeigefiihrt wurde.
Die geringste Serumkonzentration an Vitamin E findeech bei den Schweinen, die die
Mykotoxine und das Adsobens mit dem Futter bekamEme direkte Bindung des

Aluminiumsilicates an das Vitamin im Darm kénntessien Bioverfigbarkeit beeinflussen oder
die Effizienz der Absorption konnte als Konsequezimer gesteigerten Absonderung von
Gallenfliissigkeit beeintrachtigt sein (Stedronsi®g4). Dies steht nicht notwendigerweise in
Konflikt mit dem unbeeinflussten Vitamin-A-Statusla frihere Studien auf mdgliche
Unterschiede in den Absorptionsmechanismen dies&chdt lipophilen Mikron&hrstoffe

hinweisen (Borel 2003). Untersuchungen zum Einfims Zearalenon oder Deoxynivalenol auf
den Gehalt von Retinol im Plasma bei prépubert@veiblichen Ferkeln waren bisher nicht
durchgefluihrt worden. Einen steigernden Effekt aarf ®itamin-A-Gehalt des Blutes beobachtete
man bisher lediglich durch eine Diat mit Ochratox Zearalenon, Deoxynivalenol und

Nivalenol bei Hennen (Garaleviciene et al. 20019inB Schwein wirkt Vitamin A antiinfektios

und erhoht die korperliche Widerstandskraft (Antpeérbildung), ist fir Regeneration, Schutz
und Aufbau von Haut und Schleimhaut verantwortlictd an der Regulation des Stoffwechsels
beteiligt (Chew 1993; Cunha 1972). Da nahezu adléed des Organismus Vitamin A bendétigen,
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muss das extrem hydrophobe Molekil des Retinol indlhg an spezifische Proteine
transportiert werden. Bis heute sind funf Bindumgsgne isoliert und identifiziert worden
(Liang et al. 2000). Der Transport von Retinol inutBerfolgt Giber das Retinol-Bindungs-Protein
(Liang und Xu 2000). und der Gehalt an RBP wird hwegislich durch die Aufnahme der
Mykotoxine Deoxynivalenol und Zearalenon beeinftusBurch einen semiquantitativem
Nachweis (die Dichte der RBP-Banden nach Westetslblkonnte gezeigt werden, dass der
RBP-Gehalt im Serum der mykotoxinkontaminierten\i&hne signifikant hoher ist, als bei den
Kontrolltieren, was durch eine univariaten Variamalgse bestatigt wurde (p < 0.001).
Gleichzeitig bleibt, wie bereits ausgefihrt, deh@éean Retinol und Retinylestern unbeeinflusst,
wodurch es zum veréanderten Verhaltnis zwischennMitaund Transportprotein kommt. RBP ist
ein negatives Akutphasenprotein und eigentlich w@rerwarten, dass sich seine Konzentration
durch den Stress einer Mykotoxinbelastung reduzi@dRerdem ware auch die geringere
Nahrungsaufnahme der belasteten Tiere eher urshchir einen verminderten RBP-Gehalt
gewesen. Aul3er in der Leber wurde bei Ratten au@nderen extrahepatischen Geweben, z.B.
in der Niere und Fettgewebe, mRNA fiir RBP nachgs&ngSoprano et al. 1986, Makover et al.
1989). Eine Zellkultur luminaler Uteruszellen prépuéarer Schweine wies eine 25%ige
Steigerung der Sekretion von RBP nach. Wahrend sdieh RBP-Synthese in der Leber
unbeeinflusst durch 6strogene Substanzen zeight&ofiir die Niere eine Syntheseinduktion
tiber den nuklearen Ostrogenrezeptor nachgewiesetfewéWhitman et al. 1990). Aufgrund des
zearalenoninduzierten erhohten Ostrogenstatus dgikotoxinbelasteten Schweine st
anzunehmen, das dadurch die RBP-Synthese in NieteUterus stimuliert wurde, was in der
Folge zum erhdhten RBP-Gehalt im Serum fuhrt. @&ihrende Studien zur Klarung dieses
Sachverhaltes sollten sich auf quantitative ELIS&dh stlitzen und auch den Gehalt an TTR
erfassen, da der Retinol-RBP-Komplex zusatzlichdeeses tetramere Protein gebunden wird

(Landes 1994). Nur so kénnte die Ratioveranderamzlgeitlich beurteilt werden.

Es konnen aulRerdem Auswirkungen auf den Plasmdgetmal Protein, Cholesterin und
Triglyceriden postuliert werden. Diese Wirkungenruben teilweise auf der Zugabe des
Aluminiumsilicates. Der Gesamtproteingehalt wird ratu die zuséatzliche Gabe des
Detoxifikationsmittels im Plasma nicht beeinflusdDafiir zeigt sich im Rahmen der

Aluminiumsilicatstudie eine Senkung der Plasmapn&tenzentration in Abhangigkeit davon, ob
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die Mykotoxine Zearalenon (0,629 mg/ kg) und Deoxgtenol (2,120 mg/ kg Futter) dem

Futter beigemengt waren oder nicht. Dieser Unteéesiclst signifikant und gibt demnach einen
deutlichen Hinweis auf die Toxinbelastung. Es isteits bekannt, das Deoxynivalenol bei
Schweinen die Apoptose von Leberzellen verursaatitdie Albuminsekretion in vitro verringert

(Pestka et al. 2005). Es gibt aber noch zwei weitdechanismen, die bei der Diskussion um
einen reduzierten Proteingehalt beleuchtet werdélssen. Erstens bewirkt Deoxynivalenol
zellular eine Inhibition der Proteinbiosynthese ffRoet al. 1996) und zweitens stehen beim
Schwein bei akuter Deoxynivalenolintoxikation Emdren, Durchfall und Futterverweigerung
bzw. in weniger akuten Fallen ein Rickgang im Fuetezehr und damit verbunden eine
Verschlechterung der Zunahmen und Futterverwertomyordergrund (Pollmann et al. 1985),

was auch in der vorliegenden Studie zu verzeichman Die Proteinaufnahme ist demnach
reduziert, was beim préapubertdren Schwein zushtihcdie Wachstumsphase féllt, wo der

Proteinbedarf ernoht ist.

Weitere signifikante Unterschiede konnten in Bezaugf die Gehalte an Cholesterin und
Triglyceriden gezeigt werden, in Abhéngigkeit vorasatz des Futters mit Aluminiumsilicat.

Erfolgte im Futter eine Supplementation des adsoebiden Inhaltstoffes, waren die
Konzentrationen der Fette geringer (Cholesterin ,16fglyceride 7% bei Zusammenfassung der
Gruppen), als in den Gruppen, die keinen Zusatelegh. Dies kann unter Umsténden darauf
zuruckgefuhrt werden, dass das Aluminiumsilicat lighe Eigenschaften zeigt, wie

Cholestyramin (Do6ll et al. 2004). Cholestyraminagt Medikament, dass in der Humanmedizin
bei Hypercholesterindmie angewandt wird, wodurclzie®iner gesteigerten Ausscheidung von
Gallenflussigkeit mit dem Fazes kommt, was einésséber komplexe Interaktionen mit dem
Serumcholesterinspiegel gekoppelt ist (Stedronsi894) und andererseits direkt die
Fettverdauung im Darm beeintrachtigen konnte. Dig/kdtoxine Deoxynivalenol und

Zearalenon haben keinen Einfluss auf den Cholestend Triglyceridstoffwechsel.
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5.2 Dosisabhangigen Futterung von DeoxynivalenoldiZearalenon

Ziel der durchgefuhrten dosisabhangigen Futterwng Deoxynivalenol und Zearalenon war es,
zu prifen, welche Effekte die einzelnen Konzentragstufen an Mykotoxinen auf den Vitamin-
A-Stoffwechsel haben und ob Veradnderungen der ddeén Parameter Serumcholesterol,
Gesamtprotein und Triglyceridgehalt des Serum eugftr. Die unter 3.1. beschrieben
ansteigenden Konzentrationen an Deoxynivalonol uBdaralenon waren in einem

Futterungsexperiment dem Mais beigemengt, um zdepriwie sensitiv die Tiere auf die

Mykotoxine reagieren. Die Entwicklung der Tierejnidche Serumparameter, Organgewichte

und Reste der Mykotoxine in Korperflissigkeiten @wlveben sind erste Anhaltspunkte daftr.

Die Betrachtung von Symptomen, die man im allgeerieiner Vergiftung mit Fusarientoxinen
zuschreibt, reicht nicht aus, um zu formuliererssdaine solche Mykotoxikose auch vorliegt. Um
spezifisch Beweise zu erbringen, miussen Reste aand oder deren Metabolite nachgewiesen
werden. Da Zearalenon und seine Metabolite desr@mepatischen Kreislauf unterliegen (Biehl
et al. 1993), findet eine Akkumulation dieser Sahgen in der Gallenflissigkeit statt, so dass
dort die héchsten Konzentrationen detektierbar.dmd\bhéngigkeit von der Konzentration der
zugesetzten Gifte fanden sich Zearalenon und dddséabolite in Gallenflissigkeit, Leber und
Urin und Deoxynivalenol in Serum, Gallenflissigkaitd Urin. Der Urin wurde in verschiedenen
Studien als Hauptausscheidungsweg fir Deoxynival&eschrieben (Coppock et al. 1985;
Danicke et al. 2003; Prelusky et al. 1988).

Die Futteraufnahme der toxinbelasteten Tiere girgewvartet zuriick. In Abhangigkeit von der
Konzentration der Giftstoffe war dieser Effekt ridimear, sondern quadratisch. Der Riickgang
des mittleren Korpergewichts in den Interventionpgeen ist im Rickgang der Futteraufnahme
begrindet. Das die Futteraufnahme durch die Belgstler Tiere mit den Mykotoxinen
zurlckgeht, ist bekannt. Dieser Effekt ist nicht durch orale Aufnahme, sondern auch durch
intraperitoneale Applikation beobachtet worden Ifi&sley 1997). Es ist anzunehmen, das
Anderungen in den Gehalten an Neurotransmittermeniralen Nervensystem an der reduzierten
Nahrungsaufnahme durch Deoxynivalenol beteiligd s{fPrelusky 1993). Aul3erdem wurden

spezifische Serotonin-Rezeptor Antagonisten gefaneedurch das Deoxynivalenol-bedingte
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Erbrechen von Schweinen unterbunden werden karetu@Ry et al. 1993). Der Mechanismus
anorektischer Reaktionen auf Deoxynivalenol isthéisnicht geklart. Zearalenon ist dafur
bekannt, dstrogene Wirkungen zu zeigen. Symptome @rganvergrof3erungen, grofieres
Uterusgewicht, ovarielle Atrophien oder vermehrtehtbare Follikel sind in der Literatur

beschrieben (Kuiper-Goodman et al. 1987). In aBeappen, die kontaminiertes Futter gefressen
hatten, konnten geschwollene Vulven beobachtet everbas mittlere Uterusgewicht der Tiere,
die die hochsten Gehalte an Fusarientoxinen imeFatthielten, war um bis zu 100% erhdht.
Weiterhin zeigten alle kontaminierten Gruppen einverringerte Serumaktivitat der

Glutamatdehydrogenase, einem Enzym, dass aus deschdndrien zerstorter Leberzellen

stammt. Dieses Ergebnis induziert, dass keine akebernekrose vorliegt. Es ist schwer zu
interpretieren, wieso die Serumaktivitdt der Gluasshehydrogenase sinkt, aber es kann
vermutlich, bedingt durch Leberfibrosen, zu erhdhiaffusionsbarrieren der Leber gekommen
sein (Doll et al. 2003a). Die Fusarientoxine redden weiterhin den Serumgehalt an Follikel-
Stimulierendem-Hormon (FSH) und Triglyceriden. D#ariationen solcher Serumparameter
kénnten Resultat von Veranderungen in Synthesehrdech oder Verteilung sein. Dies betrifft

auch den klinischen Parameter Gesamtprotein.

Es wird beschrieben, dass bei einer Kontaminates Fltters von Schweinen mit Aflatoxin B1
und Fumosin B1, der Gesamtproteinspiegel des Sansteigt, wobei ein signifikanter Anstieg
von Albumin zu verzeichnen war (Dilkin et al. 2008ine andere Studie belegt, dass keine
Anderung der Globulin-, Albumin- und Gesamtprot@inkentrationen durch Aflatoxine
hervorgerufen wird (Marin et al. 2002). 1993 fuhmée norwegische Arbeitsgruppe ein
ahnliches Experiment wie das der vorliegenden 8tudmit sich &andernden
Deoxynivalenolkonzentrationen (0, 0.7, 1.7, and 8§/kg Futter) in Hafer durch. Bei der
Gruppe mit der hochsten Kontamination des Futtétsdem Toxin beobachtete man reduzierte
Serumgehalte an Gesamtprotein und Albumin (Bergdjoal. 1993). Im Rahmen dieser
Dissertation wurden die Mykotoxine Zearalenon uneoXynivalenol kombiniert verabreicht,
wobei deutliche Unterschiede im Bereich der Geseotgmkonzentrationen detektiert wurden.
Mit steigenden Gehalten an Mykotoxinen im Futteigitder Plasmaspiegel an Gesamtprotein
(siehe auch 5.1). Bei der Konzentrationsstufe v@a8® mg Deoxynivalenol je kg Futter und

0,157 mg Zearalenon je kg Futter erreicht der rgahalt des Serums sein Maximum. In der
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Gruppe mit der hochsten Intervention ist der Gepasteingehalt des Serum dann aber geringer
als der in der Kontrollgruppe, was den Ergebnisdemnorwegischen Arbeitsgruppe entspricht.
Anhand dieses Parameters zeigt sich deutlich, dessessentiell ist, unterschiedliche
Konzentrationsstufen zu untersuchen, um zu KkeinalschRaussage zu kommen. Es ist
wahrscheinlich, das es bei den geringeren Mykotmdastungen zu einer gesteigerten Synthese
von Akutphasenproteinen, Immunglobulinen etc. komm@hrend bei einer ausreichend starken
Belastung des Organismus die allgemeine Proteihegatgestort wird. Die Trichothecene sind
zytotoxische Substanzen. Sie hemmen die ribosoRrakeinsynthese durch Bindung an eine 60-
S-Einheit eukaryontischer Zellen (Bennett und K03). Zusatzlich ist die Futteraufnahme der

Schweine bedingt durch die Deoxynivalenolaufnahigeifikant reduziert.

Der Serumkonzentrationen an Cholesterin und Tregigen der Schweine zeigen sich stabil
gegen eine Belastung der Tiere mit Zearalenon ueakinivalenol. Es gibt bisher keine Studie
am Schwein, die den Einfluss irgendeines Mykotoxag diese Parameter zeigen konnte.
Deoxynivalenol-kontaminierte Ratten zeigten eingmifikanten Anstieg des Insulinspiegels im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe, wahrend freiett§&uren und andere Blutparameter des
Lipidstoffwechsels, wie Triglyceride, Cholesterohds Phospholipide sich auch hier nicht
veranderten (Szkudelska et al. 2002). Der Einflums Zearalenon bzw. der Kombination von
Zearalenon und Deoxynivalenol auf den Stoffwecheel Cholesterin und Triglyceriden ist in

der Literatur bisher fur keine Spezies beschrieberden.

Auch wahrend dieses Experimentes konnte kein Esflder Mykotoxine Zearalenon und
Deoxynivalenol auf den Gehalt des Serums an Retumol auf die Leberspeicher bei den
untersuchten Kontaminationsmengen belegt werden. kBente kein Unterschied zur

Kontrollgruppe gezeigt werden.

5.3 Vergleichende und abschliel3ende Betrachtungen

In den beiden Studien wurden Tiere mit identiscHeidten gefittert. Sowohl in der
Aluminiumsilicatstudie, als auch bei der dosisalgigen Futterung von Deoxynivalenol und

Zearalenon gab es eine Kontrollgruppe, bei deneasendete Futter weder mit Mykotoxinen,
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noch mit Aluminiumsilicat versetzt war und es gab ¢ine Gruppe, die 2.120 mg
Deoxynivalenol/ kg Futter, 0.629 mg Zearalenon/ Kkgtter und ohne den Zusatz von
Aluminiumsilicat  gefiuttert bekamen. Bei allen Tiere wurden Retinol- und

Retinylesterkonzentrationen des Serum, Cholestenm@d Triglyceridkonzentrationen und der
Gesamtproteingehalt des Serum bestimmt. Die Ergsbnider einander entsprechenden
Versuchsansatze waren vergleichbar. Da es sich etmergnt durchgefuhrte Studien handelt,

wurden die Daten somit reproduziert.

Die Diagnose der beiden untersuchten Toxine alsadtes von Problemen in Zucht und
Viehbestand ist schwierig und kontrovers. Ist daciNveis von Zearalenon und Deoxynivalenol
in einer Futterprobe analytisch nicht mdglich, ds¢s nicht unbedingt aussagekraftig, da die
Verteilung der Toxine im Getreide inhomogen ist. &wem koénnen Symptome einer
Intoxikation noch nach Elimination dieser Toxine Fatter vorhanden sein. Es ist weiterhin
maoglich, dass sich verschiedene Mykotoxine im Fuiiteerlagern und sich dadurch eventuell
ihre Wirkungen potenzieren, sie sich gegenseitigirtfeissen bzw. sich génzlich andere
Symptome zeigen. Durch Phytodstrogene, welche ali@let 6strogene Aktivitdt des Futters
verandern kdnnen, werden unter Umstanden Sympt@aseHgiperdstrogenismus hervorgerufen
(Bitsch et al. 2001). Durch den Nachweis von Zemah und seinen Metaboliten in der
Gallenflissigkeit kann man spezifisch eine Intokika nachweisen (Meyer et al. 1997), da
Zearalenon dem enterohepatischen Kreislauf unggnlied in der Galle akkumuliert wird (Biehl

et al. 1993). Die Validierung des Nachweises vost&evon Deoxynivalenol in physiologischen
Proben ist schwieriger, da das Molekul schnell wtedus dem Organismus eliminiert wird
(Coppock et al. 1985; Prelusky et al. 1988).

Es lasst sich aus den gewonnen Daten schlussfoldasnder Gesamtproteingehalt des Serums
prapubertarer weiblicher Schweine einen deutlidHenweis auf eine Mykotoxinbelastung geben
kann. Trotzdem kann man den Serumgehalt an Gesateitprnicht als Marker fur eine
Mykotoxinbelastung mit Zearalenon und Deoxynivalem®finieren, da es sich um eine
unspezifische Wirkung handelt, die verschiedentliekinflusst wird (siehe 5.1, 5.2). Neben dem
Proteingehalt des Serum wird der Vitamin-E-Gehaltlér vorliegenden Studie durch Belastung

mit beiden Mykotoxinen negativ beeinflusst. Die Ralon Antioxidantien, die Uber das Futter
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der Tiere aufgenommen werden, wie z.B. Vitamin €kt nun zunehmend in den Mittelpunkt
von Untersuchungen. Bei Untersuchungen am Schwadegte man bereits frih, dass Aflatoxine
die Serum- und Gewebekonzentrationen an Tocoplserdien (Harvey et al. 1990). Bis heute
fehlten in diesem Zusammenhang Untersuchungen dnwest flr die Mykotoxine Zearalenon

und Deoxynivalenol.

Bei allen diskutierten Ergebnissen ist zu beachiess auch der verwendete Kontrollmais nicht
ganzlich frei von Mykotoxinen war. Auf3erdem littdie Tiere aufgrund der Mykotoxinbelastung
an der bereits beschriebenen Verzehrsdepressi@s Bt in bezug auf die Anderung von
Serumparametern, die im Zusammenhang mit Nahrufriggame stehen stets als Storgrof3e
(Confounder) zu betrachten. Glnstig wére es, inexféhrenden Studien eine Kontrollgruppe so
zu konzipieren, dass die Tiere immer nur so viettdfuerhalten, wie die Tiere fressen, die

mykotoxinbelastet sind.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Mykotoxine Deoxynivalenol und Zalemon verursachen bei Schweinen u.a.
Wachstumsdepressionen, Reproduktionsstérungen eeitkichtigen die Futteraufnahme. Die
vorliegende Arbeit mit dem Titel ,Einfluss von Mytaxinen auf den Gehalt an Retinol und
Retinylestern im Serum und in der Leber sowie aukgawahlte Blutparameter beim

prapubertdren weiblichen Schwein® beschaftigt sicit den Auswirkungen der Toxine

Deoxynivalenol und Zearalenon auf den Stoffwecldsel genannten fettloslichen Vitamine und
soll dabei sowohl eine Abhangigkeit von der Koneatidn unterstreichen, als auch Wirkungen

eines Detoxifikationsmittels beleuchten.

Material und Methoden: Die untersuchten Ferkel st@maus dem Institut fir Tierernahrung der
Bundesforschungsanstalt fur Landwirtschaft, wo ungfaiche Studien zu Strategien der
Detoxifikation der Mykotoxine Deoxynivalenol und @@alenon beim Schwein durchgefihrt
wurden. Um die Konzentrationsabhangigkeit der Mgkote zu untersuchen, wurden von 50
Tieren im Serum der Gehalt an Retinol und Retinghes mittels rpHPLC analysiert. Die

Wirkung des Detoxifikationsmittels wurde ebensod@nTieren in Serum und Leber untersucht.
Zusatzlich wurde hier der Vitamin-E-Gehalt eberfatittels rpHPLC bestimmt. Enzymatisch

wurden im Serum aller 90 Tiere Cholesterin-, Tregigd- und Gesamtproteingehalt ermittelt.

Ergebnisse und Diskussion: Die in der vorliegen&&undie fir die Kontrollgruppe ermittelten
Gehalte an Retinol und Vitamin E ordnen sich in dme der Literatur beschriebenen
Konzentrationsbereiche ein. Erstmalig wurden didirfiglester in der Leber prapubertarer
weiblicher Schweine bestimmt. Es zeigte sich fotlgeriverteilung am Gesamtestergehalt
(Kontrollgruppe): 23% Retinyloleat, 61% Retinylpdlat und 16% Retinylstearat. Dieses
Verteilungsmuster wurde weder durch die Aufnahmen \Mykotoxinen, noch durch das
Adsorbens beeinflusst, sowie auch der Gehalt atind®ém Plasma oder an Retinylestern in den
Leberspeichern unbeeinflusst blieb. Neben einenmgeren Proteingehalt im Serum, entstanden
durch die verminderte Futteraufnahme in Kombinatidheiner gestérten Proteinsynthese, wird
der Vitamin-E-Gehalt in der vorliegenden Studieathudie Belastung mit beiden Mykotoxinen

sowie durch das Detoxifikationsmittel negativ bélesst, was alleine durch eine veranderte
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Bioverfiuigbarkeit oder Absorptionsstérungen begriirsgen konnte. Der RBP-Gehalt im Serum
der mykotoxinbelasteten Schweine ist signifikanthd® als bei den Kontrolltieren,
maoglicherweise aufgrund einer dstrogeninduziertestegjgerten Synthese von RBP u.a. in der
Niere, wodurch es zu einem veranderten Verhaltmisschen Vitamin und Transportprotein
kommt. Insbesondere der Serumcholesteringehalt eirdh das Detoxifikationsmittel gesenkt.
Als Ursache wird der direkte Einfluss auf den evttepatischen Kreislauf und die biliare
Sekretion diskutiert. Die Mykotoxine Deoxynivalenoid Zearalenon haben keinen Einfluss auf

den Cholesterin- und Triglyceridstoffwechsel.
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7 Summary

The influence of mycotoxins on the amount of retincand retinylesters in serum and in the
liver as well as their affect on several blood paraeters for prebubertal female piglets

Background:The mycotoxins deoxynivalenol and zearalenol caresidered to be responsible for
poor nutrient intake, growth depression and repcbdn disturbances. The present study, titled
“The effect of mycotoxins on the amount of retinmdtinyl esters and selective parameters in
liver and serum of prepubertal female piglets” waasmducted to study the effects of these
mycotoxins on the metabolism of the fat solublawiins A and E and therewith underlining the
relationship between toxin concentration and effast well as showing the impact of a
detoxifying agent.

Material and methods: The piglets were from the “Institut fur Tiererndhg der
Bundesforschungsanstalt fir Landwirtschaft”, Brameeig, Germany, where extensive studies
on detoxification of the mycotoxins deoxynivaleranhd zearalenon took place. In order to
examine the concentration dependence of mycotoiiesamount of retinol and retinyl esters in
serum was determined by rpHPLC. The effect of #exifying agent was shown the same way
in serum and liver of 40 animals. Additionally tbencentration of vitamin E was also measured
by rpHPLC. The concentrations of cholesterol, ywgrids and proteins in serum were analysed

enzymatically.

Results and discussioifhe amounts of retinol ana-tocopherol in the control group were in
accordance with previous studies described in ieeature whilst retinyl esters in liver of
prepubertal female piglets were determined forfitse time. The distribution of hepatic retinyl
esters in the control group was as follows: 23%nykdileate, 61% retinylpalmitate and 16%
retinylstearate. This pattern was neither affedigdhe admission of mycotoxins, nor by the
adsorbens. Furthermore the content of retinol enpglasma as with that of retinyl esters in liver
remained unaffected. Besides the decreased prerentration in serum, which may be due to
the decreased food intake in combination with imgzhprotein synthesis, the amount of vitamin
E in serum was also negativly influenced by mycotexand aluminiumsilicate. This could be

caused by an impaired bioavailability or a disorddédorption. The amount of retinol-binding

72



protein in serum of mycotoxin fed piglets was #igantly higher compaired to the controls.
The higher amount may be caused by an estrogeweddsynthesis of retinol-binding protein in
the kidneys. The amount of cholestrerol and triggtts in serum was influenced by the
detoxifying agent. This could be due to an intecactbetween aluminiumsilicate and the
metabolism of cholesterol or a direct interferemgth the digestion of fat in the intestine. The
mycotoxins deoxynivalenol and zearalenon do notehamy effect on the metabolism of

cholesterol and triglycerids.
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