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Ausgangssituation:

1,2-ungesattigte Pyrrolizidinalkaloide (PA) sind
naturliche Inhaltsstoffe von Pflanzen der Fami-
lien der Korbblutler, Rauhblatt-/Bor-
retschgewéachse und Hulsenfrichtler, die be-
reits in geringen Dosen ein gesundheitliches
Risiko fur Mensch und Tier darstellen, wenn
sich Samen oder Teile PA-haltiger Pflanzen als
Verunreinigungen in pflanzlichen Lebensmitteln
oder Futtermitteln befinden. Man geht davon
aus, dass PA von Uber 6.000 Arten weltweit
gebildet werden kdnnen, wobei tUber 500 ver-
schiedene Verbindungen (PA und deren oxi-
dierte Form, PANO) bekannt sind, die den
Pflanzen primér als Schutz vor Fraf3feinden
dienen. PA wirken bei hoher Exposition stark
leberschadigend, wobei bei chronischer Auf-
nahme die Leberkrebs-auslésende Wirkung
und Schadigung anderer Organe (Lunge und
Herz) im Vordergrund stehen.

Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass
PA in zum Teil auffallig hohen Gehalten in Le-
bensmitteln und in Futtermitteln vorkommen

kénnen. Eine Reihe PA-haltiger Pflanzen kom-
men auch in Deutschland vor (Kreuzkrauter,
Natternkopf u.a.) und verbreiten sich zuneh-
mend. Zuletzt wurden Krautertee und Tee ne-
ben Honig als nicht zu vernachlassigende Quel-
le der taglichen PA-Exposition des Verbrau-
chers identifiziert. Aufgrund der Erkenntnisse
zur Verbreitung und vor allem zur H6he der PA-
Gehalte wurde das PA-Vorkommen seitens des
Bundesinstituts fur Risikobewertung (BfR) und
der Europaischen Behérde fur Lebensmittelsi-
cherheit (EFSA) in entsprechenden Stellung-
nahmen in den vergangenen Jahren bewertet.
Dabei wurde geschlussfolgert, dass ein ge-
sundheitliches Risiko, vor allem fir Kinder,
Schwangere und Stillende sowie fir Hochver-
zehrer betroffener Lebensmittel, nicht auszu-
schlief3en ist.

Vor dem Hintergrund internationaler Waren-
strome und globaler Markte stellt die Rohstoff-
kontrolle einen integralen Bestandteil der Le-
bensmittel- und Futtermittelproduktion und ihrer
Qualitatssicherung dar. Fir eine schnelle und
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einfache Vor-Ort-Kontrolle einer PA-Belastung
(beim Erzeuger oder beim Wareneingang) sind
kostenintensive und nur in Speziallaboratorien
durchfiihrbare Methoden (z.B. HPLC-
Tandemmassenspektrometrie) allerdings unge-
eignet.

Ziel des Forschungsvorhabens war daher die
Entwicklung und Validierung eines antikdrper-
basierten Screeningverfahrens zur vor Ort ein-
setzbaren Detektion von PA in pflanzlichen
Rohstoffen, um insbesondere kleinen und mit-
telstandischen Unternehmen eine schnelle und
kostengunstige Diagnostikmdglichkeit zur Roh-
waren-, aber auch zur Endproduktkontrolle zur
Verfiigung zu stellen. Damit kénnten Einbul3en
in der Qualitdt von Lebensmitteln oder Gefah-
ren fur die Gesundheit der Konsumenten frih-
zeitig detektiert und Imageschaden sowie Fol-
gekosten (Produkthaftung) vorgebeugt werden.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Vorhabens wurde an For-
schungsstelle | erstmalig die Generierung und
breite Charakterisierung eines monoklonalen
Antikdrpers (mAb) gegen Pyrrolizidinalkaloide
unter Verwendung eines neuen Retronecin-
Derivates (Hapten) durchgefiihrt. Der selektier-
te mAb 18H4 zeigt eine breite Kreuzreaktivitat
mit Retronecin-basierten PA, insbesondere mit
nicht-makrozyklischen Verbindungen (insbe-
sondere Intermedin, 7-O-Acetylintermedin und
Intergerrimin) aber auch makrozyklischen PA
(insbesondere Seneciphyllin). Die Bindung von
Heliotridin- und Otonecin-basierten PA sowie
der PANO ist vernachlassigbar. Damit steht ein
Antikodrper zur Verfugung, der prinzipiell fur das
Proben-Screening auf Retronecin-basierte PA
geeignet ist. Trotz hervorragender Stabilitat
Uber einen breiten pH-Wert-Bereich und akzep-
tabler Toleranz gegeniuber organischen LO6-
sungsmitteln, wie Ethanol und Acetonitril (von
Bedeutung fur die Probenvorbereitung, z.B. die
Festphasenextraktion der Pflanzenextrakte vor
der HPLC sowie fur Analysen von medizinisch
genutzten wassrig-ethanolischen Pflanzenaus-
zligen), muss einschrankend auf die relativ
hohe Nachweisgrenze des entwickelten ELISA
hingewiesen werden, die nicht zuletzt durch die
notwendige 10-fache Verdiinnung der Proben-
extrakte bedingt ist. Damit steht derzeit ein Test
nur fir stark kontaminierte Proben (pg/kg bis
mg/kg) und die bisher gepruften Matrices Pfef-
ferminze, Kamille, Fenchel und Honig zur Ver-
fugung. Eine Ausweitung auf andere Matrices
ist wahrscheinlich, muss aber im Einzelfall ge-
pruft werden. Generell ist eine matrixangepass-
te Kalibrierung mit entsprechenden Kalibrier-
standards erforderlich.
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An Forschungsstelle Il wurden im Rahmen des
Vorhabens Analysenmethoden zum Nachweis
von PA/PANO entwickelt: eine zielgerichtete-
Methode zum Nachweis von 44 kommerziell
erhéltlichen Analyten, und ein Ansatz zur Be-
stimmung von PA/PANO in Summe nach Re-
duktion und Derivatisierung. Neben den Mess-
methoden wurde ein Probenvorbereitungsver-
fahren zur Extraktion intakter PA/PANO aus
pflanzlichen Matrizes entwickelt und validiert.
Dieses ist fur beide entwickelte Nachweisme-
thoden geeignet und ebenfalls leicht fiir ELISA-
Anwendungen adaptierbar. Die vollstédndige
Einzelanalytmethode wurde flr wirtschaftlich
bedeutende Teematrizes validiert und auf Re-
alproben angewendet. Die Ergebnisse zeigten
eine hohe Sensitivitat, Préazision und Wiederfin-
dung der entwickelten Methode. Eine Anwen-
dung fur weitere relevante Matrizes wird ange-
strebt. Weitere Untersuchungen zur Lagerstabi-
litat von PA/PANO in Lésungsmitteln und in
artifiziell mit analythaltigen Pflanzen kontami-
nierten Proben zeigten eine hohe Stabilitat der
Phytotoxine im sechsmonatigen Untersu-
chungszeitraum.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die Ergebnisse haben eine hohe wirtschaftliche
Bedeutung, insbesondere fir kleine und mittel-
standische Unternehmen (KMU), die die Si-
cherheit ihrer Produkte garantieren missen.
Die Produktgruppen Tee sowie Krauter- und
Frichtetee (,teedhnliche Erzeugnisse®), aber
auch viele andere pflanzliche Zubereitungen,
haben bei den Verbrauchern das Image eines
gesundheitsférdernden Lebensmittels. Ange-
sichts des Vorkommens und der Toxizitdt von
PA besteht Handlungsbedarf im Rahmen des
vorbeugenden gesundheitlichen Verbraucher-
schutzes.

In Deutschland werden jahrlich ca. 45.500 Ton-
nen Tee und ca. 38.800 Tonnen Krauter- und
Frichtetees umgesetzt. Die Hersteller dieser
Produkte sind fast ausschlieRlich KMU, die
weder Uber entsprechende Forschungskapazi-
taten noch Uber das nétige Know-how verfiigen,
um neue Untersuchungsmethoden zu entwi-
ckeln. Gleiches gilt fur die Futtermittelindustrie,
die jahrlich ca. 23,7 Mio. Tonnen Mischfutter-
mittel erzeugt. Die Ergebnisse des Projekts sind
Uber diese Zielgruppen hinaus auch zur Unter-
suchung von Produkten anderer Branchen der
Lebensmittelindustrie, z.B. von Honig und Ge-
wurzen, interessant und kdnnen einen Beitrag
zur Erhaltung der Leistungs- und Wettbewerbs-
fahigkeit einer Vielzahl von KMU leisten. Das
entwickelte Screeningverfahren fir die Detekti-
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on von mit Retronecin-basierten Pyrrolizidinal-
kaloiden in hoch belasteten Proben ermdglicht
eine deutliche Einsparung von Analysekosten.
Besonders hervorzuheben ist zudem die
Schnelligkeit des Verfahrens zur Beurteilung
der Qualitdt untersuchter Chargen (innerhalb
von wenigen Stunden), was Verzégerungen in
der Produktionskette und damit verbundene
Kosten vermeidet.

Dariiber hinaus sind die Ergebnisse des Vor-
habens in der Diagnostikbranche, der Mess-
technik und im Hygiene-Dienstleistungs-
gewerbe verwertbar. Die Weiterentwicklung und
Anwendung der antikérperbasierten Nach-
weismethode stellt zudem eine Erweiterung des
Portfolios von Herstellern solcher Verfahren
dar. Durch die praxisrelevante Testdauer und -
konzeption kann eine neue Testgeneration
entwickelt werden, die in naher Zukunft ein
weltweit konkurrenzfahiges Verfahren darstel-
len kénnte. Der in diesem vorwettbewerblichen
Forschungsprojekt entwickelte Antikérper steht
nach Abschluss der Arbeiten interessierten
Biotech-Firmen zur Entwicklung und Vermark-
tung eigener Testformate, z.B. Streifentests, zur
Verfigung. Erste Arbeiten zur Entwicklung ei-
nes immunologischen Streifentests (Test-
Kassette) wurden begonnen.
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