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Nachweis gentechnologisch verianderter Lebensmittel mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Detection of Genetically Engineered Food by the
Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Einleitung

In diesem Vortrag wird das Thema «gentechnologisch verinderte Lebensmittel»
vom analytischen Gesichtspunkt her angegangen und die Problematik eines Nach-
weises von gentechnisch veranderten Organismen (GVO) in Lebensmitteln aufge-
zeigt. Uber die Moglichkeiten, wie mittels gentechnologischer Verfahren herge-
stellte Lebensmittel in Zukunft nachgewiesen werden konnten, wurde bereits viel
diskutiert (1). Ein solches Nachweisverfahren wurde nun in die Praxis umgesetzt,
und es wird am Beispiel der auf dem Markt erhiltlichen Flavr Savr™-Tomate
demonstriert, wie ein solcher Test durchgefiihrt wird. Die beschriebene Methode
(2) ist relativ einfach und somit fiir verschiedene Laboratorien der Lebensmittel-
kontrolle ein neues Mittel, um die Deklaration von gentechnisch verinderten
Nutzpflanzen zu iberwachen.

Mit dem Inkrafttreten des revidierten Lebensmittelgesetzes (LMG) und der
neuen Lebensmittelverordnung (LMV) in der Schweiz, am 1. Juli 1995, sind
gentechnisch verinderte Lebensmittel bewilligungs- und deklarationspflichtig.
Alle Lebensmattel, Zusatzstoffe und Verarbeitungshilfstoffe, die gentechnisch ver-
anderte Organismen sind oder daraus gewonnen wurden, miissen mit dem Hinweis
«GVO-Erzeugnis» gekennzeichnet sein (Art. 22 Abs. 1%). Nicht unter die Dekla-
rationspflicht fallen Erzeugnisse, die vom Organismus abgetrennt und vom Erbma-
terial gereinigt sind, dies sind alle chemisch definierbaren Stoffe, wie Kristallzucker
aus gentechnisch verinderten Zuckerriiben sowie Aminosiuren, Aromastoffe, Vit-

Vortrag gehalten an der 107. Jahresversammlung der Schweiz. Gesellschaft fiir Lebens-
mittel- und Umweltchemie, Lowenberg (bei Murten), 8. September 1995
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amine, organische Sauren usw. Ebenfalls nicht deklarationspflichtig ist Kise, wel-

cher mit gentechnisch hergestellten Kiselab (Chymosin, z. B. MAXIREN®; Gist

Brocades, Delft, NL) hergestellt wurde. Gentechnisch hergestellte Proteine (Enzy-

me) sind im Endprodukt kaum mehr nachweisbar, zumal sie meist «naturidentisch»

sind. Deklarationspflichtig ist nur, was generell auch kontrollier- und analysierbar
18T,

Das Spektrum der Moglichkeiten von gentechnologischen Verfahren bei der
Herstellung von Lebensmitteln ist sehr vielfiltig (3-5). Grundsatzlich lassen sich
drei Hauptgruppen von gentechnisch veranderten oder hergestellten Lebensmit-
teln unterscheiden:

1. Gentechnisch verinderte Pflanzen und Tiere. Sie konnen direkt in vermeh-
rungstihiger Form als Lebensmittel in Verkehr gebracht werden (z. B. Tomaten,
Kartoffeln) oder in verarbeiteter Form Verwendung finden (z. B. Tomatenket-
chup, Kartoffelprodukte, Brot aus herbizidtolerant gemachtem Weizen).

2. Lebensmittel, die mit Hilfe gentechnisch verdnderter Mikroorganismen herge-
stellt wurden. Sie konnen Bakterien oder Hefen in noch vermehrungstihiger
Form (z. B. Joghurt, frisches Sauerkraut, Camembert) oder infolge technologi-
scher Prozesse abgetoteter Form (z. B. Pasteurisation, Backen) enthalten.

3. Lebensmittelzusatzstoffe, die mit Hilfe gentechnisch verdnderter Mikroorganis-
men gewonnen wurden. Dabei ist der Reinheitsgrad der isolierten Einzelsub-
stanzen und Enzyme massgebend. Ein Nachweis solcher Produkte wird nur
moglich sein, wenn sich noch gentigend rekombinante DNA oder spezifische
Proteine der verwendeten Mikroorganismen darin finden lassen.

Nachweismethoden

Ein Nachweis von gentechnologisch verinderten Nahrungsmittel kann einer-
seits indirekt erfolgen tiber die Analyse von Inhaltsstotfen, sofern das Lebensmittel
eine signifikant verschiedene Zusammensetzung gegeniiber nicht transgenen Pro-
dukten aufweist (Fettsauremuster, Enzymaktivitit, Vitamingehalt, Aminosiuren,
Aromen, Zuckergehalt usw.). Der indirekte Nachweis dieser phanotypischen Ei-
genschaften lisst sich hierbei vor allem auf der Proteinebene fithren durch die
Bestimmung der Expression fremder oder verinderter Proteine. So lasst sich mittels
ELISA oder Western-Blot die Expression von Genen fiir Selektionsmarker (z. B.
Kanamycinresistenz) (6) oder Insektenresistenz (z. B. das Endotoxin von B. thu-
ringiensis) nachweisen (7). Obwohl gentechnisch hergestelltes Chymosin natur-
identisch ist mit Kilberchymosin, lasst sich das gentechnologische Priparat auf-
grund seiner Reinheit mittels SDS-Page vom Labferment unterscheiden, da dieses
mit Proteinen der Magenschleimhaut verunreinigt ist und zusitzliche Proteasen
(Pepsin I und II), aber nur wenig Chymosin enthalt (5).

Mit molekularbiologischen Methoden kann andererseits rekombinante DNA
direkt nachgewiesen werden, sofern gentligend tiber die verwendeten Reportergene,
Strukturgene, Terminatoren, Promotoren, Genkonstrukte oder Genverdopplun-
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gen bekannt ist. Mittels Gensonden (Southern-Blot), PCR, RFLP (Restriktions-
fragment Langenpolymorphismus) und RAPD (Randomly amplified Polymorphic
DNA) kann ins Genom eingebrachte Fremd-DNA aufgrund der Sequenzen spe-
zifisch nachgewiesen werden.

Im folgenden soll nun auf das Gebiet der DNA-Analytik naher eingegangen
werden, und im speziellen wird dabei auf die erfolgreichen Anwendungen der PCR
in der Lebensmittelchemie hingewiesen. Mit Hilfe dieser Amplifikationstechnik
kénnen Lebensmittel einerseits auf das Vorhandensein pathogener Mikroorganis-
men und Viren hin untersucht werden (8), und andererseits lisst sich auch die
Authentizitit der Lebensmittel selber tiberpriifen. Pflanzliche Komponenten von
Nahrungsmitteln wie Weizen (9) oder Soja sowie Tierarten in Fleischprodukten
(10-12) konnen so identifiziert werden. Der Nachweis von gentechnisch verander-
ten Tomaten ist hier in der Schweiz die erste Anwendung der PCR fiir den
Nachweis eines gentechnisch verinderten Lebensmittels. Fir die Entwicklung
eines PCR-Nachweissystems miissen die ins Genom integrierten Verinderungen
bekannt sein. Bei der Flavr Savr™-Tomate sind alle Daten publiziert (13). Anson-
sten miissen die notigen Informationen aus Patentschriften beschafft werden oder
kénnen zukiinftig auch aus den Bewilligungspapieren des zustindigen Bundesam-
tes entnommen werden. Sollte das Bewilligungsverfahren keine Nachweismethode
vorschreiben, so muss eine solche aufgrund der Gensequenzen mittels PCR zu
entwickeln sein. '

Methodik des PCR-Assays

Die vorgeschlagene Methodik beruht auf drei Schritten:
1. DNA-Extraktion
2. Amplifikation mittels PCR
3. Bestatigung der PCR-Produkte

Fiir die Isolation der DNA aus komplexer Lebensmittelmatrix ist eine geeignete
Methode zu wihlen. Dabei ist der pH und der Verarbeitungsgrad der Nahrungs-
mittel zu beachten, welcher einen direkten Einfluss auf die DN A-Qualitit hat (14);
Sduren depurinieren die DNA, und der Degradationsgrad der DNA nimmt mit
jeder thermischen Belastung zu. Die durchschnittliche DNA-Grosse aus z. B.
Sojaproteinisolaten liegt bei 100—400 bp (unpublished data). Mittels DN A-binden-
den Harzen (z. B. WIZARDTM-DNA purification resin, Promega, Madison, WI,
USA) kann DNA gereinigt und aufkonzentriert werden; diese Methode eignet sich
meist auch fiir eine einfache Isolation aus einer wisserigen Extraktionslésung nach
einer proteolytischen Aufarbeitung der Proben mit Proteinase K (z. B. bei Fleisch-
produkten, Tomaten).

Die Polymerase-Kettenreaktion muss fir jedes der verwendeten Primerpaare
optimiert werden, wobei auch ein Multiplexansatz mit mehreren Primerpaaren,
welche je eine genetische Veranderung erkennen, moglich ist. Die Spezifitit der
Reaktion ist primdr von den Primern abhingig; die Sensitivitit beruht auf der
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Konzentration der Ziel-DNA. Mittels einer «Nested»-PCR kann zudem noch die
Sensitivitat des Nachweissystems wesentlich gesteigert werden.

PCR-Produkte lassen sich mittels Gel-Elektrophorese und Farben mit Ethidi-
umbromid im UV-Licht sichtbar machen und durch Gréssenvergleich mit einem
Lingenstandard bestimmen. Weitere Bestatigungsmoglichkeiten der Fragmente
lassen sich mit anschliessender Restriktionsenzymanalyse oder Hybridisierung mit

DNA-Sonden vornehmen.

Beispiel: Flavr Savr '™-Tomate

Diese von Calgene Inc. entwickelte Tomate ist in den USA seit letztem Jahr
unter dem Namen «MacGregor’s» auf dem Markt und wird bei uns oftmals als
«Anti-Matschtomate» bezeichnet. Sie weist eine verlingerte Haltbarkeit auf, da das
Weichwerden der Frichte wahrend der Reifung verzogert wird. Dies wurde er-
reicht durch die Hemmung eines Enzyms, der Polygalacturonase (PG; eine Pekti-
nase), welche das Pektin in den Zellwinden abbaut. Die Tomaten werden in
vollreifem Stadium geerntet und erweichen langsamer.

Modell Antisense-Technologie

Wie wurde eine solche spezifische Hemmung eines Enzyms erreicht? Den
Wissenschaftlern gelang es, das Gen der Tomaten fiir PG zu klonieren und «umge-
dreht», also in verkehrter Orientierung, als Antisense-PG (Flavr-Savr-Gen) in das
Tomatengenom zu integrieren und zur Expression zu bringen (15). Das Antisen-
se-Transkript blockiert die Translation der mRNA durch komplementire Basen-
paarung der homologen Sequenzen und fiihrt zur fast vollstindigen Reduktion der
Polygalacturonaseaktivitit und somit zu einem stark verlangsamten Abbau des
Pektins; die Tomaten bleiben linger fest.

Das Prinzip der Inaktivierung einer Eigenschaft durch Antisense-Wirkung ist
im nachstehenden Modell (nach 16) veranschaulicht (Abb. 1).

Entwicklung eines Nachweissystems

Das Antisense-PG-Gen wird mit Hilfe des starken CaMV35S-Promotors aus
dem Blumenkohlmosaikvirus (17) transkribiert, welcher ebenfalls (vor dem PG-
Gen) ins Genom integriert worden ist. Das Vorhandensein dieses Konstrukts aus
Promotor und Strukturgen ldsst sich mit PCR nachweisen, in dem die Primer
komplementir zu beiden Stringen der zu amplifizierenden Sequenzabschnitte
gewihlt werden. Das Antisense-PG-Gen allein eignet sich nicht als Zielgen, da es
sequenzidentisch ist mit PG (Abb. 2). Ebenfalls ins Tomatengenom integriert
wurde das selektive Markergen Tn5 nptll, welches fir die Antibiotikaresistenz
gegenliber Kanamycin verantwortlich ist. Diese Eigenschaft ist zwar nétig, um
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Abb. 1. Modell der Inaktivierung einer Eigenschaft durch Antisense-Wirkung

Pn = natuirlicher Promotor, P, = kiinstlicher (artificial) Promotor

TN5-1 P> pcri1 P
| Tn5 nptll CaMV35S-Promotor PG-Gen
(kan')
i @ TN5-2 ¢ FSO1
ﬁ
173 bp 427 bp
PCR-System 1 PCR-System 2

Abb. 2. Schema der PCR-Nachweissysteme fiir den Nachweis der Flavr Savr™ Tomate. Mit
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dem Primerpaar TN5-1/TN5-2 wird ein 173 bp grosses Fragment aus dem Markergen
(nptll) amplifiziert. Der Primer PCR1 hybridisiert mit der Promotorsequenz und
bildet mit dem Primer FS01, welcher mit dem Flavr Savr™-Gen

(= Antisense-PG) homolog ist, ein 427 bp grosses Amplikon (2). Die breiten Pfeile
neben den Boxen zeigen die Richtung der Transkription an.
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transformierte Pflanzenzellen selektionieren zu konnen, ist aber in den Endpro-
dukten aus Sicherheitsgriinden unerwiinscht. Diese Markergene konnen ebenfalls
mittels PCR nachgewiesen werden (Abb. 2).

Praktische Umsetzung und Anwendung in der Praxis

Neben den spezifischen Systemen zum Nachweis von Antibiotikaresistenzge-
nen oder Konstrukten zwischen Promotor und Strukturgenen benétigt man eine
Kontrolle iiber die Amplifizierbarkeit der DNA. Dies sollte eine DNA-Sequenz
sein, welche in vielen Lebewesen konserviert ist. Die von unserer Gruppe beschrie-
bene Eukaryonten (18S-rDNA)-PCR (9) wurde verwendet, um falsch negative
Resultate beim Nachweis von gentechnisch veranderten Tomaten zu vermeiden (2).
In der Literatur wurde ebenfalls bereits ein Primerpaar fiir den Nachweis des
Neomycinphosphotransferase-1I-Gens (npt II) beschrieben (18); diese PCR konn-
te direkt auf die Tomate angewandt werden, um das beschriebene Markergen
nachzuweisen. Auch konnte ein bewihrter sense-Primer, welcher komplementir
zum CaMV35S-Promotor ist und bereits zum Nachweis transgener Kartoffeln
verwendet wurde (19), firr den Flavr-SavrT™-Gen-Assay beniitzt werden. Somit
brauchte lediglich noch eine geeignete Region fir den antisense-Primer auf dem
Antisense-PG-Gen gesucht werden. Dies konnte mit Hilfe eines Primeroptimie-
rungsprogrammes (Oligo® 5.0, NBI, USA) durchgefithrt werden. Von den mit
diesen zwei PCR-Systemen getesteten Freiland-, Import- und Biichsentomaten
wurden nur bei der gentechnologisch verinderten «MacGregor’s»-Tomate die
erwarteten positiven Signale von definierter PCR-Fragmentgrosse erhalten (2).

Die PCR ist somit eine geeignete Methode fiir den Nachweis von GVO. In
Zukunft wird zwar eine universelle Nachweismethode nicht moglich sein, aber
Detektion dhnlicher Konstrukte mit dem CaMV-Promotor und Strukturgenen
(z. B. Virenhiillproteine oder die Synthase des 1-Aminocyclopropan-1-Carbo-
xylats, ACC, in Tomaten) gemiss dem diskutierten Protokoll sind denkbar. Die
verwendeten Markergene werden in Zukunft aus den Produkten verschwinden,
bereits existiert ein «marktreifer» Kiirbis mit Resistenz gegen zwei Viren aufgrund
der Expression von Hiillproteingenen, aber ohne dem Kanamycinresistenzgen.

In verarbeiteten Produkten, welche aus verschiedenen pflanzlichen und tieri-
schen Nahrungskomponenten zusammengesetzt sind, missen, als Positivkontrolle
fiir die DNA-Qualitit, PCR-Systeme fiir die Speziesidentifizierung zur Verfiigung
stehen (z. B. tomatenspezifische Primer). Problemlebensmittel in bezug auf die
DNA-Isolation sind beispielsweise Ketchup und Sojasauce, da hier die DNA bei
tiefen pH im Endprodukt oder durch das verwendete Herstellungsverfahren stark
degradiert und hydrolisiert wurde.

Ein Nachweisverfahren muss jedoch von Fall zu Fall fir jedes Lebensmittel
entwickelt werden.
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Ausblick

Die Entwicklung neuer Produkte wird laufend vorangetrieben, so sind auf dem
Markt als nichstes z. B. gentechnologisch hergestelltes Rapsél und Tomatenpaste
sowie gentechnisch verinderte Sojabohnen, Kirbisse und Kartoffeln usw. zu er-
warten. Jedes Kontrollabor miisste im Besitz solcher Gentechprodukte als Refe-
renz sein, um verianderte von nicht gentechnisch verinderten Produkten unter-
scheiden zu koénnen. Die Informationsbeschaffung iiber neue Produkte diirfte
zunehmend schwieriger werden und die Publikationsflut steigt immer mehr, so dass
der Arbeitsaufwand fiir das Beibehalten einer ausreichenden Ubersicht der Neu-
entwicklungen immer grosser wird.

Die neue LMV verlangt ein Bewilligungsverfahren durch das Eidg. Departement
des Innern, so dass davon ausgegangen werden kann, dass zumindest die in der
Schweiz zugelassenen und deklarierten Lebensmittel nachgewiesen werden kon-
nen. Die Analytik ist Aufgabe der kantonalen Laboratorien (Vollzug), welche eng
mit der fiir die Bewilligung zustindigen Behorde (BAG) zusammenarbeiten miis-
sen (3). Die Laboratorien missen tiber das notige Know-how in der Molekularbio-
logie sowie die nétigen Geridtschaften fiir die Analytik verfiigen. Wie gross der
Aufwand fiir die Kontrolle dieser neuen Produkte in Zukunft sein wird, vermag
noch niemand abzuschitzen.
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Diese Arbeit wurde als Forschungsvertrag (Nr. 316.94.0448) des Bundesamtes fiir Ge-
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bund, Ziirich, fiir zusatzliche Unterstiitzung.

Zusammenfassung

Ausgehend von der neuen Lebensmittelgesetzgebung in der Schweiz wird auf die Proble-
matik bei der Uberpriifung der Deklaration gentechnisch verinderter Organismen (GVO)
eingegangen. Der Direktnachweis von rekombinanter DN A mittels der PCR, einer bewihr-
ten DINA-analytischen Methode fiir die Lebensmittelchemie, wird anhand des praktischen
Beispiels der Flavr Savr™-Tomate gezeigt. Auf mégliche analytische Ansitze auf Protein-
ebene wird nur hingewiesen.

Résumeé

Le probleme du céntrole de la déclaration d’organismes génétiquement modifiés (GMO)
est traité a partir de lanouvelle législation alimentaire de la Suisse. Le diagnostic direct ’ADN
recombinante par PCR, une méthode d’analyse d’ADN éprouvée en chimie alimentaire, est
démontré pas par pas grace au cas concret de la tomate Flavr Savr ™. Les possibilités d’analyse
au niveau des protéines ne sont que briévement évoquées.
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Summary

Beginning with the new food legislation of Switzerland the problem, how to control the

labelling of genetically modified organisms (GMOs) is discussed. The direct detection of
recombinant DNA by PCR, an established method of DNA analysis, which is used in the
food chemistry, is demonstrated step by step for the Flavr Savr™ tomato. The possibilities of
analysis on the protein level are briefly mentioned.
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