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Kurzfassung: Das hochwirksame Pflanzentoxin Rizin steht seit den jlngst bekannt geworde-
nen Vorbereitungen eines Terroranschlages in Deutschland besonders im Fokus des Interesses.
Im Fall einer intentionalen Ausbringung muss der Nachweis von Rizin zeitnah aus einer Viel-
zahl verschiedener Matrices, z. B. Umweltproben und gegebenenfalls aus Patientenproben, er-
folgen. Aus forensischer Sicht ist letztlich der zweifelsfreie Nachweis von Rizin entscheidend.
Wahrend immunologische Schnelltests und stationdre Labormethoden wichtig fur den Einsatz
vor Ort bzw. zur Spurenanalytik aus einer groRen Anzahl von Proben sind, kbnnen massen-
spektrometrische Verfahren Rizin oder geeignete Surrogatmarker wie Rizinin zweifelsfrei iden-
tifizieren. Da keine der genannten Methoden allein allen Anforderungen gerecht wird, kann nur
durch Kombination geeigneter Nachweisverfahren ein sicherer Nachweis von Rizin gelingen.

1. Einleitung

Rizin, ein Proteotoxin aus dem Samen des Wunderbaumes Ricinus communis L., gehort zu den
giftigsten bekannten Pflanzentoxinen (Abb. 1). Die halblethale Dosis liegt zwischen 1 bis 10
ug/kg Korpergewicht bei systemischer Applikation und ca. um den Faktor 1000 hoher bei oraler
Aufnahme [1]. Das Pflanzenmaterial ist aufgrund der weiten Verbreitung von R. communis und
der grof3technischen Verarbeitung der Samen zu Rizinusdl relativ leicht zugénglich. Ebendies
hat dazu beigetragen, dass Rizin bereits mehrfach fir kriminelle Anschldge oder Anschlagsver-
suche eingesetzt wurde.

Wohl am bekanntesten ist die Ermordung des bulgarischen Dissidenten Georgi Markov 1978
in London (sogenannter ,,Regenschirmmord®). Hierbei wurde dem regimekritischen Autor eine
winzige, mit Rizin praparierte Metallkapsel mit Hilfe eines manipulierten Regenschirms in die
Wade injiziert [2]. Weltweite Aufmerksamkeit erregten mit Rizin praparierte Briefe 2003 und
2013 an den friheren US-Présidenten und andere hochrangige US-Entscheidungstrager [3,4].
Zudem wurde die Entwicklung von Rizin als biologische Waffe wéhrend des zweiten Weltkrie-
ges und im kalten Krieg forciert [5].

Heute ist Rizin als verbotene Substanz nach der Chemiewaffen- und Biowaffenkonvention ein-
gestuft. Der Besitz und die Herstellung von Rizin sind streng reglementiert und unterliegen
nationalen und internationalen Kontrollen. Rizin steht aktuell aufgrund der mdéglichen Verwen-
dung in bioterroristischen Anschldagen im Fokus des Interesses [6]. So dokumentiert der Fund
grolRerer Mengen Rizinus-Samen sowie des unter Anleitung hergestellten Rizins im Juni 2018
in Koln, dass in extremistischen Kreisen die Absicht besteht, Rizin fiir bioterroristische An-
schldge in Deutschland einzusetzen [7,8].

Aus forensischer Sicht ist ein gesicherter Nachweis von Rizin notwendig. Der Nachweis von
Rizin ist anspruchsvoll, insbesondere aus Patientenproben. Je nach Aufnahmeweg missen un-
terschiedliche Patientenmaterialien auf die Anwesenheit von Rizin untersucht werden. Kritisch
ist, dass Rizin selbst nach Aufnahme im Korper schnell verstoffwechselt wird und daher nur
ein enges Zeitfenster fur den Nachweis zur Verfligung steht. Zusatzlich muss unter Umsténden
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der Nachweis von Rizin-Praparaten unterschiedlicher Reinheit, die in bioterroristischer Absicht
hergestellt wurden, aus komplexen Umweltproben sowohl schnell, als auch juristisch belastbar
erfolgen. Idealerweise sollten forensische Analysen zudem Hinweise zum Aufarbeitungszu-
stand und dem verwendeten Aufarbeitungsprotokoll erlauben. Um diesen Anforderungen ge-
recht zu werden, sind verschiedene Analyseverfahren notwendig, die sich in ihrer Aussagekraft,
ihrer Sensitivitat, der Eignung zum Nachweis aus verschiedenen Matrices und ihrer Komplexi-
tat komplementieren.
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Abb. 1. A. Fruchtstand der Zierpflanze Ricinus communis L. (Wunderbaum), welcher Rizinus-Samen enthalt.
B. Rizinus-Samen dhneln morphologisch vollgesogenen Zecken, woraus sich der botanische Name — vom lateini-
schen Wort ,ricinus* fiir ,,Laus, Ungeziefer” — ableitet. C. Proteinstruktur von Rizin, einem AB-Toxin (PBD ID
2AAI [9]). Die B-Kette vermittelt die Bindung an die Zelle, wahrend die enzymatisch aktive A-Kette die Protein-
biosynthese in der Zelle nach rRNA-Inaktivierung inhibiert, was zum Zelltod fihrt. (Fotos A und B: RKI).

2. Nachweisverfahren fir Rizin

Als klassische Schnelltests konnen Lateral Flow Assays die schnelle Einschatzung einer vor-
liegenden biologischen Gefahrenlage erleichtern [6,10]. Vor allem die einfache und rasche Ver-
suchsdurchfuhrung erlaubt einen VVor-Ort-Einsatz zur Analyse einzelner Proben durch Einsatz-
krafte. Beachtet werden sollte jedoch, dass deutliche Qualitatsunterschiede bei kommerziellen
Lateral Flow Assays beobachtet wurden [11,12]. Das Auftreten positiver Ergebnisse liefert
hierbei ein Indiz fir das Vorliegen von Rizin, wobei jedoch abhangig vom verwendeten Test
und der vorliegenden Probenmatrix die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse besteht. AulRerdem
kdnnen geringe Rizin-Konzentrationen unterhalb der relativ hohen Nachweisgrenzen der Me-
thode (im ng/mL-Bereich) nicht sicher erfasst werden. Daher sollten verdéchtige Proben so
schnell wie mdglich in Expertenlabore zur weitergehenden Analyse gebracht werden, da nur
hier eine gesicherte Diagnostik erfolgen kann [6].

Die im stationdren Labor zum Einsatz kommenden immunologischen Methoden (ELISA oder
Multiplex-ELISA) eignen sich aufgrund des Durchsatzes zum Screening einer grof3eren Anzahl
von Proben. Durch die hohe Sensitivitat im einstelligen pg/mL-Bereich stellen sie zudem haufig
die einzige Mdglichkeit zur Spurenanalytik dar, da andere Methoden z.T. wesentlich geringere
Empfindlichkeiten aufweisen [13-16]. In Deutschland steht ein akkreditierter Rizin-spezifi-
scher ELISA zur Verfugung, der bei Interesse Institutionen auf Bundes- und Landesebene zur
Verfugung gestellt wird [13,17,18]. Essenziell fur eine zuverlassige Analytik ist der Einsatz
umfassend validierter Verfahren, die in experimentellen Leistungstests auf ihre Eignung zum
Nachweis aus verschiedenen komplexen Matrices getestet wurden [17,19]. Flr eine exakte
Quantifizierung und Qualitatssicherung entscheidend ist dartiber hinaus das VVorhandensein von
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grindlich charakterisierten Referenzmaterialen [18]. Ein Nachteil von ELISA-basierten Ver-
fahren ist, dass der Rizin-Nachweis zwar hoch-spezifisch, aber ,,indirekt* erfolgt, d. h. Gber die
Bindung der in den Testverfahren implementierten Antikérper. Zudem kann nur das Vorhan-
densein von Rizin, nicht aber seine potenzielle Toxizitat, nachgewiesen werden. Die Toxizitét
kann mit verschiedenen funktionellen Verfahren tberpriift werden, welche die zellschadigende
Wirkung des Rizins oder dessen enzymatische Aktivitat — eine Glykosidaseaktivitat mit/ ohne
Zellbindung — nachweisen (Zytotoxizitatsassay, Adenine release assay) [20-23].

3. Zweifelsfreie Identifizierung mit massenspektrometrischen Verfahren

Immunologische Nachweisverfahren erlauben zwar eine sehr sensitive Detektion von Rizin,
sind aber nicht in der Lage, das Zielmolekil zweifelsfrei zu identifizieren. Hierflr stehen eine
Reihe von massenspektrometrischen Verfahren als laborgestitzte Analysenmethoden zur Ver-
fligung, die hochauflésende Massenspektrometer (MS) mit matrix-assisted laser-desorption/
ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) [24-26] oder Flussigkeitschromatographie gekoppelte
(LC)-MS/MS verwenden [27].

Im gangigsten Verfahren wird Rizin mittels einer Protease in seine Peptide gespalten, die an-
schlieRend durch MS/MS-basierte Techniken zu einer detaillierten Aminosauresequenzinfor-
mation fuhren. Diese Methode ermdglicht es, das hochtoxische Rizin vom sehr eng verwandten,
weniger toxischen R. communis Agglutinin zu unterscheiden. Dariiber hinaus kann die Glyko-
sylierungsstruktur des Rizins, die Unterscheidung zwischen den Isoformen Rizin D und E sowie
die Unterscheidung zu weiteren R. communis Proteinen (vor allem Speicherproteine), die in
einfachen Toxinpréparationen ebenfalls vorhanden sind, erfasst werden. Fur eine forensische
Untersuchung kénnen mit weiterfihrenden massenspektrometrischen Verfahren Informationen
zur Herstellungsweise des Rizins durch die Analyse der in der Probe enthaltenen Kohlenhyd-
rate, Fettsduren, Rizin-Markerpeptide (RCB-1 bis RCB-3) sowie des kleinen Molekiils Rizinin
(Pyridin-Alkaloid aus R. communis) abgeleitet werden [28].

Der hohen Beweiskraft der Methode stehen einige technische Nachteile entgegen. Dazu z&hlen
die teure apparative Ausstattung sowie die Notwendigkeit von speziell geschultem Personal.
Des Weiteren ist die Methode weniger sensitiv (Je nach Instrumentierung ca. Faktor 100 bis
1000) und im Vergleich zum gut etablierten hoch-sensitiven automatisierbaren Sandwich-
ELISA weniger fur den Hochdurchsatz geeignet. Aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher kom-
plexer Matrices, die bei einem Rizin-Verdachtsfall anfallen kénnen, ist eine massenspektromet-
risch kompatible Probenaufarbeitung einer der kritischsten und zeitaufwendigsten Prozesse.
Der Einsatz einer immunologischen Anreicherungsstrategie mit tryptischem Verdau und an-
schlielender massenspektrometrischer Identifizierung gilt bisher fur Rizin aus komplexen Pro-
ben als die zielfuhrendste Methode (Nachweis von Rizin bis zu 0,64 ng/mL) [29,30].

OCHj Aufgrund des schnellen Abbaus von Rizin im Kdérper und dem damit ver-
bundenen kurzen analytischen Zeitfenster von ca. 60 Stunden fiir eine zwei-
AN CN  felsfreie Diagnostik (eigene noch unpublizierte Daten aus Vergiftungsfallen
in Deutschland) bietet sich als Alternative die Detektion des &ul3erst stabilen
Pyridin-Alkaloids Rizinin (4-Methoxy-1-methyl-2-oxo-1,2-dihydropyridin-
N™ "0 scarbonitril) an.

CH,
Abb. 2. Strukturformel von Rizinin aus [31].

Rizinin ist mit 0,3-0,8 % Bestandteil der Rizinussamen [32-34] und dient als Surrogatmarker
fir eine Rizin-Intoxikation durch krude Toxin-Prdparationen. Rizinin ist deutlich langer im
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Kaorper nachweisbar als Rizin, ca. 10 bis 14 Tage (unpublizierte Daten, s. 0.). Die Probenauf-
arbeitung erfolgt mittels einfacher, schneller und automatisierbarer Losungs- oder Festphasen-
extraktionen aus Lebens- und Futtermitteln und klinischen Proben (vor allem Urin, Serum). Die
Identifizierung erfolgt mit einer zielgerichteten LC- oder GC-MS/MS Methode. Das Detek-
tionslimit liegt proben- und gerateabhangig bei ca. 0,1 ng/ml Rizinin [31,35,36].

4. Fazit

Wahrend laborgestiitzte hochsensitive Nachweisverfahren wie ELISA die Spurenanalytik von
Rizin aus einer Vielzahl unterschiedlicher Proben und Matrices erlauben, muss der zweifelsfreie
Nachweis von Rizin im Rahmen eines Ermittlungsverfahrens mittels massenspektrometrischer
Verfahren erfolgen. Aus klinischen Proben bietet sich neben dem Nachweis von Rizin der
Nachweis des niedermolekularen Alkaloids Rizinin als Surrogatmarker an. Hierbei decken ver-
schiedene Verfahren unterschiedliche Aspekte des Nachweises ab, da kein Verfahren allein
allen technischen Anforderungen gerecht werden kann.
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