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Kleiner Reminder — Warum Proteomics — Schwein-Methode

Rinderwahn-Epidemie = 2001 Verordnung (EG) Nr.999/2001
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Workflow — Schweine-Methode
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Peptide und Fragment-lonen

Peptide Precursor fragment ions NCE tr [min]
m/z charge M/Zcalculated ion type use
LLSNLFANYAGADTPVEK  961.9965 2 1382.6587 y13+ Quantifier 25 13.1
816.4098 y8+ Qualifier
472.2766 y4+ Qualifier
LLSNLFANYAGADTPVEK 966.0036 2 1390.6729 y13+ Quantifier 25 13.1
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Untere und obere Bestimmungsgrenze (LLOQ und ULOQ)

— LLOQ muss grof3er sein als mittlerer Blindwert + 6-mal die
Blindwertstandardabweichung

RT:12.80-13.80 Chromatogramm LLOQ

NL: 3.08E7
13.16

GNL: -34ET mlz= 120.0000- Messung LLOQ [pg/g] uLoQ [pg/gl Blindwert [ug/g]
003-56-1_20231002174514
1 0,38 94 0,05
GNL: 5.34E7 m/z= 120.0000-
NL: 5..34E7 o 2 0,39 94 -
00556 1 20500825112405 3 0,14 93 0,07
NL: 1.02E7
GNL: 5.34E7 m/z.= 120.0000- 4 0’4 1 9 6 0’ 1 6
g S 5 0,42 102 0,12
B 6 0,47 108 0,12
wiemen gl [ 037 | [ s 010
o [ug/g] 0,12 6 0,04

Mittelwert + 6-mal o [ug/g]
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Genauigkeit

* Intra-Assay = 6-mal QC-Proben auf einer Platte « |nter-Assay = 1-mal QC-Proben auf 6 Platten

80 1 intra-batch Genauigkeit 80 1 inter-batch Genauigkeit
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Genauigkeit kann fiir QC2-4 akzeptiert werden

QC1 erfillt nicht alle erforderlichen Kriterien
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Reproduzierbarkeit

— Relative Abweichung nicht £ 30 % bei mind. 8 Proben

Probe MBM1 MBM2 MBM3  PiFx
R1 PiF1
R2 PiF2
R3 PiF3
R4 PiF4
R5 PiF5
R6 PiF6
R7 PiF7
R8 PiF8
R9 PiF9
R10 PiF5
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»Homogenitat??? - Fehlerhaft
» Wiederholung wird zeigen ob

Methode reproduzierbar ist
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Verdiinnungslinearitat

80 - Verdiinnungslinearitat

Verdiinnungslinearitat 60

40 - 40

Wyynz [HE/8]
N
(@]

A p-pil1 [%]

o R 40
0 _

DFO DF10 DF40 DF160 DF640 DF2560

Dilution factior injection solution in PBS

DFO DF40 DF160 DF640 DF2560
Dilution factor injection solution in PBS

— DF2560 liegt unter LLOQ (Ausschluss)

— Alle weiteren Proben erfillen Kriterium £ 30%
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Interferenzen

— Antikorper bindet ebenfalls analog MYH7 Peptide von Pferd und Rind
— Einfluss von MBM's mit Rind und Pferd??

™

Verdiinnung Rind Anteil MBM von Rind Verdiinnung Pfer Anteil MBM von Pferd
(1C) [%] (IH) [%]

IC-Dil0 10 IH-DilO 10

IC-Dil1 2,5 IH-Dil1 2,5

IC-Dil2 0,63 IH-Dil2 0,63

IC-Dil3 0,16 ICH-Dil3 0,16

IC-Dil4 0,039 IH-Dil4 0,039
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Interferenzen

— Abweichung von Schwein MBM max. + 30%

l ' 10% 2,5% 0,63% 0,16% 0,039%
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Zusatze von bis zu 10% MBM von Rind und Pferd haben keinen Einfluss auf

P: BfR



A PiF - pooled [%]

Selektivitat: Matrixeffekte?

20 1 Selektivitit Schweinefutter +/ 20 1 Selektivitdt Geflugelfutter 160 1 Selektivitit Aquakulturfuttermittel X
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» Test auf Selektivitat bei Schweine- und Gefliigelfutter bestanden Qf

» Aquakulturfuttermittel zu fettig > Homogenitat??? x

Entfettung?
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Selektivitat: Proteinhydrolysate

— Koénnen Futtermittel legal zugesetzt werden

— Nachweis ob positive Ergebnisse von Schwein-Hydrolysaten stammen!

Probe Gewebe
8 1 - - 150
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= S
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z ©
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Proteinhydrolysate

Probe Gewebe
8 1 o r 150 H1 Darmschleimhaut
= H2 Fleisch, Knochen
6 o a
= L 100 & H3 Fleisch, Knochen
~ <
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~ -1 (V]
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3 - 50 2
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o
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o _ _
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— Nur 3 von 9 Proben erzielen Ergebnisse unterhalb LLOQ (0.37 pg/g)

— Hydrolysate kdnnen zu falsch-positivem Ergebnissen fihren

— Probenzusammensetzung 10% (m/m) Hydrolysat in Schweinefuttermittel
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Letzter Punkt — Validierung von Verschleppungen

— Verschleppungen kdnnen nachfolgende Messungen verfalschen
— Verschleppter Gehalt < LLOQ (0.37 pg/g)

1.2 -

Verschleppung Standard Massenanteil w,,y,, [1g/g]

1 ) S2 31,93
g gl S1 95,79
% .
3 ]
T e — Bei Proben oberhalb des Massenanteils von S2
g 04 | kann es zu Verschleppungen kommen
Z 02 . °
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> Injektionsreihenfolge
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