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ABSTRACT

The fungal infestation of agricultural crops worldwide leads to considerable economic losses
every year. Moreover, certain major plant pathogens like Alternaria species produce harmful
secondary metabolites, so-called mycotoxins, which may result in food contamination and
therefore a potential health risk for consumers. Data on the occurrence and the toxicological
potential of the “emerging” Alternaria toxins are still scarce, which limits comprehensive risk
assessments. Here, we present a summary of current Alternaria research focusing on the
development of innovative analytical tools to determine contamination patterns in various
food products and the investigations of metabolic defense strategies in plants and mammals
(biotransformation). By the application of sophisticated LC-MS-based multi-toxin quanti-
tation methods, barely studied toxins and even biologically modified toxins were revealed
to contribute considerable concentrations to the overall exposure. Furthermore, in vivo
studies gave intriguing first insights in bioavailability, metabolism, and excretion rates of Al-
ternaria toxins in rats. These valuable data set demonstrates the necessity for further studies
to approach the question, whether legal regulations of Alternaria toxins would be
appropriate to continuously ensure and increase food safety.
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EINLEITUNG

Die Schimmelpilzgattung Alternaria umfasst
knapp 300 Arten. Einige dieser weltweit ver-
breiteten Saprophyten sind auch bedeu-
tende Pflanzenpathogene und bekannt in
verschiedensten landwirtschaftlichen Kultu-
ren. Sie verursachen jahrlich betréchtliche
6konomische Schaden, nicht zuletzt, weil ihr
vielfdltiges Wirtspflanzenspektrum von Ge-
treide wie Weizen, Hafer und Gerste, Gber
Sonnenblumen, Raps und Gemusearten wie
Kohlgewachse, Kartoffeln, Tomaten und Ka-
rotten, bis hin zu Fruchtbdumen wie Apfel,
Birne und Zitruspflanzen reicht. Eine Al-
ternaria-Infektion wird haufig mit Blatt-
fleckenkrankheiten assoziiert, sowie mit
dunklen Flecken an Friichten und Knollen.
Die Folgen sind Qualitdtsminderung der
landwirtschaftlichen Produkte durch opti-
sche Veranderungen oder Ernteeinbuflen
durch Faulnis der Pflanzen und Friichte. Zu
den bedeutendsten Vertretern dieser
Schimmelpilzgattung zahlen Alternaria al-
ternata (syn. A. tenuis), A. solani, A. infecto-
ria, A. helianthi, A. brassicae, A. brassicola,
A. citri und A. tenuissima. [1] [2] [3] [4] [5]
[6].

Diese ubiquitaren Schimmelpilzspezies be-
sitzen die Fahigkeit, sich auch bei Tempera-
turen unter 5 °C zu vermehren und zu ver-
breiten. Dadurch ist eine Infektion von land-
wirtschaftlichen Produkten nicht nur am
Feld moglich, sondern auch nach der Ernte,
z.B. wahrend einer gekihlten Lagerung [8]

[9].

Besondere Relevanz hat eine Alternaria-
Kontamination von Lebensmitteln nicht nur
aufgrund der verursachten Pflanzenkrank-
heiten und der daraus resultierenden wirt-
schaftlichen Verluste. Alternaria-Spezies
produzieren sekunddre Stoffwechselpro-
dukte, sogenannte Mykotoxine, die schadli-
che Wirkungen auf Mensch und Tier haben
kénnen. Um ein eventuelles Gesundheitsri-
siko fur Konsumenten ermitteln zu kénnen,
bedarf es detaillierter toxikologischer Unter-
suchungen und Daten zum tatsdchlichen
Vorkommen dieser Substanzen bzw. zur Ex-
position des Konsumenten. Falls nétig, kon-
nen entsprechende gesetzliche Bestimmun-
gen (z.B. durch die Europaische Union) fest-
gelegt werden, um die Lebensmittelsicher-
heit zu gewahrleisten. Letzteres kann bei-
spielsweise durch Vorgaben zu entspre-
chendem Qualitats-Monitoring oder durch
das Definieren von maximal zuldssigen Kon-
taminationswerten (ML, maximum levels) in
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bestimmten Lebensmittelprodukten erfol-
gen [10] [11].

Anders als weit bekanntere und gesetzlich
regulierte Mykotoxine, wie etwa Aflatoxine
oder Deoxynivalenol (DON), gelten Alterna-
ria-Mykotoxine nach wie vor als sogenannte
,emerging mycotoxins“, also ,aufkom-
mende Mykotoxine” [12]. Es liegen namlich
nicht hinreichend viele Studien zum Vor-
kommen dieser Substanzen vor und zudem
sind auch nur wenige der bis heute bekann-
ten 70 Sekundarmetaboliten toxikologisch
charakterisiert. Bisherige in-vitro-Studien
haben jedenfalls biologisch relevante Ef-
fekte einiger dieser Stoffwechselprodukte
aufgezeigt: Darunter Zytotoxizitat, Genoto-
xizitat, Mutagenitat, Induktion von oxidati-
vem Stress und Ostrogene Effekte, also ein
Einwirken auf das Hormonsystem [4] [13].
Die bekanntesten Vertreter der Alternaria-
Mykotoxine sind Dibenzopyron-Derivate
wie Alternariol (AOH), Alternariolmonome-
thylether (AME), Altenuen (ALT) und Isoalte-
nuen (isoALT), Perylenchinone wie Alterto-
xin |, I, 1 (ATX-1, -Il, -111), Alterperylenol (ALP)
und Stemphyltoxin Il (STTX-III), die Tenua-
zonsaure (TeA) sowie das Tetrapeptid Ten-
toxin (TEN) (Abb. 1).

Ein weiterer relevanter Aspekt, der flur Al-
ternaria-Toxine bislang kaum erforscht ist,
betrifft die biologische Modifikation dieser
Substanzen durch den pflanzlichen oder tie-
rischen Fremdstoffmetabolismus, also eine
mogliche Biotransformation [14]. Wird eine
Pflanze von einem Schimmelpilz befallen
und kommt dadurch in Kontakt mit dessen
Toxinen, hat der pflanzliche Stoffwechsel
enzymatische Werkzeuge zur Verflgung,
diese Molekiile biochemisch zu verdandern
und dadurch schadliche Wirkungen abzu-
wehren. Genauso verfligen Saugetiere tGber
derartige ,Entgiftungsstrategien”. Glukosi-
lierung, die enzymatische Konjugation der
Fremdstoffe mit Glukose-Einheiten, ist ein
typisches Beispiel fir den pflanzlichen
Fremdstoffmetabolismus, wahrend fir Sau-
getiere Glukuronidierung und Sulfatierung,
also die Konjugation mit Glukuronsaure-
und Sulfat-Einheiten, sowie Hydroxylierun-
gen, sprich das Einbringen von Hydroxyl-
Gruppen, bekannt sind. Diese sogenannten
modifizierten Toxine sind fiir den Menschen
jedoch weiterhin relevant, da viele biologi-
sche Modifikationen im menschlichen und
auch tierischen Verdauungstrakt riickgéngig
gemacht werden konnen.

Aufgrund der aktuell limitierten Datenlage
konnten lediglich vier Alternaria-Toxine im
aktuellsten wissenschaftlichen Bericht der
Europdischen Behorde fir Lebensmittelsi-
cherheit (EFSA, European Food Safety Au-
thority) begutachtet werden, namlich AOH,
AME, TeA und TEN [11]. Das Vorantreiben
der Alternaria-Mykotoxin-Forschung ist eine
Angelegenheit von 6ffentlichem Belang, um
die Bedeutung von Alternaria-Kontaminati-
onen in landwirtschaftlichen Produkten fir
die lokale, aber auch die weltweite Lebens-
mittelsicherheit besser verstehen und die
eventuelle Notwendigkeit von gesetzlichen
Regulierungen einschéatzen zu kdnnen.

ENTWICKLUNG, OPTIMIERUNG
UND VALIDIERUNG VON GEEIG-
NETEN ANALYSEVERFAHREN
[15]

Fir die effiziente Erhebung verlasslicher Da-
ten zum Vorkommen dieser Substanzen
werden leistungsstarke analytische Metho-
den bendtigt. Eine besonders geeignete, in-
novative Technologie stellt die Fliissigchro-
matographie-Tandem-Massenspektrome-
trie (LC-MS/MS) dar [16] [17]. Diese Kombi-
nation aus stoffspezifischer, chemischer
Probenauftrennung und hochselektiver,
molekiilmassen-spezifischer Detektion er-
moglicht die Erfassung und Quantifizierung
von duBerst niedrigen Mykotoxin-Konzen-
trationen im Bereich weniger Nanogramm
pro Gramm Probe (und darunter) selbst in
komplexen Matrices wie Lebensmittel. Al-
lerdings sind nach wie vor nur wenige Ana-
lysemethoden fir den Nachweis von Al-
ternaria-Toxinen verfugbar [18] [19] [20]
[21]. In der Routineanalytik werden diese
gesetzlich nicht regulierten Substanzen zu-
meist gar nicht oder bestenfalls nur einzelne
von ihnen beriicksichtigt (z.B. AOH, AME,
TEN und TeA).

Aus diesen Griinden wurde in diesem For-
schungsprojekt zunachst eine moglichst um-
fassende Methode fiir die akkurate Quanti-
fizierung von 12 freien und 5 modifizierten
Alternaria-Toxinen in unterschiedlichen Le-
bensmitteltypen etabliert. Als chemisch un-
terschiedliche Probenmatrices wurden die
haufig konsumierten Lebensmittel Toma-
tensauce (hoher Wasseranteil), Sonnenblu-
mendl (hoher Fettanteil) und Weizenmehl
(hoher Kohlenhydratanteil) gewahlt
(Abb. 2). Durch die systematische Optimie-
rung des chromatographischen Trennver-
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Abb. 1: Chemische Strukturen bekannter Alternaria-Toxine //Chemical structures of known Alternaria toxins.
Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et al. (2019) [7].
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Food contaminated with Alternaria mycotoxins?

-
~ [T

Multi-toxin LC-MS/MS analysis

Abb. 2: Untersuchte Lebensmittelmatrices: Tomatensauce, Sonnenblumenél und Weizenmehl // Analyzed food matrices: tomato sauce, sunflower

seed oil, wheat flour.

Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et al. (2018) [15].

fahrens sowie das individuelle Tuning (Fein-
einstellung) der massenspektrometrischen
Parameter der Analyten in den jeweiligen
Matrices konnte eine robuste und zuverlas-
sige Methode mit entsprechend niederen
Nachweisgrenzen von 0,03-9 ng/g entwi-
ckelt und nach offiziellen Richtlinien vali-
diert werden [22] [23].

ANALYSE VON EUROPAISCHEN
LEBENSMITTELN [24]

Fir einen ersten Einblick bezliglich aktueller
Vorkommen von Alternaria-Toxinen wurden
Uber 200 kommerziell erhiltliche, europai-
sche Lebensmittelproben von unterschiedli-
chen Quellen (Geschafte und Supermarkte
in Osterreich und anderen européischen
Landern, sowie online-Plattformen) einge-
kauft und analysiert. Dabei konnten neun
der 17 Toxine festgestellt werden (Abb. 3).
Neben den bereits etwas bekannteren Ver-
tretern wie Alternariol (AOH, Median-Ge-
halte der verschiedenen Matrices: 1,2-
6,6 ng/g), dessen Monomethylether (AME,
0,5-1,3 ng/g), Tentoxin (TEN, 0,1-0,5 ng/g),
Altenuen (ALT, unter der Quantifizierungs-
grenze von 10 ng/g) und der Tenuazonsaure
(TeA, 66-161 ng/g) wurden auch die Perylen-
chinone Altertoxin | (ATX-1, 2,3-4,1 ng/g) und
Alterperylenol (ALP, 4-9,1 ng/g), sowie Glu-
koside von AOH und AME nachgewiesen(bis
zu 12,7 ng/g in der Pilotstudie [15]) und Sul-
fate (bis zu 17,5 ng/g). Diese kaum erforsch-
ten Substanzen scheinen folglich einen bis-
her kaum bekannten und unterschatzten
Beitrag zur Gesamtexposition an Alternaria-
Mykotoxinen fur europdische Konsumenten
zu leisten. Bemerkenswert waren zudem die
signifikanten Unterschiede der festgestell-
ten Kontaminationsmuster in Lebensmitteln

unterschiedlicher Art, geographischer Her-
kunft, Verarbeitung, landwirtschaftlicher Er-
zeugung (biologisch/konventionell) und Ver-
marktung (Geschéafte/online-Verkauf).

Tomatensaucen zeigten im Vergleich zu Son-
nenblumendl und Weizenmehl die meisten
positiven Proben, die groflte Anzahl an ge-
fundenen Alternaria-Toxinen, sowie auch
die vergleichsweise hochsten Konzentratio-
nen. Eine kritische Evaluierung der erhobe-
nen Daten zeigte, dass der direkte und allei-
nige Vergleich zwischen Lebensmitteln aus
biologischer und konventioneller Produk-
tion nicht hinreichend und gar irrefiihrend
ist. Das Verbot von synthetischen Fungizi-
den und damit die limitierte Auswahl ent-
sprechender Pflanzenschutzmittel im biolo-
gischen Anbau kann sehr wohl ein héheres
Potential fiir Schimmelpilzkontaminationen
bedeuten, doch die Ergebnisse legen nahe,
dass insbesondere die unterschiedlichen
Qualitatsanforderungen, die von Herkunfts-
landern, Vermarktern und Supermarktket-
ten eingefordert werden, einen wesentli-
chen Einfluss auf mogliche Kontaminations-
muster in landwitschaftlichen Produkten ha-
ben. Auffillig hohere Kontaminationsmus-
ter zeigten Produkte aller drei Matrices, die
von einer Online-Plattform fiir Bio-Produkte
erworben wurden. In Anbetracht der unter-
schiedlich strengen Kategorien der biologi-
schen Landwirtschaft und insbesondere der
stetig wachsenden Entwicklung dieser
durchaus profitablen Branche, koénnten
strengere Qualitdtskontrollen in Betracht
gezogen werden.

Ob Lebensmittelverarbeitungsprozesse et-
waige Mykotoxin-Konzentrationen verrin-
gern kénnen, hangt u.a. von der chemischen
Stabilitat der jeweiligen Substanzen ab [25].
Viele Alternaria-Toxine wie AOH und AME

sind thermisch stabil und tiberdauern selbst
Brotbackvorgange [26]. Raffiniertes Sonnen-
blumendl zeigte in unserer Studie signifikant
geringere Kontaminationsmuster, was auf
effektive Extraktionsschritte wdhrend der
Raffination zuriickgefihrt werden kann.
Dies kann allerdings nicht als Konsumemp-
fehlung interpretiert werden, da kalt ge-
presste und unraffinierte Ole meist mehr
wertvolle Nahrstoffe beinhalten, wahrend
Raffinationsprozesse mitunter auch uner-
wiinschte Nebenprodukte verursachen.

Weitere Studien sind jedenfalls notwendig,
um einen tieferen Einblick zu aktuellen Al-
ternaria-Toxin-Kontaminationen zu gewin-
nen und potenzielle Risiken fiir Konsumen-
ten abschatzen zu konnen. Insbesondere
auch in Landern mit warmerem und feuch-
terem Klima waren detailliertere Untersu-
chungen von besonderem Interesse.

UNTERSUCHUNGEN ZUM THEO-
RETISCHEN AUFTRETEN DES GE-
NOTOXISCHEN PERYLENCHI-
NONS ATX-Il IN TOMATEN-
MATRIX [27]

Der unerwartet haufige Nachweis von nicht
unerheblichen Konzentrationen der Peryl-
enchinone ATX-I und ALP, warf Fragen zum
Vorkommen des strukturell verwandten To-
xins ATX-Il auf. Dieses erlangte in den letzten
Jahren mehr und mehr Aufmerksamkeit auf-
grund seiner betrachtlich hohen Genotoxizi-
tat [28] [29] [30]. Wahrend ATX-Il in Alterna-
ria-Pilzkulturen unter Laborbedingungen in
hohen Konzentrationen nachgewiesen wur-
de, war es bislang noch nie in einer Lebens-
mittelprobe gefunden worden.
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Abb. 3: Erfasste Alternaria-Toxin-Konzentrationen in Tomatensauce, Sonnenblumendél und Weizenmehl // Alternaria toxin concentrations deter-
mined in tomato sauce, sunflower seed oil and wheat flour.
Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et al. (2019) [24].
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Abb. 4: Das Alternaria-Toxin Altertoxin Il wird
in Tomatenfriichten teilweise de-epoxidiert zu
Altertoxin |. // The Alternaria toxin altertoxin
Il'is partially de-epoxidated in intact tomato
fruits forming altertoxin |.

Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et
al. (2019) [27].

Aus diesem Grund wurden Tomatenfriichte
und Tomatensaucen kiinstlich mit ATX-II
(1 pg/g Probe) versetzt und mittels der ent-
wickelten LC-MS/MS Methode die Konzen-
trationsverldufe unter verschiedenen Bedin-
gungen verfolgt. Als Referenz dienten Was-
serproben, die mit denselben ATX-ll-Kon-
zentrationen versetzt und nach dem glei-
chen Protokoll verarbeitet wurden. So
wurde ein signifikanter Riickgang der Toxin-
Konzentration in rohem Tomatenpiree bei
Lagerung bei Raumtemperatur (87-80% des
Anfangsgehalts nach 1,5 h, 47-49% nach
24 h) und insbesondere nach thermischer
Behandlung festgestellt (4% nach 1,5 h,
2.5% nach 24 h), was auf Matrix-bedingte
Reaktionen und Abbauprozesse zuriickzu-
flhren sein kénnte. Ein deutlich starkerer
Ruckgang bei Raumtemperatur wurde fir
die intakten Tomatenfriichte gemessen
(23% nach 1 h und <1% nach 24 h), wobei
zudem das Auftreten von ATX-I entdeckt (7%
der ATX-Il-Aquivalente nach 1,5 h, 12% nach
24 h) wurde (Abb. 4). Dies lasst auf eine ef-
fektive enzymatische Biotransformation des
pflanzlichen Metabolismus schlieRen (De-
Epoxidierung).

Insgesamt zeigte diese Studie die hohe Re-
aktivitat bzw. geringe Lebensdauer von ATX-
I, wobei nicht auszuschlieRen ist, dass dar-
aus resultierende Abbauprodukte nicht
ebenso von toxikologischer Relevanz sind.

ALTERNARIA AM APFEL [31]

ANALYSE VON APFELPROBEN AUS
NORDITALIEN MIT OPTISCH SICHT-
BARER ALTERNARIA-INFEKTION

Sechs Apfelproben (je 1,4-1,8 kg) mit den fiir
Alternaria-Infektionen typischen Flecken

Alternaria-Kontaminationen im Lebensmittelsektor

bzw. Punkten auf der Schale wurden im Au-
gust 2015 von sechs verschiedenen Apfelan-
lagen in den norditalienischen Regionen
Trentino-Sudtirol und Veneto gesammelt
(Abb. 5). Die Halfte des jeweiligen Pro-
benumfangs wurde 24 Stunden nach der
Ernte fir die Analyse aufbereitet und zwi-
schenzeitlich bei -20 °C gelagert. Die jewei-
lige zweite Probenhalfte wurde erst nach
sechs Monaten Lagerung unter kontrollier-
ter Atmosphare aufbereitet, um etwaige
Entwicklungen wahrend dieser Zeit zu un-
tersuchen. Wiederum wurden die Proben
mittels der etablierten LC-MS/MS Methode
analysiert und auf Alternaria-Toxin-Konta-
minationen untersucht.

Die Resultate zeigten lediglich vernachlas-
sigbare Konzentrationen von TEN fiir das di-
rekt befallene Gewebe der Apfelproben, die
24 Stunden nach der Ernte analysiert wur-
den und zusatzlich geringe Konzentrationen
von AOH, AME und einem Sulfat von AME
nach sechs Monaten Lagerung. Somit wurde
eine Kontamination gefunden, aber die
nachgewiesenen Konzentrationen stellen
mit groer Wahrscheinlichkeit kein Gesund-
heitsrisiko fiir den Konsumenten dar. Damit
bliebe eine derartige Alternaria-Infektion
hauptsachlich ein optisches Problem fur die
Vermarktung.

ERSTE DETEKTION VON ALTERTO-
XIN 11 IN EINER NATURLICH INFI-
ZIERTEN APFELPROBE

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Al-
ternaria-Flecken auf der Schale wurde sepa

rat auch eine kleine Faulstelle (0,5 x 1 cm,
0,9 g) eines Apfels nach der Lagerung ent-
nommen und analysiert (Abb. 6). Unerwar-
teterweise wurden dabei hohe Konzentra-
tionen von 14 der 17 untersuchten Toxine
festgestellt: AOH (33 ug/g), AME (9,2 ug/g)
und vier ihrer modifizierten Formen: AOH-3-
Glukosid (0,1 pug/g), AOH-9-Glukosid
(118 pg/g), AOH-3-Sulfat (0,04 pg/g) und
AME-3-Sulfat (0,37 ug/g), aber auch ALT
(2 ug/g) und dessen Isoform isoALT
(0,92 pg/g). Darlber hinaus, wurden auch
Perylenchinone detektiert: ATX-I
(0,08 pg/g), ATX-ll (0,06 pg/g) und ALP
(0,42 pg/g). Da die Messsignale auRerhalb
des linearen Bereichs der angewandten Me-
thode lagen, werden die Werte als semi-
quantitativ angenommen und kénnen zum
Vergleich des relativen Auftretens herange-
zogen werden. Klar bestatigt ist jedenfalls
der erste Nachweis des genotoxischen Al-
ternaria-Toxins ATX-Il in einer nattrlich kon-
taminierten Lebensmittelprobe.

Zur Relevanz dieses erstmaligen Nachweises
ist Folgendes zu bemerken: In mehreren
Studien wurde eine limitierte Stabilitat von
ATX-Il aufgezeigt, jedoch gilt dies nicht fiir
eventuell bedenkliche Reaktionsprodukte.
AuBerdem kann ein Gesundheitsrisiko auch
flir ATX-Il selbst nicht ausgeschlossen wer-
den, speziell im Falle der aktuell so populd-
ren frisch zubereiteten Smoothies und
Fruchtsafte. Eine derart kleine infizierte
Stelle kann versehentlich in ein derartiges
Produkt und damit binnen kurzer Zeit direkt
zum Konsumenten gelangen.

Abb. 5: Apfel mit fiir Alternaria-Infektionen typischen Punkten auf der Schale // Apple with peel
spots typically assigned to symptoms of Alternaria infection.
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Abb. 6: Separat analysierte, kleine Faulstelle (0.5 x 1 cm, 0.9 g) eines Apfels mit unerwartet ho-
hen Konzentrationen von 14 der 17 untersuchten Alternaria-Toxine // Separately analyzed peel
lesion (0.5 x 1 cm, 0.9 g), which exhibited unexpectedly high concentrations of 14 of the 17 Alter-
naria toxins included in our method.
Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et al. (2020) [31].

BIOVERFUGBARKEIT UND SAU-
GETIER-METABOLISMUS VON
ALTERNARIA-TOXINEN IN VIVO
[711[32]

Um die toxikologische Relevanz von Alterna-

ria-Toxinen zu erforschen, werden ver-
schiedenste in-vitro-Studien durchgefiihrt.
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So wurden biologische Effekte wie die Ge-
notoxizitdt und Mutagenitat von AOH [33]
und ATX-II [34] ndher untersucht, die 6stro-
gene Wirkung von AOH [35] und die Beein-
trachtigung der ribosomalen Aktivitat durch
TeA [36]. Um das tatsachliche Gesundheits-
risiko dieser Substanzen abschatzen zu kén-
nen, bedarf es allerdings noch weiterer In-
formationen und Untersuchungen. Wichtige
Parameter fiir das toxikologische Potential

Dibenzo pyrones

Low plasma

concentrations
<< 0.6% after 3 h, lower after 24 h

)

N
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eines Toxins sind auch dessen Bioverfiigbar-
keit, also inwiefern die Substanz tatsachlich
von einem Organismus aufgenommen wird,
dessen Metabolisierung, also inwiefern die
Substanz von einem Organismus unschad-
lich gemacht werden kann, und dessen Aus-
scheidungsrate und Ausscheidungseffizienz,
also wieviel und wie rasch die Substanz von
einem Organismus auch wieder ausgeschie-
den werden kann.

Zu diesen zentralen Fragen gibt es bislang
nur einzelne Studien, weswegen die EFSA
dazu aufgerufen hat, diese Wissensliicken
zu schlieBen [11]. Im Zuge unseres Projekts
konnten wir in Zusammenarbeit mit der Me-
dizinischen Universitdt Wien zwei Studien
an Ratten durchfiihren. Dabei wurden kon-
trollierte Mengen eines Pilzkulturextraktes
mit 11 bestimmten Alternaria-Toxinen an
Ratten verabreicht (50 mg/kg Korperge-
wicht), um nach 3 und 24 Stunden gesam-
meltes Blutplasma, Urin und Faeces zu un-
tersuchen (Abb. 7). Nach aufwandiger Me-
thodenentwicklung fur diese komplexen bi-
ologischen Matrices, konnte eine LC-MS/MS
basierende Analysenmethode fir die simul-
tane Detektion von 20 Alternaria Toxinen
etabliert werden.

>

Fecal excretion
10 toxins

O

Urinary excretion
9 toxins

,,
™

™

. 7

Abb. 7: Uberblick zur durchgefiihrten Studie an Ratten: Administration, Absorption und Ausscheidung von Alternaria-Toxinen // Overview on the
conducted in vivo study: Administration, absorption, and excretion of Alternaria toxins in rats.
Bearbeitet nach / adapted from: Puntscher, et al. (2019) [32].
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Die Analyse der Proben zeigte nur geringe
Konzentrationen (<0,6% der verabreichten
Dosis) der Toxine im Blutplasma, wahrend
zehn Toxine in Faecesproben und neun To-
xine in Urinproben festgestellt wurden. Ins-
besondere AOH und AME wurden nach
24 Stunden zum GroRteil tGber den Faeces
(>89 %) und Urin (>2,6%) ausgeschieden und
zeigten nur geringe Bioverfligbarkeit. Zu-
dem wurden modifizierte Formen in beiden
Matrices festgestellt, namlich 4-hydroxy-
AOH und Sulfate von AOH und AME, was ak-
tiven Fremdstoffmetabolismus der Ratte be-
weist. TeA wurde bereits nach 3 Stunden zu
20% und nach 24 Stunden zu fast 90% via
Urin ausgeschieden. Obwohl die Perylenchi-
none ATX-l, ALP, ATX-Il und STTX Ill in ver-
gleichsweise hohen Dosen verabreicht wur-
den, konnten nur ATX-1 und ALP in geringen
Konzentrationen (<0,06% in Plasma und
Urin, <5% in Faeces) und die genotoxischen
Epoxid-Verbindungen ATX-Il und STTX-IIl gar
nicht wiedergefunden werden.

Diese Studien geben wertvolle Einblicke zur
Bioverfugbarkeit, dem Sdugetiermetabolis-
mus, der Ausscheidung und somit der biolo-
gischen Relevanz von Alternaria-Toxinen.
Insbesondere die Erkenntnisse zum sduge-
tierspezifischen Stoffwechsel und die gefun-
denen Ausscheidungsprodukte sind wichtig
fir zukunftige Risikobewertungen und die
mogliche Entwicklung von Biomarker-basie-
renden Analysenverfahren (HBM, human bi-
omonitoring) flir umfangreiche Expositions-
erhebungen. Die Leber und der gastrointes-
tinale Trakt wurden als relevante Zielge-
webe und Organe erkannt, was richtungsge-
bend fir die Planung zukinftiger toxikologi-
scher Untersuchungen ist.

FAZIT

Alternaria-Infektionen fiihren jahrlich zu be-
trachtlichen wirtschaftlichen EinbuRen in
ganz unterschiedlichen landwirtschaftlichen
Kulturen weltweit. AuRerdem konnen dar-
aus auch Lebensmittelkontaminationen mit
entsprechenden  Alternaria-Mykotoxinen
resultieren. In den prasentierten Studien
wurden bis zu neun der weltweit unregulier-
ten Alternaria-Toxine in verschiedenen
kommerziell erhiltlichen Lebensmitteln Eu-
ropas nachgewiesen. Da die aktuell verfug-
baren Daten zum tatsachlichen Vorkommen
und zum toxikologischen Potential dieser
Schimmelpilzmetaboliten nicht fiir eine um-
fassende Risikobewertung ausreichen, sind
weitere Studien erforderlich. Nicht nur die
etwas bekannteren Alternaria-Toxine wie

I
ZUSAMMENFASSUNG

Pilzkrankheiten verursachen alljahrlich bedeutende 6konomische
EinbuRen in verschiedensten landwirtschaftlichen Kulturen
weltweit. Darlber hinaus produzieren bestimmte Pflanzen-
pathogene wie Alternaria-Spezies schadliche Sekundar-
metaboliten, sogenannte Mykotoxine, die Lebensmittel
kontaminieren und damit ein mogliches Gesundheitsrisiko fiir
Konsumenten bedeuten konnen. Bisher sind nur wenige Studien
zum Vorkommen und dem toxikologischen Potential von
Alternaria-Toxinen  verfliigbar, was umfassende Risikobe-
wertungen deutlich einschrankt. In dieser Arbeit prasentieren wir
eine Zusammenfassung aktueller Alternaria-Forschung mit dem
Fokus auf die Entwicklung von innovativen analytischen
Methoden, um Kontaminationsmuster in verschiedenen Lebens-
mittelprodukten  effizient zu erfassen und biologische
Abwehrstrategien im pflanzlichen und tierischen Fremd-
stoffmetabolismus (Biotransformation) zu untersuchen. Durch die
Anwendung leistungsstarker LC-MS-basierender Multi-Toxin-
Methoden konnte gezeigt werden, dass auch bisher kaum
untersuchte Toxine sowie biologisch modifizierte Toxine einen
nicht unwesentlichen Beitrag zur Gesamtexposition leisten.
AuBerdem lieferten in-vivo-Studien hochinteressante erste
Einblicke zur Bioverfligbarkeit, dem Metabolismus und den
Ausscheidungsraten von Alternaria-Toxinen in Ratten. Die
aussagekraftigen Ergebnisse zeigen, dass weitere Studien ratsam
und notwendig sind, um der Frage nachzugehen, ob eine
gesetzliche Regulierung von Alternaria-Toxinen zur Gewahr-
leistung der Lebensmittelsicherheit angemessen ware.

RIASSUNTO

L'infestazione fungina delle colture agricole provoca notevoli
perdite economiche ogni anno. Inoltre, certi agenti fitopatogeni
come le specie di Alternaria producono metaboliti secondari
dannosi, le cosiddette micotossine, che in caso di contaminazione
di prodotti alimentari possono risultare in un potenziale rischio per
la salute dei consumatori. | dati sulla presenza e sul potenziale
tossicologico delle tossine di Alternaria sono ancora scarsi e quindi
le valutazioni del rischio rimangono limitati. In questo rapporto
presentiamo un riassunto di ricerca attuale focalizzata sullo
sviluppo di metodi analitici innovativi per determinare
contaminazioni in vari prodotti alimentari e per studiare le
strategie di difesa metabolica nelle piante e nei mammiferi
(biotrasformazione). Con l'applicazione di sofisticati metodi di
quantificazione basati su LC-MS, & stato dimostrato che tossine
poco conosciute e perfino tossine biologicamente modificate
contribuiscono  concentrazioni considerevoli all'esposizione
complessiva. Inoltre, studi in vivo hanno fornito interessanti nuove
conoscenze sulla biodisponibilita, sul metabolismo e sulle
escrezioni delle tossine di Alternaria in ratti. | risultati significativi
dimostrano la necessita di ulteriori studi per affrontare la
questione se eventuali normative legali per queste tossine
sarebbero appropriate per garantire e aumentare continuamente
la sicurezza alimentare.



Alternariol und Tenuazonsaure, sondern
auch kaum untersuchte modifizierte For-
men, wie Sulfate und Glukoside von Al-
ternariol und Alternariolmonomethylether,
wie auch die Perylenchinone scheinen einen
bislang unbekannten und nicht zu unter-
schatzenden Beitrag zur Gesamtexposition
der Konsumenten zu leisten.

Die Erkenntnisse der beschriebenen wissen-
schaftlichen Arbeiten, insbesondere die neu
entwickelten und validierten leistungsstar-
ken Analysemethoden fir Lebensmittel,
aber auch fir andere biologische Matrices,
leisten wertvolle Beitrage fiir die zukilinftige
Datenerfassung und das Voranschreiten die-
ser Mykotoxin-Forschung. Die gewonnenen
Einblicke in aktuelle Kontaminationsmuster
europaischer Lebensmittel, sowie erste Er-
kenntnisse zum tierischen Metabolismus
dieser Substanzen bestdtigen die von der
EFSA betonte Wichtigkeit der Thematik. In
Zukunft kénnen auch mit Hilfe dieser Ergeb-
nisse die noch ausstehenden, notwendigen
Risikobewertungen erarbeitet werden, um
zu verstehen, ob etwaige gesetzlichen Regu-
lierungen dieser Toxine notwendig und sinn-
voll fiir eine Verbesserung der Lebensmittel-
sicherheit sind.

Alternaria-Kontaminationen im Lebensmittelsektor

ABKURZUNGEN

e EFSA, Europaischen Behorde fir Lebens-
mittelsicherheit (European Food Safety
Authority)

e LC, Flussigchromatographie (liquid chro-
matography)

e MS, Massenspektrometrie

Alternaria-Toxine:

e ALT, Altenuene

e ALP, Alterperylenol

e AME, Alternariolmonomethylether
o ATX-I, Altertoxin |

o ATX-II, altertoxin Il

e iSOALT, Isoaltenuen

o STTX-IIl, Stemphyltoxin Il

e TeA, Tenuazonsdure

e TEN, Tentoxin
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