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Molekularbiologische Nachweisverfahren

Molekularbiologische, DNA-basierende Methoden
detektieren direkt die neu eingefigte DNA. DNA ist
sehr stabil gegenuber Einflissen wie Hitzebehand-
lung oder hohem Druck, zudem ist sie in jeder Ge-
webeart vorhanden. Deshalb kann ein weites Spekt-
rum an Erzeugnissen, von den Rohstoffen bis hin zu
verarbeiteten Lebensmitteln mittels DNA-Analyse
untersucht werden. Allerdings kann bei erhitzten
Produkten (z.B. Maischips), niedrigem pH (z.B.
Tomatenpiree) oder sonstiger mechanischer Verar-
beitung die DNA in degradierter (d.h. z.B. hydroly-
sierter oder depurinierter) Form vorliegen.

Die Fragmentlange der nachgewiesenen Sequenzen
sollte daher insbesondere fiir den PCR-Nachweis so
kurz gewéhlt werden, dass auch bei Vorliegen Uber-
wiegend kurzer DNA-Fragmente (z.B. < 300 bp)
noch eine Amplifikation méglich ist [16].

DNA-Extraktion

Eine groBe Zahl von DNA-Extraktionsverfahren
wurde inzwischen auch fir den anschlieBenden
Nachweis gentechnischer Veranderungen beschrie-
ben, Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren
bzw. einzelner Schritte der Extraktion miteinander
verglichen [17]. Haufig werden zur Extraktion aus
pflanzlichen Lebensmitteln CTAB-basierende Proto-
kolle eingesetzt. Auch Verfahren der amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB beschreiben entsprechende Methoden zur
Extraktion aus Sojabohnen, Tomatenplree oder
Kartoffeln. Bestandteil des Schweizerischen Lebens-
mittelbuchs ist ein universell einzusetzendes Extrak-
tionsverfahren, basierend auf DNA-Aufreinigung
Uber Silica-Adsoptionsmatrices. Amtliche Unter-
suchungsverfahren  beschreiben zudem  DNA-
Extraktionsverfahren fiir Starterkulturen in Rohwdrs-
ten und Joghurt. All diese sowie noch weitere haufig

zum Nachweis v.a. von GVP eingesetzten Methoden
sind in der Norm EN 21571 zusammengestellt [18].

Speziell adaptierte Protokolle sind beispielsweise zur
Extraktion von DNA aus Lecithinen oder rohen
Rapsélen [19] bzw. aus Pollen in Honigen [20] be-
schrieben.

Die Qualitat der extrahierten DNA fir weitere quanti-
tative Untersuchungen kann duch das Verhaltnis
OD260/OD2go bestimmt werden; Richtwerte sind 1.8
fur reine DNA und 2.0 fir RNA. Die eigentliche Eig-
nung der DNA fir weitere Untersuchungen kann
jedoch nur Gber nachfolgende molekularbiologische
Analysen erfolgen [21]. Eine Méglichkeit der Uber-
prifung auf das Vorhandensein von Inhibitoren sind
homologe oder heterologe Zusatze (Spiken) von
Nukleinsduren. Bei homologen Zusatzen werden
Nukleinsduren zugesetzt, welche in der Probe erwar-
tet werden, bei heterologen Zusétzen werden Nuk-
leinsduren zugesetzt, welche in der Probenlésung
nicht vorhanden sind. Fir letzteren Zweck eignen
sich z.B. spezielle Plasmide.

Besonders fiir nachfolgende quantitative Untersu-
chungen wird die Eignung der DNA Uber die Amplifi-
kation spezies-spezifischer DNA-Sequenzen mittels
real-time PCR Uberpriift.

In Abbildung 4 ist die graphische Auswertung eines
Tests auf Inhibitoren mittels DNA-Verdiinnungsreihe
am Beispiel von Sojalecithin dargestellt [22]. GrdBe-
re Abweichungen z.B. > 0,5 des extrapolierten Ct-
Wertes vom gemessenen Ct-Wert der unverdiinnten
DNA deuten auf Inhibition hin.

Die mengenmaBige Abschétzung amplifizierbarer
Spezies-DNA mittels real-time PCR gibt Aufschluss,
ob die DNA tatsé&chlich fir einen ausreichend sensi-
tiven Nachweis bzw. eine Quantifizierung gentechni-
scher Veranderungen geeignet ist [22] (praktische
Nachweisgrenze, s. unten).
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mit dem Messwert der unverdiinnten DNA verglichen
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Nachweis mittels Polymerase-
kettenreaktion (PCR)

Methoden auf Basis der PCR werden bei der Unter-
suchung auf gentechnische Verédnderungen weitaus
am haufigsten eingesetzt. Auch sind Verfahren auf
Basis der Endpunkt-PCR und der Real-time PCR in
vielen Ringversuchen und Laborvergleichsuntersu-
chungen erprobt worden. Entsprechende Methoden
in européischen (EN) und internationalen (ISO)
Normen beschrieben [8, 23,24].

Endpunkt PCR (Qualitative PCR)

Bereits 1995 wurde ein erstes Nachweisverfahren fur
gentechnisch veranderte Tomaten (sogenannte Flavr
Savr Tomate) mittels PCR veréffentlicht [25]. Erste
Verfahren zum Screening auf die P35S-, die T-nos-
und die nptll-Sequenz [9] sowie zum konstrukt-
spezifischen Nachweis, etwa von gentechnisch ver-
andertem Mais Bt176 oder der Roundup Ready®
Sojabohne (RRS) wurden beschrieben [26, 27] (s.
auch Abschnitt ,Genotypischer Nachweis) und vali-
diert [23]. Die Verfahren beruhen auf der qualitativen
PCR (= Endpunki-PCR), die Detektion erfolgt in der
Regel mittels Ethidiumbromid nach elektrophoreti-
scher Auftrennung im Agaraose-Gel.

Um auch einen Nachweis in erhitzten oder anderwei-
tig prozessierten Lebensmitteln zu erméglichen, wird
die FragmentgroBe der Zielsequenzen fir den
Nachweis mdglichst gering gewahlt, i.d. R. deutlich
unter 200 bp, im Idealfall zwischen 60 und 150 bp
[23].

In Abbildung 5 ist beispielhaft der Nachweis von
RRS in Sojalecithin dargestellt [19]. Es ist erkennbar,
dass auch aus Sojalecithinen noch fiir Soja (links,
Bahnen 2 bis 4) und auch flr gentechnisch verén-
derte Soja (rechts, Bahnen 3 und 4) charakteristi-
sche Fragmente amplifiziert werden kénnen.

Bei negativen Befunden (rechts, Bahnen 2 und 5) ist
allerdings keine Aussage méglich, ob das Erzeugnis
nicht kennzeichnungspflichtig im Sinne der EU-
Verordnungen 1829/2003 bzw. 1830/2003 ist. Da-
nach kénnen nur Anteile unter 0,9 % von einer
Kennzeichnung befreit werden. Auch ist im Falle
eines Nachweises von Soja-DNA (links, Bahnen 2-4)
in den Lecithinen nicht gewéhrleistet, dass ein sensi-
tiver Nachweis von RRS-Anteilen unter 0,9 % uber-
haupt méglich ist. Dies kann allein anhand von quan-
titativen Methoden erfolgen, bei denen auch die
Menge an amplifizierbarer Spezies-DNA bestimmt
wird (s.u.).

Soja-Lectin-PCR

Abbildung 5

»Roundup Ready“-PCR

Qualitative (=Endpunkt-PCR) zum Nachweis gentechnisch veranderter Soja in Sojalecithin [19].

Agarosegel-Elektrophorese nach Amplifikation eines 145 bp Abschnitts des Soja-Lectin-Gens (Amplifikati-
onskontrolle der extrahierten DNA) (links) bzw. einer fir das Roundup-Ready® -Soja (RRS)-Konstrukt spezifischen
Sequenz (172 bp) (rechts). Links und rechts auBen: 50-bp-Leiter; 1= Positivkontrolle (1% RRS, Matrix Sojamehl),

2-5 = Rohlecithin-Proben.
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Qualitatssicherung

Allgemein

Die Anforderungen an die Durchfiihrung und Aus-
wertung von PCR-Untersuchungen zum Nachweis
gentechnischer Veranderungen sind in internationa-
len Normen beschrieben [8, 23]. Dazu zahlen allge-
meine Anforderungen an die Labor-Organisation
(EinbahnstraBen-Prinzip, Untersuchungsschritte in
mindestens drei separaten Arbeitsbereichen: Extrak-
tion / PCR-Setup / post-PCR; instrumentelle und
personelle Anforderungen (z.B. Laborkleidung).
Ergebnisse beruhen auf der Untersuchung zweier
separater Analysenproben, beginnend bei der Ein-
waage [8].

Kontrollen

Weiterhin sind in jeder PCR Kontrollen mitzufiihren:
Positiv-Kontrollen (z.B. genomische oder Plasmid-
DNA mit der nachzuweisenden Sequenz) werden zur
Sicherstellung der Sensitivitit des Nachweises in
mdglichst niedrigen Konzentrationen eingesetzt.
Amplifikationskontrollen der Proben-DNA, in der
Regel liber einen separaten PCR-Nachweis spezies-
spezifischer Sequenzen (s. auch Abbildung 5, links),
dienen der Uberpriifung der Eignung der extrahierten
DNA flur die weitere Analytik. Fur eine Inhibiti-
onskontrolle wird die Proben-DNA in unter-
schiedlichen (mindestens 2) Konzentrationen auf
mdgliche Inhibitionen Gberprift. Alternativ oder zu-
satzlich kann sie mit DNA der nachzuweisenden
Sequenz oder einer internen Positiv-Kontrolle
.gespikt® werden. Unerlassliche Negativ-Kontrollen
sind Extraktionskontrollen (Extraktionsleerwert an-
stelle  von  Proben-DNA) und die PCR-
Reagenzienkontrolle (Wasser anstelle von Proben-
DNA) [8].

Auswertung

Entsprechend den Vorgaben [23] sind erhaltene
Amplifikate, zusatzlich zum Vergleich ihrer Frag-
mentldnge mit der Positivkontrolle im Agarosegel, zu
verifizieren. Dazu kann einen Sondenhybridisierung,
Restriktionsanalyse oder eine Sequenzierung heran-
gezogen werden. Diese teilweise recht aufwéndige
Bestatigung ist bei Verwendung von real-time PCR-
Verfahren nicht erforderlich, da die dort zusatzlich
benétigten  Fluoreszenz-markierten Sonden den
entsprechenden Spezifititsgewinn des Nachweises
mit sich bringen.

Semiquantitative Analytik
mittels kompetitiver PCR

Besonders vor der Verbreitung der real-time PCR
wurde als Endpunkt-PCR-Verfahren die kompetitive
PCR zur semiquantitativen Abschatzung des Anteils
gentechnischer Veranderungen eingesetzt [28]. Als
Kompetitor wird in der Regel Plasmid-DNA einge-
setzt, welche dieselben Primerbindungsstellen wie
das Zielfragment aufweist, sich von diesem aber in
der GroBe unterscheidet. Die Ziel-DNA aus der Pro-
be wird in unterschiedlichen Verdinnungsstufen mit
dem in bekannten Konzentrationen zugegebenen
Kompetitor koamplifiziert. Nach gelelekirophoreti-
scher Auftrennung ermittelt man die Verdinnungs-
stufe der Proben-DNA, bei der anndhernd gleiche
Intensitét der Banden vorliegen (s. Abbildung 6). Fir
eine semiquantitative Bestimmung des Anteils gen-
technischer Veranderungen sind doppelt kompetitive
PCR-Untersuchungen fiir die spezies-spezifische
und die GVO-spezifische Sequenz erforderlich. Nicht
zuletzt aufgrund ihres deutlich erhéhten Arbeitsauf-
wandes und ihres eher semiquantitativen Charakters
wird die Methode seit Einflihrung der real-time PCR
in der Praxis der GVO-Analytik kaum mehr ange-
wendet.
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Abbildung 6 Prinzip der kompetitiven PCR.
Die Ziel-DNA aus der Probe wird in unterschiedli-
chen Verdiinnungsstufen mit dem in bekannten
Konzentrationen zugegebenen Kompetitor (Plasmid
= Standard-DNA) koamplifiziert. Nach Gel-
elektrophoretischer Auftrennung ermittelt man die
Verdiinnungsstufe der Proben-DNA, bei der anna-
hernd gleiche Intensitat der Banden vorliegen.
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Nachweis und Quantifizierung

mlttels real-time PCR ngls .erhaltene Erggbnis wird immer' ggs dem Yer-
haltnis der Ergebnisse der Quantifizierung einer
Die heute meist angewendete Methode in der GVO- spezies-spezifischen und einer transgen-
Analytik ist die real-time PCR. Vorteile gegeniber spezifischen Sequenz berechnet.
der Endpunkt-PCR sind die Mdglichkeit der Quantifi- .
zierung, der Vermeidung von Kontaminationen durch Qualitatssicherung
simultane Amplifikation und Detektion - ohne Not- Die obigen Ausfuhrungen zu qualitétssichernden
wendigkeit der Offnung des ReaktionsgefaBe - sowie MaBnahmen bei der Endpunkt-PCR gelten auch fir
die in der Reaktion beinhaltete Verifizierung mittels die real-time PCR [8], zuséatzlich werden weitere
Fluoreszenz-markierten Sonden. Zum Prinzip der Kontrollen mitgefuhrt: Als Positivkontrolle dient eine
real-time PCR wird auf entsprechende Literatur Standardreihe aus genomischer oder Plasmid-DNA,
verwiesen. ggf. kénnen auch Hybrid-Amplikons verwendet wer-
L. e . den [16]. Qualitdtskontrollproben mit bekanntem
Prinzip der Quantifizierung GVO-Gehalt kénnen, zumindest in der PCR oder
In Abbildung 7 ist das Prinzip der Quantifizierung auch in der kompletten Analyse, mitgefiihrt werden.

gentechnischer Veranderungen mittels real-time
PCR am Beispiel der Roundup Ready® Soja (RRS)
dargestellt und erlautert.

Beispiel: Keks
Zutaten u.a. Weizenmehl,
Maismehl und Sojaschrot

g % ié’ Ergebnis z.B.:
5- a © > Ct34=
20,0 102 Kopien

'\ RRS Standardreihe RRS-Konstrukt
36,0

Real-time .
PCR2- .- \
Extraktion RRS-

Sonstige
Inhaltsstoffe
Kohlenhydrat
Fett, Protein,

Wasser, Konstruk
Mineralstoffe der onstrukt 28'?;,50 1,50 2,50 3,50
e Gesamt- Log (Kopi
DNA

Ergebnis:

DNA - —_— 100/10000 Kopien
=1% RRS
/ \ 40,0
. 35,0 Lectin Standardreihe
el Fiag
. ,konventionell* GVO Soja-Lectin e
20,0
15,0
2,30 2,80 3;2:( 3,80 4,30 4,80 Ergebnis Z.B.:
Ct25=
10* Kopien
Lectin-Gen
Abbildung 7 Prinzip der Quantifizierung gentechnischer Veranderungen mittels Real-time PCR am Beispiel

von Roundup Ready®Soja (RRS). Nach Extraktion der DNA des Lebensmittels wird diese in 2 parallelen real-time
PCR Reaktionen untersucht. In Real-time PCR 1 wird als Referenz die Menge (als Genomaquivalente = Kopien)
der spezies-spezifischen Soja-Lectin-Gensequenz, in real-time PCR 2 die Menge einer Sequenz aus dem fir RRS
spezifischen Konstrukts bestimmt. Fir die Quantifizierung der Lectin bzw. RRS-Kopienzahl wird davon ausgegan-
gen, dass in einem 100 % RRS-Standard die Lectin- und die RRS-spezifische Sequenz im Verhéltnis 1: 1 und
jeweils als ,single-copy“-Sequenzen einmal in jedem Genom vorkommen. Die Quantifizierung kann dann mittels
DNA aus Referenz-Standards (z.B. Mehlen) erfolgen, die einen definierten Anteil an RRS aufweisen (z.B. 5 % RRS
w/w). Die Referenz-DNA wird in verschiedenen Verdliinnungsstufen, entsprechend einer Standardreihe fur die
Lectin- und die RRS-Sequenz untersucht. Die fir die Proben-DNA jeweils erhaltenen Ct-Werte oder Crossing
points werden Uber die jeweiligen Regressionsgeraden (Ct gegen logkopienzan) Kopienzahlen zugeordnet.
Die Kopienzahlen fiir die RRS- und die Lectin-Sequenz werden zueinander ins Verhaltnis gesetzt. [11, 29].



CVUA Freiburg

Die Untersuchung auf gentechnische Verdnderungen

MessgroBe haploide Genomkopien

Als MessgroBe fir die Quantifizierung in den einzel-
nen Reaktionen werden zweckmaBigerweise zu-
meist Genomkopien verwendet, die man im Falle
genomischer DNA durch Umrechnung aus den Lite-
raturwerten fir die haploiden Genomgewichte [30]
erhélt.

Allerdings stutzt sich eine solche Umrechnung auf
Kopienzahlen auf verschiedene Annahmen. So wur-
de Referenzmaterial teilweise aus Material herge-
stellt, das heterozygot beziglich des Transgens ist
[31]. Weiterhin kann die Integrationshaufigkeit der
transgenen Sequenz pro Genom je nach Transfor-
mationsevent unterschiedlich sein. Uberdies kénnen
Gewebetypen von Kérnern bzw. Samen unterschied-
lich genetisch zusammengesetzt sein [32]. So be-
stehen Maiskérner beispielsweise aus 80-90 % En-
dosperm, welches triploid ist (2 mutterliche, ein va-
terliches Genom), die Ubrigen Gewebe, namlich
Embryo (je ein mutterliches und vaterliches Genom)
und Samenschale (zwei mutterliche Genome) sind
dagegen diploid. Kérner von hetero- und homozygo-
tem Mais, die fir sich betrachtet jeweils als “100%
GVO” anzusehen sind, kdnnen im Endosperm ein
Verhéaltnis ihrer haploiden transgenen Genome zu
den gesamten haploiden Genomen von 1/3 (Pollen
transgen, nicht-transgene Mutterpflanze) lber 2/3
(Pollen nicht transgen, Mutterpflanze transgen) bis
3/3 (Pollen und Mutterpflanze transgen) aufweisen
[31]. Auch wurde bei Mais gezeigt, dass der DNA-
Anteil der einzelnen Gewebetypen je nach Varietat
schwanken kann [32].

Zusammenfassend sind Bestimmungen der absolu-
ten haploiden Genom-Kopienzahlen aus Mehl-
Referenzmaterialien (Gewichtsprozent) als Schét-
zungen anzusehen.

Zur Quantifizierung gentechnischer Veranderungen
in Lebensmitteln Uber das DNA-Verhéltnis gibt es
dennoch in Lebensmitteln keine sinnvolle Alternative,
auch beruhen alle im Ringversuch bisher validierten
Verfahren darauf.

Mit einem zertifizierten Referenzmaterial als Be-
zugsgroBe werden laboribergreifend reproduzierba-
re Ergebnisse mit guter Prazision erhalten.

Besonders bei ganzen Kérnern und Samen kénnen
mittels Quantifizierung Uber haploide Genomkopien
Uber- oder Unterschiatzungen des “wahren Wertes”
in Gewichtsprozent bzw. in Prozent transgener Sa-
men resultieren, etwa wenn heterozygotes Saatgut
vorliegt und nur eine von 3 Genomkopien die trans-
gene Sequenz enthalt.

Um den Anteil transgener Samen in Saatgut abzu-
schatzen, werden daher auch qualitative Verfahren

mit  statistischer  Auswertung  (Subsampling-
Methoden) eingesetzt [33].

Quantifizierung bei verarbeiteten
Lebensmitteln / Referenzgene /
Hybridsorten

Fehler bei der Quantifizierung gentechnischer Ver-
anderungen mittels real-time PCR kénnen insbeson-
dere bei degradierter DNA entstehen, wenn die
Lange der Zielsequenz von spezies-spezifischer und
transgener Sequenz zu stark differiert [16]. Weiterhin
sollte die Eignung der zur Quantifizierung des Refe-
renz-Gens (Spezies) verwendeten Zielsequenz sorg-
faltig bewertet werden. So wurden in einem Ver-
gleich von vier real-time PCR-Verfahren zur Quanti-
fizierung von Mais-spezifischer DNA unterschiedlich
starke, Mais-Varietdten-abhé&ngige Streuungen der
Ct-Werte beobachtet [34].

In letzter Zeit werden zunehmend jGVP angebaut
und auch in der EU zugelassen, die hybride zweier
oder mehrerer Transformationsevents sind. Z.B.
weist die Maishybride NK603XMON810 sowohl
Insekten- als auch Herbizidresistenz auf.

Eine analytische Differenzierung dieser sogenannten
,stacked events” von den zugrundeliegenden Einzel-
Events ist nur auf Basis einer Untersuchung einzel-
ner Koérner bzw. Samen méglich. Im Rahmen des
Zulassungsverfahrens werden daher zur Validierung
die bestehenden Event-spezifischen Verfahren der
Einzel-Events herangezogen und an den jeweiligen
stacked events erprobt [35].

Zulassungsverfahren und
Event-spezifische Methoden

Nach den EU-Regelungen flir gentechnisch veran-
derte Lebens- und Futtermittel [5] missen An-
tragsteller im Rahmen des Zulassungsverfahrens
sowohl Kontrollproben als auch Event-spezifische
Methoden zum Nachweis und zur Bestimmung der
jeweiligen GVP zur Verfligung stellen. Die Methoden
werden im Rahmen des Europédischen Netzwerkes
fr GMO-Laboratorien (ENGL) auf ihre Eignung
Uberprift und validiert. Nach erfolgter Zulassung
werden die Methoden Uber das ,Molecular Register”
offentlich zugénglich gemacht [35]. Referenzmateria-
lien sind Uber das Institute of Reference Materials
and Measurement der EU-Kommission verfugbar
[36].
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Validierungstudien und Anforderungen

Real-time PCR Verfahren zur Quantifizierung von
GVP sind bereits in erheblicher Anzahl validiert wor-
den. Event-spezifische Verfahren fir zuzulassende
GVP werden im Rahmen des ENGL validiert [35],
daneben sind im Ringversuch validierte konstrukt-
spezifische in der Norm EN ISO 21570 [24] be-
schrieben.

Die Validierung von real-time PCR-Verfahren zur
Quantifizierung erfolgt méglichst anhand zertifizierter

Referenzmaterialien sowie von Probenmaterialien
mit definierten GVP-Anteilen.

Anséatze zur laborinternen Validierung wurden be-
schrieben [37]. Fir Event-spezifische Verfahren,
welche die Antragsteller im Rahmen von Zulas-
sungsverfahren vorlegen muissen, hat das ENGL
Annahmekriterien flr Validierungsdaten definiert [38]
(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: ENGL-Annahmekriterien [37] fiir Validierungsdaten Event-spezifischer Methoden; Daten aus in-house
Validierungen bzw. aus Ringversuchen (sofern explizit in Tabelle erwéahnt)

Spezifitat testen mit:

e transgenen Events (insbesondere eng verwandte)
e nicht transgenem Material (selbe Spezies bei Event-spezifischer PCR)

Arbeitsbereich
(in-house und Ringversuch)

1/10 bis 5-faches der Zielkonzentration
(= haufig 500 Kopien; d.h. 50 bis 2500 Kopien)

Richtigkeit
(in-house und Ringversuch)

max. = 25 % des Referenzwertes (Uber den gesamten Arbeitsbereich)

Steigung / PCR-Effizienz

-3,1 > Steigung Kalibrierreihe > -3,6 (Effizienz ca. 90 -110 %)

R? (BestimmtheitsmaB der|> 0,98
Regression)

Wiederhol-
standardabweichung RSD:

<+ 25 % Uber den gesamten Arbeitsbereich (mindestens 15 Replika)

(Ringversuch)

Reproduzierbarkeits- e < *35 % Uber den gesamten Arbeitsbereich
Standardabweichung RSDr|e <+ 50 % bei Anteilen gentechnischer Veranderungen unter 0,2 %

Bestimmungsgrenze

Kriterium: RSD, < £ 25 %: < 1/10 der Zielkonzentration z.B. < 50 Kopien

Nachweisgrenze

RSDR < 33 %)

Kriterium: 95% positive; < 5% falsch positive:
< 1/20 der Zielkonzentration, z.B. < 25 Kopien
(Anm: Kriterium EN 24276 [8] fUr quantitative Verfahren (Ringversuche):

Robustheit

Inter-Assay-Abweichung < 30 %

Anhand von DNA-Verdinnungsreihen, welche auf
verschiedenen Konzentrationsniveaus in Replika
untersucht werden, kénnen der Arbeitsbereich und
die Regressionsdaten (und damit auch die PCR-
Effizienz) der beiden fiir die relative Quantifizierung
bendétigten real-time PCR-Systeme berechnet wer-
den. Die hierbei erhaltenen Prazisionsdaten kdnnen
auch fir die Ermittlung der Sensitivitdt (Nachweis-
und Bestimmungsgrenze) des transgen-spezifischen
PCR-Systems (als Kopienzahl) verwendet werden
[29].

Die wiederholte Untersuchung von DNA-L&sungen
mit definierten GVP-Anteilen in Form einer relativen

Quantifizierung von transgen zu spezies-spezifischer
Sequenz dient zur Bestimmung von Richtigkeit,
Préazision (RSD; und RSDgr) und Sensitivitat der
gesamten Methode. Die Anforderungen des ENGL
beziehen sich auf die Untersuchung von DNA-
Lésungen; die aus der DNA-Extraktion herriihrende
zusatzliche Streuung der Daten ist nicht zu berlck-
sichtigen.
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Besonderheit der GVO-Analytik:
Praktische Nachweis- und
Bestimmungsgrenze

Die Quantifizierung gentechnischer Verédnderungen
erfolgt immer in Relation auf ein spezies-
spezifisches Referenzgen; Ergebnisse werden in
Prozent angegeben. Nachweis- und Bestimmungs-
grenzen konnen einerseits fir das transgen-
spezifische PCR-System ermittelt werden (als Ko-
pienzahl), anhand geeigneter Matrices mit entspre-
chend niedrigen GVP-Anteilen ist dies als relativer
Wert méglich. Zumeist handelt es sich hierbei jedoch
um Matrices, welche die Spezies-DNA in groBen
Mengen enthalten.

Viele in der Praxis untersuchte Proben enthalten
jedoch nur wenig DNA der jeweiligen Spezies. Dem-
entsprechend ist hier eine sensitive Untersuchung
wie bei DNA-reichen Matrices nicht mdglich.

Daher wurde per Norm festgelegt [8], dass bei Un-
tersuchungen mit negativem Resultat auch eine
Proben-bezogene, sogenannte praktische Nach-
weisgrenze anzugeben ist. Diese kann laborintern -
ausgehend von dem Gehalt an Spezies-DNA - pro-
benspezifisch abgeschatzt werden [29, 38]. Dazu
wird zunachst in der Proben-DNA die Menge an
artenspezifischer, mittels real-time PCR amplifizier-

barer DNA ermittelt. Die Menge an gv-DNA, welche
in dieser Lésung noch (theoretisch) nachweisbar
bzw. quantifizierbar ist, wird dazu ins Verhaltnis
gesetzt. Bestimmt werden kann diese DNA-Menge
im Rahmen der Methodenvalidierung des PCR-
Systems zum Nachweis der transgen-spezifischen
Sequenz, etwa Uber die Prazisionsdaten aus Wie-
derholbestimmungen (s.o0.). Der in Lit. [29] beschrie-
bene Ansatz verwendet als Kriterium fir die Quanti-
fizierungsgrenze eine maximale Streuung des Ver-
trauensbereichs von + 30 %, fir die Nachweisgrenze
von + 100 %. Langjahrige Erfahrungswerte zeigen,
dass bei effizienten real-time PCR-Systemen diese
Kriterien bei 5 bis 10 Kopien bzw. Genomaquivalen-
ten (Nachweisgrenze) bzw. 40 bis 100 Kopien (Be-
stimmungsgrenze) erreicht werden [38].

In Tabelle 2 ist die Bandbreite der relativen (= prakti-
schen) Nachweisgrenzen, basierend auf Erfah-
rungswerten, dargestellt [38].

Davon ausgehend werden bei verarbeiteten Le-
bensmitteln und ,DNA-armen* Zutaten oft nur prakti-
sche Nachweis-/Bestimmungsgrenzen von 0,9 %
oder darUber erreicht. In solchen Erzeugnissen ist
eine analytische Uberpriifung im Hinblick auf den
Grenzwert von 0,9 % somit nicht méglich und es
muss auf die entsprechenden Rohstoffe zurlickge-
griffen werden.

Tabelle 2: Relative Nachweisgrenzen bei wichtigen Lebensmittelrohstoffen [39]

Zutat/Rohstoff zu erwartende Ausbeute an spezies- | ungefahre relative Nachweisgrenzen
spezifischer DNA (pro PCR-Ansatz) | (Anteil GVP-DNA an Gesamt-Spezies-
DNA)
Sojalecithin 0 - ca. 10.000 Kopien 100 % - 0,05 %

Mais-Stéarke, nativ

0 - ca. 7000 Kopien

100 % - 0,1 %

Mais-Starke, modifiziert

0 - 500 Kopien

100 % -1 %

Glucosesirup, Maltodextrine

< 20 Kopien

>25 %
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Der Nachweis nicht zugelassener GVP

Der eindeutige Nachweis nicht zugelassener GVP ist
auch nach Inkrafttreten der neuen EU-Verordnungen
sehr schwierig bzw. unmdglich. Da in der Regel
weder detaillierte Sequenzinformationen (ber die
neu eingefliigte DNA noch geeignete Referenzpro-
ben zur Verfligung stehen, missen spezielle Unter-
suchungsstrategien herangezogen werden.

Screening

Hinweise auf nicht zugelassene GVP kdénnen mit
Screening- und konstrukt-spezifischen Methoden
erhalten werden, welche Sequenzen aus dem einge-
figten genetischen Konstrukt nachweisen kdnnen.
Informationen zur Erarbeitung solcher Nachweisme-
thoden kénnen insbesondere aus entsprechenden
Datenbanken [1, 2] abgeleitet werden. Mit derartigen
Methoden und anhand von Positivkontrollen, die
Uber diverse Quellen (z.B. auch weltweite Laborver-
gleichsuntersuchungen) erhéltlich sind, kénnen Me-
thoden erarbeitet werden, die zumindest eine quali-
tative Aussage erlauben. Eine exakte Quantifizierung
sowie eine abschlieBende Identifizierung des Trans-
formations-Events wird dagegen nicht méglich sein,
wenn (was die Regel ist) das Referenzmaterial fehlt.

Um eine weitestmdgliche Spezifizierung des Befun-
des zu erreichen, kénnen die Nachweise verschie-
dener, flr das Screening geeigneter Sequenzen
kombiniert werden.

Validierte Methoden zum Nachweis von Sequenzen,
die haufig in gentechnisch veranderten Pflanzen
vorkommen, sind in den europdischen Normen [23,
24], der Amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB [40]
sowie der Methodensammlung der
Bund/Landerarbeitsgemeinschaft Gentechnik (LAG)
[41] beschrieben.

Eine Strategie zum Screening auf gentechnische
Veranderungen mittels flinf verschiedener Zielse-
quenzen wird in Lit. 42 vorgestellt. Ausgewahlt wur-
de die Kombination von real-time PCR-Verfahren
zum Nachweis der P35S- Sequenz, der T-nos-
Sequenz, der Ubergangssequenz CTP2-CP4
EPSPS, der bar-Sequenz aus Streptomyces hygros-
copicus sowie dem synthetischen Phosphinothricin-
Acetyl-transferase-Gen (pat). Es bietet sich an, den
Nachweis solcher Sequenzen in Form von Duplex-
oder Multiplex-real-time PCR Systemen zu kombinie-
ren.

In Tabelle 3 (s. nachste Seite) sind beispielhaft (zu-
gelassene und nicht zugelassene) gv Mais-Events
zusammengestellt, Gber die derzeit Sequenzinforma-
tionen aus Datenbanken verfligbar sind. Es wurde
gezeigt, dass die funf genannten Sequenzen - oder
jeweils zumindest eine von ihnen - in den derzeit
bekannten genetischen Konstrukten von Transfor-
mationsevents auch anderer Pflanzenarten als Mais
enthalten sind. Sofern Referenzmaterialien verfligbar
sind, kdnnen die theoretischen Sequenzinformatio-
nen auch in der Praxis bestatigt werden (s. Tabelle
3, fett gedruckt).

Fir den Nachweis nicht zugelassener GVP gilt die
Nulltoleranz. Kriterien, wann Befunde als “positiv”’ zu
bewerten sind, sind in EN 24276 in allgemeiner Form
beschrieben [8]. Zusétzliche Empfehlungen sind in
einem Positionspapier der Lebensmittelchemischen
Gesellschaft [38] genannt. Auf die Empfehlung der
EU-Kommission zur Untersuchung auf nicht zuge-
lassenen gv Reis LL601 [15] wurde bereits im Ab-
schnitt ,Probenahme* hingewiesen.
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Tabelle 3: Genetische Elemente fiir ein Screening auf gentechnisch verénderte Pflanzen, am Beispiel von Mais
[42]. Fett = anhand von Referenzmaterial bestétigt. + (schwach) = Ct-Wert 35 und hoéher; Signale kénnen auch
durch Kontaminationen durch andere GVP im verwendeten Referenzmaterial bedingt sein, da fiir diese Materialien
(i.d.R. Mehle) nur ein bestimmter Gehalt (i.d.R. >99%) des jeweiligen Events zertifiziert wird.

Name des gv-Mais-Events

enthaltene DNA-Sequenzen

P35S T-nos

CTP2-

CP4EPSPS bar Pat

3272 - N

676, 678, 680

59122

Bt11

+ [+ |+

B16 (DLL25)

Bt176 (176; Maximizer)

+ |+ |+ [+ |+ |+

CBH-351 (StarLink)

DAS-06275-8 - -

+ o+ [+ |+

DBT418 (Bt-Xtra) + -

- + -

GA 21 (Roundup Ready) -

- + (schwach) | + (schwach)

LY038 +

MIR604 -

+ (schwach)

MON 80100

MON 802

+ |+ [+ |+ |+ [+

MON 809

+
+ - -
+

MON 810

MON 832

MON 863 (YieldGard)

MON 88017

MON89034

MS3 (SeedLink)

- + -

MS6 (SeedLink)

- + -

++ [+ |+ [+ |+ |+

NK 603 (Roundup Ready)

+ + (schwach) -

T14

T25

(|| |+ ||+ ]+ |+

TC1507 (Herculex)

“Genomic Walking”

Ein positives Resultat im Screening ist zwar ein
gewichtiges Indiz fir eine gentechnische Verande-
rung. Eindeutig identifiziert werden GVP allerdings
Uber Event-spezifische Verfahren. Strategien, um
auch die spezifische Integrationsstelle von gentech-
nisch veranderter DNA in das Pflanzengenom zu
ermitteln, werden in Lit. 42 beschrieben. Sofern
Positivkontrollen vorhanden sind, kann beispielswei-
se mittels TAIL-PCR, der SiteFinding-PCR oder der
Ligation-mediated (LM)-PCR eine Ermittlung von
Sequenzen erfolgen, die bekannten Sequenzen auf
dem genetischen Konstrukt benachbart sind.

+
- - +
+

Allerdings ist i.d.R. nicht vorhersehbar, wie viele
Schritte des Genomic Walking erforderlich werden,
um auch Integrationsort-spezifische Sequenzen zu
erreichen. Diese Verfahren sind insgesamt aufwan-
dig und daher nur bedingt routinegeeignet.



CVUA Freiburg

Die Untersuchung auf gentechnische Verdnderungen

Molekularbiologische Methoden zum simultanen
Nachweis gentechnischer Veranderungen

Angesichts der immer gréBer werdenden Zahl welt-
weit angebauter GVP, auf die zu prifen ist, sind
Multimethoden gefragt. In der Praxis am haufigsten
eingesetzt werden Multiplex real-time PCR Verfah-
ren, daneben sind Microarrays und LPA-Methoden
Zu nennen.

Multiplex real-time PCR

In den letzten Jahren wurde Uber die Anwendung
von Multiplex-Verfahren zum Nachweis von GVP
basierend auf der Real-time PCR berichtet [43].
Entsprechende Verfahren basieren auf der Kombina-
tion verschiedener Primerpaare in einem Reaktions-
ansatz; die simultane Detektion kann z.B. durch die
Anwendung jeweils spezifischer Hybridisierungsson-
den erfolgen, die mit Fluoreszenzfarbstoffen unter-
schiedlicher Emissionsmaxima gekoppelt sind. Eine
gleichzeitige Detektion der unterschiedlichen PCR-
Amplfikate bzw. der Fluoreszenz daran hybridisie-
render Sonden ist mit geeigneten Real-time PCR-
Geraten mdglich.

Hauptschwierigkeit bei der Verwendung von Duplex-
oder Multiplex-Systemen ist die u.U. erhdhte Stéran-
falligkeit und geringere Sensitivitat solcher Verfah-
ren. Insbesondere die Etablierung solcher Verfahren
erfordert einen erhéhten Aufwand und groBe Sorg-
falt.

Fir ein simultanes Screening mittels real-time PCR
wurden die Systeme zum Nachweis der pat- und der
bar-Sequenz bzw. der P35S- und der T-nos -
Sequenz jeweils zu Duplex-Verfahren, letztere zu-
satzlich mit einem Mais-spezifischen hmg-System zu
einem Triplex-real-time PCR Verfahren kombiniert
[42]. In einem Ringversuch wurde fir das P35S-/
T-nos-Duplex-Verfahren gezeigt, dass die Methode
sich zum semiquantitativen Screening auf GVP eig-
net [41].

Microarrays

Auf DNA-Chips oder Microarrays als miniaturisierte
Trager sind DNA-Molekiile bekannter Sequenz als
biomolekulare Sonden in einem geordneten Raster
immobilisiert oder synthetisiert. Die oberflaichenge-
bundenen DNA-Molekiile werden mit komplementa-
ren, markierten Nukleinsduren hybridisiert. Durch
eine hohe Parallelitat des Verfahrens kann prinzipiell
ein groBer Datendurchsatz in relativ kurzer Zeit er-
zielt werden.

Um eine ausreichend hohe Sensitivitat in der GVO-
Analytik zu erreichen, werden die interessierenden
Abschnitte zumeist noch in einer oder mehreren
vorgeschalteten (Multiplex-) PCR-Reaktionen ampli-
fiziert.

Die bisher vorgestellten Microarrays detektieren
simultan 5 bis 10 Screening-Elemente wie P35S, T-
nos oder pat, dazu noch spezies-spezifische DNA-
Sequenzen zur Amplifikationskontrolle. Die bisheri-
gen Erfahrungen zeigten, dass solche Systeme
durchaus Potential fir die Routine haben kénnen.
Allerdings sind die bisherigen Systeme nur qualitati-
ver Natur; eine Bewertung der jeweiligen praktischen
Nachweisgrenze in einem komplex zusammenge-
setzten Produkten ist daher beispielsweise auch
nicht méglich. Weiterhin liegen noch keine Erfahrun-
gen aus Ringversuchen vor.

Ligations-abhangige
Amplifizierung (LPA)

Die LPA-Technik bedient sich sequenz-spezifischer
Sondenpaare, die an die Zielsequenz hybridisieren.
Nach Ligation der Sonden werden die Ligationspro-
dukte amplifiziert. Durch Verwendung jeweils identi-
scher Primerbindungsstellen, die an den 5- bzw.
3’- Enden der Sonden vorhanden sind, koénnen
gleichzeitig mehrere solcher Sondenpaare verwen-
det und die Ligationsprodukte mit einem identischen
Primerpaar simultan amplifiziert werden.

Die Detektion der unterschiedlich groBen Liga-
tionsprodukte erfolgt Uber Fluoreszenz-markierte
Primer in einer Kapillarelektrophorese.

Prinzipiell soll diese Methode auch zur Quantifizie-
rung von GVP geeignet sein [16].
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