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1 Einleitung

In vielen Regionen der Welt sind Vergiftungen mitanmen Biotoxinen oder
Phykotoxinen, die durch den Verzehr dieser verinsagerden, ein bedeutendes
Problem der 6ffentlichen Gesundheit, das einigegad Menschen jedes Jahr betrifft.
In den letzten Jahren ist Berichten zufolge eintladier Anstieg der Ausbriche von
Lebensmittelvergiftungen marinen Ursprungs zu emken Ein Teil dieser Zunahme ist
zweifellos auf den erhdhten Verzehr zurtckzufuhremlcher von verschiedenen
Faktoren beeinflusst wird: zum einen von mehr Reisalie Kiistengebiete der Welt, in
Regionen, in denen marine Toxizitat endemisch mst eine gréRere Chance flr eine
orale Fischvergiftungen gegeben ist, zum andered durch moderne Methoden des
Gefrierens und des Versands von Fisch und Meegfii der Umfang des Problems
erweitert. Da sich der weltweite Vertrieb von Fiedkierzeugnissen durch den
steigenden Import nach Nordamerika, Europa undIRudsoch weiter ausbreitet, wird
die Zahl der Vergiftungsfalle mit Fisch und Meeréshten auch im Landesinneren
weiter ansteigen, es sei denn, Vorsichtsmal3nahneedew getroffen [DESHPANDE,
2002]. Lebensmittelqualitat und -sicherheit sindutke wichtige Anliegen der
Nahrungsmittelindustrie und der Verbraucher, desmegvurden Kontrollen der
Warenlieferungen eingefuhrt, um sicherzustellerssdeeine schadlichen Mengen an
Giften vorhanden sind [HUSS et al., 2003].

Viele an Lebensmittelvergiftungen beteiligte Toxirend giftige Komponenten
natirlichen Ursprungs, die aus einzelligen Mikrealgund Bakterien entstehen
[DESHPANDE, 2002]. Werden diese toxinbildenden Algeder Bakterien nun von
Meerstieren als Nahrung aufgenommen, kdnnte esneu Anreicherung dieser Toxine
im Gewebe kommen, wodurch z. B. Muscheln oder [sgldtzlich giftig werden.
Waéhrend das Tier selbst nicht von den marinen T@xipeeinflusst wird, kdnnen beim
Menschen durch den Konsum dieser nun toxischere Mergiftungen auftreten [BfR,
2008a]. Vergiftungen auf3ern sich in verschiedenestHeinungsformen und zwar als
amnetische (ASP), diarrhdische (DSP), neurotoxiqtteP) oder paralytische (PSP)
Schalentiervergiftungen. Weitere Vergiftungsarterd Kugelfisch (PFP)-, Scombroid
Fisch-, und Ciguatera-Vergiftungen [LIPP und RO$E)7].

Durch den grof3en Umfang der verschiedenen Verg#@aonwird in dieser Arbeit



speziell auf die paralytische Schalentiervergiftumgl die Vergiftung mit Tetrodotoxin
naher eingegangen. Es werden aktuelle Informatiauegiftigen Meerestieren, die als
Nahrungs- oder Genussmittel dienen, zusammengefdsst Vergiftungen sowie
Toxine genau beschrieben. Ein kurzer Einblick Utliese beiden Vergiftungen sollte

nun Ihr Interesse wecken und Sie Uberzeugen, walesen.

Die weit verbreiteten und haufig auftretenden pdisthen Schalentiervergiftungen
werden durch den Verzehr von Muscheln (Miesmusc¢h®&listern), welche Saxitoxin
und seine Derivate in ihrem Gewelanthalten, verursacht [RALONDE, 1996].
Saxitoxin ist ein Neurotoxin, welches als Erstes dar Alaska-Buttermuschel isoliert
wurde und wird zu den bekanntesten und starksteiscteen Nichtproteinsubstanzen
gezahlt [KISHI et al., 1977]. Eine Vergiftung miedem Toxin ist akut, oft todlich, und
es gibt keine wirksame Methode zur Entgiftung dexife oder zur Behandlung von
Patienten. Eine einzige Miesmuschel kann genugéaittalten, um einen Menschen zu
téten, aber ohne dabei merkliche Gesundheits- odgmoleptische Auswirkungen auf
die Schalentiere zu haben. Das normale Aussehendendseschmack von giftigen
Meeresfriichten fihren zu grof3en SchwierigkeitendeeiKontrolle dieser Krankheiten
[DESHPANDE, 2002]

Eine ahnliche Wirkungsweise wie Saxitoxin besitas dm Kugelfisch vorkommende
hochgiftige Tetrodotoxin, welches ebenso einespidentesten Nichtproteintoxine ist
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001]. Tetrodotoxin wurdeach seiner Ordnung
Tetraodontiformes benannt und in verschiedenen risgen und Bakterienspezies
gefunden, weshalb man heutzutage der Ansichtasts ds einen bakteriellen Ursprung
aufweist [HWANG und NOGUCHI, 2007]. Eine Vergiftungit TTX durch den
Verzehr von Kugelfisch ist eine der haufigsten \iewmggsursachen im fernen Osten,
vor allem in Japan, da dieser Fisch dort als feilslikatesse angesehen wird [YU und
YU, 2002]. Von 1974 bis 1983 gab es 646 gemeldéatke Fon Kugelfischvergiftungen
in Japan, davon 179 Todesfalle. Schatzungen zugitgees mehr als 200 Vergiftungen
pro Jahr mit einer Mortalitatsrate von ungefahr J6®A, 2007a]. In einigen Landern
gibt es staatliche Uberwachungssysteme der Kusigigger fir toxische Algen und
Toxine. Vorsichts-und Warnhinweise haben so dak®&ides Verbrauchs von giftigen
Meeresfriichten verringert [JOHNSON und SCHANTZ, 2|00



2 Intoxikation durch marine Organismen

2.1 Intoxikation

In den vergangen zwei Jahrzehnten ist der KonsumRrsch und Meeresfriichten in
vielen Landern stark angestiegen. Im Jahr 2000mwesenoch 5,4 Kilo pro Kopf, 2005
bereits 7,7 Kilo. Bereits 2004 erreichte die weltesd’>roduktion von Fischen, Krebsen
und Weichtieren durch die Fischerei und die Aquakull06 Millionen Tonnen
[HERWIG, 2001].

Fisch und Meeresfriichte sind seit jeher in vielegileh der Welt ein beliebter
Bestandteil der Erndhrung und in einigen Landeetiest sie die wichtigste Quelle von
tierischem Eiweil dar [HUSS, 1994]. Fisch als Nalgsmittel versorgt 2,6 Billionen
Menschen mit mindestens 20% der durchschnittlichem Kopf-Proteinaufnahme
[HERWIG, 2001]. Diese Nahrungsmittel beinhalten eeifriille an bestimmten
N&ahrstoffen, die zu einer gesunden und koéstlichemalitungsweise des Menschen
beitragen [SCHAPER et al., 2002; JOHNSON und SCHENZD02].

Heutzutage entscheiden sich noch mehr Menschegealsnde Alternative zu rotem
Fleisch fur Fisch und Meeresfriichte. Der niedrigédehalt von vielen Fischarten (mit
weildem Fischfleisch) und die Auswirkungen auf dierHKreislauf-Erkrankungen
durch die mehrfach ungesattigten Omega-3 FettsAwelthe in fettigen Fischarten
vorkommen, sind sehr wichtige Aspekte fur die Gelbait des Menschen vor allem in
wohlhabenden Landern, wo die Sterblichkeit durchzH&eislauf-Erkrankungen hoch
ist [HUSS, 1994]. Fische beinhalten neben wertwollgiweil3 diverse Mineralstoffe
wie Kalium, Zink, Fluor, Jod sowie Vitamin B12 uiitamin D. Muscheln enthalten
wie Fische viel wertvolles Eiweil3, Vitamin B12, Big Zink, Kupfer, Jod sowie eine
geringe Menge an gesattigten Fettsauren [DER BROGBS 2008].

Jedoch kann der Verbrauch von Fisch und Schalentiauch zu Krankheiten durch
Infektionen oder Vergiftung fuhren. Einige der Kkaeiten stehen speziell im
Zusammenhang mit dem Verbrauch von Fisch und Satielen, andere sind mehr von
allgemeiner Natur [HUSS, 1994].



Intoxikationen, die durch die Aufnahme von toxintaminierten Fischen oder
Meeresfrichten verursacht werden, sind ein Teihagemschlichen Existenz.
Intoxikationen zéhlen zu den nahrungsmittelbedimdiekrankungen. Diese werden in
funf Bereiche unterteilt: Infektionen, Intoxikatiem, Allergien, metabolische
Funktionsstérungen und spezifische Erkrankungefektionen und Intoxikationen
konnen jeden angreifen, wohingegen Allergien, n@tathe Funktionsstorungen und
spezifische Erkrankungen gemeinsam als individuellunerwiinschte
Lebensmittelreaktionen auftreten konnen, weil sie bestimmte Individuen in der
Bevolkerung befallen [TAYLOR, 2002].

Intoxikation wird definiert als ,Erkrankung infolgehemischer Einwirkung von
gesundheitsschadlichen Stoffen (z. B. Mykotoxingiitstoffen von Bakterien)* [DER
BROCKHAUS, 2008]. Diese toxischen Stoffe kbnnen arischiedenen Wegen in den
Korper gelangen, entweder durch die Verdauung, dberAtemwege oder uber die
Haut; die Symptome &ufRern sich vielseitig [DER BRGBUS, 2008].

Jahrlich werden weltweit Gber 60 000 Fisch- und Mseerintoxikationen und
immerhin 100 Tote gemeldet. Die gesetzlichen Ricleth zum Schutz des
Konsumenten wurden von der Europaischen Kommissmgeregelt, dass in der
Verordnung EG Nr. 853/2004 die Hb6chstmengen fur elrzelnen marinen Toxine
definiert sind. So darf in den geniel3baren Teilem& Gesamtmenge von mehr als 800
Hng/kg Algentoxin vorhanden sein [BfR, 2008b].

Die tatsachliche Haufigkeit von Krankheiten, dieratu Lebensmittel hervorgerufen
werden, ist nicht bekannt. Es gibt viele verschmedé&rinde dafir, warum es zu
Vergiftungen kommen kann. In den meisten Landetnman nicht verpflichtet, die
offentlichen  Gesundheitsbehtérden Uber lebensmétiigte Krankheiten zu
informieren. In den wenigen Landern, die ein RapgrBystem haben, gibt es eine
schwere Untererfassung. Diese Art von Vergiftunggna sicher unterschétzt, da viele
Falle der Meerestiervergiftungen mild verlaufen uoa 1% der tatsachlichen Falle von
lebensmittelbedingten  Erkrankungen gemeldet werdeder (berhaupt ein
Diagnosefehler vorliegt [JOHNSON und SCHANTZ, 20BRjSS et al., 2003].

Dies liegt daran, dass weder das Opfer noch der #yer die ursachliche Rolle der
Lebensmittel genau Bescheid wissen. AuRerdem sd_ebensmittel fur Analysen

haufig nicht verfugbar und der tatsachliche Vercinga fur die Krankheit kann nicht



gefunden werden [HUSS et al., 2003].

Zu den wichtigsten menschlichen Intoxikationen #uFésche und Meerestiere zahlen
neurotoxische (NSP), paralytische (PSP), amnetig&ls®) und diarrhdische (DSP)
Schalentiervergiftungen, weiters Kugelfischvergifjen, Scombroid-Fischvergiftungen

und Ciguatera-Fischvergiftungen [JOHNSON und SCHZNAD02].

Ein kurzer Uberblick tUber die verschiedenen Toxatén Tab. 1 aufgefihrt.

Tab. 1: Vorkommen und Wirkmechanismen einzelner Toxine [B@HR et al., 2002;

JOHNSON und SCHANTZ, 2002]

Toxine Vorkommen Wirkungs- Symptome
mechanismus
ASP Domoinsaure| Muscheln exzitatorischer| Ubelkeit,
(amnesic (Jakobsmuscheln) Neurotrans- Erbrechen,
shellfish Krabben, mitter Durchfall,
poisoning) Anchovis Parasthesien,
Atemnot
Ciguatera | Ciguatoxin Innereien von Hemmung der | Erbrechen,
verschiedenen Inaktivierung | Durchfall,
Fischarten des N&-Ein- | Bauch-
stroms schmerzen,
Fieber
DSP Okaidinsédure| Muscheln Inhibierung Durchfall,
(diarrhetic (Jakobsmuscheln) von Protein- | Ubelkeit,
shellfish phosphatasen | Erbrechen
poisoning)
NSP Brevetoxine | Jakobsmuscheln, Aktivierung Durchfall,
(neurotoxic Austern, von Ubelkeit,
shellfish Venusmuscheln | Na'™-Kanalen | Erbrechen,
poisoning) Temperatur-

umkehrung,




Parasthesien

PSP Saxitoxin Muscheln, Verschluss der| Lahmungs-
(paralytic Schnecken, Na'-Kanale erscheinungen,
shellfish Austern, Parasthesien,
poisoning) verschiedene bis zur
Fische (produzier todlichen
von Toxinen aus Atemlahmung
Einzellern, wie
Dinoflagellaten)
Pufferfish | Tetrodotoxin | im Kugelfisch Verschluss der| Lahmungs-
poisoning (durch Na'-Kanale erscheinungen,
verschiedene Schwéchege-
Bakterien) fahl,
Parasthesien,
Blutdruck-
abfall, Zyanose
Scombroid | Histamin in toten, ahneln Kopf-
fish u.a. biogene | faulenden FischenHistamin- schmerzen,
poisoning | Amine durch bakterielle | reaktionen Hitzegefuhl im

Aktivitat
(Makrelen,
Thunfisch,
Hering)

Gesicht,
Nessel-
ausschlag

milder Verlauf




2.2 Gifte von marinen Organismen

Auf der ganzen Welt findet man verschiedene Arten giftigen Tieren, von denen
manche zu lebensbedrohlichen Situationen fiihrendw@nlhre Gifte verwenden sie, um
sich vor Gegnern zu schitzen oder um ihren Lebanse verteidigen.

Prinzipiell werden Gifttiere in zwei Gruppen untait

a) aktiv giftige Tiere
b) passiv giftige Tiere

Aktiv giftige Tiere produzieren in bestimmten Gewabund Organen Gifte und geben
sie Uber ein Werkzeug wie z.B. Stachel oder Zahrmalers ist es bei passiv giftigen
Tieren, diese besitzen keinen speziellen Giftagpan# dem sie das Gift tbertragen
konnen. Diese Gifte werden durch den Verzehr deskontaminierten Tieres auf den
Menschen ubertragen.

Diese strikte Einteilung ist jedoch nicht immerfanh, da es Tiere gibt, die sowohl in
die eine Kategorie passen, als auch in die and@neBeispiel dafur sind Kroten, ihr
Korper ist mit Giftdrisen bedeckt und das Gift whidi Reizung verspritzt [MEBS,
2000].

Zu den aktiv giftigen Tieren im marinen Bereich gedn z.B. Rochen, Petermannchen,
Quallen oder Muréanen und zu den passiv giftigemefi&kugelfisch und Muscheln oder
die Einzeller Dinoflagellaten.

Gifte sind ,,dem Organismus zugefiihrte Natursto@étpflanzen, -tiere), Chemikalien,
Arzneistoffe etc., die in relativ kleinen Mengenz—-T. erst nach Umwandlung im
Korper — Funktionsstorungen, Gesundheitsschddenr aten Tod hervorrufen
(Vergiftung). Die Giftwirkung ist abhangig von MemgKonzentration und Loslichkeit,
Verabfolgung bzw. Ort der Einwirkung und deren Da@i@MMON, 2004].

Schon Paracelsus erkannte, dass die Auswirkung ¥ergiftung von der Menge und
Wirkungsweise abhangig ist MARQUARDT und SCHAFERD4].

.---Alle Ding sind Gift und nichts ohn Gift. Allein die dosis macht, dass ein Ding
kein Gift ist..." (Paracelsus 1538) [PARACELSUS, 2003]



Wenn ein Tier ein giftiges Produkt in sich produizieder speichert, muss es selbst
entweder resistent gegen das Gift sein oder mussQGift bis zu einer gewissen
Konzentration ertragen, ohne selbst vergiftet zudee. Dies gilt auch fur Tiere, die
sich von Giftpflanzen ernéhren.

Die Tiere mussen Uber verschiedene Mechanismeriigenf welche sie vor ihrem
eigenen Gift schitzen. Die lonenkanéle dieser Tenel unempfindlich gegen ihre
eigenen Toxine bis hin zu hohen Konzentrationen B8E2000].

Die Fische schitzen sich vor der Vergiftung durche eMutation, genauer einer
Einzelpunktmutation in dem Gen des Proteins, daddii Natrium-lonen-Kanal kodiert
und eine Anderung der Aminosaure-Sequenz zur FalgeDiese Veranderung bewirkt,
dass das Gift den Kanal nicht mehr erkennt und gadter auch nicht an diesen binden
kann. Infolgedessen kdnnen Fische und Muschelnegh@ngen des Giftes in ihrem
Korper anhaufen. Die spontane Mutation, welche Sieakturwandel verursacht, ist fur
den Kugelfisch von Vorteil, da es den enthaltengnisotischen Bakterien erlaubt, das
produzierte Toxin mit groRem Vorteil zu nutzen [Yidd YU, 2002; UNIVERSITY of
MARYLAND, 2001].



2.2.1 Muschel (Bivalvia)

Abb. 1: Mytilus edulis [FAO, 2008]

Muscheln gehéren zum Stamm der Weichtiere (Mollysgenauer zur Klasse Bivalvia.
Ihre Verbreitung erstreckt sich tber Gewasser mgaemzen Welt, egal ob Salz-, SuR3-
oder Brackwasser, Muscheln kdnnen uberall heinmssah

Ihr Gehause besteht aus einer zweiklappigen Schadéhe durch ein elastisches
Ligament miteinander verbunden sind. Durch das @usanziehen des Ligaments
offnen sich die Schalen und durch die SchlieBmumskeie den Gegenpart des
Ligaments bilden, kann sie wieder mit Kraftaufwaysschlossen werden.

Die Weichteile der Muschel mitsamt dem Ful? werdem &inem Mantel umschlossen,
der in drei Schichten eingeteilt wird. Innen die riPaittschicht, danach die
Prismenschicht und dann das Periostracum. Firatibéwegung und zum Graben tritt
aus dem bewimperten Mantelepithel ein zungenformigdd heraus, der mehr oder
weniger stark ausgepragt sein kann. Zum Atmen Iggrdie Muschel Kiemen, die sich
zwischen Mantel und Ful3basis befinden. Diese Kiemerden aber nicht nur zum
Atmen verwendet, sondern auch fir die Nahrungsaufiea

Muscheln sind Planktonfiltrierer und ernahren sicdourch die Filtration des
Atemwassers, mit Ausnahme der aktiven Nahrungssammrch ihre bewimperten
Kiemen erzeugen sie einen Wasserstrom, wodurch é/agssgeatmet wird. Dabei wird
Nahrung aufgenommen und die verdaulichen von deerdaulichen Stoffen getrennt.
Die verdaulichen Stoffe werden von den Kiemen dafggen und gelangen dann zur

Mundoffnung, die unverdaulichen Stoffe werden dleideder ausgeatmet [GOSLING,
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2003]. Hinsichtlich ihrer Ernahrung durch Filtratisind sie besonders anfallig fur die
Aufnahme von im Wasser enthaltenen Schadstoffertaxisichen Planktonorganismen,
ohne das sie selbst einen Schaden davontragen [MEBS].

Nach der Aufnahme der toxischen Dinoflagellaten deer diese in den Muscheln
gespeichert und produzieren dort Toxine [HABERMEHIO94]. Da Muschelfleisch
eine beliebte Delikatesse darstellt, werden dieif@gurch den Verzehr weiter auf den
Menschen Ubertragen, wo sie zu einer sogenanntatyfischen Vergiftung fuhren
kdnnen [MEBS, 2000; GOSLING, 2003].

gastropod
— &
L = 1

toxic dinoflageliate

bivalve molru

Abb. 2: Weg von Dinoflagellaten tiber Muscheln in den Méresc[HUSS et al., 2003]

Durch die jahrliche Blute der Dinoflagellaten wenddie sonst essbaren ungiftigen
Muscheln giftig, besonders bedenklich ist die Zeih Mai bis September, wohingegen
in den Wintermonate keine grof3e Gefahr bestehtt Véebreitet ist die Theorie, dass in
den Monaten ,ohne R“, sprich Mai bis Septembern&eiiuscheln gegessen werden
sollten [HABERMEHL, 1994].

Das priméare Werkzeug fur die Pravention von Veugiffen mit nattirlichen Toxinen ist
die Uberwachung des Toxingehalts in Algen in dent&gebieten. Basierend auf der
Anwesenheit von Toxinen kann die Ernte von Muscharboten werden, wenn der

Toxingehalt zu hoch sein sollte.
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Andere Elemente eines Kontrollprogramms wirdenhadtan:

* Eine Vorschrift, dass Behalter mit Schalentiererceine Etikette
gekennzeichnet werden, welche Art und QualitatStdralentiere,
Erntemaschine, Standort der Ernte und ZeitpunkEdete festlegt

* Eine Vorschrift, dass Weichtier-Erntemaschinenrizert werden

» Eine Vorschrift, dass Prozesse, in denen enthBisidukte versendet werden,
zertifiziert werden sollten

» Eine Vorschrift, dass Behalter mit enthilsten Seh@éren mit einem Etikett
versehen werden, welches den Prozessor, den Naieekgresse und die
Zertifizierung angibt

Reinigungsrate und Ozonisierung sind nicht wirksemrd werden fur die

Verringerung der Toxine in Muscheln nicht verwend#tSS et al., 2003].

Muscheln, welche mehrfach zu Vergiftungen beim Merfsihren, sind unter anderem:
Saxidomus giganteus ( Butter Clam)

Saxidomus nuttalli (Herzmuschel)

Ostrea edulis (Auster)

Mytilus edulis (Miesmuschel)

Mytilus californianus (Kalifornische Muschel) [HABERMEHL, 1994].

Leider ist es nicht mdglich, durch Verfarbung odkn Geruch die Toxizitat der

Muschel zu erkennen [HABERMEHL, 1994]. Naturlichexine sind sehr hitzestabil.

Normales Kochen im Haushalt wie Kochen, Dampfenr &faten hat keine oder nur

sehr wenig Einfluss auf den Toxingehalt. Auch éiMarmebehandlung bei 70°C, 20
Minuten lang war nicht ausreichend, um den Toxidfetu senken und auch nach dem
Autoklavieren (120°C fir 60 Minuten) blieben Toximertick [HUSS et al. 2003]. Die

einzige Methode zur Entgiftung ist das Kochen darstheln mit Zusatz von einem

Essloffel Natriumbikarbonat/l Wasser. Bei dieseb@ieitungsmethode verschwindet
jedoch der charakteristische Geschmack der MuseeBERMEHL, 1994].

Die normale industrielle Konservenherstellung kaseutlich den Toxingehalt in

Muscheln senken. Die Senkung ist aber nur ausnetbhe@enn der erste Toxingehalt
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relativ gering ist. In der Europdischen Union ist z1l4ssig, Muscheln, welche den
ersten Grad der Kontamination mit PSP bei einen@reson 80ug/100 g gemal der
Richtlinie 91/492/EWG des Rates des EuropaischemeBeschaft Uberschreiten, aber
unter 300ug/100 g bleiben, zu verwenden. Allerdings missenMiischeln folgenden
Ablauf der Reihe nach durchlaufen [HUSS et al.,300

1. Mit frischem Wasser werden die Muscheln mindestemsi Minuten bei einer
Temperatur von 20 £ 2°C vorgereinigt

2. Dann werden sie mit frischem Wasser mindestens bfieuten bei einer
Temperatur von 95 + 5°C vorgekocht

3. Fleisch und Schalen werden abgetrennt

4. Die zweite Reinigung geschieht in rinnendem frisciéasser fir mindestens 30
Sekunden bei einer Temperatur von 20 £ 2°C

5. Als nachstes werden die Muscheln mit frischem Wafige mindestens neun
Minuten bei einer Temperatur von 98 + 3°C gekocht

6. Abgekihlt wird mit kaltem Wasser ungefahr 90 Selamiing

7. Mechanisch mit Wasserdruck werden die essbarere TEW3) von den nicht
essbaren Teilen (Kiemen, Eingeweide und Manteleget

8. Konditionierung in luftdicht verschlossenen Behidten einer nicht-gesduerten
Flissigkeit

9. Sterilisation im Autoklaven bei einer Temperatunwaindestens 116°C, wobei
sich die Zeit nach der Dimension der Behalter athedoch nicht weniger als
15 Minuten [HUSS et al., 2003]

2.2.1.1 Aufnahme und Elimination von Toxinen

Wahrend des Prozesses der Filtration, d.h. der udglsaufnahme, werden die
Dinoflagellatzysten und Zellen in die Speiserohmed uden Magen der Muscheln
transportiert. Die Verdauung findet im Magen statgbei PSP-Toxine freigesetzt
werden und in die Verdauungsorgane eintreten. Bigs&in-Gemisch wird im weichen

Gewebe der Schalentiere gespeichert, variiert so Lemfe der Zeit in seiner
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Konzentration und ist bestimmt durch die Arten @tdmme der Dinoflagellaten und
Schalentiere sowie durch andere Faktoren wie digvélthedingungen.

In Muscheln wurde festgestellt, dass die Eingewedtkyen Gewicht nur 30% des
gesamten Gewebe-Gewichts betragt, 96% der gesahata@mitdt ausmachen. In den
Venusmuscheln wird das Toxin in den Eingeweiderthrasonzentriert und danach
nimmt es allméhlich ab [MONS et al., 1998].

Verschiedene Autoren haben Uber die Toxizitat dew€be von Jakobsmuscheln

berichtet und sind zu verschiedenen Ergebnisseongelen:

* Der Anziehmuskel hauft keine Toxine an und es hah gjezeigt, dass
vorhandene Toxine inaktiviert werden. Eine Ausnahmvaren die lila-
aufklappbaren Jakobsmuschelirfnites giganteus), wo ein Toxingehalt von
2000ug/100 g Gewebe erreicht wurde.

« Magen-Darm-Drise, Mantel, Gonade und Kiemengewegimclsern alle die
Toxine, obwohl die Konzentration je nach Gewebe Artdvariiert.

» Es gibt saisonale Schwankungen im ToxizitatsleeehM@rschiedenen Gewebe.

Nach der Aufnahme und der Verteilung durchlebenTdiene eine Transformation.

In Futterungsversuchen wurden nicht toxische Bomtesicheln mitA. catenella, welche
GNTX 1-4 und neoSTX, aber kein STX beinhalten, gefiit Nach einem Zeitraum von
83 Tagen wurde auch STX in den Muscheln festgéstelis die Autoren zu dem
Schluss brachte, dass irgendeine Art von Synthdee Biotransformation von GNTX

1-4 und / oder neoSTX zu STiK vivo erfolgt. [MONS et al., 1998].

Abhangig von ihrer Entgiftungskinetik werden Muslchie zwei grol3e Gruppen geteilt,
in Muscheln mit langsamer Entgiftung(z. 8xidomus giganteus) und in Muscheln mit
schnell bis magiger Entgiftung (z. Bdytilus edulis). Wahrend einer Vergiftung
erreichen die Eingeweide in der Regel eine Toxizdiée zwei bis funf Mal hoher ist als
die des gesamten Gewebes, wobei das Gewebe am Beysagparat (FulR- und
Musculus adductor) am wenigsten toxisch ist. Allegd entgiften die Eingeweide

schneller als andere Gewebe, was zu einem steRgekgang in ihrem Beitrag zur
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gesamten Toxin-Belastung wahrend der Entgiftungtfiliinige Venusmuscheln wie
die nérdliche Quahog-MuscheMércenaria mercenaria) konnen die Aufnahme von
toxischen Dinoflagellaten vermeiden, indem sie nh&phon zurlckziehen und ihre
Ventile in Anwesenheit vonAlexandrium sp. schlieBen [EISING, 2005; VAN
EGMOND et al., 2004].

Blanco et al. [1997] studierte die Entgiftungskikeanhand der MuscheMytilus
galloprovincialis, welchezuvor einer Blute der PSP-produzierenden Dinoflaget G.
catenatum ausgesetzt wurde. Das Toxin-Profil in den Musclvedm sehr ahnlich dem
von G. catenatum, was zeigte, dass Biotransformation in diesem Walhig oder gar
keine Bedeutung hatte [BLANCO et al., 1997].

Das Entgiften der Muscheln findet in zwei Phasett:st

1. Eine schnelle Entgiftung, welche wahrend der friHentgiftungsperiode
stattfand (nur eine kleine Menge des Toxins, bezag# den urspringlichen
Betrag, bleibt in der Muschel nach den ersten pagen der Entgiftung).

2. Eine langsame Entgiftung vom Ende der ersten Pl@sezum Ende der
Entgiftung. Umweltbedingungen (Salzgehalt, Temperatund Licht-
Ubertragung) und Kdrpergewicht bestimmen die Etigij vor allem wéhrend
der ersten schnellen Phase [VAN EGMOND et al., 2004

Obwohl die meisten Filtrierer relativ unempfindlicgegen STX sind, gibt es
Unterschiede darin, wie die verschiedenen Muscteglarauf STX reagieren.
Miesmuscheln beispielsweise scheinen in der Regdl hohere Levels von PSP-
Toxinen zu akkumulieren als Austern unter ahnlichémstanden. AnschlieRende
Futterungsstudien im Labor zeigten, dass Miesmuisclgdeiche oder grol3ere
Konzentrationen voAlexandrium leichter verbrauchen als Austern.
Elektrophysiologische Untersuchungen an isoliertderven von Muscheln der
Atlantikkisten zeigten, dass die Nerven von Austemmpfindlich auf die Giftstoffe
regierten, wahrend jene von den Miesmuscheln veletempfindlich waren. [MONS et
al., 1993].
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Die chinesische Jakobsmusch@tamys farreri, hat beispielsweise eine hohe Fahigkeit
zur Anhaufung von PSP-Toxinen. Nach der 48 stumdigefnahme von toxischerA.
minutum wurde 5000ug STX eq/100g in den Eingeweiden dieser Jakobsnelisch
gefunden und die Rate der Entgiftung war langsaer. g@samte Toxingehalt umfasst
97 Prozent des Toxingehalts der Eingeweide. Dasidhmis der verschiedenen PSP-
Toxine hat sich wahrend des Versuchszeitraums dernzum Beispiel war das
Verhéltnis von GNTX1 und GNTX4 zum Gesamttoxin iesgmt zuriickgegangen,
wahrend das Verhaltnis von GNTX2 und GNTXS3 sichoate [VAN EGMOND et al.,
2004].

2.2.2 Dinoflagellate (Dinoflagellata)

Dinoflagellaten Dinophyta) gehdren zu den Protozoa und sind einzellige Madgen,
welche photoautotroph leben. Sie sind frei schwimiee Organismen, die sich
propellerartig bewegen und von zwei Geiseln angie¢m werden. Sie besitzen einen
grof3en Zellkern mit kondensierten Chromosomen, ©plasten, Mitochondrien und
Golgi-Korpern [FAUST und GULLEDGE, 2002].

Dinoflagellaten haben ein grof3es Verbreitungsgalmet konnen sich an eine Vielzahl
von Lebensrdumen anpassen bzw. in verschiedeneam&giumen Uberleben.

Die meisten der schadlichen Arten haben nur eichrésktes Verbreitungsgebiet, aber
es gibt einige schadliche Arten, welche weltwefizafinden sind.

Ihre weltoffenen Lebensraume ziehen sich von Pankter Sediment, Sand, Korallen,
gemaligten bis tropischen Meeren und von Flussmrmgetubis zum Suflwasser [VAN
EGMOND et al., 2004]. Dadurch, dass sich Dinoflegeh Uberall anpassen kénnen,
sind sie weit verbreitet und konnen uberall zu R#Ren, wie man auf der Abb. 3

erkennen kann.
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Abb. 3: Weltweite Verbreitung von PSP-Toxinen [DOUGLASaét 2001]

Algen und Dinoflagellaten sind dafir bekannt, dags marine Toxine produzieren,
welche natirlich auftretende Erscheinungen sind udelshalb nicht durch
Abwasserverunreinigungen entstehen [DOHLE et 8B6)

Marine Toxine sind ,Giftstoffe von im Meer lebendemduberischen Tieren®
[GOSLING, 2003] und werden von Algen oder Baktepeoduziert.

Von den mehr als 5 000 bekannten Spezies von Playidpn sind 60-80 bekannt,
welche schadliche Toxine produzieren. Weniger &lsoXische Spezies wurden in der
letzten Dekade erkannt [JOHNSON und SCHANTZ, 2002].

Unter diesen 5 000 bestehenden marinen Algen-Ademen etwa 300 manchmal in
sehr hohen Zahlen auftreten (Blute), sodass si@bierflache des Meeres verfarben,
dies wird "rote Gezeiten bzw. rote Flut" genanrANEGMOND et al., 2004].

Der Name dieses Naturphdnomens rihrt von der kiemwveiten Verfarbung der
Meeresoberflache in gelb, braun bis rot. Veranthobrt dafir sind die in
Dinoflagellaten enthaltenen Chlorophydh und c2, p-Carotin und Xanthophylle,
welchen sie eine gelbbraune bis braunrote Farbungmanken haben [DOHLE et al.,
1996; FAUST und GULLEDGE, 2002].

Wichtig ist noch zu erwahnen, dass nicht jeder emot-lut" zwangsweise eine
seuchenartige Muschelvergiftung folgt, da selbstnmvdas Wasser nicht verfarbt ist,
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eine Vergiftung auftreten kann. Anders kann diebEades Wassers auch durch eine
harmlose, nicht toxische Algenblite verdndert werfRAVEN et al.2006]. Toxische
Dinoflagellat-Bliten farben die Wasseroberflacher mat, wenn alle klimatischen
Bedingungen stimmen. Von den zahlreichen Mikroplan&rten, die ,rote Tiden* zu
bilden vermdgen, enthalten nur wenige fur den Meescgeféhrliche Gifte [VAN
EGMOND et al., 2004].

Die Voraussetzungen fir eine Algenblite sind noichtrvollstandig aufgeklart, aber
das Phanomen wird wahrscheinlich durch klimatisehé hydrographische Umstéande
verursacht. Das explosive  Wachstum  erscheint  maachmwahrend
Wetterveranderungen, doch wichtige mitwirkende thea kdnnen Schwankungen im
Auftrieb von z. B. Nahrstoffen, Temperatur, Turtnden oder Salzgehalt des Wassers,
die Konzentration von gelésten Nahrstoffen, Windero@berflachenbelichtung sein
[VAN EGMOND et al., 2004; GLIBERT et al., 1988].

Schalentier-Intoxikationen kdnnen nicht vorhergésagrden. Im Allgemeinen treten
rote Fluten haufig dann auf, wenn erwarmtes Wassder SiulRwasser eine
Oberflachenschicht tGber einer Schicht kaltem, riéfirsichem Wasser schafft. Schnell
wachsende Algen zerlegen auf schnelle Weise Ndfesio der oberen Schicht und
lassen Stickstoff und Phosphor nur unter der Glaolzé der Schichten zurtick, genannt
Pyknokline (Ubergang zwischen Wasserschichten sechédlicher Dichte [SOMMER,
1998]). Nicht freibewegliche Algen kénnen nicht faich zu dieser Schicht gelangen,
wo bewegliche Algen wie Dinoflagellaten gedeihemtén. Viele schwimmen mit
einer Geschwindigkeit von mehr als 10 Metern am tiad einige durchleben taglich
eine vertikale Migration. Sie wohnen im warmen,lérein Oberflachengewasser und
schwimmen in der Nacht hin zum Pyknokline, um Ntdife aufzunehmen. Dies hat
zur Folge, dass Bliten plotzlich in Oberflachengese#in erscheinen kénnen, die frei
von Nahrstoffen sind [VAN EGMOND et al., 2004].
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Abb. 4: Verschiedenartige Schichtung [JOYCE, 2000]

Um das Uberleben bestimmter Dinoflagellaten voree®aison auf die andere Saison
gewabhrleisten zu konnen, produzieren einige Artehd2ysten, welche im Sediment
fur einen langeren Zeitraum Uberdauern kénnen @mh @u initiilerten Bliten keimen
[FAUST und GULLEDGE, 2002]. Die Ruhe-Zyste oder Idggygote ist die
unbewegliche Form einiger Dinoflagellaten. Diesatén sinken zum Meeresgrund und
reichern sich an der Grenze von Wasser und Sediargnwo sie Uberwintern. Bei
gunstigen Wachstumsbedingungen kehren sie zuriiekZysten keimen wieder aus
und impfen das Wasser mit neuen schwimmenden Zallerspéater blihen [MONS et
al., 1993].

Einige Arten produzieren im Grunde harmlose Wass&ivbungen. Auf der anderen
Seite kdnnen einige Arten so dicht und unter au¥edhnlichen Bedingungen in
geschutzten Buchten bluhen, dass sie durch ihreerSaffverbrauch wahllos Fische
und wirbellose Tiere téten. Andere Algen-Arten kénnschadlich auf Fische und
wirbellose Tiere wirken, indem sie ihre Kiemen begtigen oder verstopfen. Daruber
hinaus gibt es Mikroalgen-Arten, welche die Eigdéradt zur Herstellung potenter
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Toxine (so genannte Phykotoxine) besitzen. EinidgeAarten produzieren bereits in
niedriger Zahl von einigen hundert Zellen je Lif@xine, wahrend andere Algen-Arten
in einer Zahl von einigen Millionen Zellen pro Litewuftreten missen, um einen
Schaden zu verursachen. Die toxischen Algen finderen Weg durch die
Nahrungskette (z. B. Muscheln, Krebstiere und Fa¥cand werden letztlich vom
Menschen verzehrt, wo sie eine Vielzahl von MagamhD und neurologischen
Erkrankungen verursachen [VAN EGMOND et al., 2004].

Die Dinoflagellaten werden so allgemein als die Kgueler PSPs in gemaligten
Gewassern anerkannt und wurden urspringlich detu@pGonyaulax zugeordnet,
innerhalb derer sie unterschiedliche Untergrupp&tei. Diese wurden zusammen als
TamarensissKomplex bezeichnet. Anschlielend wurden sie aige eieue Gattung,
Protogonyaulax, abgetrennt. Obwohl mehrere Forsch@onyaulax als Name der
Gattung verwendet haben, ist der richtige Nameligse Gattung nach der biologischen
Nomenklatur Alexandrium. Trotz der Fille von Gattungsnamen scheint diep@eu
selbst relativ gut definiert zu sein. Die meistear @rganismen haben eine ahnliche
Morphologie.

Viele der Arten wurden durch einen geschichtlicEefall bekannt. Die taxonomischen
und biogeographischen Aspekte von PSP-produzienebiteoflagellaten werden kurz
im folgenden Abschnitt diskutiert [ DESHPANDE, 2002]

Protogonyaul ax Spezies

Die Mitglieder der Dinoflagellat-Gattungrotogonyaulax, produzieren Toxine, die fir

das weltweite Vorkommen von PSP bei Menschen undréstieren verantwortlich

sind. Durch die Bluten deProtogonyaulax mussen die jahrlichen Ernten von
Schalentieren eingestellt werden, was schwere chigfliche Folgen fur die regionale
Schalentier-Branche entlang der dstlichen und wbsth Kiste der Vereinigten Staaten
hat. Die beiden Algenarten, welche fur viele dieB#iten verantwortlich sind, sind

Protogonyaulax tamarensis und Protogonyaul ax catenella. Protogonyaulax produzieren

eine Reihe von chemisch ahnlichen Neurotoxinen, sigl in ihrer biologischen
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Toxizitat unterscheiden. Diese Reihe enthalt die@2, C3 und C4-Toxine, die B1 und
B2 Toxine, GTX I, I, lll und IV, NeoSTX und STX. &STX und STX haben die
starkste toxische Wirkung auf den Menschen [BOCZARI., 1988].

Zusatzlich gibt es noch funf weitere Arten, welcbhesher noch keine Toxine
produzieren. Alle diese Arten waren friher unter @attungGonyaulax eingeordnet,
doch unterscheiden sie sich in mehrfacher HinskhB. durch ihr Plattenmuster oder
den Zystentyp. Die morphologische Unterscheidungisdwen den Arten von
Protogonyaulax ist recht schwierig, da sie alle die gleichen gtegdnden
Plattenmuster aufweisen, doch kann man sie aufgrihnels Verbreitungsgebiets
unterscheiden.

P. catenella tritt an der Westkliste Nordamerikas von Sudkailifam bis zum Sidosten
Alaskas auf und ihr bevorzugtes Gebiet befinddt airo San Francisco Bay.

P. catenella wurde nicht immer im gesamten Atlantischen Ozeéasst, hatte aber vier
PSP-Ausbriiche vor der Westkiiste von Siudafrika alger- Die einzige Region, in der
P. catenella erfasst wurde, ist die Ostkiiste Japans. Algenbliiegen generell dort auf,
wo die Temperaturen ungeféhr bei 20°C liegen undndtitt der Ausbruch in
Mindungen und offenen Kisten auf.

Im Gegensatz dazu verbreitet sich Betamarensis Morphotyp Uber ein viel gré3eres
Gebiet, einschliel3lich der arktischen und tropisclrte, wobei mit Letzterem der
westliche tropische Atlantik gemeint ist. Im Nordatik werden sie in Mindungen
oder in seichten Gebieten von der Long Insel bis &tktis gefunden und sind
besonders haufig im Golf von Maine, in der Fundytiuand dem Golf von St.
Lawrence im Westen, weiters vom ndordlichen Portdmgsinach Norwegen und in der
Arktis in der Nahe von Spitzbergen verbreitet. IfidS\tlantik sind sie von der
zentralen Kiste Argentiniens bis nach Sudwesteik@drverbreitet und im Pazifischen
Ozean von Britisch-Kolumbien bis zu einigen Kusegmonen am Golf von Alaska und
Buchten im Nordosten Japans [DESHPANDE, 2002].
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Gonyaulax Spezies

Obwohl mehrere Arten voonyaulax (andere aldProtogonyaulax und Gessenerium
spp.) die ,rote Flut® produziert haben, stehen w@rgrindleyi (= Protoceratium
reticulatum) und G. polyedra noch weiter in Verdacht, PSPs zu produzieren. Bste
wurde im Zusammenhang mit PSP mehrfach mit dem JVad Muscheln vor der
Westkiste von Sud-Afrika in Verbindung gebrachtwobl kein wasserlosliches Toxin
aus ihnen extrahiert werden konnte [DESHPANDE, 2002

Gessnerium und Alexandrium Spezies

Mehrere Forscher umfassten im Rahmen dieser Nowemkblle diese Arten als
Protogonyaulax. Die Arten, welche moglicherweise naGlassnerium im engeren Sinne
benannt werden, sif@dS. monilatum, GS. balechii undA. minutum. Alle drei fihren zur

roten Verfarbung der Meeresoberflache, aberGirmonilatum produziert Toxine, die
fur Fische, Weichtiere und Krebstiere tddlich SfpESHPANDE, 2002].

Pyr odinium Spezies

Pyrodinium compressa ist die einzige bekannte Art, welche Toxine praduzund zur
PSP-Verbreitung im Indo-West Pazifik fuhrte. Digs# zeigte sich in verschiedenen
warmen Regionen mit hohem Salzgehalt, wie dem Rieter und dem Persischen Golf,
wurde aber im Atlantischen Ozean nicht beobachteiGegensatz dazu verbreitet sich
P. compressa bahamese fast ausschlief3lich im tropischen Atlantik von dahamas bis
nach Venezuela sowie sporadisch an der WestkisteZgatral-Amerika. ObwohP.
compressa bahamese nicht daflr bekannt ist Toxine zu produzieren, t gis
Aufzeichnungen Uber PSP an verschiedenen Orteresridt durchaus mdglich, dass
einige Stamme toxisch sind [DESHPANDE, 2002].
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Peridinium Spezies

Der einzige bekannte giftige Dinoflagellat des Sagsers isPeridinium polonicum,
welcher in Seen mit gemaRigter Temperatur verlirege Aufgrund der direkten
Beziehung zwischen dem Auftreten von roten Gezaiteh den Neuerkrankungen an
PSP haben mehrere Nationen ein Uberwachungsprogfamsthadliche Algen. Von
selbst sorgt die Phytoplankton-Uberwachung nichtefiien ausreichenden Schutz der
offentlichen Gesundheit. Sie wird jedoch oft alsiliwarnsystem eingesetzt, um
intensive Toxizitatstests anhand von Schalentieegpenw durchzufihren.

Beispiele fur Lander, die potenziell giftige Artéberwachen und die Konzentrationen
dieser eruieren, sind in Tab. 3 angefuhrt [DESHPANROO02].

Tab.3: Lander mit toxischen PSP-Algen-UberwachungssystgiDESHPANDE,
2002]

Land Uberwachte Algenspezies

Australien Alexandrium catenella
Gymnodinium catenatum

Kanada, Alexandrium spp.

Norwegen

Danemark Alexandrium spp.

Niederlande Alexandrium spp

Philippinen Pyrodinium bahamense var. compressum

Spanien:

Valencia Alexandrium catenella

Balearische Inseln Alexandrium minutum

(Mallorca, Menorca, Alexandrium spp.

Ibiza)

Andalusien Gymnodinium catenatum
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In der Abb. 5 sind ein paar gesundheitsgefahrdenbein-produzierende
Dinoflagellaten dargestellt, welche sehr wirksar®®Proxine produzieren.

Alexandrium tamarensis Gymnodinium catenatum Pyrodinium bahamense
[FAUST und GULLEDGE, 2002; FAO, 2005]

Abb. 5: Beispiele von PSP-Produzenten
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2.2.3 Kugelfisch (Tetraodontidae)

Abb. 6: Sphoeroides maculatus [FDA, 2002a]

Der Kugelfisch gehort zur Klasse:  Osteichthy@sochenfische),
Ordnungetraodontiformes (Haftkiefer / Kugelfischartige),
FamilieTetraodontidae (Rundkopfkugelfisch, Vierzahner),
Gattung:etraodon,
Art: Tetraodon spec. ,
und es gibt weltweit mehr als 120 Arten davon. Drsten giftigen Kugelfische sind in
dieser Familie anzufinden, aber nicht alle Fisechdieser Familie produzieren das Gift
[DESHPANDE, 2002].

Einige bekannte Arten sin@rothron nigropunctatus, Fugu niphaobles, F. oblongus, F.
pardalis, F. poecilonotus, F. rubripes rubripes, F. vermicularis, Sohaeroides annulat, S.
maculatus, S. nephelus [DESHPANDE, 2002].

Tetraodontidae besitzen eine recht unscheinbah@eng und ihre GroR3e betragt etwa
10-90 cm. Durch ihre extrem elastische und schuppenHaut kdnnen sie sich bei
Gefahr mit Wasser oder Luft aufblasen, wodurchrslativ trage bzw. bewegungslos
werden. Beim Aufblasen beginnt sich der Magen zionda und die Wirbelsaule zu
biegen, damit die Organe wie Leber, Darm und aniherere Organe, welche verdrangt
werden, zwischen dem Fisch-Rickgrat und dem Madatz Paben. Magentaschen
werden nach oben rund um die Wirbelsdule geschadermass die Fische eine fast
kugelige Form annehmen [SUMMERS, 2001].

Der BeilR3apparat des Kugelfisches besteht aus Zalkinerzu Zahnleisten verwachsen

sind, oben und unten befinden sich je zwei ZahereilDurch die Verschmelzung
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dieser Zahne nimmt das Maul eine spitz zulaufenolenFan. Bei den Kugelfischen
befinden sich die Kiemen vor den Brustflossen, ddemendeckel und Bauchflossen
fehlen vollstandig [MEBS, 2000; LACHMANN und GREMBMWSKI-STRATE,
1995].

Zur Fortbewegung benutzen sie die After-, Rickemd 8rustflossen, diese machen
kreisende Bewegungen. Mit ihrem plumpen Kérper siekeine Ausdauerschwimmer,
doch konnen sie durch extreme Geschicklichkeit ifffi Beeindrucken, sie kdnnen
sogar ruckwarts schwimmen [PLAUT und CHEN, 2003].

Die Familie der Tetraodontidae ist in den Koralifen der tropischen und
subtropischen Meere angesiedelt, auRerdem koneeaush im SufRwasser und im
Brackwasser leben (Abb. 7). Ihre Nahrung bestebptséchlich aus Schalentieren wie
Krebsen, Schnecken, Muscheln und Bakterien [MEB&)02; LACHMANN und
GREMBLEWSKI-STRATE, 1995].

Abb. 7: Verbreitung des Kugelfisches [NATIONAL GEOGRAPHIZ)08]

Das im Kugelfisch vorhandene Tetrodotoxin ist etarlees Neurotoxin und ist als
verursachendes Agens von Vergiftungen bekannt [BERI., 2000]. Die Toxizitat ist
saisonal wie geografisch hohen Schwankungen untBsmo sogar innerhalb der
gleichen Arten gibt es extreme Toxizitatsuntersd@ieAuch die Gewebe- und Organart
und der Fortpflanzungszyklus spielen eine wesédmglRolle [BENZER, 2007].

Das hochgiftige TTX ist in bestimmten Organen degltes enthalten, deswegen zahlt
der Kugelfisch zu den ichthyosarkotischen Fisch¢ALSTEAD, 2001].

Diese Fische enthalten TTX in den Eierstocken,Ladrer, im Darm, in der Haut und
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im Laich. Die starkste toxische Wirkung haben dier&dcke und die Leber, der Darm
ist nur bei einigen Arten (z. B:. niphobles) relativ giftig. Die Haut kann bei mehreren
Arten malig giftig sein und die Muskeln und Hodémdsin der Regel unbedenklich,
mit Ausnahme der sehr giftigen Arten, in denen @i€ewebe schwach oder malig
toxisch sind [DESHPANDE, 2002]. Beim weiblichen Kaligsch sind die Eierstdcke
der wichtigste Ort der Toxin-Konzentration. Weiblkc Fische enthalten mehr vom
Toxin als die mannlichen, da die Eierstdcke inldegel viel giftiger sind als die Hoden
[DESHPANDE, 2002; LEE et al., 2000]. Die Toxinholma Weibchen scheint im
Zusammenhang mit der Laichzeit zu stehen [DESHPANIDB2].

In den Ovarien des Kugelfisches sammelt sich daX &n, welches vermutlich vom
Weibchen Ubermittelt wird, da das Toxin in der Regwgva eine Woche nach der
Befruchtung aus den Larven verschwindet. In frééldbahn tritt das Toxin in der
Regel nach zwei Wochen wieder in den Larven aufrsgcheinlich durch die Einnahme
giftiger Organismen. In der Tat konnte festgesteltrden, dass Kugelfischlarven, in
denen wahrend der ersten Woche nach der Befruchiiig nachgewiesen werden
konnte, nicht giftig sind, wenn sie wahrend die&eit kultiviert und mit einer TTX-
Diat gefuttert werden [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001

Demnach entsteht der Toxizitdtsmechanismus deshéssdurch die Nahrungskette,
wenn Darmbakterien von einigen Fischarten geringigMengen des Toxins
produzieren [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001licht jede Spezies der Kugelfische
ist toxisch, manche sind nur schwach oder maRigdtb{LEE et al., 2000].

Die Menge von TTX in den verschiedenen Organenaterh&aufigsten konsumierten
Kugelfische E. vermicularis, F. rubripes und F. poecilonotus) wurde durch die
Kapillar-Isotachophorese ermittelt und ist in derabT 4 genau ersichtlich
[DESHPANDE, 2002].

Tab. 4. TTX-Menge in verschiedenen Organen [DESHPANDHEHZ20

Organ Menge in mg/g
Ovarien 0,146 — 0,404
Leber 0,0018 - 0,113

Haut 0-0,301
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TTX beschrankt sich nicht nur auf Kugelfische, senmdist auch unter anderen Arten
von Tieren weit verbreitet, wie im kalifornischenoMh Tarichi torosa und anderen
Molcharten dem GrundelGobius Criniger, der KrabbeAtergatis floridus, dem blau

geringelten Oktopu®ctopus maculosus, in Bakterien, usw. [LEE et al., 2000].

Molch

Das erste Mal wurde Uber das Auftreten von TTX ndexen Tierarten als dem
Kugelfisch berichtet, als das Gift in den EiernesirMolches gefunden wurde. Spater
wurde festgestellt, dass TTX auch in mehreren Avem Molchen, wie z. BCynops
pyrrhogaster, Cynops ensicauda und Tylototiton andersoni vorhanden istC. ensicauda
aus Okinawa un€. pyrrhogaster aus Japan wurden mit besonderem Schwerpunkt auf
ihr Toxin-Profil beschrieben. TTX und seine AnalogapiTTX, 6-epiTTX, 4,9-
anhydro-6epi TTX, 11-deoxyTTX, 11-desoxy-4-epiTTX und 4,9-anhydroTTX wurden
in C. ensicauda erfasst.C. pyrrhogaster-Toxin besteht aus TTX und&iTTX, welche
die wichtigsten Komponenten darstellen unepdFTX, 4,9-anhydro-6epi TTX und 4,9-
anhydroTTX als kleinere Komponenten. Eine anderdchNart und zwalrT. andersoni
wurde als ungiftig beschrieben. Insgesamt wurdeh B8emplare des japanischén
pyrrhogaster aus dem Westen Japans eingesammelt und auf ihrzit@bxund ihr
Toxin-Profil getestet. Die Meisten von ihnen zeigieoxizitats-Werte zwischen 5 und
370 MU/g. Haut und Muskeln zeigten hhere Toxisg#égiebnisse (56 MU/Qg) als Leber,
Magen, Darm und Gonade, deren Werte im Bereichweniger als 2 bis 33 MU/g
lagen. Die Toxizitat wird im Hinblick auf die Jalsezeit wenig beeinflusst, doch gibt es
grof3e geschlechtsspezifische und regionale Untede{HWANG und NOGUCHI,
2007].
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Grundel

Grundel-Toxin wurde im kristallinen Zustand aus ddeergrundel Yongeichthys
criniger, welche die Amami-Oshima-Insel und die Ryukyu Inds#wvohnt, isoliert und
mithilfe von IR, H-NMR- und Elementaranalyse als X Tdentifiziert. Auf diesen
Inseln hielt sich schon lange das Geriicht, dasslWwate die trockenen Meergrundeln
als Nagetier-Killer auf den Feldern einsetzten.der anschlieenden Untersuchung
wurde festgestellt, dass die Meergrundel giftig Bie TTX-Konzentration ist in der
Haut (mit Flossen), gefolgt von den Eingeweiden dech Muskel, relativ hoch. Bel
einigen giftigen Exemplaren liegt die hochste Tda#izin den reifen Hoden vor
[HWANG und NOGUCHI, 2007].

Xanthid-Krabben

Das Auftreten von TTX in Xanthid Krabben, wie z. Bergatis floridus und anderen
Verwandten, erweitert die Vielfalt der TTX-tragende Tieren. Die
Toxinzusammensetzung der Xanthid KrabBe floridus differiert stark je nach
Lebensraum. Noguchi et al. entdeckte 1983 erstifitl6 als die grofite Komponente
(90%) inA. floridus, welche auf der Miura-Halbinsel in der Nahe vorkibaggesammelt
wurde. Im Jahr 1986 gab es wieder Berichte Uber @kXdie wichtigste Komponente
in A. floridus von Ishigaki Island in Okinawa, aus Oita und demiamoto-Prafektur
mit relativ geringen Toxizitatslevel (38-80 MU/g).

In Taiwan betrug die Gesamttoxizitat der XanthicalseA. floridus, 85% TTX und
15% GTX1-4 [HWANG und NOGUCHI, 2007].

Blaugeringelte Krake

Die blaugeringelte Krakelapalochlaena (Octopus) maculosus (Familie: Octopodidae)
wurde bisher als die einzige tddliche und TTX-tradge Krake identifiziert. Sie

bewohnt die flachen Korallen und felsige Gebietden Gewassern um Japan, Taiwan,
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den Philippinen und Australien. Diese Spezies pzot das Gift in den
Speicheldrisen und im Eierstock, welches fur dgdJand die Verteidigung genutzt
wird. Viele Forschungen haben versucht aufzuklaremyum der verursachende
Wirkstoff der menschlichen Todesfalle auf den Rissser Spezies zurlickzufthren ist.
Zwar wurde zunéachst behauptet, dass es das neum TMeculotoxin sei, aber
schlussendlich wurde es als TTX identifiziert. Biss der Krake kann die Muskulatur
viel schneller lahmen als der Verzehr eines giftieils des Fugus. Ein erwachsener
Mensch ist innerhalb von 20 Minuten nach dem Biss tenn er nicht sofort
ordnungsgemalf behandelt wird [HWANG und NOGUCHQ70

Bakterien

In den letzten zwei Jahrzehnten wurden mehrerecBteriveroffentlicht, die zeigen,
dass viele Bakterien TTX enthalten. Im Jahr 198érde zum ersten Mal von Noguchi
et al. das Auftreten von TTX und anhydroTTXVibrio sp. aus dem Darm der Xanthid-
KrabbeA.floridus demonstriert. In ihrem Versuch wurden vier Stanvoe Vibrio sp.
aus dem Inhalt des Darms vén floridus isoliert und in einem Kolben mit 500 ml
Wasser, 5 g jedes Phyton-Peptons und NaCl (pHv&&hischt und bei 25°C fir 10
Tage inkubiert. Die geernteten Zellen eines Stamreagen eine betrachtliche Menge
des Toxins (30 MU/Kolben). Die Anwesenheit von TTad anhydroTTX im
Zellextrakt wurde mittels HPLC bestétigt.

Im Jahr 1987 wurd&/ibrio alginolyticus aus dem Seestef polyacanthus und dem
KugelfischT. snyderi isoliert, diese enthielten TTX. In einer der Sardivon Noguchi
et al. (1987) gehorten 26 von 33 Stammen aeroberfakultativ anaerober Bakterien,
die aus dem Kugelfisch isoliert wurden, zur Gatemgibrio. Durch die instrumentelle
Analytik wurde TTX in allen Stammen von alginolyticus erfasst.

Es wurden auch Versuche gemacht, bei denen TT)&itidey Bakterien von der im
Bereich der Philippinen vorkommenden blaugeringekaake O. maculosus isoliert
wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass 16 der 22eftent Stamme TTX und/oder
verwandte Stoffe produzierten. Sechs der 16 Stamuanden in die Gattunge¥ibrio,

Pseudomonas und jeweils zwei irAlteromonas undBacillus eingeordnet.
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Die oben genannten Ergebnisse weisen darauf hss daarine Bakterien aus der
Gattung Vibrio, insbesonderé/. alginolyticus, haufiger und reichlicher in giftigen
Meerestieren vorhanden sind und eher in der Lagel, sTTX-und/oder damit

verbundene Derivate zu produzieren als andere [HWAM NOGUCHI, 2007,

SIMIDU et al. 1987].

Die nachstehende Tab. 5 gibt eine genaue Ubersibetr Bakterien, die TTX

produzieren.

Tab. 5 TTX produzierende Bakterien [TEUSCHER und LINDEIQW, 1994]

Art der Bakterien Isoliert aus

TIER ORGAN
\ibrio fischeri Atergatis floridus (Krabbe) Darm
\ibrio alginolyticus Fugu vermicularis (Pufferfisch) | Darm
Vibrio alginolyticus Astopecten polyacanthus Eingeweide
Vibrio damsela (Seestern)
\ibrio spec.
Saphyl ococcus spec.
Vibrio alginolyticus Carcinoscor pius rotundicauda Eingeweide
Vibrio spec. (Krabbe)
Alteromonas spec.
Pseudomonas spec. Fugu poecilonotus (Pufferfisch) | Haut
Alteromonas spec. Octopus maculosus (KopffuRer) | Gewebe
Pseudomonas spec.
\ibrio spec.
Bacillus spec.

Die TTX-tragenden Organismen, welche oben genandtbeschrieben wurden, haben
eine sehr hohe Widerstandsfahigkeit gegen TTX immgéech zu den Nicht-TTX-
tragenden Organismen wie Fische und Mause. Ein ¥agender Organismus sollte
eine hohe Widerstandsfahigkeit gegen TTX bei TT¥kikation aufweisen. Wenn
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Kugelfische in einem Netz kultiviert werden und tdaton der Befruchtung an
heranwachsen, sind sie nie mit TTX vergiftet wordidoch kdnnen solche ungiftigen
Kugelfische, die noch eine hohe Widerstandsfahtgigeigen TTX haben, vergiftet
werden, wenn sie mit TTX-haltigen Lebensmittelnigiefit werden. Auf der anderen
Seite haufte ein nicht-TTX-tragender Fisch, denk&enohe TTX Widerstandsfahigkeit
hat, auch wenn er fir eine lange Zeit mit wenigkr MLDso der TTX-haltigen
Lebensmitteln weiter gefittert wurde, nie TTX irr dleber an.

Der Grund fir die hohe Widerstandsfahigkeit gegéX st eine Menge von speziellen
TTX-resistenten (TTX-R) Natrium-Kanalen, welchehsion denen der Nicht-TTX-R
Organismen unterscheiden. Es wurde behauptet, -d@ss verschiedene Arten von
Natrium-Kanalen gefunden wurden. Ein TTX-resistemMiatrium-Kanal ist sicherlich
3300-mal TTX resistenter als ein TTX-empfindlichéatriumkanal. TTX-R-Natrium-
Kanale sind nicht nur im Kugelfische zu finden, dem auch in nicht-TTX-tragenden
Organismen. Der Kugelfisch besitzt aber keine hé&ahl an Na-Kandale, was seine
hohe TTX Widerstandsfahigkeit erklaren kdonnte. Tiffxgende Tiere scheinen deshalb
mit einem artspezifischen Mechanismus der Maskgnumd/oder der Anpassung von
TTX ausgestattet zu sein. Wahrscheinlich sind fiomielle Gruppen in die Toxizitat der
TTX-Struktur involviert und diese binden einige f¢amit hherem Molekulargewicht,
was reversibel ist. Auf Anregung hin wird TTX alei ausgeschieden und/oder in
Verbindung mit einer TTX-bindenden Substanz undeli®ubstanz spielt eine Rolle bei
der Abwehr und/oder dem Angriff. Ein solcher TTXxender Stoff mit hohem
Molekulargewicht scheint so zu funktionieren: Didra@dkrabbe, Hemigrapsus
sanguineus, ist sehr resistent gegen TTX. Zur Aufklarung dMechanismus des TTX-
Widerstandes wurde seine Korperflissigkeit gepudié,eine neutralisierende Wirkung
gegen TTX hatte. Als die Koérperflissigkeit zusammmeit TTX in Mause injiziert
wurde, reduzierte sich die todliche Wirkung seharlst Allerdings wirkte die
Korperfllssigkeit nicht gegen die todliche Wirkudgr PSPs. Die Korperflussigkeit
enthalt TTX-bindende Stoffe mit hohem Molekulargehti (>2.000.000), die fir die
neutralisierende Aktivitat gegen TTX verantwortlislaren [HWANG und NOGUCHI,
2007].
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2.2.3.1 Herkunft und Entstehung von TTX

Seit TTX-haltige Tiere eine vollig unverwandte Staesgeschichte aufweisen, ist es
maoglich, dass das TTX, welches in den Tieren gefandurde, eher einen exogenen
Ursprung aus der Nahrungskette hat als vom Tidrssalynthetisiert zu werden, also
einen endogenen Ursprung zu haben. [YAN et al.5R00

Matsui et al. war der Erste, der experimentellewdiise auf den exogenen Ursprung
von TTX im Kugelfisch vorlegen konnte. Er wies nadass gezlchteter Kugelfisch
kein TTX besitzt und dadurch nicht fahig ist, dedexin zu produzieren.

Diese exogene Ursprungstheorie wurde weiter vayefalen Erkenntnissen bestatigt:

1) Viele marine Bakterien produzieren TTX
2) TTX wurde im Seestern festgestellt und in andemarinen Tieren, welche zur
Nahrung des Kugelfisches gehdren [YASUMOTO et1£186].

D.h. TTX und seine Derivate werden von verschiedeBakterienarten produziert,
wobei TTX-haltige Tiere das Toxin durch die Nahrskefte absorbieren und
akkumulieren [MATSUMURA, 1995a].

: V. damsela
ducin
pro .UC' 9 Staphylococcus
marine Bacillus sp.

Pseudormnonas sp., elc.

TTX- Vibrio alginolyticus
bacteria

TTX

T7X Dissolved in sea water
absorbed on
and
precipitated
with
planktonic
carcass, elc..

(sisotquiAs 10 wsnisesed)

Flatworm Pufferfish
Ribbonworm Tropical
TTX / Arrowworm goby
in Xanthid crab

Large gastropods

Small Star- such as trumpet
_>ﬁ5h —> shell

sediment

gastropods

Abb. 8: Vermuteter Mechanismus der TTX Entstehung im Kiiggh [YOSHIKAWA.-
EBESU et al., 2001d]
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Die bakterielle Produktion von TTX wurde zum erstslal von Yasumoto et al.
berichtet, welche TTX in einer Kulturbriihe vBseudomonas sp. mit 3% NaCl und 1%
Polypepton durch HPLC und GC-MS nachwiesen [YASUNDE al., 1986].

Im April 2000 berichten verdffentlichte Daten vored. et al., das¥ibrio Stamme,
welche aus den Eingeweiden des Kugelfisches isoligrden, TTX und seine Derivate
produzieren. Die Methoden der Ermittlung waren DEgiichtchromatographie,
Elektrophorese, HPLC und GC-MS, zusammen mit Masssay fur die Toxizitat.
Noguchi et al. [1982/1986] haben mit HPLC und GC-bt&#nfalls TTX inVibrio sp.
Zellen festgestellt, welche aus der KrabBe&ergatis floridus und dem Seestern
Astropecten polyacanthus isoliert wurden [LEE et al., 2000].

Durch weiteres Suchen nach dem wahren Ursprun§ stian auf eine vorhandene
Studie, welche allerdings einen endogenen Urspvongl TX zeigte.

Matsumura entnahm vorfrugu niphobles ovulierte Eizellen, welche er kinstlich
befruchtete und kultivierte. Das Ergebnis war, ddsTTX-Level mit der Entwicklung
im Embryo anstieg, d.h. TTX wird wahrend der Entiung im Embryo produziert.
Diese Studie zeigte, dass der Kugelfisch die Faiidiesitzt TTX zu produzieren und
dass im gezichteten Kugelfisch ebenfalls das Toachweisbar ist [MATSUMURA,
1998a].

Das Ziel einer weiteren Studie von Matsumura wanashzuprifen, ob Bakterien die
Fahigkeit haben TTX zu produzieren, da die HPLC G@MS Analyse hohe TTX
Peaks bei Polypepton und Hefeextrakt als Mediummnahteerfassen, aber diese
chromatographische Analyse ist mangelhaft fur TTX.

Zur Uberpriifung wurden Bakterien vom Darmgehalt Bagu niphobles isoliert und
identifiziert. Die Resultate waren: TTX beider StamvonVibrio alginolyticus (Stamm
33 und 87) wurden mit HPLC und GC-MS erfasst, ditegs waren diese Proben beim
Mausbioassay unerwartet negativ [MATSUMURA, 1995BJemnach sollten die
Ergebnisse von Lee et al. falsch-positiv sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass dieibldxtBroduktion von TTX noch
immer eine gultige Behauptung ist und die exogemedktion sollte als eine Theorie
betrachtet werden, die auf dieser Produktion voX Basiert.

In einer Studie wurde festgestellt, dass nur ear Wabio sp. Stamme TTX produzieren



34

und das die Isolation und Charakterisierung vont@&anstammen mdoglicherweise ein
wichtiger Punkt ist. Es ist daher davon auszugeldass Matsumuras Stamme keine
TTX produzierenden Stamme waren, obwohVdario sp. kultivierte [YASUMOTO et
al., 1986].

Es ist noch ein langer Weg zurlckzulegen, um eissdéres Verstandnis fur den
Mechanismus der bakteriellen Herstellung, der Gewng und im Hinblick auf eine
bessere Ausbeute von TTX zu erreichen [YAN et @03).

2.2.3.2 Fugudelikatesse

Der in Japan beliebte Kugelfisch ,Fugu® (auf jarsahi {FJK) zahlt zu einer der

teuersten Delikatessen weltweit, da er zu einefiesehten leichten Vergiftung fihrt
[MEBS, 2000; Roth, 2007]. Durch das prickelnde, nmende, anschlielend taube
Gefuhl im Mundbereich erlangt der Gast einen Nekiteal, den er besonders schatzt.
Dieses sehr teure Gourmeterlebnis kann durch diedrer bei der Zubereitung das
letzte gewesen sein [MEBS, 2000].

In groReren Stadten, in denen der Kugelfisch alsehemittel auf dem Markt verkauft
wird, gibt es genaue Vorlagen fir den Verkauf, eiiegehalten werden mussen, diese
werden auch streng Uberwacht. Beim Kauf einesggiftiFisches werden die toxischen
inneren Organe noch auf dem Maekttnommen und der Konsument bekommt nur die
geniel3baren nicht toxischen, ordentlich mit Waggseeinigten Fleischstiicke [TSUDA,
1966]. In Restaurants darf nur ein speziell tratereKoch, der von der Regierung
geprift wurde, den Kugelfisch zerlegen und seirféggn Teile, also Innereien und
Haut, entfernen, danach kann das Muskelfleisch usgelost werden. Dieses rohe
Fleisch wird dann in hauchdinne Scheiben geschniited roh oder gekocht zum
Verzehr angerichtet [MEBS, 2000]. Auch wenn das &fischfleisch von Experten
zubereitet wird, ist das Risiko von schweren Veuogifien nicht beseitigt, es wird
lediglich so gering wie moglich gehalten [DESHPANDZBO02].

Die qualitativ hochwertigsten und teuersten Fiskhben eine Gr63e von ca. 25 — 30
cm, man findet sie am haufigsten in den Monaten @itober bis Februar. Andere

qualitativ nicht so hochwertige ginstigere Fischerden auch als rohes Fleisch
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(Sashimi) verzehrt, fur Mitbringsel getrocknet oaer Wurst weiter verwertetn den
Sommermonaten, in denen die Fische gunstiger siadlen aus ihrer ledrigen Haut die
typischen asiatischen Lampenschirme hergestell[J4&, 1966].

Durch die strengen Kontrollen auf den Fischmarkstrdie Anzahl der Vergiftungen
zwar immer mehr gesunken, doch dadurch, dass marKdgelfisch nicht nur dort
erwerben sondern ihn auch direkt an der Kuste disdtann, kommt es leider immer
wieder zu Vergiftungsféallen [TSUDA, 1966].

Fur die Zubereitung dieser kulinarischen Delikagesserden hauptsachlich die
geschmackvollsten Kugelfischarten wiigu rubripes rubripes, Fugu vermicularis
vermicularis, Fugu vermicularis porphyreus undFugu paradalis verwendet, die leider
auch zu den giftigen zahlen, ein Sonderfall istagiftige Lagocephalus lunaris . Ein
ausgezeichneter Kugelfisch ist dargu rubripes rubripes, auch Torafugu genannt. Die
japanische Ubersetzung fur ,Tora" ist Tiger, sof¥eér wegen seiner tigerartigen
Hautmusterung. Die Produktion des traditionellendi~kimo" ist eine Spezialitat in
den jeweiligen Puffer-Restaurants. Obwohl die Lefiee besondere Kostlichkeit des
Kugelfisches darstellt, ist sie, wie in der Tabzu sehen ist, nach den Ovarien das
giftigste Organ des gesamten Fisches und fihrt wahd Leichtsinn haufig zu
Vergiftungen [TSUDA, 1966].

Tab. 6: Organtoxizitat (im Winter) der schmackhaften Kifigehe [TSUDA, 1966]

Kugelfischarten Ovarien | Leber | Haut | Darm | Fleisch | Blut | Testikel
Fugu rubripes ++ ++ ++ + - - -
rubripes

Fugu vermicularis | +++ +++ ++ ++ + - -
vermicularis

Fugu vermicularis | +++ +++ ++ ++ - - -
porphyreus

Fugu paradalis +++ +++ ++ ++ - - +
Lagocephalus lunaris- - - - - - -
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+++ = 10 g und < Organextrak} stark giftig
++ = 10 g Organextrak® etwas giftig

+ =10 — 100 g Organextrak etwas giftig

- =100 — 1000 g Organextrakk nicht giftig

Die Leber wird vom Korper des wild lebenden Kugsdfies abgetrennt und durch
wiederholtes Pressen mit beiden Handen durch Adscjuen vom TTX befreit. Danach
wird die Leber mit viel rinnendem Wasser Uber Nagétvaschen und in verdunnter
Kochsalzlosung gekocht. Das Resultat ist ein Geracis Kugelfischleber, serviert mit
speziellem Essig. Allerdings bleibt generell eimigeTTX in der vorbereiteten Leber,
dies ist aber kein Problem und fihrt zu keiner losinattelvergiftung. Jede TTX-
Beseitigungsmethode ist abhangig vom jeweiligen éffischladen, diese Methode ist
geheim und wird niemals verraten [HWANG und NUGOCR007].

In Japan wird der Kugelfisch in erster Linie zwisnHOktober und Marz gegessen.

Der Grund dafur ist, dass sich durch die Verandggonder Jahreszeit auch die
Giftigkeit im Fisch verandert, d.h. der Toxingehadt von der vorherrschenden
Jahreszeit abhéngig. Wie man in der nachstehenddn T erkennen kann, sind
Kugelfische im Winter, in den kalteren Monaten, giftigsten und im Sommer am
wenigsten giftig. Die Tabelle gibt genau die Anzaldr Fische an, welche in den
Ovarien oder in der Leber, in bestimmten Monatexinbis stark giftig waren. Daraus
ergab sich, dass im November von insgesamt zelerauthten Fischen keiner in den
Ovarien oder in der Leber Toxine enthielten, wobgen im Janner acht von insgesamt
15 Ovarien in den untersuchten Fischen stark giftigen und drei von insgesamt 15
eine giftige Leber hatten. Wird es im Mai dann veedarmer, nimmt die Giftigkeit der
Fische auch wieder ab [TSUDA, 1966].
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Tab. 7: Toxizitat der Ovarien und der Leber in bestimnitéomaten [TSUDA, 1966]

Monat Organe nicht giftig | etwas qiftig | stark giftig | stark giftig/
Summe
November | Ovarium 9 1 0 0/10
Leber 9 0 0 0/10
Dezember | Ovarium 3 5 3 3/11
Leber 8 3 0 0/11
Janner Ovarium 1 6 8 8/15
Leber 7 5 3 3/15
Februar Ovarium 1 8 3 3/12
Leber 5 6 1 1/12
Marz Ovarium 5 6 3 3/14
Leber 7 5 1 1/13
April Ovarium 1 5 5 5/11
Leber 5 5 1 1/11
Juni Ovarium 4 2 1 1/7
Leber 7 3 0 0/10

Nachdem sie im Mai abgelaicht haben, beginnt des¢H seinen guten Geschmack zu
verlieren, was eine Wertminderung zur Folge hatsvizmyen ist dieses besonders
schmackhafte Fleisch eher in den kalten Jahreszetiae Delikatesse, in den
Sommermonaten wird der Fisch selten verzehrt [TSUD%6].

Um Vergiftungen durch die Einnahme giftiger Teila zerhindern und die groR3e
Nachfrage des Konsumenten zu erfillen, ist in éetZeit die Ernte von wildem
Kugelfisch ricklaufig und die kultivierte Aufzuchion Kugelfisch floriert in vielen
Gegenden Japans. Es bleibt nur zu hoffen, dase d#iagelfischaufzuchten in den
Netzen wirklich ungiftig sind, damit in naher ZuKunlen Feinschmeckern ungiftige
Leber ohne Risiken serviert werden kann [HWANG MGOCHI, 2007a).
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3 Paralytisch wirkende marine Toxine

Paralytische Meerestiervergiftungen sind seit dem Jahrhundert in Europa und
Amerika bekannt [LACHMANN und GREMBLEWSKI-STRATE995].

PSP wurde 1793 das erste Mal gemeldet, nachdenmMiiglieder der Besatzung von
.,Captain George Vancouver's ship® nach dem Verzebn toxinkontaminierten
Muscheln krank wurden und einer davon starb [JOHN$®d SCHANTZ, 2002].

Das bekannteste PSP-Toxin ist Saxitoxin (STX), tedc erstmals aus der
~Buttermuschel” Saxidomonus giganteus) Alaskas isoliert wurde. Insgesamt gibt es
neben Saxitoxin 21 verschiedene PSP-Toxine, unteleram noch Gonyautoxin
[DOUGLAS et al., 2001].

Zudem wird durch die ahnliche Wirkungsweise und d&chanismus Tetrodotoxin
auch zu den paralytisch wirkenden Toxinen gezébhs hochgiftige Toxin des
Kugelfisches ist schon seit Jahrhunderten bekandtas wurde bereits in den alten
chinesischen Medizinbtichern Uber die Auswirkunghndem Verzehr geschrieben,
woraus sich unter anderem auch ableiten lasst,diaser Fisch bereits im alten China
eine Delikatesse war. Durch Funde wie Skelettrigcid® des Kugelfisches in
Grabstatten wurde darauf geschlossen, dass den Gisgefahr seit der Yamato-Zeit
(300 - 710 n. Chr.) in Japan verzehrt wird. Trokzsdr sehr frihen Erkenntnisse fand
man in der japanischen Literatur erst in der Edi-A€603 bis 1868) Erklarungen tber
Vergiftungen nach dem Verzehr eines KugelfischeSUDA, 1966; HWANG und
NUGOCHI, 2007]. Erst im Jahr 1884 wurde der erstatikdl Uber die
pharmakologische Analyse der Giftzusammensetzusgkdmgelfisches publiziert. Im
Jahr 1950 wurde das Toxin zum ersten Mal kristadigliert und die Struktur von TTX
konnte dann restlos aufgeklart werden. Trotz dén trbeginnenden Geschichte dieses
Toxins wurde seine Wirkungsweise erst spater ektd@SUDA, 1966].

In diesem Kapitel wird neben STX und GTX auch TTXRSP-Toxin beschrieben.
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3.1 Chemische Eigenschaften und Synthese

3.1.1 PSP-Toxine

Saxitoxin ist ein neurotoxisches, niedermolekulargtickstoffhaltiges Alkaloid mit
Tetrahydropurin (Summenformel: 1§H:/N70, 2HCL) als Grundmolekil und einem
Molekulargewicht von 299,3 g/mol. Aus ihm entstelsurch die Kombination mit
Radikalen weitere PSP-Toxine und zwar Gonyautorith Derivate [DOUGLAS et al.,
2001].

Abb. 9: Saxitoxin [DESHPANDE, 2002; UNIVERSITY of MARYLAR]

Wie schon oben erwahnt ist das grundlegende Molehil Tetrahydropurin mit
Substituenten an verschiedenen Positionen. Dasal¥kil hat mehrere interessante
Strukturelemente. Die erste ist das Perhydropukiele®t mit einem zusatzlichen flnf-
gliedrigen Ring an der Position 3, 4. Es hat eirtiodhydrat an der Position 12, das
durch zwei benachbarte elektronenziehende Guanmdi@ruppen stabilisiert wird
[DESHPANDE, 2002]Die Dihydroxy- oder hydratisierte Keton-Fraktionf aem finf-
gliedrigen Ring ist von wesentlicher Bedeutungdéine giftige Aktivitat. Katalytische
Reduktion von dieser Gruppe mit Wasserstoff zu reiionohydroxy-Gruppe
unterbindet die Aktivitdt. Die Entfernung der Carigyl-Seitenkette auf dem sechs-
gliedrigen Ring hinterlasst eine Hydroxyl-Grupped@sem Platz, welche ein Molekl
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mit etwa 60 Prozent der urspringlichen toxischentivitkt produziert. Die
Anwesenheit dieser wirksamen Hydroxyl-Gruppe bildeithen Tréager fur die
Vorbereitung der verschiedenen Derivate von STX.

Die PSP-Toxine sind hitzestabil bei saurem pH-Warit Ausnahme der N-Sulfo-
carbamoyl-Komponenten), aber instabil und leichtidext unter alkalischen
Bedingungen [MONS et al., 1998]. STX kann in vendli@én Salzsaureldsung fir Jahre
ohne Verlust seiner Aktivitat oder Potenz aufbewaterden [DESHPANDE, 2002].

PSP-Toxine sind zudem polar und wasserloslich uerdien in vier Gruppen eingeteilt:

1.) Carbamoyl Toxine: STX, neoSTX, GTX-1, GTX-2, GTXGTX-4.

2.) Decarbamoyl Toxine: dc-STX, dc-neoSTX, dc-GTX-1,-2 -4.

3.) N-Sulfocarbamoyl Toxine: GTX-5(B1), GTX-6(B2), C-C;2, C-3, C-4.
4.) Neu isolierte Deoxydecabamoyl Toxine: do-STX, doX=d, do-GTX-3
[DOUGLAS et al., 2001]

"0380°  H

C. Gonyautoxin-1 (GTX-1) D. Gonyautoxin-2 (GTX-2)
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F. Gonyautoxin-4 (GTX-4)

G. Gonyautoxin-5 (GTX-5, By toxin) H. Gonyautoxin-6 (GTX-6, B, toxin) I. Gonyautoxin-7 (GTX-7)

03SHN\”/°
(o}
HN N +
>=N|-|2
+
H-N H
OH
\\\\\ H
0,80 H
J. Gonyautoxin-8 (GTX-8) K. Epigonyautoxin-8 (epiGTX-8)

Abb. 10: Struktur von Saxitoxin und Derivate [DESHPANDBQ2]

Neosaxitoxin (NeoSTX)

NeoSTX wurde zum ersten Mal als geringfiigiger Bedtieil aus einer Probe der
Alaska-Buttermuschel isoliert. Spater wurde bewieskass dieses Toxin eine wichtige
Komponente der meisten giftigen Schalentiere, soliroflagellaten, blau-grine
Algen und Krebsen ist. Seine chemische Strukturlidt-hydroxysaxitoxin. Aus der

Reduktion von neoSTX mit Zink-Essigsaure resulteutch eine reduktive Spaltung



42

von der N-Hydroxyl-Gruppe das STX [DESHPANDE, 2002]

Gonyautoxin (GTX)

GTX-1 wurde ahnlich wie neoSTX aus Sandklaffmusch&oliert, welche G.
tamarensis Bluten ausgesetzt waren. Es war nun bekannt, diases Toxin als ein
wichtiger Bestandteil in vielen PSP-Proben und ieruvsachenden Organismen
vorhanden ist. Seine Struktur wurde auf der Grugellder spektroskopischen Daten
und der chemischen Korrelation mit GTX-2, neoSTX @TX aufgebaut. So ergibt die
Reduktion von GTX-1 eine Mischung aus neoSTX unX&T welche weiter zu STX
reduziert werden kdnnen. GTX-1 und sein Stereoisdd1eX-4 sind wahrscheinlich die
Instabilsten unter den PSP-Toxinen.

Die Biotransformation von GTX-1 oder GTX-4 zu STXt imit einer reduktiven
Eliminierung von N-OH verbunden, welche eine reldifiufige biochemische Reaktion
ist und einer Umkehrung des ublichen biochemisdPrerzesses, das heildt einer Sulfat-
Konjugation.

GTX-2 ist ein Sulfat-Ester von STX, wobei GTX-3 da-Epimer von GTX-2 ist.
Diese beiden Verbindungen werden immer gleichzatifgefunden und bilden ein
Gleichgewichtsgemisch von 7:3 in einer Losung reiitnalem oder h6herem pH.
GTX-4 ist das 11-Epimer von GTX-1. Die Verhaltensgedieser zwei Verbindungen
untereinander ist parallel zu dem von GTX-2-und GI.X

GTX-5 ist das Carbamoyl-N-Sulfat von neoSTX undiggntisch mit B Toxin. Es
wurde zum ersten Mal aus japanischen und PSP-Pralielaska isoliert. Es ist das
wichtigste Toxin des tropischen DinoflagellatBn bahamese var. compressa. Diese
meist ungiftige Substanz kann mit schwacher Sayorohysiert werden und so zum
sehr giftigen neoSTX fihren.

GTX-6 ist das Carbamoyl-N-Sulfat von STX und iseéntisch mit dem BToxin. Bei
saurer Hydrolyse wird die N-Sulfat Bindung gespaltbed es entsteht STX. GTX-8 ist
das Cabamoyl-N-sulfonyl-Derivat von GTX-3. Es kankeicht mit kurzer
Saurebehandlung in GTX-3 umgewandelt werden. GTidrde zum ersten Mal in

einer Toxinmischung der Jakobsmuschrgcopecten magellanicus, gefunden und ist
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das Decarbamoyl-neoSTX.

Die Wege der Biotransformation zur Umwandlung vensehiedenen GTX-Derivaten
zu STX in verschiedenen Muscheln werden in Abbuldrsichtlicher dargestellt. (A1)
und (A2) entsprechen Vorlaufern von GTX-1 und GTX=4 ist durchaus mdglich, dass
diese Prozesse zur Biotransformation auch in Dageflaten selbst auftreten, da Spuren
von GTXs und neoSTX aus Dinoflagellaten extrahaartden [DESHPANDE, 2002].

(Al) ————» GTX-1 GTX-4 «— (A2)
[SO41
H20 [or H20 1 H20
Cq — > GTX-2 «——» GTX-3 <T C2 «+—— neoSTX e GTX-6 (B2)
H

[soar
GTX-5 (B1) ——Eio—» STX
H

l

Unknown products

Abb. 11: Biotransformationswege von Gonyautoxinen zu SDE$SHPANDE, 2002]

Synthese von STX

Die erste Totalsynthese von razemischem Saxitoxird&im Jahr 1977 von Kishi et al.
[1977] durchgefihrt. Kishis Synthese beruht aukeeiKondensation eines vinylogen
Carbamats mit Benzyloxyacetaldehyd und Siliziumrdisbpropoxid und produziert so
Thioharnstoff-Ester als Zwischenprodukt, welchesein Thioharnstoff-Carbamid als
Standardmethode umgewandelt wurde. Eine Zyklisgprzur Erstellung des Saxitoxin-
Skeletts wurde mit einer Sdurebehandlung durchgefdie Reaktion schreitet Uber ein
Zwischenprodukt, einem Iminium-lon, fort. Die Trémsnationen der funktionellen
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Gruppen wurden dann durchgefuhrt, um die erste I§otthese von razemischem
Saxitoxin zu vollenden [EDWARDS, 1998].
Die Synthese begann mit einer Umwandlung von Me2hgko-4-phthalimidobutyrat
Uber zwei Schritte in das Laktam:

1. HO(CH2)3-OHp-TSA/CsHsCHg/Rucklauf

2. NH2NH,.H,O/CH;OH/Rucklauf

Das Laktam ergab durch eine PhosphorpentasulfigiB#ibng mit Benzol das
Thiolaktam, welches dann durch weitere zwei Schritt das vinylogen Carbamat
umgewandelt wurde.

1. CH3;COCHBrCQCH3/NaHCQ/CH,Cl /Rucklauf

2. KOH/CH3OH/50 °C [KISHI et al., 1977]

0 o] 1) HO\/\/OH <—\
0
ME\OJ]\I'(\N p-TSA, CgH5CH3 reflux 0O P,S;s

» O T
0 5 2) NH,NH, H,0, CH,;0H, reflux NH benzene

74%
1) CHy,COCHBIrCO,CH; OxyOMe
P s NaHCOj;, CH,Cl,, reflux < 0/
0 > 0
NH 2) KOH, CH30H, 50 °C NH

50% (from amide)

Abb.12: Vorbereitung des vinylogen Carbamats [BAIRD, 2006]

Das vinylogen Carbamat wurde dann mit Benzyloxy@dehyd und Silizium-
Tetraisothiocyanat in Benzol bei Raumtemperatur deosiert, gefolgt von einer
Verarbeitung bei 110 °C in Toluol, mit dem Ziel dEmioharnstoff-Estezu erhalten
Der Thioharnstoff-Ester wurde dann durch vier Sthrin ein Molekull, das eine
Thioharnstoff- und eine Harnstoffgruppe besitztgemandelt:

1. NH;NH2H,O/CH;OH/Raumtemperatur

2. NOCI/CH,C1/-50 °C
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3. 90 °C/GHs
4. NHs/CsHe/Raumtemperatur

Die Zyklisierungsbedingung, die zuvor in diesem dakntwickelt wurde, war nicht
geeignet fur das Thioharnstoff-Harnstoffmolekul, ddieses Molekul sehr
saureunbestandig ist. Diese Schwierigkeit wurdeldulas Ersetzen der Ketal-Gruppe
vom Thioharnstoff-Harnstoffmolektl mit der Thiokketaruppe (saurebestandig)
beseitigt. So wurde das Thioharnstoff-Harnstoffrkdledurch Behandlung mit 1,3-
Propanedithiol in Acetonitrii in Gegenwart von Bdttiorid-Etherat bei
Raumtemperatur in den Thioketal-Thioharnstoff umaesdelt.

Der Thioketal-Thioharnstoff wurde in einer Mischungon Essigsdure und
Trifluoressigsaure auf 50 °C fur 18 h erwarmt, uvem drizyklischen Thioharnstoff und
sein C6 Epimer zu erhalten. In sauberer Trifluagssaire ist das Verhaltnis vom
trizyklischen Thioharnstoff und dem zyklischen Epmi:5 zu Gunsten des Letzteren
[KISHI et al., 1977].

Vinylogen Carbamat

(o] OMe
< \0 y  SiN=C=S),
y (o) —_—
o) + 0
0 rtto 110 °C
NH

75%

=z
I
N
(7]
<:I
7]
I
\fo
=z
I
N

1) NH,NH, H,0, CH;0H

(o]
2) NOCI, CH,Cl,, -50 °C _ ol-IN &~~0Bn CH;CN, BF; OEt, (—\s N S~0Bn
3) 90 °C, C4Hs -0 7\ > S 7Y
4) NH3, CgHg tQH 63% N NH
S
O

75%
Mechanism?

NH OBn 1) Et;O*BF,” NaHCO;
CH3CO,H, CF3CO,H (9:1

)-; CS HN CH,Clz, 1t - Cs H
50°C,18 h S s

2) EtCO,NH,, 135 °C

NH
50% \Lr 33%

Diguanidin

Abb. 13: Vorbereitung des Diguanidin-Sticks [BAIRD, 2006]



46

Danach wurde der trizyklische Thioharnstoff in zw&echritten in das Diguanidin
umgewandelt:

1. EtzO0'BF4/NaHCQJ/CH,Cl,/ Raumtemperatur

2. EtCONH4/135 °C

Das Hydrochlorid-Salz von Diguanidin wurde mit Bathlorid in Methylenchlorid bei
0°C behandelt und es entstand Decarbamoylsaxitbixioketal, welches als Hexaacetat
isoliert wurde. NBS-Behandlung des Hexaacetats assem Acetonitril bei 15°C,
gefolgt von einer Methanol-Behandlung bei 100°C,gabr das Molekdl
Decarbamoylsaxitoxin-Dihydrochlorid als amorphestkérper.

Das Decarbamoylsaxitoxin, welches auf diese Wejathstisiert wurde, war identisch
mit dem authentischen Decarbamoylsaxitoxin, das @es natlrlichen Saxitoxin
entsteht. Eine Chlorosulfonylisocyanat-Behandlungn v Decarbamoylsaxitoxin-
Dihydrochlorid in Ameisenséure bei 5°C, gefolgt veimer Verarbeitung mit heilRem
Wasser, ergab das d, I-Saxitoxin-Sulfat. Die syithke Substanz wurde isoliert mit
schwach sauren lonenaustauschharzen und Sauleratbgyaphie und ergab eine
Ausbeute von 50%. Das synthetische Saxitoxin war mentisch mit natirlichem
Saxitoxin im Vergleich des NMR-Spektrums, der Kigeé TLC und in der Toxizitat
[KISHI et al., 1977].

Diguanidin
+
H,N w
NH OBn 2 > NH OH 1) Ac,0, pyr, rt
CS HN | BCly s HN 1~ 2)NBS, CHiCNaq, 15°C
—_— o L
s << —
N_ _NH CH,Cl,, 0 °C s 3) CH;0H, 100 °C
\"/ N NH
fiH2 . 30%
+ 75% NH,

+
H,N
>——NH CI)H

Ho, HN CISO;N=C=0, HCO,H Ho H .J
HO™ ™ HO '
N\"/NH then H,0 NH
NH
NH, 50% fH2

Abb. 14: Abschluss der Synthese nach Kishi et al. [BAIRG)&
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Die zweite Synthese wurde von Jacobi und seinenarbBitern im Jahr 1984
durchgeflihrt. Der wichtigste Schritt der Synthesa $axitoxin nach Jacobi beruht auf
der Bildung eines Benzylhydrazid-Zwischenproduktesiches durch Methylglyoxylat-
Hemimethylacetal und einer Lewis-Saure, zum hoalkireen Azomethin-Imin
umgebaut wurde, das spéater eine intramolekularalip@are Zykloadditionsreaktion
durchlief und zu einem héheren tetrazyklischem Zhenprodukt fuhrte [EDWARDS,
1998].

Das Schlussel-Zwischenprodukt fur diese SyntheseS/bX ist das Hydrazid-Derivat,
welches auf geeignete Weise von dem 2-Imidazolinf@fiedriger Ring mit zwei nicht
benachbarten Stickstoffatomen) abgeleitet wurdees& Molekil wurde bei der
Behandlung mit Methyl-Glyoxylat-Hemiacetal in Anvesheit von BEELO
reibungslos in das Azomethin-Imin umgewandelt, Wwetceiner kinetisch kontrollierten
1,3-dipolaren Zykloaddition unterzogen wurde, um s d@yrazolidin-Derivat
(funfgliedriger Ring mit zwei benachbarten Sticki&tomen) zu erhalten [JACOBI et
al., 1984].

Imidazolin

H
N

N o= | o
CICOGH,CO,Et, SnCl, N HS(CHy);SH, B E,O
O=< | > (o]
S

N CH3NO, o & 4
60% 74%
EtO EtO

N

_KOH.HO °=< /) TFAA, CoHq )&s PhCH,NHNH,, THF
X0 i

80% 92% o) S 4%
H OH
o (N i HNPh Me | OMe
N NH I o=<
H
sS 0 -
</ BF; OEt,
Hydrazid-Derivat Azomethin-Imin

Abb. 15: Vorbereitung des Vorlaufers der Zykloaddition [BAMR2006]
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Pyrazolodin-Derivat

CO,;Me
H
N
( N
o N l - /N Ph 1) NaOMe, MeOH
N —_— -
H 2) NaBH4, MeOH
s =g ° 65-75%
v 72%

(7) (8)

Abb. 16: Vorbereitung des Pyrazolidins [BAIRD, 2006]

Das Pyrazolidin-Derivat wurde als nachstes quantiteum a-Ester (NaOMe/MeOH)
epimerisiert, welcher ohne Isolation zumAlkohol (7) (NaBH/MeOH) abgebaut
wurde, mit allenasymmetrischen Zentren von Saxitoxin in der ridgigelativen
Konfiguration. Durch eine weitere Reaktion mit N&¥\entstand das Laktam-Derivat
(8), weitere Reduktionen waren nicht moéglich. Aesndr-Alkohol (7) entstand durch
seine leichte Umwandlung mit BiMe,S das Molekul (9) [JACOBI et al., 1984].

Das Molekil 9 wurde dann mit Pd/HOAC/H@® und selektiver Acylierung in eine
Reihe von verschiedenen aktiven Molekilen (10) umagelelt, welche weiter durch
Na/NH; zum Molekul (11) umgewandelt werden. Durch die (Re¢idn von OPh
entstand (12), das mit A0/Pyr und EO'BF4/KHCO; zu bis-Pseudourea (13) fiihrte.
Dieses letzte Molekill ergab bei einer kurzen ThéyseEtCQNH," (130 °C, 30 Min.)
dann das bekannte bis-Guanidin (14) (Descarbamaidsén), deren Hexaacetat-
Derivat in jeder Hinsicht identisch war mit einartl@entischen Probe [JACOBI et al.,
1984].



BH; DMS 1) Pd, HCO,H
2) Cl\n/OPh
98% S
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75%
(11) L=OPh
H ‘___,..--OAC
1) Ac;0, Pyr N N
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2) Et;O*BF 4- N )\SEt
KHCO; s H
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EtCO,NH,*
—— H-N
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HoN n
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%NH OH }—NH OJ\NHZ
- CISO,N=C=0, HCO,H Ho. HN ‘“\l
™ How '
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Abb. 17:Abschluss der Synthese nach Jacobi et al. [BAIRIDS]



50

Schlussendlich tberschnitt sich hier der Synthegevam Jacobi et al. mit dem von
Kishi et al., indem es zu der gleichen NBS-Behanglldes Hexaacetats in nassem
Acetonitril bei 15 °C kam, gefolgt von einer MetlduBehandlung bei 100 °C, was
zum Decarbamoylsaxitoxin-Dihydrochlorid flihrte. Einweitere Behandlung mit
Chlorosulfonylisocyanat in Ameisensaure bei 5°Gplge von einer Verarbeitung mit
heiliem Wasser, ergab dann d,l-Saxitoxin [JACORI.etL984]

Erst kdrzlich kam es im Jahr 2006 durch Du Bois 8ynthese von natlrlichem (+)-
STX [EDWARDS, 1998].

Eine erste Prufung von STX zeigte, dass die befgénund C12-Zentren sich auf der
Ebene des Keton-Oxidation-Levels (Abb. 18) befindgai physiologischem pH-Wert
ist das Gleichgewicht zwischen dem C12-Keton unidesehydratisierten Form im
Hinblick auf den Letzteren stark beginstigt. Didragynthetische Trennung der
benachbarten spiro-aminal (aus einem Amin und Aaattstehend = zwei an einem
Kohlenstoff-Atom gebundenen Aminogruppen [NEUMULLERO003) Verbindung
verlangt eine Cyclodehydrationsreaktion, bei dedé&uanidine auf ein Keton am C4
kondensiert werden. Damit dieser Plan mdglich werkiennte, sollte eine der beiden
Guanidine innerhalb eines neun-gliedrigen Ringegjebunden werden (1). Obwohl
fast kein Beispiel fur diesen Einbau eines mittlef@uanidin-Ringes vorhanden war,
wurde erwartet, dass Pseudothiourea (2) mit einenkiivzten Amin auf C6 kondensiert
werden kénnte, mdglicherweise Uber ein reaktivad@iimid R - N=C =N - R))
[FLEMING und DU BOIS, 2006]
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Abb. 18: Die Oxathiazinan-Strategie [FLEMING und DU BOI®0B]

Das besondere N, O-Acetal (3), dass fur die STXt#®se gebraucht wurde, wurde
leicht durch (R)-Glyzerin-Acetonid hergestellt. Eindurch eine Lewis-Saure

beginstigte Addition von einem Zink-Acetylid zu (@)moglichte so die Herstellung

von Oxathiazinan-Dioxid (4) (R GIDTs) als ein einziges Diastereomer. Der Vorteil
dieses Heterozyklus war, dass er einerseits alskistasmgsgruppe der alkalischen
Amine und andererseits als ruhendes Elektrophiitdjevelches fur die Ring-Offnung

zu einem geeigneten Zeitpunkt aktiviert wurde. Detsygrechend ermdglicht die N,O-

Acetal-Strategie eine allgemeine Herangehensweisesubstituierte Amin-Derivate zu

vervielfachen, die tber ihre Nutzlichkeit fir deaBvon STX hinausschritten.

Die Vorbereitung des gewiinschten neun-gliedrigamgRsuanidins (1) erfolgte durch

Oxathiazinan (4) Uber eine Reihe von einfachen &ong&gruppen-Transformationen

(Abb. 19). Ein erwdhnenswerter Schritt in dieserfoddee war auch der Einbau von

Pseudothiourea (6) unter Verwendung von MeS-(CINKIbs, ein Reagenz, das

speziell fur diese Schritte hergestellt wurde. AdBen installierte eine sequentielle
Reaktion von Oxathiazinan (6) mit C=NMbs und (MgSi),NH den ersten von zwei

Guanidinen, wahrend es als Aktivierung des hetal@ohen Ringes fur die spatere

hydrolytische Offnung fungierte. Gemeinsam umfasgeUmwandlung von (4) bis (8)
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11 Schritte und bot ein azyklisches Zwischenproduwiktlches alle erforderlichen
Komponenten fur den Einbau der trizyklischen Grandgur von STX trug
[FLEMING und DU BOIS, 2006].

0,0 0,0
S0 pMEN">0
a-C d-h
7 OH | OH
) MbsN
L N; Mes™ N
4 5 6 7 8 l
M 0 M+ )Ok NMbs NMbs NMbs
~ NH ~ NH, : HN
- NH? , i NH(ll ; HQHOHN NHzJ(i ?0 NH 0] HN"NH |
: S Ssoleny |0 o
HO'/ -« HOY - 0" NH, - 0 Q" "NH, - 7/
N\ﬂ,NH N\ﬂ,NH NYNH HO NH /EH
+NH, +NH, NMbs N NMbs N NMbs
(+)-saxitoxin p-saxitoxinol 11 i 9:R=0H
L 10'R= C(O)NH,

« Conditions: (a) Ha, Pd/CaCOy/Pb, THF; (b) NaNs, "BusNI, DMF, 90% (2 steps); () p-MeOCsH,CH,Cl, “BusNI, KoCOs, CHiCN, 85%; (d) MesP,
THF/H,0; (¢) MeS(C)C=NMbs, Pr;NEt, CH;CN, 72% (2 steps); (f) T£0, CsHsN, DMAP, CHyCl; (g) NaN;, DMF, —15 °C, 70% (2 steps); (h)
(NH)2Ce(NOs)s, BuOH/CHyCls, 74%; (i) KOBu, CL.C=NMbs; then (MesSi);NH, 70% (+20% of 6); (j) ag. CHiCN, 70 °C, 95%; (k) MesP, THF/H,0;
(1) AgNOs, EsN, CH1CN, 65% (2 steps): (m) CLCC(O)NCO, THF/CH;CN, —78 °C; then K5COs, MeOH, 82%: (n) 10 mol % of OsCl;, Oxone, Na;COs,
FIOAC/CHiCN/H:0, 57%; (0) B(02CCF3)s, CF3CO,H, 82%; (p) DCC, CsHsNHO,CCF3, DMSO, 70%. Mbs = p-MeOCeH,S0;.

Abb. 19: Weiterer Syntheseweg [FLEMING und DU BOIS, 2006]

Nach einer Reduktion des Azids (8) mit #Refolgte eine sofortige Aufnahme von
dieser Verbindung zu AgN{ELN. Die letztgenannten Bedingungen sind vermutlich
Ausloser eines reaktiven N-Sulfonylcarbodiimids|ahes wiederum durch das Pendant
C6-Amin abgefangen wurde. Im heterozyklischen PkbdQ) war der stark polare
Charakter der beiden Guanidinteile schon maskiertiddie Mbs-Schutzgruppe. Die
Funktionalisierung des C13-Alkohols in (9) war dakecht durchgefiihrt (GCC (O)
NCO) und es entstand die Verbindung (10). Die Vedumg von katalytischem OsCI
(10 mol %), Oxone und N@O; fuhrte zu einer Ausbeute von 57% des gewiinschten
Produkts (11) als einziges Stereoisomer.

Um den STX-Kern von (11) in eine effiziente Art uNdeise zu bringen, wurden
Bedingungen gesucht, um eine gleichzeitige Zykiisig des funf-gliedrigen Ring
Guanidins und der Entferung der Mbs-Schutzgruppehrdufihren. Dies war der Fall,
als (11) mit B(QCCFRs)3 behandelt wurde und so das bekannte Profitgaxitoxinol
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erzeugte. Schlussendlich ermdglichte eine Aufnakiorep-Saxitoxinol zu oxidativen
Bedingungen das gewtinschte Guanidinium-Gift [FLEKINnd DU BOIS, 2006].

3.1.2 Tetrodotoxin

TTX ist durch seine einzigartige Struktur und sespezifische Aktivitat, Natrium-
Kanale zu blockieren, eines der bekanntesten nraiingine [YASUMOTO, 1986].

Es ist ein extrem giftiges, hoch letales, neurcdcixes, niedermolkulares, nicht-Protein
Alkaloid und zwar ein Polyhydroxy-perhydro-2-imitinozolinderivat
(Summenformel:  GH;7/N3Og) mit  Hemilactalstruktur  [TEUSCHER  und
LINDEQUIST, 1998; LEWIS* DICTIONARY OF TOXICOLOGY1998].

TTX hat in einer Reihe von strukturell verwandtearbindungen die starkste toxische
Wirkung, es ist viel giftiger als die anderen Fonm¥iele andere Verbindungen der
TTX-Familie wurden als kleinere Komponenten in demschiedenen Kugelfischarten
festgestellt. Zu diesen kleineren Komponenten réhieter anderem4-epiTTX, 6-
epiTTX, 11-deoxyTTX, 11RorTTX-6(R)-ol, 4,9-anhydroTTX. Von Tetrodonsaure
wurde ebenfalls berichtet [ DESHPANDE, 2002].

[UNIVERSITY of MARYLAND]
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(B) Anhydrotetrodotoxin

Tetrodotoxin (TTX) R> Rs R4

TTX (A)

TTX OH OH CHOH
4-epiTTX OH H OH CHOH
6-epiTTX OH CHOH OH
11-deoxyTTX OH OH CH
11norTTX-6(R)-ol OH H OH
11-deoxy-4epi TTX OH H OH Chs
11-0xoTTX OH OH CH(OR
AnhydroTTX (B)

4,9-anhydroTTX OH CHOH
4,9-anhydro-6epi TTX CH20H OH
4,9-anhydro-11-deoxyTTX OH CHs

Abb. 20: Struktur von Tetrodotoxin [DESHPANDE, 2002]
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Die sechs OH-Gruppen, welche auf starke Hydropligsen, und die stark basische
Guanidogruppe sind wichtig fur die spezielle Wirgudes Toxins.

TTX hat ein Molekulargewicht von 319,26798 g/mdat in Wasser und organischen
Lésungsmitteln nicht I6slich, in saurem Wasser hethanol leicht I6slich und hat

keinen Schmelzpunkt [DESHPANDE, 2002; TSUDA, 1966].

Wenn TTX in saurem Losungsmittel gelost wird, egtistein Gleichgewicht zwischen

Hemilaktal- und Lakton-Form [ROTH, 2007].

Hemilactal form 10,7-Lactone form. . -

Abb. 21: Tautomere von TTX [HWANG und NOGUCHI, 2007]

Weiters ist dieses Toxin ab einem pH-Wert von siebed unter einem pH-Wert von
drei instabil. In einer sauren Losung mit einem \Mdft von 4 - 5 kann man TTX

relativ gut gekihlt lagern, doch ist diese Losutagkssauer oder basisch zerféallt TTX
sehr schnel[TSUDA, 1966]. Das Toxin wird beim Erhitzen auf 2G6unter 12,3¢

[= 0,8620 bar (1 bar = 148)] fur 75 Minuten inaktiviert. Die einwertige Saurath

einen pKa von 8,5 und die terminale Aminogruppagindazu ein Zwitterion mit einer
Hydroxylgruppe zu formen [DESHPANDE, 2002].

Viele japanische Wissenschaftler haben lange Zeie dahemischen und

pharmakologischen Charakterisierungen von TTX stidDr. Tahara gelang im Jahr
1909 eine teilweise Reinigung des Kugelfisch-Toxumsd er nannte es TTX nach
seinem wissenschaftlichen Namen [HWANG und NOGUQ@aD7].

Die absolute Struktur des TTX wurde durch drei @empvon Wissenschaftlern im Jahr
1964 aufgeklart: Obwohl die strukturelle Bestimmungnachst schwierig erschien,

gelang es den drei Gruppen Hirata-Goto et al., d®idal. und Woodward jeweils den
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gleichen Aufbau unabhangig voneinander zu entdecked einige interessante
Eigenschaften dieses Molekils aufzudecKestrodotoxin enthalt ein Dioxa-adamantan
Ringsystem, welches durch mehrere Hydroxylgruppatktfonalisiert ist, eine ortho-
Ester Gruppe und eine zyklische Guanidin-Substdsz Tail einer hemiaminalen
Verknupfung. Mehrere Jahre nach der ersten Isolatiarde die absolute Konfiguration
durch die Rontgen-Kristallographie eines Derivatsieutig ermittelt [HUANG, 2004].

Synthese von TTX

Die erste Totalsynthese von Tetrodotoxin wurde &nrJ972 von Kishi et al. in einer
racemischen Form durchgefiihrt. Seitdem wurden meliderichte Uber die Fortschritte
in Richtung der Synthese dieses nattrlichen Presuétbkumentiert und im Jahr 2003
kam es durch individuelle Anstrengungen von Isobd DuBois zum Hohepunkt. Sie
entwickelten die asymmetrische Synthese von TTX.

Die Synthese von Tetrodotoxin wurde zu einer weistein Herausforderung fur Bio-
Chemiker. In einer retrosynthetischen Analyse eetieé Beseitigung des Guanidin und
des ortho-Ester-Teils einen dicht funktionalisierteCyclohexan-Ring, dessen
Kohlenstoffe alle ersetzt sind und sieben benadélstereogene Zentren (2) aufweisen.
Interessanterweise ist der Ersatz zu diesem Ringtraaf diep-Seite begrenzt, mit
Ausnahme der quartaren Zentren auf C6 und C8agiden Sauerstoff und Stickstoff
auf dero-Seite enthalten. Dieser substituierte CyclohexangRst ein gemeinsamer
Weg vor dem Einbau des Guanidin Teils und der Bitddes ortho-Esters [HUANG,
2004].
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Me

3: racemic, 3 steps
Key step: Diels-Alder

4: asymmetric, 10 steps
Key steps; inframolecular
aldol condensation,
stereospecific Rh-carbene
C-H insertion

5: asymmetric, 34 steps
Key steps: Claisen rearrangement,
regioselective hydroxylation,
intramoclecular aldol condensation

Abb. 22: Verschiedene Synthesewege vom Cyclohexan-Ring haade
[HUANG, 2004].

Wie in der oberen Abbildung zu sehen ist, untersigmesich die Ansatze von Kishi,
Isobe und Du Bois zu Cyclohexan (2) enorm. KishiatBese zielt auf ein cis-Dekalin
(Dekahydronaphthal)jpAddukt ab.

Die  Konformationsdnderung dieses cis-Dekalin  Gesist bestimmt die
Diastereoselektivitdt der nachfolgenden Transfoionan. Isobe und Du Bois folgten
einer anderen Strategie in Richtung einer asymsufien Synthese. Die Isobe-Strategie
besteht aus insgesamt 67 Schritten und konzensihtals Erstes auf die Installation
der C4a, C5 und C7 chiralen Zentren, mit einerespat Umkehrung von C5 in der
Synthese. Du Bois” Strategie besteht aus insge3ar8chritten und konzentriert sich
auf die Einstellung der anderen stereogenen ZentsanAnfang, namlich C6 und C8.

Diese Strategien fuhren zwangslaufig zu sehr geégeihen Synthesen [HUANG,
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2004].

In der razemischen Synthese von Kishi wurde ein Weginem voll funktionalisierten
Cyclohexan-Ring durch eine Diels-Alder-Reaktiormaokelt.

Die Reaktion von Chinonoxim (RC = N — OH) (6) miut&dien fuhrte zum Dekalin-
Addukt (7). Kishis Entscheidung, Chinon 6 in dert{Z] Cycloaddition zu verwenden,
scheint das einzige Beispiel fir die VerwendungeginOxims als Dienophil
(Cycloaddition> ein Kohlenstoffring wird mit zwei konjugierten Dpglbindungen
(Dien) an eine Verbindung mit einer aktivierten [Pep oder Dreifachbindung
(Dienophil) addiert, es entsteht ein sechsgliedrigeng [NEUMULLER, 2003]) in
einer Diels-Alder-Reaktion zu sein. Die Verwendungn Oxim (6), bietet
entscheidende Vorteile. Obwohl der Zusatz von gSn@twendig war, um die
Cycloaddition zu beschleunigen, wurde die Kontrolée Regioselektivitat (bestimmte
Regionen eines Molekiils werden bevorzugt angegrifSEUMULLER, 2003])
wahrend dieser Reaktion von dem Elektronen-defeit&xim vermittelt, unabhangig
von der Anwesenheit der Lewissaure [HUANG, 2004].

Durch eine Reihe von Reduktionen und Epoxidatioaehdera-Seite des Molekiils
erreichte Kishi ein Zwischenmolekil (8), ein Ausgsstoff eines wichtigen
Umlagerungsschrittes in  der  Synthese. Eine  Baeykgaf-Oxidation
(Ketone/Aldehyde werden durch Umsetzung mit Peradmansauren zu
Estern/Carbonsauren umgesetzt [NEUMULLER, 2003th\eton (8) bis zum Lakton
(9), gefolgt von eine Saure katalysierten Neuordntithrte bis zum Molekul (11).
Diese Transformation erfolgt vermutlich mittels @adbenium-lonen Bildung und
gleichzeitiger Offnung des 7-gliedrigen Laktonstramolekulare Angriffe auf das
Epoxid durch Carboxylat und Angriffe auf die Oxdmamium-lonen durch Acetat
ergaben das Molekll (11Die restlichen Schritte schlieen die Manipulatider
funktionellen Gruppe und die Guanidin-Installatiomit ein. Vom vorletzten
Zwischenprodukt (12) ermoéglicht ein Verfahren untémbeziehung von Nalp
Spaltung des Diols und einer Entfernung der Schuppe die letzten beiden
Ringschlielungen. Das ist die gesamte Totalsyntkeserazemischen Tetrodotoxin
nach Kishi et al. [HUANG, 2004].
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(a) SnCl,, CH,CN, rt, 83%:; (b) m-CPBA, CH.Cl,, rt, gquant; (c)
KOAc, AcOH, 90 °C, quant; (d) NalO,, THF, 0 °C;
HOCH,CH,OH, NH,OH, MeOH, H,O; Note: Yields not given
in Schemes 1-5 indicate one was not given for that particular
step, but over a series of steps and were generally high.

Abb. 23: Synthese nach Kishi et al. [HUANG, 2004]

Als Beweis fur die Komplexitdt des konstruierten-Tetrodotoxins wurde eine
asymmetrische Synthese erst 31 Jahre spater dsaolfe lund Du Bois moglich
gemacht. Isobe war der Erste, dem eine vollstan8igethese von (-)-Tetrodotoxin
gelang. In seiner Synthese wurde 2-acetoxy-tri-€nydd-glucal (13) als
Ausgangspunkt aus dem chiralen Pool gewahlt, didéselekll enthielt Sauerstoff,
welcher fiur das nattrliche Produkt notwendig war.

Obwohl kein stereogenes Zentrum im Glucal (13) wie natirlichen Produkt
vorhanden war, hat die bestehende Stereochemid @m€n Einfluss auf die Kontrolle

der Chiralitat bei C4a, wenn auch durch eine laRgéhe von Transformationen. In
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neun Schritten bei verfigbaren Ausgangsmateriallende das erste stereogene
Zentrum Cd4a im Tetrodotoxin durch eine Claisen-Uyatang im Zwischenprodukt
(14) eingesetzt. Nach einer Reihe von Reaktionés, naeist eine Entfernung der
Schutzgruppe, Oxidationen und Schutzmalinahmen hdiglden, synthetisierte Isobe
das Zwischenprodukt (16), welches Gegenstand eliastereoselektiven Epoxidation
war. Die Reaktion vom Zwischenprodukt (16) mit Amigst 15 ergab ein Produkt (17),
dass eine 7:1 Diastereoselektivitdt zu Gunstergdetinschten (S) - Konfiguration am
C5 aufwies. In funf Schritten erreichte Isobe dagis€henprodukt (18), das weiter
durch eine intramolekulare Aldolkondensation ungeeiTrocknung zu Cyclohexenon
(19) umgewandelt wurde. Des Weiteren kommt es mardrunktionalisierung dieses
Cyclohexenon-Rings zu Tetrodotoxin. Eine Reihe Rmduktionen, Schutzreaktionen
und die Entfernungen der Schutzgruppe ergab deohalk(5) [ISOBE et al., 2003;
HUANG, 2004].

OTBDPS OTBDPS
19 5
(a) K,CO,, o-dichlorobenzene (0o-DCB). 150 °C, 94%: (b} m-
CPBA, K.CO,, CH,Cl,; (¢) Amberlyst 15, THFH,OQ, 74% (2
steps): (d) TBAF, THF, H,O

Abb. 24: Synthese nach Isobe | [HUANG, 2004]
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Ein integraler Bestandteil der Synthese von Tettmdno war die stereoselektive
Einfuhrung des Guanidin-Stickstoffs auf C8a. Zusdima Zweck nutzte Isobe eine
intramolekular konjugierte Additionsreaktion. Dielgandlung vorn, p -ungesattigtem
Ester (20) mit zyklischem Carbamat (21) wurde im adechfolgenden Schritten zum
Boc (Butoxycarbonyl [NEUMULLER, 2003])-geschiitztem Ami(22) hydrolysiert
[ISOBE et al., 2003].

OTBDPS
22

(a) r-BuOK, THF. 90%

Abb. 25: Synthese nach Isobe Il [HUANG, 2004]

Die letzten beiden stereogenen Zentren des Cyckoh&ings wurden durch eine C5-
Alkohol gerichtete Epoxidation von Olefin (22) ialitert und spater kam es durch die
Offnung des Epoxids durch Z-Enolate des Aldehyd® ¢2im Produkt (25). Insgesamt
umfasste diese Synthese 70 Schritte, ausgehend vanetoxy-Tri-O-Acetyl-D-Glucal
(13) [ISOBE et al., 2003; HUANG, 2004].



62

DBU, o-DCB

—

130 °C

OBz

Abb. 26: Synthese nach Isobe Il [HUANG, 2004]

Im Gegensatz zur Isobe-Synthese wurde im Du Bosafmder meiste Sauerstoff
schon fruh in die Synthese eingebaut. Vom chir&leal ausgehend wahlte Du Bois D-
Isoascorbinsaure (26) als Ausgangspunkt fur dasekibl welches zwei der
stereogenen Zentren (C6 und C7) und vier der atbitderlichen Sauerstoffe enthielt.
Die Chiralitat auf C7 stellte die Stereokontrollg X/erfligung, die wahrend der Aldol-
Kondensation von (27) und (28) zu (29) im Verh&lt# 10:1 C7, C8 Anti-
Diastereokontrolle erforderlich war [HINMAN und DBOIS, 2003; HUANG, 2004].



(a) NaOAc, THF; (b) 1.5% Rh,(HNCOCPh,),, CCl,; (c)
H,C=CHMgBr, Cul, THF; (d) 10 mol% Rh,(HNCOCF,).,
PhI{OAc),, MgO, C,H,, 65 °C, 77%: (e) O,., CH,Cl,, MeOQH;
Me,S; then aq CF,CO,H, 65%

Abb. 27: Synthese nach DuBois [HUANG, 2004]
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Im sechsten Schritt dieser Synthese wurden sechacte Sauerstoffe von Tetrodotoxin
bereits Ubernommen, was die Notwendigkeit zum DChitglen von Oxidationen in
mehreren aufeinander folgenden Stufen verhind&itee wichtige Umwandlung in der
Du Bois-Synthese war eine stereospezifische RhedariiCc-H Einflgungsreaktion von
(30) die zum Keton (4) fuhrte. Durch eine Reihe \WReduktionen, Oxidationen und
SchutzmalRnahmen erreichte Du Bois das Zwischengro@®1), auf dem er eine
diastereoselektiv  konjugierte  Additionsreaktion miVinyl-Magnesium-Bromid
durchfuhrte, um das Produkt (32) zu erhalten. Es&on Bildung, gefolgt von einigen
funktionellen Gruppenmanipulationen, ergab das #mesprodukt (33). Die
stereospezifische Rh-Nitrene C-H Einflgungsreakton (33) lieferte eine prazise
Methode, um den Stickstoff auf C8a einzubauen urghlke so das gewinschte
Stereoisomer (34).

In einem spéateren Stadium fuhrte der Einbau vonn@razu (35), gefolgt von einer
Entfernung der beiden Kohlenwasserstoffe, die zwam Vinyl-Magnesium-Bromid
eingefuhrt wurden (36). Ein Verfahren, das eineligigrung der Guanidin-Substanz,
eine Hemiaminal-Bildung und eine Entfernung deruogruppe, um den ortho-Ester
zu bilden, mit einschloss, fuhrte zur vollendetgmt8ese von (1). Dieser letzte Schritt
verfolgte des Weiteren die Strategie, die von Kishseiner Synthese von racemischen
Tetrodotoxin angewendet wurde. Du Bois erreichte Thtalsynthese von (-)Tetrodo-
toxin in 32 Schritten und zwar ausgehend von Ddsoebinsdure [HINMAN und DU
BOIS, 2003; HUANG, 2004].

Schlussendlich ist festzustellen, dass die komgliei Struktur von Tetrodotoxin zu

unterschiedlichen Strategien und Konzepten beidhers gefuhrt hatte.
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3.2 Toxizitat

Saxitoxin

Die Toxizitdt der PSP-Toxine wird fast immer als XSToder STX-Equivalente
ausgedruckt. Die Sulfocarbamoyl-Verbindungen siedtlicth weniger toxisch als die
anderen Gruppen der PSP-Toxine, allerdings konditese Verbindungen unter sauren
Bedingungen zu den giftigen Carbamaten umgewandsitlen. Mause reagieren im
Vergleich zu Arten wie Fischen, Amphibien, Reptliend Tieren einer niedrigeren
Ordnung sehr empfindlich auf die PSP-Toxine [MON&lg 1998].

Die unterschiedlichen Lf{3-Werte bei M&ausen fur die verschiedenen Aufnahmen
werden in der Tab. 8 gezeigt. Die oralensi-Werte fur andere Arten als die Maus

werden in Tab. 9 dargestellt.

Tab. 8: Akute Toxizitat von STX bei Mausen [MONS et al99B]

Aufnahme LDsoin pg/kg Korpergewicht
oral 260 - 263

intravenos 2,4-3,4

intraperitoneal 9-11,6

Tab. 9: LD50-Werte von PSP-Toxinen verschiedener Spezi€d JOGLAS et al., 2001]

Spezies LD 5o in pg/kg Korpergewicht
Mensch (oral) 1-10

Mensch 3000-5000 b

Taube 91

Hunde und Hasen 181
Ratten 192




66

Katzen 254
Mause 382
Affen 364-727
Hasen 3-4 a
Taube 91

a intravendse letale Dosis

b letale orale Dosis als Unfallursache

Die Konzentration, ab welcher PSP-Vergiftungen béilenschen auftreten, ist sehr
unterschiedlich. Diese Variation entsteht vor allemigrund individueller Unterschiede
in der Empfindlichkeit und Schwankungen in den Bestungsmethoden.

Ein oraler Verzehr von 30Qg PSP-Toxin pro Person stellte sich in einigen Railks
todlich heraus, wéhrend in anderen das Fehlen vitigegn Symptomen nach einer
oralen Dosis von 32Qug Toxin pro Person festgestellt wurde. In Alaska wia
Aufnahme von PSP-Toxinen fur einem Fischer fataBhrend zwei andere sich
schlie3lich erholten. Der Mageninhalt der Patiergathielt 370ug PSP-Toxin (STX
eq) / 100 g Gewebe [MONS et al.,, 1998]. Andere @ueberichten Uber milde
Vergiftung bei Dosen zwischen 304 und 4128 / Person PSP-Toxine, wahrend
schwere Vergiftungen bei Dosen zwischen 576 un@ @87 Person auftraten.

Im Jahr 1987 wurde nach dem Verzehr einer Venushelmappe Amphichaena
kindermani) ein PSP-Ausbruch mit 187 Fallen und 26 Todesfalberichtet. Die
meisten Todesfélle betrafen junge Kinder (50 %)Mergleich dazu lag die Todesrate
bei Erwachsenen bei 7%. Einige der Kinder, diebstiay nahmen eine geschatzte Dosis
von 140-160 MU / kg Kdrpergewicht ein. Es wurdeidigtiete, dass die minimal letale
Dosis in diesem Vorfall auf etwa 2 STX eq / kg Korpergewicht fur ein Kind mit
einem Gewicht von 25 kg geschéatzt wurde, im Vecdjleu den 86-788g STX eq/ kg
Korpergewicht, die sich fur die vier erwachsenenfd®mls tédlich erwiesen hatten
[MONS et al., 1998].
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Die STX Dosis, ab welcher die ersten Symptome bBdenschen auftreten, beginnt bei
150-1600ug STX. Der Grenzwert beim Verzehr liegt bei 400 M0 (19/100g), jedoch
haben manche européaische Lander diesen Level gud AIDO0g reduziert.

Die letale Dosis fur Menschen liegt bei 1-4 mg [DGILAS et al., 2001].

Die FDA hat ein Limit fur die maximale menschlicli®@leranz von PSP-Toxinen
bekannt gegeben, welches bei 1200 MU/100 g Schatenbder 2500 MU/Mabhlzeit
liegt [DESHPANDE, 2002].

Tetrodotoxin

Der Kugelfisch gilt als sehr giftig, schon wenigds 10 g seines Gewebes sind letal.
Als maRig giftig gilt ein Stoff, wenn 10 bis 100lgfal sind, als schwach giftig, wenn
dies bei 100 bis 1000 zutrifft. In Maus Units sigas 20 000, 2000 und 200 MU oder
mehr.

Die minimale letale Dosis (MLD) in Maus-Units ist40ug/20 g Maus. Auf dieser
Grundlage der MLD fir Méause entwickelte sich die Mifir Menschen, welche 4
ng/kg (circa 280ug fur einen durchschnittlichen Menschen) betrage $BIPANDE,
2002]. LDsg-Werte verschiedener Spezies sieht man in der ahgeh Tab. 10.

Tab. 10: LD50-Werte von TTX verschiedener Spezies [JOHNS@N SCHANTZ,
2002d]

Spezies Lo
Maus 10 ug/kg i.p.
8 ug/kg s.c.

322 ng/kg p.o.

Hase 4 ug/kg

Mensch 1-4 mg/kg
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3.3 Metabolismus, Transport und Elimination

Der erste Abschnitt nach der Aufnahme, in dem @®-Hoxine verandert werden, ist
im Darm selbst. Magensaure kann kleine Mengen wnweeniger toxisch sulfonierten
PSP-Toxinen zu wirksameren Verbindungen umbaueers iann sich als wichtig
erweisen, wenn sehr grol3e Mengen von diesen sefteni Toxinen aufgenommen
werden und kritische Mengen von dem hoch toxiscB&X oder neoSTX produziert
werden. Ist STX einmal im Blut, kehrt es wieder zphysiologischen pH zurtick und
somit zu einem doppelt angereicherten und hochstbein Stadium. Da STX nun
wieder ganz polar ist, gibt es wenige Moglichkeitdber die Blut-Hirn-Schranke zu
gelangen, da diese sich am besten als lipophilest&ub durchqueren lasst. Diese
Entdeckung wurde bei einer Studie gemacht, beikdar Toxin das Hirn einer Katze
erreichte, obwohl sie 2,{g/kg STX erhielt. Seltsamerweise konnte eine holbmsis
(10 ng/kg) bei der gleichen Studie sehr wohl in das Himdringen. Diese Dosis ist
abhangig von der STX-Fahigkeit, in das Hirn einzugkn.

Beobachtungen beim Menschen haben gezeigt, dassiteéat die eine PSP-Vergiftung
24 h lang uberleben, gute Chancen auf eine rasetievallstandige Genesung haben.
Solche Beobachtungen deuten darauf hin, dass Todiedlir PSP verantwortlich sind,
sehr rasch ausgeschieden, verstoffwechselt oddedbwierden [MONS et al., 1998].

Die PSP-Toxine werden Uberwiegend mit dem Urin asslgieden und nicht mit dem
Fazes. Die Ausscheidung dieser Toxine erfolgt sehnell, egal, wie sie aufgenommen
wurden. Bei Menschen betragt die Halbwertszeit raetter Aufnahme von toxischen
Schalentieren ungefahr 10 h [LIEWELLYN, 2001].

3.4 Wirkung der PSP-Toxine

Die pharmakologische Wirkung der PSP-Toxine ahstaltk der von TTX. Wegen der
fast gleichen Wirkung von STX und TTX wurde davousgegangen, dass beide
Molekile auf die gleiche Weise mit dem Rezeptoeragieren. Viel Aufmerksamkeit
wurde der Aufklarung des Mechanismus gewidmet,eisittvelchem die Blockade des

spannungsabhangigen Natriumkanals erreicht wirdS@X und TTX die einzigen
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Agenten sind, welche diesen Kanal in einer selektiWeise und mit hoher Affinitat
blockieren [VAN EGMOND et al., 2004].

Aufgabe und Funktion eines lonenkanals

Die Membran einer Zelle hat die Aufgabe, Zellen eioander und von ihrem Umkreis
abzugrenzen und blockiert den ungesteuerten Dittckbn wasserloslichen lonen
(geladene Teilchen), wohingegen lipidlosliche lore passieren kdnnen [KOERT,
1997b; SCHMIDT und LANG, 2007]. Durch ihre Phosppimldoppelschicht ist sie fur
lonen Uberwiegend undurchlassig. Ein regelmaligandport von lonen durch die
Membran kann nur stattfinden, wenn réhrenformigefn@fgen, sogenannte
lonenkandle, in die Membran eingebaut sind [KOERIQ3a].

D.h. lonenkandle sind Transmembran-Poren, welcheblgchgang von lonen in die
und aus der Zelle entlang des elektrochemischedi&@rien ermdglichen. Es gibt eine
Vielzahl von verschiedenen lonenkanalen, diese rseiteiden sich durch die
Grundlage ihrer lonen-Selektivitdt und des Gatingelanismus [HESKETH, 2007].
Durch ihre hochselektive Wirkungsweise kdnnen sehitmur zwischen Kationen und
Anionen, sondern auch zwischen ein- und zweiwartigeen unterscheiden [HUCHO
und WEISE, 2001]. In der Offnung wird entschieder|ches lon (K, Na', C&*, CI)
die Membran durchdringen darf und welches nichthdleer die Selektivitat fir eine
bestimmte lonenart, umso geringer ist die Leitfkbigder getffneten Pore fur andere
lonen. Ein Natriumkanal lasst nur Natriumionen pass und ein Kaliumkanal nur
Kaliumionen [SCHMIDT und LANG, 2007]lm Selektivitatsfilter des lonenkanals
muss die Pore eng genug sein, damit lonen, dikdeal passieren, den Wanden sehr
nahe kommen. So kénnen nur bestimmte lonen denlkiasaieren. Damit lonen den
Kanal tberhaupt durchqueren kdnnen, missen sidVassermolekiile abstreichen und
an die Membran abgeben. Die Kanalwand besitzt de®ite¥én auch
Sauerstoffmolekiile aus den Polypeptidketten, die Hanal bilden, diese ziehen
Elektronen von anderen Atomen an und werden dacweghtiv. Natrium ist ein positiv
geladenes lon und wird so von den negativ geladeSauwerstoffmolektlen

herangezogen. Die Wassermolekiile, die am Anfandgoanmdngen, werden im Kanal
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von den Polypeptidketten nachgebildet und genawelgsn geben die lonen ohne
Weiteres ihre Wassermolekiile ab [BECK, 2004].

Extrazediuldtraum

Abb. 28: Selektivitatsfilter eines lonenkanals [SCHMIDT ub@NG, 2007]

Der Transport von lonen durch einen Kanal erfofgtaag eines Konzentrationsgefalles
und wird als passiver Transport bezeichnet. Dabaiden Seiten der Zellmembran eine
unterschiedliche Konzentration von lonen vorliegird so ein elektrisches Potential,
ein  Membranpotential (voltage gating), angelegt, Iches neben chemischen
Botenstoffen wie Acetylcholin (ligand gating) undeamanisch gesteuerten Einheiten
das Offnen und SchlieRen der Kanale ermoglicht [RDE1997b]. Dieser besondere
Offnungs- und SchlieBmechanismus (Gating-Mecharsyraumaglicht das freie Hin-
und Herschalten und wird von verschiedenen Einhegesteuert [SCHMIDT und
LANG, 2007]. Ionenkandle werden deswegen in spagsaivhdngige,
ligandengesteuerte oder mechanisch gesteuerteiteimlieengeteilt [HESKETH, 2007].

e Spannungsabhangige lonenkandle: Spannungsabhangige Kandale, deren
Sensor die transmembranare Potentialdifferenz tregis gehen in
Abhangigkeit von der Spannung entweder eine offeter eine geschlossene
Konfiguration tber. D.h. durch die Verdnderung ddsktrischen Potentials
offnen sich die Kanale [RAHAMIMOFF et al. 1994].
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Abb.29: Spannungsabhéngiger lonenkanal [KARSCHIN und GREGID05]

* Ligandengesteuerte lonenkanale:Ligandengesteuerte Kandle, in denen der
Sensor ein spezifisches Molekil, einen LigandenB(zAcetylcholin) bindet
(entweder aus der extrazellularen oder der inthadzeén Flussigkeit), bewirken
eine Anderung seiner Konfiguration von offen zuadsssen oder umgekehrt
[RAHAMIMOFF et al. 1994].

* Mechanisch gesteuerte lonenkanéleBei diesen Kanalen wird der Gating-
Mechanismus durch eine mechanische Verformung dellm&mbran
hervorgerufen. D.h. die Kandle offnen sich durchudBr und Zug an der
Oberflache der Zelle [RAHAMIMOFF et al. 1994].

Durch diese Steuerungskriterien zusammen mit derenselektivitat kénnen
lonenkanéle weiter in mehrere Subtypen unterteiirden: spannungsabhangige
Kalium-, Calcium-, Natrium- und Chloridkanale [HEEKH, 2007].

In dieser Arbeit wird genauer auf die spannungsadig@&n Natriumkanéle
eingegangen, welche bei einer PSP- oder TTX-Vengiftblockiert werden und zu den

spezifischen Symptomen fiihren.

Spannungsabhangige Natriumkanale

Der spannungsabhangige Natriumkanal ist ein Pratemetwa 250 000 Da, welches
die Plasmamembran vieler erregbarer Zellen duratiqie zeichnet sich durch eine
einheitliche Leitfahigkeit, Membranpotential-Abh&gigeit und lonen-Selektivitat aus
[VAN EGMOND et al., 2004].
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Natriumkanale sind aus einer Polypeptidkette awdggbwelche in vier homologe
Doméanen (D1-D4) unterteilt sind. Jede dieser Domésetzt sich auso6helicalen

Transmembransegmenten zusammen und auf diese mefade@omanen wirkt im
elektrischen Feld eine Kraft [YOSHIKAWA-EBESU et,&001; FRINGS, 2003].

Extrazellulérraum

Natriumkanal

Cytosol

Abb. 30: Aufbau eines Natriumkanals [LOFFLER, 2003]

Wie man am oben abgebildeten Aufbau @éi&dgriumkanals erkennen kann, sind
Kanale beim Ruhepotential verschlossen. Ein negafilembranpotentiaiieht die vie
positiv geladenen Domanen in das Innere der Zaledurch wird der Kan
undurchlassig bzw. fur lonen geschlossen [FRIN@B3P Nach einer entsprechenc
Depolarisation der Zelle wird das Membranpotenpakitiver und die einwirkenc
Kraft auf die Domanen nimmt ab. Durch die schwaéhaft werden die Domanen je
ins AuRere der Zelle gezogen, so dass sich einrigés®fad offneund die Bewegur
von N& aus der extraellularen Phase in die Zelle unter den bestehe
elektrochemisch treibenden Kréafte ermdglicht. Datriumeinstrom ist fur di
aufsteigende Phase des Aktionspotentials verari®orfFRINGS 2003; VAN
EGMOND et al., 2004].

Nach der Offnung der Poreaben die lonen nur begrenzt Zeit, um in die Zeli
diffundieren, da der Kanal einen Inaktivierungsnatbmus besitzt und dadurch \
Innen her verschlossen wird, so wird der Natriursieom gestoppt. Dieser Zustades

Kanals dauert solange an, bis das Membranpotemtiatler zum Ruhepotent
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umgewandelt wird. Erst dann wird die Domane wiedsrnnere der Zelle gezogen,
kugelige Anhang lost sich und bei der nachsten DRegation kénnen di
Natriumionen wieder in die Zelle einstrémen. Dudibsen Inaktivieungsmechanismi
kann gewahrleistet werden, dass kurz nach dem O@ffinel dem Natriumeinstrom ¢
Kanal wieder geschlossen wird [FRINGS, 2003].

PSP-Toxine und TTX haben eine hohe Spezifitat umdlihgskapazitat zu den Na-
Kanalen und ihr wichtigstes Ziel ist die Bindung leanéle in erregbaren Membrar
wie Nerven und Muskeln. Die Toxinmolekile blockierdie Kanéle, bevor die Na-
lonen eintreten konnen, d.h. sie verhindern den ribvationenfluss in de
Zellmembranen [DESHPANDE, 2002].

Tetrodotoxin |

Na' (TTX) |
)
//f« b : \\
{ Y"' \ aulRen
\ - :

PETI r
B e a A

e = dhebet ik oA
v e M

innen

Abb. 31: Verschluss eines lonenkanals durch TTX [SILBERNAGId
DESPOPOULOS, 2003]

Das bedeutet, dass der anfangliche Anstieg deiudafPermeabilitat in der Regel |
Zusammenhang mit Erregung beeintrachtigt wird,assdie Ausbreitung des Impuls
in Nerven und Muskeln blockiert wird, ohne Depdation.

Dadurch wird die Ausbildung von Aktionspotential@elbe Linie in Abb. 32) und d
Reizubertragung verlangsamt und verhindert, d.re @&ignalweiterleitung wir
unterbrochen (schwarze Linie in Abb. 32) [DESHPANRHBEO2; ROTH, 2007].
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+ Tetrodotoxin —»[Lahmung]

Abb. 32: Veranderungen im Aktionspotential durch TTX [ ROQT2907]

Dieser grundlegende Mechanismus ist fir die tymaclhgastrointestinalen u
neurologischen Symptome verantwortlich [CARVALHGaét 1998].

Neben den spannungsabhangigei-Kanalen finden sich in der Membran auch r
Kalium-Kanéle. Wenn sich diese 6ffnen, erlauben sie, oasazellulares Kalium de
Kanal nach aul3en passiert und eine daraus resultierRepolarisatiorDer einzige
Unterschied zum NaKanal ist, dass STX und TTX den’#anal unbeeinflus:
verlassen.

Es wurde festgestellt, dass die 7,8,9-Guanidin #onlan der KanaBlockade beteilic
ist. Die durchschnittliche Zeit der Blockade desn#la ist nicht von der Toxin-
Konzentration abhéngig sondern von der DissoziaBeschwindigkeit. Di
Lebensdauer eines offenen Kanals ist jedoch réoadr&iorrelierend mit der Toxin-
Konzentration und hangt von der Assoziationskorietabh [MONS et al., 1998].

3.5 Symptome und Behandlung bei PSP-Vergiftung

Marine Toxine wie STX und TTX, die zu PSP-Vergifgem fuhren, gehdren zu den
akuten Vergiftungen und produzieren sehr dhnligh@aiogische, gastrointestinale und
kardiovaskulére Syndrome, welche zu hoher Mortalitid Langzeit-Morbiditat fihren
[FDA, 2007b].
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Auswirkungen auf die Atmungsorgane bei Tieren

Wenn eine PSP-Intoxikation eintritt, dann sind diuswirkungen auf die
Atmungsorgane fur das tédliche Ende verantwortl@ie Todesursache ist Erstickung
durch fortschreitende L&hmung der Atemmuskulatur. einer Studie mit Tieren
(Katzen, Kaninchen) verursachte eine Dosis von (g2 STX/kg Koérpergewicht
intraven®s verabreicht eine verringerte AtmungshAliéit. Als die Dosis auf 4-qug
STX/kg Korpergewicht gesteigert wurde, trat eingrle Depression der Atmung ein.
Durch kunstliche Beatmung konnte der Tod vermiederden. Wenn die Dosis nicht
ubermafiig hoch ist, wird die Atmung wieder sporjdONS et al., 1998].

Herz - Kreislauf - Effekte bei Tieren

Bei betaubten Tieren kdnnen bereits Dosen von 1ilpgrSTX/kg Korpergewicht (i. v.)
Hypotonie verursachen (Ld&hmung der Muskeln ist ascion bei niedrigen Dosen
beobachtet worden). Der Herz-Kreislauf-Effekt wulmi vergifteten Menschen selten
beobachtet und ist eher die Spiegelung der pemph@firkungen, obwohl das zentrale
Nervensystem bis zu einem gewissen Grad beteiijt konnte. Uber die periphere
Auswirkung gibt es keine Gewissheit.

Abgesehen von einer direkten Wirkung auf das Mugkeebe kann die Méglichkeit
einer axonalen Blockade des sympathischen Nervemgs nicht ausgeschlossen
werden. Die meisten Forscher sind sich darin eid@gs keine oder kaum direkte
kardiale Auswirkungen auftreten [MONS et al., 1998]

Neuromuskulare Effekte bei Tieren

Eine intravendse Dosis von 148y STX fihrt zu einer schnellen Schwachung der
Muskel-Kontraktion.
Die Auswirkungen schliel3en alle Skelettmuskel-Gesvefit ein. Diese Dosismenge

induziert auch eine Abnahme der Aktionspotentialphtnde und eine langere
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Latenzzeit im peripheren Nervengewebe. Beide, nsmioe und sensorische

Nervenzellen, werden beeinflusst, aber die serdweis Nervenzellen werden bereits
bei niedriger Dosis gehemmt. Durch diesen Einfaugsdas sensorische System werden
das Taubheitsgeftihl und der Verlust der Eigenerdpfig des Korpers erklart, aber

nicht die Parasthesie [MONS et al., 1998].

Wirkungen auf das zentrale Nervensystem bei Tieren

Uber die Existenz eines Effekts der PSP-Toxinedasfzentrale Nervensystem herrscht
Ungewissheit. Die meisten Symptome lassen sich pafiphere Wirkungen
zuruckfuhren. Allerdings konnen zentrale Effektechhi ausgeschlossen werden.
Beispielsweise berichten Forscher tGber den EinflassSTX beim Kniesehnen-Reflex
[MONS et al., 1998].

Auswirkung auf den Menschen

Die klinischen Symptome nach einer Vergiftung ssethr charakteristisch und reichen
von Kribbeln oder Taubheit einzelner Korperteile Resultat einer milden Intoxikation
bis, in extremen Fallen, zum Tod durch respirathresParalyse [DESHPANDE, 2002].
Eine Vergiftung wird durch unzahlige Symptome ckégasiert und ist abhangig von
der aufgenommenen Menge des Toxins. Von dieser ®atdpangig, erscheinen die
Symptome normalerweise innerhalb von 10 - 45 Minuteach der Aufnahme,
allerdings wurde von manchen Fallen berichtet,aditangs bis zu 3 - 6 Stunden nach
der Aufnahme unsymptomatisch waren [YOSHIKAWA-EBESULAI., 2001]. Bei einer
milden Intoxikation erscheinen die Symptome memsterhalb von 30 Minuten und
entstehen aufgrund der Ortlichen Absorption der -P&KEne durch die
Mundschleimhaute [DE CARVALHO et al., 1998].
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Die Symptome bei einer Vergiftung werden in vierchtige Phasen eingeteilt und
basieren auf dem Schweregrad und der EntfaltungVeegiftung [YOSHIKAWA-
EBESU et al., 2001]:

1. Phase:Orale Parasthesie ist normalerweise das Anfanggsympnd breitet sich
weiter schrittweise Uber das Gesicht und den Haflddi@ GliedmalRen und den Rumpf
aus. Andere frihe Symptome beinhalten Geschmadkstisdtigung, Schwindel,
Kopfschmerzen, Schwitzen und Pupillenverengungs®ieerden oder werden nicht
von gastrointestinalen Symptomen wie vermehrteicBpéfluss, Ubelkeit, Erbrechen,
Bewegungsdrang, Durchfall und abdominalen Schmelmgleitet [YOSHIKAWA-
EBESU et al.,, 2001]. Manchmal wurde bei Opfern awghe voribergehende
Erblindung beobachtet.

Die meisten Symptome haben einen schnellen Be@tun@en), kbnnen Tage andauern
und verandern sich praktisch in allen Fallen voR RRight [MONS et al., 1998].

2. Phase: Diese Phase wird durch zuséatzliche neuromuskuldympf®me wie
voranschreitende Parédsthesie, Ld&hmung der Finget Ezhen und Gliedmalien,
Pupillenerweiterung und Hornhautreflex charakterisiAtemnot konnte in dieser Phase
auch schon auftreten [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2Q01]

3. Phase:Hier beginnen die neuromuskularen Symptome anzgesieiParasthesie im
Kehlkopf fihrt zu Schluckstérung, zudem Stérung d&prachartikulation,
Teilnahmslosigkeit, motorische Inkoordination, Bewegsstérung und Ataxie,
Taubheit und schnelle regellose Muskelkontraktiordme Bewegungseffekt [DE
CARVALHO et al.,, 1998] [MONS et al., 1998]. Kardiaskuldare und pulmonale
Symptome wie Hypotonie oder seltener Hypertonid, dia Gefal3nerven bezogene
Blockaden, Herzrhythmusstérung einschlie3lich  Swnadykardie, Asystole,
Tachykardie und Anomalien der Aterioventrikularkert Leitung. Wahrend dieser
Phase kénnen auch Zyanose, Blasse und Atemnoetamitund sich dermatologische
Symptome wiegrol3flachige Schuppung, Blaschen und punktformigautblutung
bemerkbar machen [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].
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4. Phase:Die letzte Phase umfasst Symptome wie Atemstérertgeme Hypotonie
und epileptische Anfélle [YOSHIKAWA-EBESU et al.0@1]. Diese entstehen durch
ausgepragte Muskelschwéache, weil die sensorischaneN dinner werden und sie
kirzere Internodien haben als die motorischen NeffdONS et al., 1998]. Obwohl
einige Patienten eine Beeintrachtigung der mentkEmgkeiten aufweisen und sogar
komatds werden kénnen, bleiben viele Patientengvbki Bewusstsein und wach bis
der Tod eintritt. Da dieser normalerweise nach2@ Stunden eintritt, haben Patienten,
die 24 Stunden Uberleben, eine gute Chance aufsgegeAndernfalls wird der Tod
durch fortschreitende Atemlahmung und ausgepragtenuAgsschwierigkeiten
verursacht [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

Klinische Diagnosetests gibt es fur diese Toxirghfjideswegen basiert die Diagnose
auf einer klinischen Prasentation und einem Ern@fsprotokoll in den der Erkrankung
vorhergehenden 24 Stunden [SOBEL und PAINTER 2005].

Wenn bei einer Vergiftung kein spontanes Erbrechantritt, sollten gezwungenes
Erbrechen oder eine Magenspulung angewandt wetoerdie noch nicht absorbierte
Toxinquelle zu entfernen. Da die PSP-Toxine dureh Magen-pH stark belastet sind,
wuirden sie durch Aktivkohle wirksamer absorbiertrden. Diese Schritte sind bei der
Behandlung von Vergiftungen bei Kindern besondershiig, da die Schwere der
Intoxikation direkt von der Konzentration der Togiim Korper abhangig ist.

Bei mafig schweren Vergiftungen ist die Aufrechédiing von ausreichender
Sauerstoffzufuhr das vorrangige Ziel. Bei unkomiplien Vergiftungen ist der
Atemweg nicht durch UbermalRige Absonderung blotkitu Stérungen der
Sauerstoffzufuhr kommt es aufgrund des untersdbleeth Grades der Lahmung in
respiratorischen Nerven und Muskeln.

Eine klassische konservativ unterstitzende Behagdluat sich bei Vergiftungen
bewahrt. Wenn der Patient 24 Stunden UberlebtiesPrognose gut und es kann mit
einer vollstandigen und schnellen Genesung gerécheeden. Bei einer niedrigen
Dosismenge und ansprechender medizinischer Behanghilten selbst neun Stunden
fur eine angemessene physiologische Verringerungsdestoffkonzentration zu einer
relativ harmlosen Konzentration reichen, aul3er @m drallen, in denen die Toxin-

Konzentration aufRergewdhnlich hoch begann oder Qygflern mit eingeschrankter
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Nierenfunktion. Kunstliche Beatmung und Magenspglusind nach wie vor die
einzigen akzeptablen medizinischen Gegenmal3nahreereiber STX- oder TTX-
Intoxikation. Bei schweren Intoxikationen war die kinstlich Beamg jedoch nicht
ausreichend [MONS et al., 1998].

Normalerweise gibt es kein Antidot fur STX- und TI¥xine und alle
Vergiftungsféalle  bendtigen  sofortige  medizinische ehBndlungen, welche
lebensrettende Maflinahmen beinhalten, um das Ledse@pfers zu schitzen [SOBEL
und PAINTER 2005].

Einige Studien bei Tieren haben jedoch Hinweisesleeg, dass 4-Aminopyridin ein
wirksames Antidot bei einer STX-Intoxikation seidnkte.

4-Aminopyridin kehrte deutlich die Atemfrequenz,sdatemzugvolumen und den
Blutdruck bei STX vergifteten betaubten Mausen raarimale Werte um. Des Weiteren
verlangerte 4-Aminopyridin nicht nur die Uberlebesis sondern es sank auch die
Sterblichkeit bei Mausen (von 71 auf 43 Prozent) ddeer normalerweise todlichen
Dosis STX [CHEN et al., 1996].

Bei Meerschweinchen war 4-Aminopyridin  in  der Lagejas Ausmald
kardiorespiratorischen Gebrechens und andere dalithe Auswirkungen von STX
und TTX ruckgéngig zu machen. An dem Punkt, an akenkardiorespiratorische
Leistung sehr stark beeintrachtigt war, wurde 4-Aapyridin injiziert. Innerhalb
weniger Minuten wurden alle STX oder TTX induziert&&ymptome wie z. B.
Zwerchfell-Blockade, Bradypnoe und Bradykardie weieduf ein Niveau gebracht und
waren nun entweder mit der Kontrolle vergleichb@eralibertrafen diese sogar.
4-Aminopyridin fihrte bei der Dosismenge zur Widagstellung der Atmungsfunktion
und der Herz-Kreislauf-Funktion zu keinen Anzeichem Anfallen und Krampfen.
Obwohl weniger Nebenwirkungen wie kortikale Erregsmirkung und schwankende
Perioden der regellosen Skelettmuskelkontraktiostgisstellt wurden, waren diese
Ereignisse von geringerer Besorgnis im Hinblick adfe bemerkenswerten
therapeutischen Effekte [CHANG et al., 1997].
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3.6 Nachweis der PSP-Toxine

Allgemein ist zu sagen, dass wegen der potenzi€lefahr fir Mensch und Tier eine
schnelle, spezifische und sensitive Methode erftiotieist, um die Préasenz der PSP-
Toxine in Muscheln zu ermitteln. Es wurden im Ladier Zeit viele Bioassays zum
Nachweis von Meerestiervergiftungen entwickelt, ld@nd Mausbioassays die am
haufigsten angewendeten Techniken, um eine PSPBb&RdVergiftung nachzuweisen
[FDA, 2007b].

Dieser Test brachte allerdings einige Beeintracintigen mit sich, war teuer, unbequem
und wurde von Tierschitzern als unethisch angesddeswegen mussten alternative
Testverfahren fur die Erkennung mariner Toxine gdéan werden, wie
pharmakologische Tests, Hochleistungs-Flissigkeiisesmatographie (HPLC),
Immunoassay oder alternative Bioassays [VAN EGMG#2I., 2004].

3.6.1 Biologische Techniken und Bioassay-Methoden

Biologische Techniken oder Bioassays messen di&tReawelche nach dem Einsatz
eines Stimulus auf ein biologisches System folgir {Zerwendete Stimulus wird durch
Standard- oder Test-Proben vertreten, die den digben Wirkstoff oder Analyten
enthalten. Das biologische System, welches den uBitsnempfangt, kénnen ein
vielzelliger Organismus wie ein Tier oder eine Rfe@, isolierte Organe oder Gewebe
aus vielzelligen Organismen, ganze Zellen oder dhikyanismen sein.

Der Vorteil von Wirbeltier-Bioassays ist, dass smhwohl sie mehr Zeit und
Laborflache beanspruchen, im Bezug auf Aktivierangsd Entgiftungswege als auch
in der Art ihrer giftigen Wirkung ndher an Saugetiberankommen.

Die Reaktion, welche nach dem Einsatz von Toxingalgt, wird als Anderung im
biologischen System gemessen und kann eine poBgad&tion im Zusammenhang mit
einer erhohten Aktivitat oder eine negative Reaktiwelche hemmend oder sogar
todlich fur das biologische System sein kann, blesvir

Alle Bioassays sind vergleichend und erfordern eiB¢andard-Vorbereitung,

idealerweise aus der gleichen Quelle, mit der feaide verglichen werden kann.
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Der Einsatz von betriebsinternen Standards fuhmfigdzu einem Mangel an
Korrelationen und ist daher nicht ratsam. Bessargdfationen sind durch den Einsatz
internationaler Standards fur die Kalibrierung \Rinassays erzielt worden.

Diese Standards werden von der WHO festgelegt asceten auf den Empfehlungen
des ,Fachausschusses fur die biologische Standandig“ [DESHPANDE, 2002].

Sobald die Tests abgeschlossen sind, kdnnen denRatf mehrere verschiedene Arten
analysiert werden, um die Beziehung zwischen desiDand der Intensitat der
Reaktion herzustellen.

Die Intensitat der biologischen Reaktion ist ablduwvgn der Steigung der Kurve sowie
der relativen Position zu der Abszisse, dies bestindie Empfindlichkeit und
Nachweisgrenzen des Bioassays. Im Idealfall sdi#eAntwort auf einen verwendeten
Stimulus ausreichend empfindlich sein, damit marh seine Differenzierung von
kleinen Veranderungen der Dosis erlauben kann.

Bioassays kdnnen nur fur Substanzen verwendet werndelche eine biologische
Reaktion in lebenden Organismen oder Geweben \ates.

Diese Einschrankung schliel3t ihre weit verbreit&erwendung als allgemeine
analytische Technik in mehreren Bereichen aus.witerer Minuspunkt ist, dass die
breite Offentlichkeit die Verwendung von Tieren opdderen Gewebe in der
wissenschatftlichen Forschung zunehmend als unbthimtrachtet. Fortschritte in
Zellkultur-Techniken haben die Notwendigkeit fimdginsatz von Tieren in Bioassays
minimiert [DESHPANDE, 2002].

3.6.1.1 Maus-Bioassay

Zurzeit bildet der Maus-Bioassay noch die Grundladgr meisten Toxizitats-
Uberwachungs-Programme bei Muscheln. Das Verfalerde vor mehr als einem
halben Jahrhundert entwickelt und wurde von dersp&gtion of Official Analytical
Chemists” (AOAC) verfeinert und standardisiert, ame schnelle und genaue Messung
der gesamten PSP-Toxine zu erhalten. Der Maus-8agyakann neben den PSP-

Toxinen auch zur Identifikation von TTX im Kugelfis herangezogen werden, da es
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die gleiche Wirkungsweise wie Saxitoxin aufweisAlNV EGMOND et al., 2004].

Es wird 1 ml Flussigkeit von den vermeintlich taotien Muscheln oder Fischen
extrahiert und in Mause injiziert. Die Zeit, diesddier braucht, bis es stirbt, wird
festgehalten. Der Todeszeitpunkt bei den Mauserimgm Standardgewicht von 18-22
g ist abhangig vom Toxinlevel. Hoch toxische Exteakverden verdinnt, um zu
gewahrleisten, das die Sterblichkeit in 5 -15 Mamugintritt.

Dann wird die Toxizitat der Probe mit Verweis aué dosis-Wirkungs-Kurve mit
STX-Standards berechnet und in Maus-Einheiten aeiggag(MU).

Die Nachweisgrenze des Tests betragt caugd(5TX/100 g Schalentiergewebe mit
einer Genauigkeit von +/- 15-20 % [VAN EGMOND et, &004].

MU ist diejenige Menge von STX bzw. TTX, welche &80 g schwere mannliche
Maus in 30 Minuten totet, demnach ist 1000 MU aighend um 50 20 g schwere
Mause zu toten [DESHPANDE, 2002]. 1 MU entspricht B. 220 ng TTX
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

Eine bekannte Beeintrachtigung der Proben entsieinth den hohen Salzgehalt,
welcher die toxischen Effekte unterdriickt. AuRerdeeist die Zink-Anreicherung in
Austern bei einem bestimmten Niveau eine todlichekMvig bei Mausen auf, stellt aber
keine gesundheitliche Gefahr fir den Menschenlach toxische Extrakte kbnnen zu
extrem unterschiedlichen Ergebnissen fuhren.

Die Nachteile dieser Methode sind:

« Eine Kolonie von Mausen zwischen 19 g und 22 g GkiWwimuss
aufrechterhalten werden, eine verstarkte Uberwaghamn am Mauseangebot
scheitern

« Die Nachweisgrenze des Tests ist stammabhangig

» Der Zeitpunkt des Todes gegenuber dem Toxin-Lestelicht-linear

» Es st sehr arbeitsintensiv, den Todeszeitpunkagem bestimmen

* Es ist wird eine grof3e Anzahl an Versuchstierenobgy was zu ethischen

Bedenken fihren kann
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Trotz dieser Schwierigkeiten ist der Test auf afrdzahl von Muscheln, Krebsen und
Fischen anwendbar und ist in den meisten Landemeirmoch die offizielle Methode
[VAN EGMOND et al., 2004].

Maus-Bioassays wurden auch in einer Pilotstudieeaegdet, um PSP-Toxine in
gefriergetrockneten Muscheln festzustellen. Orgartisvurde diese Studie 2003 von
,Food Analysis Performance Assessment Scheme* (FABA

Funfzehn Laboratorien nahmen an dieser Ubung &eiit davon wendeten Maus-
Bioassays an. Die Materialien, die fur die Untersung gebraucht wurden, wurden aus
zertifizierten Referenzmaterialien zusammengestetitli zwar in der Weise, dass die
Stabilitat und Homogenitat zufriedenstellend wai@ie. Ergebnisse dieses Pilotprojekts
waren nicht beeindruckend. Die Analyseergebnisgenlam Bereich von 1 bis 388
/100 g (ausgedrickt als Gesamt-PSP-Toxine auf Bamis frischem Gewicht) mit
einem Median-Wert von 13i{g /100 g. Eine statistische Auswertung wurde aufdrun
der variablen Art der erhaltenen Ergebnisse niahttihefihrt [ EARNSHAW, 2003].

3.6.1.2 Andere Bioassays

Es gab viele Versuche, alternative Bioassay-Methdde PSP Messung und Screening
zu entwickeln, einschlielich Versuchen mit Hawegfén, Hihnerembryos,

Salzwassergarnelen, ausgewahlte mikrobielle Bigassad Gewebe-Biosensoren. Die
Hausfliegen- und Hihnerembryo-Assays haben bemswente Einschréankungen im

Bezug auf Sensitivitat, relativ lange Inkubatiormrsp#en und spezialisierte Techniken
gezeigt, welche ihre Verwendung als Alternative dan Maus-Bioassay unmaoglich
machten [KITTS, 2001].

Die erste Alternative kam von Davio und Fontele schlugen einen radioaktiven
Verdrangungs-Assay vor, welcher auf der Affinitébnv Saxitoxin und anderen
paralytischen Giftstoffen basiert und um Nervenmemén konkurriert. Die Proben
werden mit titriertem Saxitoxin zusammengemischd amt einer Suspension Ratten-

Gehirn-Membran inkubiert. Nach der Inkubationszeitrde die Membran gewaschen
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und die Radioaktivitat bestimmt. Die Konzentratimn PSP-Toxinen in der Probe bei
der Flissigkeitsszintillations-Zahlung war umgekegtmoportional zur Radioaktivitat.
Berichten zufolge ist dieses Assay sehr sensib@0Qdnal mehr als das Maus-
Bioassay). Allerdings misst diese Methode nichttdiale Toxizitat und es erwies sich
auch als Problem Schalentierproben zu finden, da waralytischen Toxinen
ausreichend frei waren, um sie als negative Koetmoverwenden zu kénnen [DAVIO
und FONTELO, 1984].

Ahnliche Solid-Phase, Radiorezeptorbindungs-Assaysden fir die Schatzung der
kumulativen PST-Toxizitat entwickelt.

Eine gute Ubereinstimmung wurde mit Dinoflagellainen, in der Einschatzung von
Saxitoxin-Aquivalenten Uber einen weiten Konzemwratbereich (0,50M-0,1 mM)
von Saxitoxin, mit dem Maus-Bioassay und HPLC festgllt. Darlber hinaus
korrelierte der Radiorezeptor-Assay auch sehr gutlen HPLC-Ergebnissen auf PST-
kontaminierten Muscheln, Miesmuscheln und  Austern berli einen
Konzentrationsbereich von 40-800 STX/100 g Schalentier [KITTS, 2001].

Eine weitere neue Methode wurde beschrieben, bei edle Gewebe-Biosensor-
Verfahren zur schnellen Messung kleiner MengenR8iiis entwickelt wurde.

Der Biosensor bestand aus einer Natrium-Elektregdche mit einer Froschblasen-
Membran abgedeckt war, und malR3 die Affinitat deseleiedenen Muschel-Toxine, die
die Natrium-Kanale blockierten. Die aktive Ubertiag von Natrium uUber eine
Froschblase von der internen zur externen Seite Mimbran wurde durch eine
Natrium-Elektrode innerhalb einer ,flow" Zelle esfst.

Wie sich der Einfluss der marinen Bedingungen (&aizentration, Temperatur) auf
dieses Verfahren auswirkt, ist noch nicht genaarscht worden [KITTS, 2001].

Diese Methode wurde verwendet, um die Toxizitat kultivierten Alexandrium
tamarensis Stammen unter verschiedenen Umweltbedingungemi#arp Es stellte sich
heraus, dass das Gewebe-Biosensor-System fahigselar,kleine Mengen von PSP-
Toxin innerhalb einer einzelnen Planktonzelle zussea. Allerdings ist fur eine
Erh6hung der Empfindlichkeit des Systems die Megswmn mindestens 100 Zellen
winschenswert. Zum Vergleich: mindestens 6 000eémez Zellen missten geerntet
werden, um die Toxinproduktion mit der LC-Methode messen [VAN EGMOND et
al., 2004].
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Kogure et al., entwickelten einen weiteren altauest Ansatz mit Maus-
Neuroblastomzellen. Maus-Neuroblastomzellen sclemedin und lysieren eventuell bei
Einwirkung von Veratridin (ein Steroid-Alkaloid auder Familie der Liliaceae),
welches zusammen mit Ouabain (auch genannt g-Stnbipin, ein giftiges
Herzglykosid [HUNNIUS und AMMON, 2004]) den Natridtonen-Einstrom erhoht.

In Anwesenheit von STX oder TTX, welche beide degriim-Kané&le blockieren, wird
die Wirkung der beiden anderen Verbindungen gehemnad die Zellen bleiben
morphologisch normal. In diesem Bioassay ist deteAmer Zellen gegen den Effekt
von Ouabain und Veratridin direkt proportional zer onzentration von TTX oder
STX und dessen Analoga. Diese neue Methode istaginfkostenginstig und
empfindlich, kann also durchaus die herkdmmlicheugiBioassay-Methode ersetzen
[KOGURE et al., 1988].

Spater veranderten Forscher diesen Bioassay s@ dias Geschwindigkeit und
Bequemlichkeit durch Entfernung der Notwendigkedinzelne Zellen zu zahlen,
verbessert wurde, um die STX-Aquivalente zu ernnitte

Sie haben Mikroplatten-Reader fur die automatisBestimmung der Resorption von
Kristallen aus violett gefarbten Neuroblastom-Zekgngesetzt.

Als diese Anderungen und andere geringfiigige techei Anderungen in diesem
Gewebekultur-Bioassay systematisch getestet wufdad,man heraus, dass die untere
Nachweisgrenze rund 10 ng STX-Aquivalente pro md @xtrakts (= 2,0ug STX
eg/100 Schalentieregewebe) betragt.

Diese Version des Gewebekultur-Bioassays war ingegh mit der Standard-Maus-
Bioassay-Methode, welche 10 Saure-Auszlge aus Rgeifaten und 47 Auszlige aus
Schalentiergewebe braucht, gebrauchsfertig entspnecdem AOAC Verfahren.

Die Gewebekultur-Bioassay-Ergebnisse sind praktideintisch mit denen der Maus-
Bioassay (p> 0,96) und dartber hinaus erheblictsiskn. Die Ergebnisse aus der
Flissigchromatographie (LC) waren weniger eintaditliim Vergleich mit den
Ergebnissen aus beiden Bioassay-Methoden.

Im Prinzip konnte der Neuroblastomzell-Assay eingegAlternative zum Maus-
Bioassay sein, um Schalentier- und PSP-Toxine sterte Allerdings fiihrten die
Verfahren, als sie in einer internationalen AOAQdi getestet wurden, im Hinblick

auf die Ausbeute zu keinen zufriedenstellenden lingsen. Durch eine enttduschende
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Leistung in der Praxis, auch aufgrund von Problenten der Lieferung der
Studienmaterialien, kam es in den Verfahren zur &amg durch das ,Methods
Committee on Natural Toxins of AOAC Internationatim Abbruch der untersuchten
Methode [VAN EGMOND et al., 2004].

3.6.1.3 Makroskopische Methoden

Toxinproduzierende Dinoflagellaten kdonnen mit eingénchtmikroskop tberwacht

werden und daher im Gegensatz zum Maus-Bioassay Feilwarnsystem fur

bevorstehende giftige Bliten bieten. Dies ermdglods Handeln vor einem Befall mit
giftigen Algen, indem die gezichteten Schalentidréher geerntet oder die

Lachsfarmen auf einen anderen Platz verlegt werden.

Die PST-Produktion ist ein stabiles Merkmal in awghlten Stdmmen von

Dinoflagellaten, doch ist ein Training wichtig, uoxische oder nicht toxische Stamme
unter dem Lichtmikroskop differenzieren zu konnkKRITTS, 2001].

3.6.2 Immunologische Methoden

Immunologische Methoden sind fiir die Uberwachung P&Ts vielversprechend und
beinhalten Radioimmunoassay (RIA), direkte sowttirekte ELISA-Assays ("enzyme
linked immunosorbent assay”) [KITTS, 2001].

Im Gegensatz zum  Radioimmunoassay, beruht ELISA htnic auf
Radioaktivitditsmessungen sondern auf enzymatisehgsreaktionen.

Bei der Radioimmunoassay-Methode wird das Nacheagenz radioaktiv markiert
und die Identifizierung erfolgt durch Messung dattioaktiven Strahlung.

Bei der ELISA-Methode wird die Konzentration von tiyenen und Antikdrpern
bestimmt. In diesem Fall wird die Eigenschaft dpezfischen Antikdrper, an das
Antigen (nachzuweisende Substanz) zu binden, ausgeias Antigen bindet an eine
feste Oberflache, welche mit einem spezifischenik@nper belegt ist, und wird

konzentriert. Im Anschluss wird ein weiterer Antigér dazugegeben, der zuvor mit
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einem Enzym markiert (z.B. Phosphatase, Peroxidage)e. Durch dieses Enzym wird
eine Reaktion katalysiert, die als Nachweis fur Amvesenheit des Antigens fungiert.
Das heildt, dass dieses Enzym das sogenannte Substsetzt und es zu einem
Farbumschlag kommt. Anhand dieses Farbnachweisea kK& Konzentration der
nachzuweisenden Substanz auch in sehr geringen dviengrfasst werden
[CHEMGAPEDIA, 2008b].

3.6.2.1 ELISA

Eine Methode zur Herstellung von PSP-Assay-Systemerde von Chu und Fan
beschrieben. Ein STX-Antigen wird mit Rinder-Serdtibumin angesetzt und in
Kaninchen injiziert. Die steigende Anzahl der Aitiger im Kaninchen wird dann
gesammelt und lyophilisiert. Im Test-System werdartigene auf Mikrotiterplatten
beschichtet, STX-Standards oder Muschel-Extrakid geeignete Verdinnungen von
Antikdrpern werden hinzugefiigt und die Menge ddsugelenen Antikorper wird mit
anti-Rabbit 1gG-Peroxidase-Konjugat mit Messung vemem kolorimetrischen
Substrat-Assay bestimmt. STX im Muschelextrakt konkrt mit dem STX-Antigen
um die Bindung auf den beschichteten Mikrotitetelaf CHU und FAN, 1985].

Mit der Zeit wurden dann Handels-ELISA-Test-Kitg fiar STX entwickelt. Diese sind
jedoch nicht ganz spezifisch fir STX und einige lRieaen werden von Decarbamoyl-
STX (dcSTX) und neoSTX induziert VAN EGMOND et,a@2004].
Enzym-Immunoassays werden nicht nur fur die Analygen PSP-Toxinen
herangezogen, sondern auch fur die Analyse von Daflurch, dass diese Methoden
schnell und auch héchst sensibel auf TTX-Konzeomanh niedriger als 2-100 ng/ml
reagieren, werden sie oft eingesetzt. Bei der TThé&gse wird das Antigen ebenfalls
mit Rinder-Serum-Albumin zur Erhdhung der Senddiviund Spezifitdt fur dieses
Toxin angesetzt. Die Ergebnisse werden nach ei@em@itigen Vorbereitung in 30
Minuten geliefert [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].
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Die Meinungen der Wissenschaftler tber die ELISAtethode gingen weit
auseinander. Chu et al. verglichen drei verschiedrekt kompetitive ELISAS fur die
Analyse einer grof3en Anzahl von kontaminierten Nest miteinander und kamen zu
dem Schluss, dass es Ubereinstimmungen zwischeEld&A-Daten und den Maus-
Bioassay Ergebnissen gab [CHU et al., 1996].

Kasuga et al. haben jedoch den Schluss gezogesn Mkass-Bioassays zum Screening
von Schalentierproben nicht durch ELISA ersetztdearkénnen, da unberechenbare
Kreuz-Reaktionen auftreten konnten. Ebenso kommtzes Unterschatzung der
Toxizitat von einigen naturlich kontaminierten Slemaierproben, die im Meer in der
N&he von Japan geerntet wurden [KASUGA et al., 1996

Von Garthwaite et al. wurde dann ein Jahr spaterirgegriertes ELISA-Screening-
System fur ASP, NSP, PSP und DSP-Toxine (einsdidrel¥Yessotoxin) entwickelt,
welches die verdachtigen Schalentierproben erk&hase verdachtigen Proben werden
mit verschiedenen Methoden, die von internationategulatorischen Behdrden
anerkannt wurden, analysiert. Durch Alkohol-Extraktkonnten alle Toxin-Gruppen
wieder gut hergestellt werden [GARTHWAITE et ab02].

Kawatsu et al. entwickelten einen direkten kompetit Enzym-Immunoassay auf der
Grundlage eines Gonyautoxin2 / 3 (GNTX2 [/ 3)-spseifen monoklonalen
Antikorpers und eines Saxitoxin-Meerrettich PerasietKonjugats. GNTX2 / 3, DC-
GNTX2 / 3, C1 / 2, GNTX1 / 4, STX und neoSTX wurden niedrigeren
Konzentrationen als die rechtliche Beschrankung 86nug/100 Schalentiergewebe
nachgewiesen [KAWATSU et al., 2002].

Mehrere Publikationen erschienen kurzlich tber Amwendung von ELISA zur
Analyse von Schalentieren auf PSP-Toxine. Angesiclder Prasenz von
Kreuzreaktionen mit geringerer Bindungs-Spezifit@id dem mdglichen Mangel an
Reaktionen auf andere Gifte als STX innerhalb deP¥&ruppe, sind die praktischen
Anwendungen dieser Tests wahrscheinlich nach wie begrenzt, es sei denn, es
konnen Eigenschaften in formalen Studien nach AOKrnational oder ISO-
Verfahren nachgewiesen werden. Solche Studien wurdech nicht verdéffentlicht
[VAN EGMOND et al., 2004].
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3.6.3 Physikalische und chemische Methoden

Die klassischen biochemischen Verfahren wie Spphkoitometrie, Gas-

chromatographie (GC), Massenspektrometrie (MS), histungsflissigkeits-

chromatographie (HPLC), Papier- und Dunnschichte@tatographie (PC und TLC)

und Elektrophorese gekoppelt mit Ultraviolett (UVund Fluoreszenz-

Nachweismethoden sind haufig fir die Identifiziegumnd Quantifizierung von

biologisch wichtigen Verbindungen herangezogen weord

Diese grundlegenden Analyse-Tools nutzen die phjisthen und/ oder chemischen
Eigenschaften der Verbindungen. Die wichtigstencBeinkungen, die diese Techniken
beinhalten, sind die Kosten fiur Ausristung, Verbramaterialien und

Probendurchsatz, weiters ist flr die Analyse auohbestimmter Grad an Erfahrung
und Geschick erforderlich. Darlber hinaus sind eibethoden oft langwierig und

mihsam und erfordern eine aufwendige Probensaupemmd Konzentrations-

Verfahren. Die Grundprinzipien dieser Techniken degr nun kurz beschrieben
[DESHPANDE, 2002].

3.6.3.1 Fluorometrische Techniken

Ein chemisches Vorgehen bei der Uberwachung vonsRA&TSchalentieren entstand
durch die Entwicklung einer fluorometrischen Metaodiese Methode ist auch die
Grundlage fur mehrere spéatere chemische Analysaschdiel3lich der Dunnschicht-
Chromatographie, Niederdruck-Flissigkeitssaule HR4C-Techniken.

Die fluorometrische Methode verwendet zur Herstgjlueines fluoreszierenden
Derivates von Saxitoxin 8-Amino-6-Hydroxymethyl-2ihopurine-3(2H)-
Propionsaure, eine Oxidationsstufe mit Wasserstodfgd unter alkalischen
Bedingungen. Obwohl die Trennung von Toxinen aufnesi schwachen
Kationenaustauschmaterial, und zwar Harz eluiett Sshwefelsaure, basiert, besteht
eine wichtige Einschrankung dieser Methode darasschur Saxitoxin gemessen wird.
Auch wenn einige Arbeitnehmer Erfolg mit der Methddhtten, kann der Toxingehalt

aufgrund der Ergebnisse um bis zu 65% im Vergleioim Maus-Bioassay unterschatzt
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werden [KITTS, 2001].

Der Grund, warum die Toxizitat unterschatzt wist,auf die Tatsache zuriickzufuhren,
dass andere PSTs, die weniger aus der schwachemalastausch-Saule eluiert werden,
aufgrund der hohen polaren Natur nur Uber begrdflmiareszenz verfigen. AuRerdem
wird nur Saxitoxin zum bekannten Standard hin geeres

Zum Beispiel sind die Carbamat- und SulfocarbanifyTFs in einigen Muscheln zwei
der am meisten dominierenden Isomer-Quellen, atigedhaben die Carbamat-Toxine
eine starker toxische Wirkung und die Sulfocabami@mpine sind die am wenigsten
toxischen. Eine Unterschatzung der PSTs tritt eefin andere PSTs als Saxitoxin in
Proben vorhanden sind, welche eine spezifischezitékbelegen.

Die N-1 Hydroxy-Toxine, welche Neosaxitoxin, GTXuhd GTX-4 beinhalten, haben
eine niedrigere Fluoreszenz, jedoch zeigen siel@he spezifische Toxizitat an.
Andere Methoden, zum Beispiel Dinnschichtchromatplgie, Kapillarelektrophorese
und HPLC, basieren auf den Messungen der FluoregkéiTS, 2001].

3.6.3.2 Chromatographische Techniken mit Detektor

Chromatographie umfasst eine Vielzahl von Technikerelche geldste Substanzen
wahrend der Passage durch ein poroses Medium differentialmigration
auftrennen. In diesen Prozessen werden verschigggste Komponenten infolge der
Differentialaffinitdt der Komponenten flr eine sbaiére Phase (fest oder flissig) oder
eine mobile Phase (gasformig oder fliissig) getrennt

Die Hauptphanomene, welche fir diese Affinitat d@tionaren Phase verantwortlich
sind, sind Adsorption, lonenaustausch, Affinitaduwlie Losung in einem stationéren
Losungsmittel oder einer Matrix. Alle Formen der r@hatographie enthalten
mindestens eines dieser Phdnomene. Tatsachlicitearbe der Regel im Laufe der
Anwendung von Chromatographie-Verfahren zwei odehmre dieser Phanomene
gleichzeitig [DESHPANDE, 2002].
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Hochdruckleistungschromatographie (HPLC)

Die HPLC Methode bietet die Méglichkeit zur Ermuttly der in der Probe vorhandenen
individuellen PST-Isomere und ist empfindlicher aler Maus-Bioassay. HPLC
Verfahren vertreten sensible und prazise Techniklem,fir den Umgang mit einer
groRen Zahl von Proben fiir die routinemaRige Ubemvag geeignet sind [KITTS,
2001].

Die HPLC-Techniken basieren auf der Fliussigchrogragohie (LC) und sind die am
weitesten verbreiteten nicht Bioassay-Methoden diie Bestimmung von PSP-
Verbindungen [VAN EGMOND et al., 2004]. Je nachdeame sich die Art der
Wechselwirkung zwischen stationarer Phase, molilease und Substanzgemisch
auBBert, unterscheidet man in der Flussigkeitschimgnaphie folgende
Trennmechanismen: Adsorptions-, Umkehrphasen-, ellengs-, lonenaustausch-,
Ausschluss- und Affinitatschromatographie [MEYER(QZ].

Der grundlegende Aufbau eines HPLC-Gerates besdebt einem LAsungsmittel-
Reservoir mit mobiler Phase (1), einer Zuleitung, @ner Hochdruck-Pumpe (3),
einem Einspritzsystem (4), einer Saule (5), eineatektor (6), Abfall (7) und einer
Datenerfassung und -verarbeitung (8) [MEYER, 2004].

'k

Abb. 33: Darstellung einer HPLC-Apparatur [MEYER, 2004]
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Das Prinzip des Ablaufs der HPLC ist sehr ahnlieh@C, abgesehen davon, dass die
mobile Phase eine Flussigkeit anstelle eines GssgBESHPANDE, 2002].

Die HPLC basiert in der Regel auf der Trennung Jaxinen, bei welcher eine
Substanz zwischen zwei Phasen, der mobilen Phassrgmende Phase) und der
stationdren Phase (= ruhende Phase) in einer Séuteilt wird. Das heildt, die
stationére Phase ruht in der S&ule und die molbiéesé® stromt an ihr vorbei [MEYER,
2004]. Das zu trennende Probengemisch wird mit dejektor in die Trennséaule
injiziert. Anschlie3end wird der Eluent (= mobile Phase) noihdm Druck durch die
Saule gepumpt, in der sich die stationédre Phasedstf

Wegen der Wechselwirkungen zwischen der Probe, hdule verschiedenen
Trennmechanismen, der stationdren Phase und derlemoPhase werden die
verschiedenen Komponenten des Probengemisches sahggich schnell
weitertransportiert und so voneinander getrennts Dadeutet, dass die Molekule
entweder mit der stromenden mobilen Phase mitger@mmerden oder an der
ruhenden stationaren Phase hangen bleiben [ZUERN 2008]

Grundsatzlich werden bei der HPLC zwei Arten voanhiungen unterschieden:

1.) Normal Phase Chromatographie (NP)
2.) Reversed Phase Chromatographie (RP)

Bei der NP-Chromatographie wird in der stationaRirase ein polares Material wie
z.B. Silikagel oder Kieselgel verwendet und als f@bPhase ein unpolares
Losungsmittel wie Hexan oder Ether. Bei dieser Temy eluiert ein unpolares
Loésungsmittel langsamer als ein polares. Grundsktkann gesagt werden, dass bei
der NP-Chromatographie die polaren Substanzen rsgglteert werden als die
unpolaren.

Bei der RP-Chromatographie ist es genau umgekldrat.wird als stationare Phase ein
unpolares Material verwendet und in der mobilensehain polares Losungsmittel wie
Wasser oder Alkohol. Bei der Trennung eluiert estapes Losungsmittel (z.B. Wasser)
langsamer als ein weniger polares (z.B. Acetohitdlier kann grundséatzlich gesagt
werden, dass unpolare Substanzen spater eluietewaits polare. [MEYER, 2004].
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Nach der Auftrennung der Substanzen werden diesedeni mobilen Phase in den
spezifischen Detektor transportiert und vom Sclare#ts Glockenkurve (=Gaul3kurve)
dargestellt. Die so entstehenden Kurven nennt neakd?und alle zusammen ergeben
ein ChromatogrammDurch die unterschiedlichen Retentionszeiten ddystunzen im
Gemisch kénnen die Stoffe getrennt werden. Die Rieteszeitty ist diejenige Zeit, die
vom Einspritzen der Probe bis zum Erscheinen dpaeks vergeht [MEYER, 2004].

Die meisten Trennsaulen verwenden fein gegliedeatikel mit einem Durchmesser
von 3-10 um, einige haben gebundene Phasen und andere vemv8rmherde oder
Kieselsaure. Die Saulen sind normalerweise 5-30lasig mit kleinen Durchmessern
(ungefahr 2-5 mm Innendurchmesser) [MEYER, 200 $BPIPANDE, 2002].

In der Praxis hatte die HPLC-Methode von Sulli&chwierigkeiten bei der Trennung
von STX und dcSTX gezeigt und wurde daher in denistere europaischen
Laboratorien nicht mehr fur die PSP-Analyse vervetnd

Obwohl dieser LC-Ansatz eine interessante Entwiluvar, erforderte das System
einen zu hohen Aufwand von Zeit und Geschick, ummoesinemaliig zu verwenden.
AulRerdem war die LC-Technik nicht frei von ProblenfSULLIVAN, 1988].

Ein paar Jahre spater wurde auch von anderen Forsblrichtet, dass die LC-Technik
nicht ausreichend schnell und stabil war, um wé&hmrder Algenblite eine grol3e Zahl
von Proben zu bewaéltigen.

FUr eine genaue Quantifizierung ist es unerlasstial System kontinuierlich mit PSP-
Toxin-Standards zu kalibrieren. Friher war nur 8ifiK-Standard im Handel erhéltlich
und eine genaue Schatzung der Betrage der and&ifT &xine in der Mischung war
unmoglich. Im Jahr 2003 wurden zertifizierte Stadddtr STX, neoSTX, GNTX 1-4,
GNTX 2 / 3 und 5 im Handel erhaltlich und ihre Megbarkeit verbesserte wesentlich
die Qualitat der Daten der LC-Methode.

GrolR3e Vorsicht ist beim Wechsel von einem auf eiaederen Standard geboten, da
eine Diskontinuitat der Daten auftreten konnte.viesden bei STX-Konzentrationen
von drei verschiedenen Lieferanten Konzentratiotessohiede bis zu 20% festgestellt
[VAN EGMOND et al., 2004].
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In einer Pilotstudie, die 2003 vom ,Food Analysirfermance Assessment Scheme*
(FAPAS) organisiert wurde, wurden neben Maus-Biagssauch LC-Methoden zur
Erfassung von PSP-Toxinen in gefriergetrocknetesdialn eingesetzt.

Flnfzehn Laboratorien nahmen an dieser Studieiteilsieben von ihnen wendeten die
LC-Methode an. Praktisch alle Laboratorien anatysi@as Testmaterial fur STX und
dcSTX, einige bestimmten auch die Hohe von neoSGX,TX1 / 4, GNTX2 / 3,
GNTX5, GNTX6, C1 / 2 und C3 / 4. Die Ergebnisse &IFX reichten von nicht
nachweisbar bis 83g /100 g (auf frischer Gewichts-Basis), jene fUg@X reichte von
25 bis 130ug/100 g. Das Testmaterial enthielt tatséchlich €8,%100 g STX und ~ 80
ng/100 g dcSTX.

Eine Analyse der technischen Verfahren zeigte, dadsratorien, welche positive
Werte fur STX fanden, alle siedendes HCI in der&#ttonsphase verwendeten.

Im Gegensatz dazu fanden Laboratorien, welche rsetdende Essigsaure in der
Extraktionsphase verwendeten, kaum oder gar keiidsan.

Der Grund hierfur war, dass die Extraktion mit giedem HCI teilweise zur Hydrolyse
von bestimmten PSP-Toxinen fihrte und eine Umwarglkon einigen PSP-Toxinen
in giftigere Analoga (z. B. GNTX5 wird in STX) ztolge hatte.

Das Extraktionsverfahren ohne siedende Essigsaueni milderes Verfahren, welches
das Toxin-Profil der Probe praktisch intakt lasst.

Die Probe, die in der FAPAS-Studie verwendet wuetighielt kein STX, aber GNTX5.
Das Bewusstsein fir dieses Phdnomen und die Sthsiéanng der Methodik mag
dieses Problem weitgehend losen und kann zu eiesseben Ubereinstimmung der
analytischen Ergebnisse fuhren [EARNSHAW, 2003].

Anders als bei der STX-Bestimmung erfolgt die Asalyon TTX mit Umkehrphasen-
HPLC auf einer YMC-Pack AM-314 Saule (6 mm Innerattiumesser x 300 mm) mit
zwei konstanten Pumpen fir das Elutionsmittel ueddgens und einer Reaktions-Spule
(Teflon-Rohr, 3 mm Innendurchmesser x 10 mm). Cael& wird mit einer Mischung
aus 2 mM Natrium 1-Heptanesulfonsaure und 1% Meth@©05 M Kaliumphosphat
Puffer (pH 7) mit einem Durchsatz von 1 ml/ min{gkf

Das Eluat wird mit einem Volumen in Hohe von 3 NQWh gemischt und in einer

Reaktions-Spule auf 100°C erhitzt. Die Intensit it Bluoreszenz wird bei 505 nm mit
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einer Erregung von 380 nm gemessen. Die Rentezedngon TTX wird durch die
Verwendung einer authentischen TTX-Losung in vernd@&n Essigsaure (15ug
TTX/ml) ermittelt. Eine Kalibrierungskurve des Tasi wird aus der Dosis-Beziehung
zwischen TTX in Konzentrationen von 0,14ig/10 pl und seiner resultierenden
Fluoreszenz-Intensitat (Peakflache) hergeleitet.s Alieser Kurve kann TTX in
unbekannten Proben bestimmt werden. Ein Beispietifie solche Kurve wird in Abb.
34 gezeigt. In diesem Fall konnen mehr als Oy@B TTX/10 pl erfasst werden
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

a)
(b)
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Abb. 34: HPLC-Chromatogramm von TTX: (a) TTX, (b)epiTTX, (c)
anhydroTTX [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

Die wichtigsten Detektoren, die fur die HPLC verdenhwerden, sind UV-Fluoreszenz
Spektralphotometer und Differential-RefraktometB(EEHPANDE, 2002]. In dieser

Arbeit wird genauer auf die Massenspektrometrigegangen.

Massenspektrometrie (MS)

Das Massenspektrometer ist wohl das bedeutendsteidment fur die Identifizierung
von Verbindungen. In toxischen Analysen wird diessknspektrometrie zunehmend
mit der HPLC verwendet [DESHPANDE, 2002].

Die Anwendung der Massenspektrometrie im Bereich rdarinen Biotoxine wurde



96

wéahrend der letzten zwei Jahrzehnte nicht nur dwliehEntwicklung der LC-MS-
Kopplung, sondern auch durch die Integration vorenhung, Erkennung und
Computer-Technologien gefordert. Der Schlissetiig Wachstum und den Erfolg von
LC-MS (einschlieRBlich der LC-Tandem-MS) liegt inrd®&acht der Information,
Zuverlassigkeit, Erschwinglichkeit und Verfigbatkesn kommerziellen Systemen.
Bereits in den spaten 1980er Jahren wurde UbeBes&#immung von STX durch LC-
MS-Anwendung mit lonen-Spray-lonisation als Techinéichtet [VAN EGMOND et
al., 2004].

Bei der Einzel-lonen-Aufnahme (SIM-Modus) und deké&ssierung auf positive lonen
wurde eine Konzentrationsnachweisgrenze von M (1 pL Injektion) aus der
FlieRinjektionsanalyse geschatzt, das ist etwa NMaf empfindlicher als die AOAC
Maus-Bioassay. Die Nachweisgrenze fur STX bei déktEospray-lonisation ist
ahnlich zur lonenspray-lonisation, wenn die Fligllitionsanalyse angewendet wird.
Im PST-Spektrum zwischen der lonenspray- und dektElspray-Methode ist jedoch
ein sehr kleiner Unterschied [KITTS, 2001] zu enkem.

Pleasance et al. [1992] berichteten des Weiterendib Analyse der PSP-Toxine durch
Anwendung von LC-MS und CE-MS. LC-MS (SIM-Karte undlistdndigen Scan-
MS1Modus) wurde fiir die Uberwachung der STX-Reiniguaus isolierten
Dinoflagellat-Zellen eingesetzt.

Darlber hinaus wurde die Tandem-Massenspektrom@iie-MS) verwendet, um
strukturelle Informationen zu erhalten. Mit dieseechnik war es mdglich, 10 pg
(Pikogramm), welche injiziert wurden, zu erkenngies entspricht einer Konzentration
von 0,03uM. Die Verbesserung wurde durch eine Anderung debilan Phase in
Kombination mit einem reduzierten Volumenstrom ielte Obwohl das Bild gut
aussah, fehlten Werte fir die Linearitat und fig khidikatoren der Reproduzierbarkeit.
Die Anwendbarkeit einer Flie3injektionsanalyse (FF&r die Bestimmung von PSP-
Toxinen in komplexeren marinen Extrakten wurde mstthwerwiegenden
Einschrankungen bewertet [PLEASANCE, 1992].

Jaime et al. erwahnten eine PSP-Quantifizierunggidie mit einer Verknipfung von
lonenaustausch-Chromatographie mit Elektrospraisi@mngs (ESI)-Massenspektro-
metrie. Die chromatographische Trennung wurde mmadi@ntenelution durchgefuhrt

und die Messungen wurden im SIM-Modus ausgewebet. Schwerpunkt lag auf der
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Nachweisgrenze und Linearitat. Die Nachweisgrefizaie einzelnen PSP-Toxine war
vergleichbar mit denen, die durch andere Methodem der Grundlage von
lonenpaarchromatographie mit chemischen Oxidatiamd uFluoreszenzdetektion
analysiert wurden und gut geeignet fur die Bestimghwon PSP-Toxinen in
biologischen Materialien (Regulierungs-Grenzwent fMuscheln und Schalentieren:
800ug PSP / kg). Linearitat wurde durch einen gutenr&ationskoeffizienten (> 0,99)
nachgewiesen [JAIME et al., 2001].

Bei der Erfassung von TTX konnte das Massenspektdirekt durch schnellen
Atombeschuss, also Sekundarionen-MassenspektremdfiAB-SIM), gemessen
werden. Fir diese Technik wurde ungefahr 0,1 mg TmX Glycerin als Matrix auf die
Probestufe eines Massenspektrometer platziertgguischt und in die lonen-Kammer
des Spektrometers (FAB) eingebracht. Sowohl pasitials auch negative
Massespektren von TTX wurden dann gemessen.

Wie in Abb. 35 gezeigt wird, weist TTX (M + H) + dr{M + H - H20) + lonen-Peaks
bei m/z 320 undnvz 302 im positiven Massespektrum auf und einen () - Peak bei
m/z 318 im negativen Spektrum. Diese Technik kannldentifizierung reiner Proben
aus der TTX Massenzahl 319 verwendet werden [YOSNMWA-EBESU et al., 2001].
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Abb. 35: Positives und negatives Sekundarionen-Massengpegtrum von TTX
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001]
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im BeateicRSP-Toxin-Analyse die
LC-MS-Analyse in erster Linie qualitative Aspektethfft und die konventionelle
Anwendung von MS reflektiert, obwohl Tandem-Instante verwendet werden [VAN
EGMOND et al., 2004].

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Gaschromatographie-Massenspektrometrie wird Edeennung von TTX in
kontaminierten oder stark verdiinnten Proben emefghdie schwer zu reinigen sind.
Bei dieser Art von Analyse werden TTX und seineilde mit einer Alkali-Hydrolyse
zu 2-Amino-6-Hydroxy-Methyl-8-Hydroxychinazolin (L zerlegt und dann mit
Trimethylsilan (TMS) zu TMS-Derivaten umgewanddliiese Derivate werden wie
folgt in die GC-MS-Analyse eingefuhrt: Ein 10 ml Ken, welcher 0,2 ml TTX-
Losung (25 MU, entspricht etwapg TTX) und 0,2 ml 1,5 N NaOH enthalt, wird auf
80°C - 90°C fur 30 Minuten beheizt, um eingBasis aus dem Toxin zu erzielen.

Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wird die Reakmischung mit 10% HCI
auf pH 3-5 eingestellt und dreimal mit 0,5 ml 1-8ubl extrahiert. Die £Base im
Ruckstand wird zu TMS-Derivat in Anwesenheit vonOMNis (Trimethylsilyl)
Acetamid, Trimethylchlorsilan und Pyridin (2:1:1hgewandelt.

Jedes Beispiel von GC-MS mit selektivem lonen-Marniity (selected ion monitoring;
SIM) (m/z 407, m/z 392, m/z 376) und die darausltesenden Massenspektren sind
abgebildet in Abb. 36. Jeder Peak des SIM (m/z 40/z, 392, m/z 376), welcher
typisch fur diese €Base ist, erscheint in einer Retentionszeit voMiruten und wird
mit Spektrometrie bewiesen [YOSHIKAWA-EBESU et 2001].
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Abb. 36: GC-MS von einer TTX-Fraktion aus eindibrio-Gruppe
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001]

Dunnschichtchromatographie (TLC)

Die TLC-Technik wird auf einer 5 cm x 20 cm bestitten Kieselgel-Platte (Merck)
mit einem LG&sungsmittelsystem von Pyridin : Ethyetat : Essigsdure : Wasser
(75:25:15:30), 3-Butanol : Essigsaure : Wasser:12:tder 1-Butanol : Essigséaure :
Wasser (60:15:25) durchgefuhrt. TTX wird mit demb&eReagenz als rosa Fleck oder
nach Bespruhen mit 10% KOH gefolgt von einer Edmtgz bei 100°C fur 10 Minuten,
unter einer UV-Lampe (365 nm) als gelb fluoreszidex Fleck sichtbar. Die RF-Werte
von TTX sind 0,7 bei Pyridin : Ethyl-Acetat : Ességire : Wasser, 0,45 bei 3-Butanol :
Essigsaure : Wasser und 0,21 bei 1-Butanol : E&bsigs : Wasser als
Loésungsmittelsystem.

Die TLC-MS-Methode ist eine vielversprechende Naeiswethode fur TTX. Fir
TLC-MS wird eine Hochleistungs-Platte und als Lagemittel Pyridin : Ethyl-Acetat :
Essigsaure : Wasser (15:5:3:4) verwendet.

Fur die Massenspektrometrie wird ein FAB-MS-Geggnauer ein JOEL DX-303
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Massen-Spektrometer mit einem JOEL DA-5000-Dateste3y benutzt. Ein Beispiel
fur die Analyse von TTX und AnhydroTTX mit diesergsE&em ist in Abb. 37 zu sehen
[YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

STD

LM-1 (] ' |

Abb. 37: TLC einer TTX-Fraktion voivibrio-Stdmmen (LM-1) isoliert aus dem Darm
vonF. vermicularisradiatus [LEE et al., 2000].

3.6.3.3 Elektrophorese Techniken

Die Elektrophorese ist ein Trennmechanismus, bei deldste ionische Verbindungen
in einem elektrischen Feld wegen unterschiedlichéanderungsgeschwindigkeit
aufgetrennt werden [MICHOV, 1995]. Molekile mit goser Ladung wandern

demnach zur Kathode und Molekiile mit negativer lnadeur Anode. Die Auftrennung
bietet Informationen Uber die Zusammensetzung MVoffg@mischen, dient also ihrer
Analyse (analytische Elektrophorese). Es gibt =zatie verschiedene
elektrophoretische Trennverfahren wie z. B. Papi@el- oder Kapillarelektrophorese.
[CHEMGAPEDIA, 2008a].

Kapillarelektrophorese (CE)

Die Kapillarelektrophorese (CE = capillary electnopesis) ist eine relativ neue
Technik, welche sich im Wesentlichen mit einer sahnf~ 100 ug innerer

Durchmesser) fusionierten Silica-Kapillare anstelés Elektrophoresegels beschaftigt.
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Eine Probenmenge im Nanoliterbereich wird am EneleSHule eingefiihrt, bevor sie
zum Uberbricken von zwei Puffer-Reservoiren gebirauwird. Wenn dann
Hochspannung angelegt wird, wandern die Toxine lddie Saule und kdnnen, wenn
sie eine UV- oder Fluoreszenz-Zelle passierenktietewerden.

Die Technik ist auf viele Verbindungen mit elektnopetischer Mobilitat anwendbar
und selbst dort, wo keine Netto-Belastung auftrédem, ist es moglich, Verbindungen
in Micellen einzufangen, welche dann migrieren [VEREMOND et al., 2004].

Wright et al. wendeten ein CE-System fir die Bestung der STX-Standards an,
welches an einen Laser-Fluoreszenz-Detektor gekioppe. Die Technik erlaubte eine
Erkennung von STX im fig / kg Bereich. Auch wenn das Injektionsvolumenrkigar

(1 bis 10 nl), die theoretische NachweisgrenzePfimben lag imug / kg-Bereich. Die
vorliegenden Nachteile der Technik waren, dassgtkéeche Trennung fur Pflanzen,
Tiere und Pilze mit gemischten Toxinen nicht naetigeen wurde. Die Ausristung ist
nicht im Handel erhéltlich und ist teuer, weitezglet die Methodik unter den gleichen
Problemen wie LC, es muss also ein fluoreszierebaewat vor der Trennung oder der
Erkennung bereit sein [WRIGHT et al., 1989].

Thibault et al. hatten eine CE-Methode fur Probeariner Biota entwickelt. Eine
Trennung von neoSTX und STX wurde durch UV-Speketiia erreicht und eine
Nachweisgrenze von pM (ca. 1,5pug / ml) wurde demonstriert. Die Autoren legten
nahe, dass die CE-UV-Technik erhebliche Versprectigendas Routine-Screening
dieser Toxine in nattrlichen Extrakten halt, aberMachweisgrenze schien zu hoch fur
die Verwendung in Uberwachungsprogrammen zu séitiBAULT et al., 1991].

Bei der Erfassung von TTX durch Elektrophorese wusin Mikroliter der TTX-
Lésung (10 MU oder g TTX) auf einen 5 cm x 18 cm Cellulose-Streifert 308 M
Tris-Puffer (pH-Wert 8,7) aufgebracht und bei 0,8A/om 20 Minuten
elektrophoretisch bestimmt. Zum Nachweis von TTXdnder Streifen wie bei einer
TLC behandelt. Bei dieser Art von Elektrophoresevéngt sich TTX in Richtung der
Kathode mit einer deutlich kleineren Mobilitat alee Mobilitaét des STX-Standards,
welcher unter UV-Licht nach der Behandlung mit Lawgnen blau fluoreszierenden
Fleck aufwies [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].
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Kapillar-Isotachophorese

Im Unterschied zur Elektrophorese erfolgt bei gmtdchophorese (ITP) die Trennung
von ionischen Verbindungen im elektrischen Feld cdurdie elektrophoretische
Mobilitat bei gleicher Wanderungsgeschwindigkeit(MiOV, 1995].

Wenn TTX (2,1ug) in einem Isotachophorese-Gerat angewendet etistheint an der
Stelle ein Bereich mit einem potenziellen Wert \ @82 pro Einheit. Die analytische
Zeit betragt dann weniger als 20 Minuten. DieseRdde ermdglicht eine Bewertung
der TTX-Inhalte in rohem Extrakt vom Kugelfisch.eDNachweisempfindlichkeit flr
TTX mit Kapillar-lIsotachophorese betragt etwa (B2.g, das ist gleichbedeutend mit
dem Maus-Bioassay. Dieses Verfahren beseitigt disviihdigkeit fir den Einsatz von
lebenden Tieren [YOSHIKAWA-EBESU et al., 2001].

3.7 Verwendung von TTX in der experimentellen Pharmakobgie

Zu den wirksamsten Naturstoffen zahlen Toxine d@ren Ursprungs. Durch ihre
bekannte und spezifische Wirkungsweise werden esigziitage in der experimentellen
Pharmakologie fur die Erforschung bestimmter zéted Strukturen wie Rezeptoren
oder lonenkanale eingesetzt [PUTZIER und FRING$®220

Die einzigartige Wirkung von TTX, Aktionspotenzialder eine selektive Hemmung
der Natriumkanal-Leitfahigkeit durch Depolarisation blockieren, wurde zum ersten
Mal in den Axonen des Riesenhummers gefunden.

Neurotoxine, insbhesondere das hochgiftige TTX, werdeit langem als Werkzeug zur
Untersuchung von Natrium-Kanalen in erregbaren Mamén aufgrund ihrer Spezifitat
fur diese Kanale genutzf OSHIKAWA-EBESU et al., 2001]. TTX ist ein bequemes
pharmakologisches Werkzeug, das zwischen zwei &as®n spannungsabhéngigen
Na'-Kandlen und zwar jenen, die bei submikromolarenxifi@nzentrationen
blockieren (TTX-empfindliche (TTXE)) und jenen, lmknen der Blockiermechanismus
viel hohere Konzentrationen erfordert (TTX-resist€mMTXR)), verwendet werden

kann. Diese Unterscheidung hat sich vor allem udfen von sensorischen Neuronen



103

der dorsalen Wurzelganglienzellen als nutzlich esen, indem alle Nervenzellen
TTXE-Strome aufwiesen, aber nur etwa die Halfte kleinen Nervenzellen wiesen
einen zusatzlichen TTXR-Strom auf [FARMER et aQ03].

TTX wurde also verwendet, um nachzuweisen, dassudaiKanale empfindlich und
resistent gegen dieses Toxin sind und unterschleslli physiologische und
pharmakologische Eigenschaften aufweisen. In demaf@anglien der Ratten sind
beide Arten von Kanélen, die unreifen als auchreiien Nervenzellen, vorhanden, was
darauf hindeutet, dass sie beide eine entscheid&wke bei der sensorischen
Integration spielen konnten. Tatsachlich ist eslass verschiedene Arten von Natrium-
Kanalen mit in die Vermittlung verschiedener Arteon sensorischen Informationen
einbezogen werden. TTX-resistente Natrium-Kanalelsp zum Beispiel eine grof3ere
Rolle in der Schmerzempfindung als TTX-empfindlichesonders unter chronischen
neuropathischen Schmerzbedingunpf@SHIKAWA-EBESU et al., 2001]

Seit dem Bekanntwerden des bedeutenden MechanisiousTTX wurde es fur
maogliche therapeutische Anwendungen herangezogee. radgliche Anwendung ist
ein neuroprotektives Medikament in der Behandluong ischamischen Schaden des
Gehirns infolge eines Schlaganfalls. Wahrend dafiréten von Schlaganfallen von
einer raschen lokalen Schadigung im Gehirn begleitel, breitet sich der Infarkt vom
Punkt der Schadigung langsam aus. So gibt es eirapgbutisches Fenster, in dem
Schaden im Peri-Infarkt durch die Gabe des neutektiven Medikamentserhindert
oder minimiert werden kénnen [HWANG und NOGUCHI0Z(.

3.8 Risikoanalyse von PSP und TTX

Derzeit beruht die toxikologische Risikobewertung PSP-Toxine nur auf akuten
Toxizitatsdaten. Subchronische und chronische Dtiteifiere als auch fur Menschen
sind nicht verfugbar.

In der Regel gibt es einen Mangel an toxikologiscbBaten vor allem bei wiederholter
Exposition. Epidemiologische Daten existieren hsaghlich durch Vergiftungsfalle.

Wenn angemessene wissenschaftliche (toxikologisepb&lemiologische) Daten zur
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Verfigung stehen, kann eine Risikobewertung duriehAthwendung von allgemein
anerkannten Sicherheits- oder Unsicherheitsfaktodemchgefuihrt werden. Eine
angemessene Reihe von Tier-Daten erlaubt die Ablgieines ,no-observed adverse
effect level* (NOAEL: Hoéchste Dosis, die auch beidauernder Aufnahme keine
erkennbaren, messbaren, negativen Auswirkungent zZgB®A, 2002b]) [VAN
EGMOND et al., 2004].

Um anféllige Personen (z. B. Kinder, altere Mensch€ranke) zu beschitzen, wird
normalerweise ein Sicherheitsfaktor von 10 fur derechnung der TDI-Werte
(,tolerable daily intake": tolerierbare tagliche fhahme) von Schadstoffen
herangezogen, die auf menschlichen Daten basiaflemdings ist fur PSP wegen der
folgenden Einflussfaktoren die Berechnungen konmatiz auf welcher Ebene sollten
die Auswirkungen als "nachteilig" beurteilt werdemd ab welcher Ebene ist der
tatsachliche NOAEL und LOAEL (,lowest observed acbeeeffect level”: Niedrigste
Dosis, bei der im Tierexperiment noch Schadigurngssbachtet wurden [FDA, 2002])?
Auf der anderen Seite sind im Datensatz von PSE Hmzelpersonen vertreten, dies
zeigt groR3e Unterschiede in der Empfindlichkeitskd®b ist ein Sicherheitsfaktor von
10 moglicherweise nicht notwendig. In den meisténdern gilt ein Toleranzlevel von
80 ng STX eq/100 g Miesmuschel FleiscWenn der Verzehr von Schalentieren
Schatzungen zufolge zwischen 100 und 300 g¢/Mahlzeggt, ist ein
Sicherheitsspielraum von < 1 bis 3,8 in RichtungdenSymptome vorhanden und noch
wichtiger ein Sicherheitsspielraum von nur 1,9 Bi@ zu schweren Vergiftungen oder
zum Tod. Diese Spielraume sind also ziemlich kéglar existieren nicht.

Es ist jedoch weder praktikabel noch realistische esehr geringe Toleranzebene zu
ziehen, weil die Nachweisgrenze vom Maus-Bioassgay,am weitesten verbreiteten
Methode, um PSP-Toxine festzustellen, etwa bgigt®SP (STX eq)/100 g Schalentier
liegt VAN EGMOND et al., 2004].
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4 Zusammenfassung

Die paralytische- und die Kugelfischvergiftung sisdhwere und manchmal auch
lebensbedrohliche Vergiftungen, welche durch demz®®& von mit STX oder TTX
kontaminierten Muscheln oder Fischen hervorgeruferden. Lange Zeit ist man
davon ausgegangen, dass TTX vom Kugelfisch selbstiugiert wird, doch sein
Nachweis in bestimmten Kraken, Seesternen und endé&reaturen hat darauf
hingewiesen, dass TTX durch Bakterien einschliélitceromonas, Vibrio und andere
bakterielle Gattungen erzeugt wird. Anders als b&ngelfisch werden PSP-Toxine
(STX und GTX) von toxischen Dinoflagellatarten wiéexandrium tamarensis und
Gymnodinium catenatum, die von Muscheln als Nahrung aufgenommen werden,
produziert. Die chemische Struktur der beiden Texianterscheidet sich dadurch, dass
STX aus Tetrahydropurin Derivaten besteht und TiXAeminoperhydrochinazolin ist,
trotzdem weisen sie ahnliche Symptome auf.

PFP und PSP gehoren zu den akuten Vergiftungerngéiendheitlichen Auswirkungen
der episodischen und chronischen Aufnahme der ®osimd kaum bekannt. Die
Symptome beginnen innerhalb von Minuten nach demzére giftiger Teile mit einem
stechenden, kribbelnden Geflihl an den Lippen, dergg€ und in den Fingerspitzen,
gefolgt von einem Taubheitsgefiihl in den Extrersitdind im Gesicht. Die Vergiftung
verlauft weiter mit Ubelkeit, Erbrechen, einem uakdinierten Gang und mit einer
nachfolgenden aufsteigenden L&hmung. Es ist defieitoeide Vergiftungen kein
Gegenmittel verfliigbar. Deshalb sollten vergifteegsBnen kinstlich beatmet werden
und unterstitzende medizinische Versorgung bekomniZie Symptome beider
Vergiftungen entstehen durch die selektive BlockdeleNatrium-Kanéle, wodurch der
Natrium-lonen-Einstrom in die Zelle gehemmt wircgsnvzur Lahmung der betroffenen
Muskeln fuhrt. Da dieser Wirkungsmechanismus dedif@von unermesslichem Wert
fur die Forschung ist, wird er oft als ein spezifiss pharmakologisches Werkzeug im
Studium der Nerven- und Muskel-Physiologie verweénde

TTX wird seit langem wie STX durch die Maus-Bioasséethode bestimmt, diese ist
einfach, aber nicht spezifisch fir diese ToxineeZmschere Methoden, die seit

langerem zur Analyse angewendet werden, sind HECMS und HPLC-MS.
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5 Summary

The paralytic intoxication as well as the puffdrfisoisoning are severe and sometimes
even life-threatening. The poison gets in contdth e body through the consumption
of contaminated mussels or fish, which contain SFXTX. For a long time it has been
acted on the assumption that TTX was produced byptifferfish itself, but traces of
this poison in octopuses, starfish and other creatgive evidence of TTX originating
from bacteria, including species @éiteromonas, Vibrio and other bacterial genera.
Unlike in pufferfish, PSP toxins (STX and GTX) geduced by toxic dinoflagellate
species, likeAlexandrium tamarensis, Gymnodium catenatum, which constitute the
major food source of mussels. The chemical strectfrboth toxins varies in STX
being a tetrahydropurine derivative and TTX an aperhydroquinazoline; despite the
conformational differences both cause similar symys.

PFP and PSP trigger acute symptoms of poisoning difiects on health of an
episodical and chronic intake of the toxins arewell established. The symptoms start
within minutes after the consumption of toxic pawith a tingling sensation on the lips,
the tongue and the fingertips, followed by a fegladi numbness in the extremities and
in the face. The intoxication proceeds with nauseajiting, uncoordinated movement
and an increasing paralysis. Presently, there isamttdote available. Due to this,
poisoned people should be given artificial respratand should receive supportive
medical care. The symptoms of both intoxicatiorsuitefrom the blocking of sodium
channels, thereby inhibiting the transport of sadions across the cell membrane. This
leads to muscle paralysis in the affected regi@nsce the mechanism underlying this
process has a strong scientific value, it is ba@ipglied as a specific pharmacologic tool
in the field of physiologic studies of nerves andsties.

TTX as well as STX can be determined by the mousasksay method, which is simple
but not specific for those toxins. More specificthuals like HPLC, GC-MS and HPLC-

MS can also be used for analysis.
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