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GENOTOXINE SICHER UND EFFIZIENT IN NAHRUNGSMITTELN BESTIMMEN

Weil Du bist, was Du isst

Was den Nachweis erbgutschadigender Verbindungen in Lebensmitteln anbelangt,
zweifeln Forschende der Justus-Liebig-Universitdt Gielsen am Leistungsvermdgen der
gegenwartig praktizierten instrumentellen chemischen Analytik. Sie drangen auf einen
Paradigmenwechsel und schlagen als Losung eine planare non-target Strategie vor.

Diese Redewende beschreibt in einfachen Worten
den Umstand der Nahrungsaufnahme als zwin-
gend und notwendig, will man bei Kraften bleiben. Sei-
nen Ursprung hat das Sprichwort allerdings in einer Zeit
der Menschheitsgeschichte, als es weder Fastfood noch
hochindustriell verarbeitete Lebensmittel gab. Mit dem

E ssen und Trinken halt Leib und Leben zusammen.

1 Pflanzliche Ole enthalten haufig die
mehrfach ungesattigten Fettsduren
- Linolsdure und Alpha-Linolensaure.
Beide sind anfallig fiir Epoxid-Bildung -
Epoxide haben genotoxisches Potenzial. =«
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Wissen von heute ware vielleicht eine dezente Prazisie-
rung der Formulierung sinnvoll: Es kommt nicht allein
auf die Nahrungsaufnahme an, sondern darauf, dass
Richtige zu essen. Es geht darum, die Zufuhr essenzieller
Niahrstoffe in hinreichender Menge sicher zu stellen, die
unser Organismus benotigt, um heranzuwachsen, sich
zu entwickeln und regenerieren zu kénnen, die er aus
sich herausjedoch nicht synthetisieren und damit selbst
bilden kann.

Zu. den lebenswichtigen Nahrstoffen zdhlen Kohlen-
hydrate, Proteine, Vitamine und Mineralstoffe. Ebenso
dazu gehoren Fette respektive die darin enthaltenen
Fettsduren. Fir die Gesunderhaltung von besonderer
Bedeutung sind die mehrfach ungesattigten Fettsauren.
Sie dienen unsnichtallein als wertvolle Energielieferan-
ten, sondern sie sind obendrein auch ein wichtiger Bau-
stein unserer Korperzellen, deren Membrane sie durch-
lassig und flexibel halten, was sie unvermeidlich zum
Bestandteil unterschiedlichster Stoffwechselprozesse
macht.

| Essenzielle Fettsduren im Fokus

Zu den mehrfach ungesattigte Fettsduren zahlen die
Omega-6-Fettsaure Linolsdure und die Omega-3-Fett-
sdure Alpha-Linolensaure (auch n-6- und n-3-Fettsdure).
Die Molekiile unterscheiden sich im Aufbau nur gering-
fiigig: Die zweifach ungesattigte Linolsdure enthalt 18
Kohlenstoffatomen, 32 Wasserstoffatomen und zwei
Sauerstoffatome (CH,,0,), die dreifach ungesittigte
Alpha-Linolensdure (CH, O,) enthalt zwei Wasserstoff-
atome weniger. Beide Omega-Fettsduren sind aus ge-
sundheitlicher Sicht fiir uns von grofder Bedeutung. Li-
nolsdure und Linolensdure sind fir uns essenziell,
sprich unentbehrlich und miissen dem Organismus mit
der Nahrung zugefiihrt werden, da der Korper sie nicht
selbst synthetisieren kann. Reich an Linolsdure sind
pflanzliche Ole wie Oliven- und Sonnenblumendl, fettes
Fleisch und fettreiche Wurst, Margarine, Niisse und
Mandeln. Alpha-Linolensdure wiederum ist in grof3erer
Menge in Pflanzendlen wie Leindl (56-71 %) [1] und Chia-
0l (609%) [2] enthalten. Ebenso reich an Linolensaure,
wenngleich in vergleichsweise geringerer Menge, sind
Hanfol, Rapsol, Walnussol und Sojasl [3].

Die Menge, die der Mensch an Fett bzw. an essentiellen
Fettsduren aufnehmen muss, hangt vom jeweils indivi-
duellen Bedarf ab, der wiederum beeinflusst wird vom
Lebensalter und dem personlichen Aktivitatsprofil [4].
(s. auch LP-Info-Kasten, S. 50)



| Kritischer Blick auf Pflanzenéle

Der Verzehr von Pflanzenolen, die reich an ungesattig-
ten Fettsduren sind, gehort zu einer gesunden Ernah-
rung dazu, Stichwort mediterrane Erndhrung: Die im
Mittelmeerraum verortete Erndhrungsweise basiert im
weitesten Sinn auf dem Verzehr von viel Obst und Ge-
miise, Hiilsenfriichten, Vollkorn-Getreideprodukten
und Olivendl, einem moderatem Fisch-Konsum und
einer gemdfdigten oder geringen Menge an Milchpro-
dukten, Wein und Fleisch. Laut Erndhrungswissen-
schaftler Matthias Schulze tibt die Mittelmeerdidt eine
positive Wirkung auf unseren Korper aus. Sie kénne
Herzinfarkten vorbeugen und das Risiko fiir Gefaf3-
krankheiten senken, wie der Leiter der Abteilung Mole-
kulare Epidemiologie am Deutschen Institut fiir Erndh-
rungsforschung Potsdam-Rebriicke (DIfE) betont [6].

Neueste Untersuchung werfen nun aber die Frage auf,
ob diese Empfehlung uneingeschrankte Giiltigkeit be-
sitzt oder ob nicht doch gewisse Einschrankungen gel-
ten sollten in Bezug auf den Verzehr von Nahrungsmit-
teln, diereich an ungesattigten Fettsduren sind. Hierbei
steht deren Handhabung im tdglichen Gebrauch im
Fokus. Denn Forschende der Justus-Liebig-Universitat
(JLU) Gief3en haben kiirzlich bei der Analyse handelstib-
licher Pflanzendle beachtliche Mengen erbgutschadi-
gender Substanzen nachgewiesen. Diese hatten sich im
weiteren Verlauf der Untersuchung der Linolensdure als
Quelle zuordnen lassen, berichten Gertrud Morlock,
Professorin fiir Lebensmittelwissenschaften an der JLU
Gief3en, und Doktorand Daniel Meyer im Fachjournal
Food Chemistry [7].

| Wahl des richtigen Analyseverfahrens

Obgleich dieser Sachverhalt bereits nachdenklich
stimmt, setzen die Forschenden noch einen obendrauf:
Die tatsdchliche Tragweite des Problems spiegele sich in
der Erkenntnis wider, bringt es Morlock auf den Punkt,
dass ,die derzeit in der Analytik iiblicherweise einge-
setzte Technik genotoxische Verbindungen in Lebens-
mitteln nicht hinreichend erfasst und Gibersieht”. Das
hange damit zusammen, dass unsere Lebens- und Fut-
termittel i. d. R. komplexe Gemische seien, die aus Tau-
senden Verbindungen bestehen, von denen uns die
meisten oftmals Spurenverbindungen nicht bekannt
seien, wie die analytische Chemikerin erldutert. Nicht
zuletzt deshalb komme man mit einer zielgerichteten
Analytik nicht sehr weit, was den Nachweis potenzieller
Schadstoffe und Toxine betreffe.

| Analytische Praxis im Zweifel

Gehen wir noch einmal einen Schritt zurtick: Lipide,
sprich Fette und Ole, sind ein wichtiger Bestandteil von
Grundnahrungs- und Futtermitteln. Insbesondere von
den darin enthaltenen ungesittigten Fettsdauren weif3
man aber, dass sie leicht zum Objekt oxidativer Prozesse
werden. Ob durch Luftsauerstoff verursacht oder photo-
lytisch getriggert: Am Ende bilden sich daraus Epoxide,
deren genotoxisches Potenzial zwar durchaus bekannt
sei, wie Morlock sagt, derer man allerdings in der Labor-
praxis in der Qualitdtssicherung, Produktkontrolle oder
Lebensmittelkontrolle nicht vollumfédnglich habhaft
werde. Bei den beschriebenen Methoden und Verfahren
zur Bestimmung von Genotoxinen handle es sich nam-
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lich laut Morlock um Assays zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Epoxiden basierend auf der Reak-
tion mit Bromwasserstoff oder anderen Chemikalien.
Die Kenntnis der Identitdt jedes vorhandenen Epoxids
ist wichtig, da die Referenzstandards entsprechend der
Kettenldnge des Analyten ausgewdhlt werden miissen,
was jedoch bei Lebensmit-
telproben mit unbekannter
Zusammensetzung proble-
matisch sein kann. Ein an-
derer Ansatz verwendet ei-

Wir wissen heute nur
wenig liber die Art und

nen Carbamat-Assay, der an Menge genotoxischer
die Hochleistungsfliissig- T !
keitschromatographie —ge- erbgutSChadlgender
koppelt ist, was zu Proble- H :

men mit Metallionen im verb"ndungen’ in

System fiithren kann. Lebensmitteln_”

Ebenfalls werde die kern-
magnetische Resonanzspek-
troskopie verwendet, die
sich jedoch nur sehr be-
grenzt einsetzen lasse und
versage, insbesondere wenn es um hochwirksame Ge-
notoxine geht, die in sehr geringen Mengen in einer
komplexen Probe vorhanden sind, schreiben Morlock
und Meyer. Das sich abzeichnende Problem zahlreicher
blinder Flecken gipfle in der Erkenntnis, dass man zwar
einen bestimmten Bereich erbgutschadigender Verbin-
dungen, namlich den der Epoxide, bereits erkannt hat,
andere Substanzklassen aber, die ebenfalls genotoxisch
wirkten, nicht darstellen konne, restimiert Morlock.

sitat GielRen

| Planare non-target Genotoxizitits-Profile

Zielgerichtete chemische Analysemethoden (target ana-
lysis) schieden aus Sicht der Forschenden zur sicheren
und vollumfanglichen Analytik potenziell erbgutscha-
digender Verbindungen aus. Und auch standardisierte
Bioassays fiir sich allein genommen (zwar non-target,
aber nur Summenwert als Ergebnis) erfiillten die An-
forderungen aus unterschiedlichsten Griinden [7] nicht
hinreichend. Worin aber liegt die Losung? Auf der Suche
nach geeigneten Analyseverfahren und -methoden liefd
sich Morlock von mehreren Annahmen leiten:
= Die von uns tagtdglich konsumierte Nahrung enthilt
Genotoxine, von denen wenig bekannt ist und die
i.d.R. unerkannt bleiben.
= Die gegenwartig in Analyselaboratorien genutzte
Analysetechnik erfasst Genotoxine nicht hinrei-
chend, weil Target-Strategien per Definition nur ein
limitiertes Spektrum an Verbindungen erfassen und
Non-Target-Assays (Summenwert) nicht empfind-
lich genug sind und wichtige Effektsignale durch
entgegengesetzte Signalantworten (zytotoxisch,
physikochemisch etc.) aufgehoben werden konnen.
Aus diesen Annahmen leiteten die Forschenden die
Hypothese ab, dass ,ein empfindlicher planarer Genoto-
xizitats-Bioassay, der die Trennung und den Wirkungs-
nachweis auf derselben Oberfliche kombiniert, eine
Differenzierung der Effekte ermdglicht und in der Lage
sein konnte, das Vorhandensein von Genotoxinen in
Lebensmitteln zu kldren”. Sie richteten ihr Augenmerk
bei der Losung der Herausforderung, Genotoxine in Le-
bensmitteln méglichst vollumfanglich in 33 Pflanzen-
olen [7] zu bestimmen, auf die Hochleistungs-Diinn-
schichtchromatographie (HPTLC) kombiniert mit bio-

Prof. Gertrud Morlock, Justus-Liebig-Univer-
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Weitere Informationen
sowie die Literatur-
stellen zum Beitrag
finden Sie auf
www.laborpraxis.de,
Stichwort Genotoxine
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logischen Assays und der hochaufl6senden Massen-
spektrometrie (HRMS/MS) [8, 9].

| Probe aufs Exempel

Die Forschenden gingen dabei, vereinfacht skizziert, wie
folgt vor: Sie applizierten Aliquote (0,1 ug) der Pflanzen-
ole ohne weitere Probenvorbereitunglediglich verdiinnt
auf HPTLC-Platten (Kieselgel). Deren Entwicklung er-
folgte in entsprechenden Trennkammern mit aufstei-
gendem Kapillarfluss, und zwar in drei Stufen: erst die
polaren, dann die mittelpolaren und schliefdlich die un-
polaren Komponenten. Der chromatographische Trenn-
erfolg wurde mittels gangiger Detektionsverfahren (UV/
Vis, FLD) Gberpriift. Den Genotoxizitatstest fiihrten sie
aufderselben Trennoberfliche durch: Die HPTLC-Platte
wurde zundchst mit einer Suspension kultivierter gen-
modifizierter Bakterien (Salmonella typhimurium) be-
netzt und inkubiert. In dieser Zeit hatten alle Proben-
bestandteile Kontakt mit der Bakterienzelle. Bei einer
DNA-schadigenden (genotoxischen) Verbindung wird
nun ein spezieller Reparaturmechanismus (SOS-Umu-C)
in der Bakterienzelle in Gang gesetzt, der letztlich zur
Freisetzung eines Enzyms (Galactosidase) an dieser Ge-
notoxin-Stelle auf der HPTLC-Platte fithrt. Die Sichtbar-
machung des Genotoxins erfolgte durch Aufbringen des
Substrates fiir das Enzym (fluorogenes Galactosid) und
erneuter kurzer Inkubation, wahrend der das Fluoro-
phor entsteht. Zur Identifizierung der genotoxischen
Verbindungen wurden die interessierenden Zonen mit-
tels Elutionskopf-basiertem Interface aus dem Kieselgel
eluiert und der HRMS/MS zugefiihrt. Fiir das Screening
der 33 Pflanzenol-Proben wurde dieselbe Zellkultur ver-
wendet, um die Signalintensitdten unmittelbar verglei-
chen zu kdnnen; somit seien die Unterschiede in den
genotoxischen Reaktionen tatsdchlich der Menge an
Genotoxin oder -starke und nicht einer unterschiedli-
chen Zellkulturleistung zuzuschreiben.

| Hypothesen bestitigen sich

Was wurde erreicht? ,Unsere erste Hypothese, die besagt,
dass unsere tagliche Nahrung Genotoxine enthalten
konnte, hat sich leider als richtig erwiesen®, sagt Mor-
lock. Eshabe sich gezeigt, dass die Anzahl und Intensitat
der Signale mittelpolarer Genotoxine deutlich hoher
lagen, wenn die Ole linger als zwei Jahre gelagert wur-
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2 Komplexe Proben
untersucht mit dem
planaren Genotoxizi-
tdts-Assay, der durch
einen gentechnisch
veranderten Salmo-
nella typhimurium-
Stamm mit einem
SOS-Umu-C-Repara-
turmechanismus
Genotoxine als oran-
ge Fluoreszenzzonen
nachweist.
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den gegeniiber Olen, die weniger als ein Jahr gelagert
worden waren.” Ihre zweite Hypothese, also dass gegen-
satzliche Signalreaktionen zu falschen Summenwerten
fithren und bei der Interpretation der Ergebnisse von
in-vitro-Mikrotiterplatten-Assays in die Irre fiihren kon-
nen, habe sich ebenfalls bewahrheitet, berichten die
Forschenden weiter. Dass es bislang keine Effektdiffe-
renzierung und nur einen Summenwert gebe, erkldre,

warum wir bisher noch keine Genotoxin-haltigen

Grundnahrungsmittel gesehen haben“. Dabei habe man
in nur 0,1 Millionstel Gramm eines jeden Haushaltsols
mehrere genotoxische Verbindungen nachweisen
konnen.

Ein Desaster, wie die Forschenden andeuten: Der
durchschnittliche Verbrauch von Olen und Fetten habe,
wie die Forschenden berichten, in Deutschland im Jahr
2020 bei etwa 25 kg pro Kopf, das entspreche 69 g Ol /Fett
pro Kopfund Tag. Das wiederum bedeute, ,dass gerade,
wenn man sich gesund erndhren will, taglich eine um
690 Millionen hohere genotoxische Reaktion aufge-
nommen werden kann als die im Bioautogramm beob-
achtete Reaktion®, sagt Morlock, die sich berechtigter
Weise die Frage stellte: Warum sind wir noch am Leben?
Vermutlich aufgrund der Entgiftung der nachgewiese-
nen genotoxischen Verbindungen durch eine gesunde
Leber. Zumindest zeigten dies erste Untersuchungen
und Ergebnisse der simulierten Metabolisierung mit
Leberenzymen (Leber-Stoffwechsel) auch auf derselben
Trennoberflache. Allerdings bleibt fraglich, in wie vielen
Fallen Krebsarten, die das Verdauungssystem betreffen,
beginnend in Mund und Speiserchre, mit der Nahrung
aufgenommene genotoxische Verbindungen eine aus-
schlaggebende oder Nebenrolle spielen.

Vom taglichen Bedarf

Der Linolsdurebedarf liegt im Durchschnitt bei 100 mg/kg Sollge-
wicht pro Tag, d.h., es sind 6,5g Linolsdaure pro Tag oder 2,3 %der
Energie als Linolsaure nétig. Die Zufuhrempfehlung fiir Alpha-Li-
nolensdure liegt bei1g/d bzw. 0,5% der Nahrungsenergiezufuhr.
Das Verhdltnis von Linolsdaure zu Linolensdure liegt demnach idea-
lerweise bei 5:1. [4, 5]

Bild: Professor Gertrud Morlock



| Was am Ende zu sagen bleibt

Pflanzendle, die reich an ungesattigten Fettsduren sind,
werden fiir eine gesunde Erndhrung empfohlen. Doch
so gesund wie gedacht, sind diese Ole offenkundig nicht,
wie die Forschenden mit der Bestimmung erbgutscha-
digender Verbindungen in einer Vielzahl kommerziell
erhiltlicher Pflanzenole belegt haben. Thnen gelang es
mittels HPTLC kombiniert mit planarem Bioassay und
HRMS/MS, oxidierte Linolensdure in allen Proben als
eine Ursache der Genotoxizitdt zu identifizieren. Die
Menge der schddlichen Verbindungen in den untersuch-
ten Olen stieg mit zunehmender Lagerung an der Luft.
Wohlbekannt sei in diesem Kontext, dass insbesondere
die gesunden ungesattigten Fettsauren anfallig fiir oxi-
dative Reaktionen sind, die zur Bildung von Epoxiden
fithre. ,Epoxidierte Fettsauren sind in ihrer genotoxi-
schen Wirkung bereits bekannt, wurden bislang aber
nicht in Pflanzenolen nachgewiesen®, sagt Morlock.
,Unsere Analysen sind von grofder Bedeutung, denn
Pflanzendle stecken in fast allen Lebensmitteln, in vielen
Nahrungserganzungsmitteln und Kosmetika“, betont
die analytische Chemikerin.

Bei dem neuartigen Verfahren kombinierte das For-
scherteam Methoden aus der Chemie und der Biologie
aufderselben Oberfldche: die chromatographische Tren-
nung und den Wirkungsnachweis. ,Mit dieser Methode
erhilt man deutlich aussagekraftigere Wirkstoffprofile
als bislang moglich und kann genotoxische Verbindun-
gen in komplexen Proben differenzierter und mit hohe-
rer Sensitivitdt visualisieren®, berichtet Morlock. Diese
wirkungsbezogene Analytik mittels sogenannter Planar-
Chromatographie hat sie an der JLU GiefSen etabliert.
,Die aktuell in der Lebensmittelanalytik verwendeten
Methoden geben die Schadstoffbelastung mit Genotoxi-
nen in komplexen Lebensmitteln wie Olen nichtrichtig
wieder.” Ein Paradigmenwechsel in der Analytik hin zu
planaren bildbasierten Wirkstoffprofilen sei unvermeid-
bar, um die Verbrauchersicherheit v. a. bei Basislebens-
mitteln zu erhthen. Um das neue Verfahren zu verbrei-
ten, wurde es als portables Open-Source-System minia-
turisiert, was weltweit einzigartig ist [10]. Im Vergleich
zu anderen Methoden ist das System sehr nachhaltig
beziiglich des geringeren Materialeinsatzes und -ver-
brauchs sowie der kleinen Nutzfldche, die zwei Labore
ersetzt.

Hinzu komme, dass planare wirkungsbezogene Scree-
nings durch die parallele Analyse vieler Proben je nach
Assay nur 5 bis 20min pro Probe erfordern bei ver-
gleichsweise geringen Verbrauchskosten und keine oder
nur eine minimale Probenvorbereitung erfordern, wie
Morlock es beschreibt [11, 12]. Die Investitionskosten
lagen fiir kommerzielle Systeme hoher, wohingegen das
Open-Source-System um den Faktor 100 verringerte
Materialkosten zur Anschaffung bendtigt. Koénnen
Schadstoffzonen keinen bekannten Verbindungen in
den komplexen Proben zugeordnet werden, ist es mog-
lich, hochaufgel6ste Massenspektren direkt vom Bio-
autogramm durch automatisierte Elution iber eine zu-
satzliche orthogonale Trennung mittels HPLC zu erhal-
ten. Diese weitergehende Charakterisierung erfolgt laut
Morlock bei Bedarfund gestalte die so genannte On-Sur-
face-Assay-Strategie hochst effizient [11, 12].

Weiterer Forschungsbedarf besteht hinsichtlich der
Frage, ob Mundschleimhaut, Speisershre und Haut als
erste Kontaktstellen mit den Genotoxinen umgehen
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konnen und ob die Leber - sollten die Genotoxine {iber-
haupt dort ankommen - diese Substanzen entgiften
kann. Zudem seien weitere Studien vonnoten, um Ver-
arbeitungspraktiken, Produktformulierungen und ge-
eignete Lagerungsbedingungen zu finden, die die Stabi-
litat clhaltiger Lebensmittel, Nahrungserganzungsmit-
tel und Kosmetika iiber die empfohlene Produktlebens-
dauer gewahrleisten. (ott)
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