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dehnt. Unter welchen Bedingungen transgene Pflanzen in der Europédischen Union angebaut bzw. einge-

fiihrt und verarbeitet werden diirfen, wird durch EU-Rechtsetzung einheitlich geregelt. Damit die Einhal-
tung der Bestimmungen (iberpriift werden kann, ist das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) in nationaler und
internationaler Kooperation daran beteiligt, Nachweisverfahren fiir gentechnisch veranderte Organismen zu ent-
wickeln und zu validieren.

D er Anbau gentechnisch verénderter Pflanzen hat sich in den letzten 10 Jahren weltweit erheblich ausge-

Seit 1997 sind bereits gentechnisch veran-  bauflachen weltweit auf 90 Millionen  gentechnisch verandertes Soja mit ca.

derte Lebens- und Futtermittel in der Eu-  Hektar gestiegen (Abb. 1). In nunmehrein- 60 %, gefolgt von Mais (ca. 24 %), Baum-

ropdischen Union im Handel. Zehn Jahre  undzwanzig Landern bewirtschaften  wolle (ca. 11 %) und Raps (ca. 5 %).

nach der ersten Aussaat gentechnisch ver- ~ Landwirte ihre Felder mit transgenen Die in der EU zugelassenen bzw. ange-

anderter Pflanzen in den USA sind die An-  Pflanzen. Den groBten Anteil daran hat  meldeten transgenen Pflanzen besitzen
ausschlieBlich Resistenzgene gegeniiber
Pflanzenschutzmitteln bzw. neue zusatzli-
che Eigenschaften, die als Insektenschutz

90 vor FraBschadlingen dienen. Diese neuen
Eigenschaften haben somit iiberwiegend
el Vorteile im Anbau. Direkte Vorteile fir den
70 Verbraucher, seien es nun giinstigere oder
= gar ,gesiindere” Lebensmittel, die auf
£ 60 den Einsatz der Gentechnik zuriickzufiih-
£ ren sind, befinden sich noch im Entwick-
% 30 lungsstadium. Mit diesen ist friihestens in
2 40 5-10 Jahren zu rechnen.
<
30
2 Rechtslage
10 Der gesamte Themenkomplex ,gentech-
nisch veranderte Organismen (GVO)” ist

O 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 europaweit harmonisiert geregelt. Die Zu-
lassung von Lebensmitteln, die aus GVO

bestehen oder GVOs enthalten, ist bereits
Abb. 1: Entwicklung des Anbaus von genetisch veranderten Pflanzen. Dabei handelt es it 1990 verbindlich vorgeschrieben
sich um das 50fache der vor rund 10 Jahren angebauten Menge an GVO. Nach Clive James,  (Richtlinie [EG] Nr. 2001/18). 1997 wurde
2005. diese Kennzeichnungspflicht auf Produkte

1/2006 FORSCHUNGSREPORT 33



eeeeeeessssssm - Gentechnik

erweitert, bei denen der GVO durch den
Herstellungsprozess zerstort wurde (VO
[EG] Nr. 258/97).

Die Kennzeichnungspflicht dient der In-
formation des Verbrauchers und bezieht
sich ausschlieBlich auf die in der EU zuge-
lassenen bzw. angemeldeten Produkte.
GemaB der Verordnung [EG] Nr. 1139/98
musste gekennzeichnet werden, wenn die
gentechnische Veranderung im Produkt
nachweisbar war. Ein Schwellenwert von
1%, bezogen auf die jeweilige Zutat im
Lebensmittel, wurde ebenfalls eingefiihrt,
unterhalb dessen eine Kennzeichnung
ausbleiben konnte, sofern die Anwesen-
heit zufallig und technisch unvermeidbar
war. Solche Spuren des GVO konnen bei-
spielsweise auf einen Pollenflug von ei-
nem Anbaufeld zu einem benachbarten
Feld zuriickzufiihren sein oder aber durch
Vermischung wahrend der Ernte, des
Transports oder der Verarbeitung zum Le-
bensmittel auftreten. Landwirten und Pro-
duzenten, die alle VorsichtsmaBnahmen
getroffen haben und bei deren Produkten
trotzdem Spuren des GVO nachgewiesen
werden konnten, sollen durch die notwen-
dige Kennzeichnung nicht benachteiligt
werden.

Mit der seit dem 18. April 2004 gelten-
den neuen Verordnung [EG] Nr. 1829/2003
hat sich die Kennzeichnungspflicht deut-
lich verscharft. Seit dem In-Kraft-Treten
der Verordnung miissen alle Lebens- und
Futtermittelprodukte, die aus GVO ge-
wonnen wurden, gekennzeichnet werden.
Zudem wurde der eingefiihrte Schwellen-
wert bezogen auf die jeweilige Zutat von
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Abb. 2: Ablaufschema bei der GVO Analytik. In der Regel werden 2 Proben parallel unter-
sucht. Die Ergebnisse durfen nicht divergieren, sonst muss die Analyse wiederholt wer-

den.

1% auf 0,9% gesenkt. Anteile dariber
miissen gekennzeichnet werden, auch
wenn die genetische Veranderung im Le-
bensmittel nicht nachgewiesen werden
kann. Somit tritt anstelle des Nachweis-
prinzips fiir die Kennzeichnung nun das
Anwendungsprinzip. Auch fiir Saatgut
sind europaweite Kennzeichnungsregeln
in Vorbereitung, mit einem Schwellen-
wert, der deutlich unterhalb der fiir Le-
bens- und Futtermittel geltenden 0,9 % zu
erwarten ist.

Nachweisverfahren

Grundsatzlich sind mindestens drei unter-
schiedliche technische Ansatze fiir die
Uberpriifung der Kennzeichnung méglich.

Zum einen kann die zusatzlich eingefiihrte
DNA-Sequenz direkt mit Hilfe der Polyme-
rase-Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt
und anschlieBend detektiert werden, zum
anderen kann das neu expremierte Pro-
tein durch immunologische Verfahren wie
dem ELISA identifiziert werden. Denkbar
ist aber auch der chromatographische
Nachweis eines aufgrund der gentechni-
schen Modifikation mdglicherweise ver-
anderten  Fettsduremusters.  Letzteres
stellt bislang nur theoretisch eine Mdg-
lichkeit dar; in der Praxis sind GVOs mit
solchen Verénderungen in der EU weder
angemeldet noch existieren die entspre-
chenden Nachweisverfahren.

Das Ausmal der Proteinexpression und
die Fettsauresynthese sind abhangig von
Gewebe und Umwelteinflissen. Zudem ist
es ausschlieBlich auf DNA-Ebene mdglich,
einen GVO-spezifischen Nachweis zu fiih-
ren, das heiBt eine definierte GVO-Linie zu
identifizieren. Gleiche Proteine konnen
namlich von unterschiedlichen GVOs ex-
premiert werden. Entsprechendes gilt fiir
ein bestimmtes Fettsauremuster.

Des Weiteren ist der DNA-basierte PCR-
Nachweis noch in stark verarbeiteten Le-
bensmitteln mdglich. Lediglich extrem
stark verarbeitete Produkte wie raffinierte
Ole, SojasoBen oder ahnliches enthalten
nur noch DNA-Mengen unterhalb der
Nachweisgrenze. Diese Produkte kénnen
nicht bzw. noch nicht tiberpriift werden. In
solchen Féllen miissen die Rohwaren zur
Analyse herangezogen werden.

Der PCR-Nachweis der gentechnischen
Veranderung erfolgt zumeist in Stufen
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(Abb. 2). Zunachst werden die Proben auf
das Vorhandensein bestimmter regulatori-
scher DNA-Sequenzen hin untersucht. In
vielen in der Europdischen Union fiir die
Lebensmittelherstellung  zugelassenen
GVOs ist der Promotor 35S aus dem Blu-
menkohlmosaikvirus (CaMV) enthalten.
Dabei kann mit dem Nachweis gleichzei-
tig auf verschiedene GVOs in einer Le-
bensmittelprobe ,gescreent” werden. Im
positiven Fall muss jedoch eine fiir die
gentechnische Veranderung spezifische
DNA-Sequenz nachgewiesen werden. Der
zweifelsfreie Nachweis eines bestimmten
GVO kann ausschlieBlich mit Hilfe der
«Event”-spezifischen PCR erfolgen, bei
der der Ubergang zwischen dem geneti-
schen Konstrukt und dem Wirtsgenom ver-
vielfaltigt (amplifiziert) und anschlieBend
in einem weiteren Schritt sichtbar ge-
macht wird. Nur mit Hilfe dieses Ansatzes
konnen GVOs unterschieden werden, die
das selbe Konstrukt enthalten (Abb. 3).
Theoretisch reicht eine einzelne Kopie
der DNA-Zielsequenz aus, um zu einem
positiven Ergebnisse in der PCR zu kom-
men. Um falsch-positive Ergebnisse aus-
zuschlieBen, miissen sowohl Positiv- als

auch Negativ-Kontrollen in jeder Analyse
mitgefihrt werden. Die im Rahmen der
GVO-Analytik entwickelten Verfahren ha-
ben eine Nachweisgrenze von ca. 10 Ko-
pien. Dies entspricht in etwa einem Gehalt
von 0,01 % gentechnisch veranderten Be-
standteilen in einem Produkt unter nor-
malen Analysebedingungen. Einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Empfindlich-
keit der Methode hat dabei der Verarbei-
tungsgrad. Je hoher das Produkt verarbei-
tet wurde, desto geringer ist der Gehalt an
DNA und somit sinkt auch die Nachweis-
grenze.

Basierend auf diesem Prinzip sind PCR-
gestiitzte Verfahren fiir verschiedene in
der EU zugelassene transgene Maislinien
entwickelt und am validiert worden.

Durch die Entwicklung der Real-Time
PCR ist auch die quantitative Bestimmung
der gentechnisch veranderten Bestandtei-
le méglich. Hierbei werden der Anteil gen-
technisch veranderter DNA-Sequenzen
und der Anteil der Spezies jeweils getrennt
anhand von Standardkurven bestimmt.
Daraus kann der relative Anteil gentech-
nisch veranderter Bestandteile an einer
Zutat bestimmt werden. Firr die Erstellung

der Standardkurven werden zertifizierte
Referenzmaterialien, basierend auf ge-
mahlenem Saatgut, verwendet. Diese Ma-
terialien sind fiir verschiedene GVOs in
den Konzentrationen 0-5% verfiighar
(Institute for Reference Material and
Measurements, IRMM, Geel, Belgien).

Problem der
reprasentativen
Probenahme

Unabhéngig von der gewahlten Nach-
weistechnologie steht am Anfang der
Analyse eine reprasentative Probenahme.
Dazu sind mehrere Stichproben zu neh-
men, um die Wahrscheinlichkeit zu erh6-
hen, dass die gezogene Probe tatsachlich
reprasentativ fir die zu untersuchende
Probe ist. Je geringer die Anzahl der Stich-
proben ist, um so groBer wird die Wahr-
scheinlichkeit einer nicht-reprasentativen
Probe fiir das zu untersuchende Material.
Aber auch die Verteilung des transgenen
Materials hat einen entscheidenden Ein-
fluss. Handelt es sich um Rohwaren, ist
eine heterogene Verteilung sehr wahr-

Pflanzen Pflanzen
DNA Genetisches Konstrukt DNA
<+ —>
5' Gen Terminator 3
- - neue Eigenschaft” ,Stopp” -
Screening
P - = »
1. . Konstruktspezifisch
Eventspezifisch
l |
Verschiedene Primersysteme fiir die Unterschiedliche

Durchfiihrung
von Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

» Nachweisstrategien

Abb. 3: Unterschiedliche Nachweisstrategien
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scheinlich, also eine ungleichmaBige Ver-
teilung mit erhohter Konzentration des
transgenen Materials in  bestimmten
.Nestern”. Mit zunehmenden Verarbei-
tungsgrad erfolgt auch eine starkere Ver-
mischung (Homogenisierung) des Materi-

Tab. 1: Internationale Standardisierung. Aktivitdten auf CEN
Ebene.

als, was in eine vereinfachte Probenahme _ (EN1SO 21571) Standard

mit weniger Stichproben miindet. _ (EN 1S0 21569) Standard
Im Apschluss an die Prot_)enahme Ier- _ (EN 150 21572) Standard

folgt bei der PCR-Analyse die Extraktion

der DNA. Hierbei ist auf die Entfernung _ (EN150.21570) Standard

vorhandener Inhibitoren (Hemmstoffe) zu _ (technischer Guide*) Entwurf

achten. Es sind zahlreiche Stoffe bekannt, _ (EN IS0 24276) Standard

die auch in Lebensmitteln enthalten sind
* die Arbeit wird nur auf Européischer Ebene weitergefiihrt. ISO sprach sich gegen einen Probenahmestandard

und hemmend auf die Tag DNA-Polymera-
se wirken. Zur Identifizierung einer mogli-
chen Inhibition muss nach jeder Extrakti-
on die isolierte DNA mit einem fiir die Zu-
tat spezifischen PCR-System untersucht
werden.

Zur Bestatigung wird das amplifizierte
PCR-Produkt mit Hilfe der Restriktions-
Langen-Polymorphismus-Analyse (RFLP),
Sequenzierung oder DNA-DNA-Hybridisie-
rung untersucht.

Unabhdngig davon, ob der Nachweis
qualitativ oder quantitativ gefiihrt wird,
sind zwei Voraussetzungen unbedingt
notwendig, damit PCR-basierende Verfah-
ren entwickelt und standardisiert werden
kénnen: (a) die DNA-Sequenz muss be-
kannt sein und (b) es muss Referenzmate-
rial des GVO zur Verfiigung stehen.

aus.

Standardisierung

Die Zuverlassigkeit der entwickelten Ver-
fahren wurde in Validierungsstudien so-
wohl national als auch international be-
stimmt. Dabei wurden kodierte Proben mit
unterschiedlichen GVO-Anteilen unter-
sucht. Es zeigte sich, dass zwischen den
einzelnen Labors Abweichungen im Be-
reich von 25-40 % vom Sollwert zu beob-
achten sind. Wurde bereits extrahierte
DNA an die Teilnehmer verschickt, lagen
die Abweichungen niedriger, zwischen
15-20%. Dieser auch als Messunsicher-
heit bezeichnete Fehler ist daher bei jeder
Analyse in der Form (x+b) mit anzugeben,
wobei x den gemessenen Wert darstellt
und b die Messunsicherheit.

Im Rahmen des Européaischen Komitees
fir Normung (CEN) wurde 1999 eine Ar-
beitsgruppe gegriindet, die Verfahren zum
Nachweis von gentechnisch modifizierten
Organismen und ihren Produkten standar-

disiert. Die Arbeiten sind weitestgehend
abgeschlossen (Tab. 1). International aner-
kannte Normen existieren fiir die verschie-
denen Schritte der GVO-Analyse. Diese
Protokolle enthalten alle notwendigen In-
formationen, um in der Routine-Analyse
Lebens- und Futtermittelproben zu identi-
fizieren, die Spuren von GVOs enthalten.

Es scheint, dass die Lebens- und Futter-
mittelproduzenten Vorsorge getroffen
haben, GVOs im Produktionsprozess zu
vermeiden, denn ,weiterhin sind so gut
wie keine kennzeichnungspflichtigen
Lebensmittel am Markt anzutreffen”
schreibt  beispielsweise das fir die
GVO-Lebensmitteliiberwachung in Ba-
den-Wiirttemberg zustandige Chemische
und Veterinaruntersuchungsamt (CVUA)
Freiburg auf  seiner Internetseite
(www.cvua-freiburg.de).  Dort  wurden
zwar in 20 % der Lebensmittel Spuren von
gentechnisch verdnderten Pflanzen identi-
fiziert, in den allermeisten Fallen aber nur
in sehr geringem AusmaB unterhalb von
0,1 %. Allerdings ist abschlieBend die Fra-
ge zu stellen, wie lange noch Rohstoffe
frei von genetisch veranderten Bestand-
teile zur Verfiigung stehen.
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