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2 Zusammenfassung

Der Einsatz molekularbiologischer Methoden zur Veranderung des Erbguts von Pflanzen ist
neben der klassischen Ziichtung in den 1990er Jahren ein wichtiger Aspekt in der Agrarindus-
trie geworden. Als ,gentechnisch veradnderte Organismen” (GVOs) unterliegen sie daher
gemal internationaler und nationaler Vorschriften Zulassungsbeschrankungen und Kenn-
zeichnungsbestimmungen. Mit der Nutzung pflanzlicher GVOs als Nahrungsmittel ist ein
Wandel der Lebensmittelanalytik verbunden, die nunmehr eine Identifizierung und Quanti-
fizierung der neuen Sortenmerkmale zur Uberpriifung der Kennzeichnung abhangig von
gesetzlichen Schwellenwerten ermdéglichen muss.

Die Analytik betrifft Proteine und Nukleinsduren, die fir ein GVO charakteristisch sind. Man
unterscheidet das Screening, die Durchmusterung einer grof3en Probenzahl nach einem
bestimmten, allgemeinen Merkmal, und den spezifischen GVO-Nachweis. Notwendig sind
hierzu sichere qualitative Methoden fur einen hohen Probendurchsatz und quantitative
Methoden zur prézisen Gehaltsbestimmung, zu deren Entwicklung und Etablierung diese
Arbeit im Rahmen eines EU-Projektes beitragt.

Die Bestimmung von Proteinen erfolgt immunologisch durch Western-Blot oder ELISA, zum
Nachweis bestimmter Nukleinsauresequenzen ist deren spezifische Vervielféaltigung in der
PCR notwendig. Fur erstere wurde die qualitative und quantitative Detektion eines fur viele
GVOs charakteristischen Proteins, der Neomycinphosphotransferase Typ Il (NPTIl) nach
Erzeugung und Reinigung von Antikdrpern etabliert und an zwei Sorten gentechnisch veran-
derter Tomaten erfolgreich demonstriert. Die Prozessierung von Tomaten zu Tomatenmark
beinflusst die immunologische Detektierbarkeit negativ. Auch die Extraktion mit mecha-
nischem Stress flur Proteine zeigte einen negativen Effekt auf die Nachweisgrenze. Der
Western-Blot wies eine Nachweisgrenze von 0,1 ng rekombinanter NPTII pro Spur auf. Es
zeigte sich, dass der NPTII-Nachweis durch einen Sandwich-ELISA in Proteinextrakten aus
Fruchtfleisch problemlos mdglich war. Die Nachweisgrenze hierbei betrug 0,03 ng/ml und die
niedrigste, nachgewiesene NPT-Menge im Proteinextrakt einer GVO-Tomate lag bei 1 ng/mag.
Damit erfillt der Einsatz des NPTII-ELISA im Screening unverarbeiteter Tomaten alle an eine
Routinemethode gestellten Anforderungen.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag bei der DNA-Analytik von GVOs durch die Polymerase-
kettenreaktion (PCR), die wegen der exponentiellen Vervielfaltigung eines DNA-Fragmentes
eine hervorragende Nachweisgrenze aufweist und daher auch bei geringen GVO-Anteilen und
stark prozessierten Lebensmitteln einen Nachweis erlaubt. Die amplifizierten Sequenzen
kénnen beliebige DNA-Teilstiicke der gentechnisch veranderten Pflanze oder der Wildtyp-
Pflanze sein. So konnten in dieser Arbeit eine PCR-Screening-Methode, eine GVO-spezi-
fische und Pflanzenart-spezifische Methode entwickelt werden. Der Nachweis der Amplikons
erfolgte in allen drei Féllen mit Hilfe eines ELISA (PCR-ELISA). Nach Fixierung und
Denaturierung der Amplikons in Mikrotiterplatten schliel3t dieser eine spezifische Hybridisie-
rung mit markierten Sonden, die anschlieBend immundetektiert werden, ein. Diese Methode
erlaubte, im Gegensatz zum herkdmmlichen Nachweis durch Trennung im Gel und Farbung
mit dem gesundheitsschadlichen Ethidiumbromid, (i) den sensitiven Amplikon-Nachweis, (ii)
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das digitale Auslesen der Ergebnisse, (iii) einen hohen Probendurchsatz und (iv) die parallele
Analyse der bei einer kompetitiven PCR entstehenden Produkte.

Ein qualitativer Analysengang fur Proben, der aus DNA-Extraktion, PCR und Nachweis der
Amplikons durch PCR-ELISA besteht, wurde erfolgreich etabliert. Am Beispiel von GVO-
haltigen Soja Mehlen (Roundup Ready Soja mit transgener Herbizid-Resistenz, RR) war es
erst nach geschickter Wahl der Versuchsparameter mdglich, Daten zu erhalten, die die
Rangfolge der GVO-Gehalte qualitativ richtig wiedergaben. Allerdings lieferte diese einfache
Methode, die in Anwesenheit von Inhibitoren wenig robust ist, falsch negative Ergebnisse.
Dem wurde durch Einsatz von Kompetitorplasmiden vorgebeugt, die durch zielgerichtete
Mutagenese konstruiert wurden. Der Kompetitor (K) hatte mit der zu amplifizierenden GVO-
Zielsequenz (Target, T) jeweils die Primerbindungsstellen gemein und die produzierten
Amplikons wurden durch Hybridisierung mit einer entsprechenden Sonde nachgewiesen.
Neben dieser Inhibitionskontrolle konnten ebenfalls GVO-Gehalte bei Bezug auf ein
Referenzmehl bestimmt werden. Durch eine Serie von PCRs mit verschieden Kompetitor-
Mengen konnte dartiber hinausgehend die Kopienzahl der T-Matrizen ermittelt werden.

Die Promotor Sequenz des cauliflower mosaic virus (CaMV35S) wird bei der Generierung
transgener Pflanzen oft eingesetzt und ist daher ideal fir Screening-Zwecke geeignet. Die
PCR-ELISA-Analyse der Amplikons einer kompetitiven PCR mit konstanter CaMV35S-Kom-
petitor-Menge und DNA-Extrakten aus Proben mit steigendem GVO-Gehalt liefert proportional
steigende Signal-Quotient (T/K-Signal). Dies bildete fur den folgenden EU-weiten Ringver-
such die Grundlage fiir die semiquantitative Bestimmung der RR-Gehalte von Sojamehl-
Proben durch kompetitive CaMV35S-PCR. GVO-haltige Proben konnten hier, bezogen auf ein
Referenz-Sojamehl mit einem Gehalt von 0,5 % RR, als héher oder niedriger konzentriert
klassifiziert werden. Es gab keine falsch negativen Ergebnisse, auch wurden Inhibitor-haltige
DNA-Extrakte korrekt identifiziert. Diese Ergebnisse zeigten die hohe Gite des Verfahrens -
Kombination von kompetitiver PCR und PCR-ELISA - fur die Schwellenwertbeurteilung auf.

Die Bestimmung von Gesamt-DNA einer Probe durch UV-Messung erwies sich fur
prozessierte, komplexe Proben, bestehend aus unterschiedlichen Pflanzenarten, als nicht
sinnvoll. Daher wurde zur Bestimmung des Anteils an amplifizierbarer Soja-DNA eine weitere
PCR mit anschliellendem PCR-ELISA, auf der Basis des Soja-spezifischen Lektin-Gens,
etabliert. Dieses semiquantitative Verfahren diente im weiteren bestens zur Beurteilung der
Ergebnisse von Screening- und RR-spezifischen PCRs, die mit prozessierten Lebensmitteln
und infolgedessen mit inhomogenen DNA-Extrakten durchgefiihrt wurden.

Der Aquivalenzpunkt einer Serie kompetitiver PCRs ist durch die gleiche initiale Kopienzahl
fur T- und K-Sequenz definiert und kann nur dann korrekt bestimmt werden, wenn T- und K-
Sequenz mit der gleichen Effizienz amplifiziert werden. Die Prufung auf gleiche
Amplifikations-Effizienz von in dieser Arbeit entworfenen und klonierten Kompetitoren, im
Vergleich mit den Targetsequenzen, wurden durch Realzeit-PCR moglich. Ein alternatives
Vorgehen, das Fixieren des initialen, molekularen Verhaltnisses von Target und Kompetitor
bei 1:1, wurde durch Klonierung beider Sequenzen in ein ,Normierungsplasmid“ und Analyse
damit erhaltener PCR-Produkte erreicht. In der Tat wurde auch nach PCR bis in den
Plateaubereich ein 1:1-Verhaltnis der entsprechenden Amplikons gefunden.
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Durch parallelen Einsatz des Doppelkompetitorplasmids in zwei Serien GVO- und Soja-
spezifischer PCRs und den Einsatz von Normierungsplasmiden in den entsprechenden
PCR-ELISAs zur Auswertung konnten Interassay-Schwankungen eliminiert werden. Die
ermittelten Kopienzahlen am Aquivalenzpunkt konnten, unabhéngig von externen Standards,
prozentual aufeinander bezogen und GVO-Gehalte korrekt bestimmt werden. Auf elegante
Weise konnten so reine Sojabohnen (100 % RR) und Referenzmaterial (2 % RR) prazise
guantifiziert werden.

Die PCR-ELISA-Auswertung ist der klassischen, optischen Gelauswertung kompetitiver
PCRs uberlegen. Die Kombination aus kompetitiver PCR und PCR-ELISA ist unkompliziert,
prazise, robust und gerade in Hinblick auf das hohe Probenaufkommen in der GVO-Routine-
analytik gewinnbringend einsetzbar.
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3 Einleitung

In den vergangenen Jahren wurden die Moglichkeiten der Gentechnik genutzt, um in Pflanzen
fremde Gene einzufilhren, die ihnen neue Eigenschaften verleihen. Diese verdnderten
Pflanzen werden als gentechnisch veranderte Organismen (GVOs) bezeichnet und daraus
hergestellte Nahrungsmittel sind die bedeutendsten Vertreter der ,Neuartigen Lebensmittel”
(novel foods). Diese sind nach Priifung und Durchlaufen von Zulassungsverfahren fur Anbau,
Import und Verarbeitung fur den Konsum durch Menschen vorgesehen. Ein Teil der
Bevolkerung hat ethische Vorbehalte gegentber der Verwendung von GVOs, andere
beflrchten direkte oder indirekte gesundheitliche Schéden als Folge der gentechnischen
Veranderungen [1, 2, 3, 4]. Aus diesem Grund wurden in der Europdischen Union (EU) im
Zuge der Markteinfiilhrung Verordnungen erlassen, die das Inverkehrbringen, die Nutzung und
die Kennzeichnung der GVOs regeln. Novel Foods und Inhaltstoffe, die nachweisbar andere
Charakteristika als konventionelle Nahrungsmittel haben, missen als solche gekennzeichnet
werden, um den Verbraucher zu informieren und ihm bewusste Kaufentscheidungen zu
ermdglichen.

Unter die Novel Food-Verordnung (EG/258/97) fallen neben gentechnisch veranderten
Lebensmitteln auch Produkte oder Zutaten aus Chemikalien oder Rohstoffen, die bisher nicht
zur Erndhrung verwendet wurden, wie z. B. synthetische Fettersatzstoffe. Ohne aus-
druckliche Zulassungen dirfen neuartige Lebensmittel, deren Struktur, Zusammensetzung
oder Nahrwert Verbrauchern nicht vertraut sind, weil neue Technologien eingesetzt oder
unbekannte Rohstoffe verwendet wurden, nicht auf den Markt gelangen. Aus diesem Verbot
und den weltweit vernetzten Warenstromen, die eine Vermischung von konventionellen und
gentechnisch veranderten Lebensmitteln begunstigt, resultiert die Notwendigkeit fir neue
analytische Verfahren. Der Schwellenwert, unterhalb dessen von einer unbeabsichtigten
Kontamination mit zugelassenen GVOs ausgegangen wird, wird durch eine EU-Verordnung
(EG/49/2000) festgelegt und liegt fiir Lebensmittel bei 1 % je Zutat. Die Bestimmung dieses
Gehaltes kann auf Basis von Proteinen oder DNA, die aus der gentechnischen Veranderung
resultieren, erfolgen. Nicht zugelassene GVOs werden in der EU nicht toleriert [5].

Die Novel Food-Verordnung enthielt ursprunglich keine prazisen Vorschriften Gber Form,
Wortlaut und Platzierung der Kennzeichnung fur GVO-haltige Lebensmittel. Insbesondere fur
Soja- und Maiszutaten gibt es jedoch eine Durchfiihrungsbestimmung, die Verordnung zur
Kennzeichnung von Neuartigen Lebensmitteln (EG/1139/98). Treffen die Voraussetzungen flr
eine Kennzeichnung fur Lebensmittel und Zutaten aus GVO-Soja und GVO-Mais zu, muss im
Zutatenverzeichnis die betreffende Zutat mit der Angabe “"aus genetisch verénderten
Sojabohnen hergestellt* bzw. ,Mais* versehen werden. Unter dem Terminus ,genetisch*
verandert wird sinngemafd ,gentechnisch” verandert verstanden, da sonst zlchterische
Veranderungen ebenfalls eingeschlossen waren [5].

3.1 Gentechnisch veranderte Organismen

Die Einsatzzwecke von gentechnisch veradnderten Organismen in der Landwirtschaft sind
vielfaltig. Es wurde eine Vielzahl von Strukturgenen aus verschiedenen Spenderorganismen
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durch molekularbiologische Methoden in Nutzpflanzen integriert. Die eingefiihrten Struktur-
gene konnen Resistenz (gegen Herbizide, Schadinsekten, Viren und Pilze), veradnderte
Haltbarkeit oder Reife, Anderung der Zusammensetzung von Inhaltstoffen oder mannliche
Sterilitat bewirken. Die weitaus gro3te Gruppe, der bei der US-Behorde fir Nahrungs- und
Arzneimittel (US Food and Drug Administration, US-FDA) offengelegten und als Nahrungs-
und Futtermittel in den USA zugelassenen Pflanzen, bilden die Herbizid-resistenten GVOs,
gefolgt von den Insekten-resistenten GVOs [6]. Der EU-Zulassung geht in der Regel die US-
Zulassung voraus, so dass prinzipiell eine Prognose der kiinftigen européaischen Marktsitu-
ation mdglich ist. Da jedoch seit Oktober 1998 ein de facto Moratorium bei der Zulassung
neuer GVOs in der EU besteht, wachst mit der Zahl der US-Zulassungen die Zahl der weltweit
gehandelten, aber nicht EU-zugelassenen GVOs.

Marktsituation

Im Jahr 2000 wurden weltweit auf 44 Millionen Hektar landwirtschaftlicher Nutzflache
transgene Pflanzen angebaut. Den gro3ten GVO-Anteil in Millionen Hektar machte der Anbau
von Soja (25,8), gefolgt von Mais (10,3), Baumwolle (5,3) und Raps (2,8) aus. In den vier
Landern USA, Kanada, Argentinien und China liegen 99 % aller GVO-Anbauflachen. Der
GVO-Anteil an der Weltproduktion dieser Nutzpflanzen lag bei Soja mit 36 % am hdchsten.
Beim Anbau von Baumwolle (16 %), Raps (11 %) und Mais (7 %) wurde bislang ein grol3erer
Anteil konventionellen Saatgutes verwendet. Wahrend flr die Anbauflachen fir GVO-Soja
(+19 %) und GVO-Baumwolle (+43 %) im Jahr 2000 deutliche Zuwéchse registriert wurden,
ist die Anbauflache fir Mais (-8 %) und Raps (-27 %) im Vergleich zum Vorjahr gesunken.
Nach Schatzung wird die GVO-Anbauflache im Jahr 2001 50 Millionen ha betragen [7].

Die nach Europa importierte Menge, beispielsweise an Sojaschrot, stieg in der Vergangenheit
an und betrug im ersten Quartal 2001 3,56 Mio. Tonnen. Derzeit werden Vertragsanbau und
spezielle Handelssysteme (Segregation) etabliert, um den europaischen Bedarf an GVO-
freier Soja unter Vermeidung transgener Soja decken zu konnen. Dies fuhrt jedoch zu Preis-
steigerungen fur ,,Premium-Qualitaten” [8].

Herbizidresistenzen

Das nicht-selektive systemische Blatt-Herbizid Glyphosat (Roundup Ready, N-(Phosphono-
methyl)-glycin) wurde 1971 von Monsanto eingefiihrt. Die Inhibierung der 5-Enolpyruvyl-
shikimat-3-phosphat-Synthase (EPSPS) und somit des Shikimat-Biosyntheseweges durch
Glyphosat verhindert in Pflanzen die Synthese von aromatischen Aminosduren und deren
sekundaren Metaboliten. Die CP4-EPSPS aus dem Agrobacterium Stamm CP4 wird
dagegen kaum gehemmt. Das entsprechende Gen wurde erfolgreich in das Genom
verschiedener Pflanzen eingeflihrt. Die wohl bekannteste Pflanze mit dieser zuséatzlichen
Eigenschatt ist die marktbeherrschende Roundup Ready Soja der Fa. Monsanto (Abschnitt
3.6, [9]), deren qualitativer und quantitativer Nachweis im Mittelpunkt dieser Arbeit steht.

Phosphinotricin (PPT, 2-Amino-4(hydroxymethylphosphinoyl)buttersaure, Glufosinat), war die
zuerst beschriebene natirlich vorkommende Aminosaure mit einer Phosphinsaure-Gruppie-
rung. Phosphinotricin ist ein Analogon des L-Glutamin und ein Glutaminsynthetase-Inhibitor
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mit herbizider Wirkung. Es ist aktiver Bestandteil mehrerer Peptid-Antibiotika aus Strepto-
myceten-Kulturen und unter dem Namen ,Basta“ oder ,Total* im Handel. Die Glutamin-
synthetase dient zur Reduktion von freiem Ammonium, das in der Zelle akkumuliert und
toxisch wirkt. Das bar-Gen aus Streptomyces hygroscopius kodiert fir eine Phosphinotricin-
Acetyltransferase (PAT) und verleiht transgenen Pflanzen, wie Mais, Soja, Reis und Raps,
Resistenz gegen PPT.

Bromoxynil (3,5-Dibrom-4-hydroxybenzonitril) ist ein Blattherbizid und inhibiert das Photo-
system |l durch Anlagerung an eine Komponente des Chinonbindungskomplexes der
Pflanzen, so dass der Elektronentransport unterbrochen wird. Das Protein, flr das das bxn-
Gen aus Klebsiella ozeanae kodiert, ist eine spezifische Nitrilase, die die Nitrilgruppe des
Bromoxynil in eine Carboxygruppe umwandelt und so das Herbizid entgiftet. Dieses Konzept
wurde durch gentechnische Veranderung von Baumwolle und Raps in kommerziell erhalt-
lichen Nutzpflanzen (USA) umgesetzt.

Sulfonylharnstoff-Herbizide, wie beispielsweise das 1982 von DuPont eingefihrte
Metsulfuron-methyl, sind Mitosehemmer. Sie blockieren das Enzym Acetoylacetat-Synthase
(ALS), das erste Enzym in der Biosynthese verzweigter Aminosauren (Valin, Leucin,
Isoleucin). Zwei Wege wurden bisher genutzt, um eine 100 bis 1000-fach gesteigerte
Toleranz gegen diese Herbizidklasse zu erzeugen. Zum einen wurde durch Einbringen einer
zusatzlichen ALS-Variante aus einem Aradopsis Kultivar (fur GVO-Flachs) und zum anderen
durch ein chimares Gen, abgeleitet von zwei verschiedenen Tabak Genen (fir GVO-
Baumwolle), Resistenz erzeugt.

Insektizidresistenzen

Das Gram-positive, Sporen bildende Agrobakterium Bacillus thuringensis wurde 1911 von
Ernst Berliner nach Untersuchung einer seuchenhaften Erkrankung von Mehlimotten erstmals
beschrieben. Die Bakterien produzieren kristalline Proteine mit insektizider Wirkung, die d-
Endotoxine genannt werden und Fral3gifte darstellen. Im Jahr 1970 wurde eine besonders
virulente Subspezies (Bacillus thuringensis subspec. kurstaki) isoliert, dessen Toxinanteil am
Totalprotein 50 % betragt [LO]. Die inaktiven Kristalle werden im Magentrakt von Insekten
solubilisiert und proteolytisch zur aktiven Form der Toxine gespalten. Aktiviert binden die
Proteine an spezifische Rezeptoren im Darm, bilden dort Poren und stdren den
lonentransport durch Epithelzellen, die in der Folge lysiert werden [11, 12]. Auf Mensch und
Saugetier haben diese Endotoxine keine Wirkung, daher werden routineméaRig
Bakteriensuspensionen auf Pflanzen gespriiht. Sie sind im Freien nur kurze Zeit insektizid
wirksam und werden leicht abgewaschen.

In den achtziger Jahren wurden die Gene der insektiziden Proteine isoliert und in transgene
Pflanzen eingesetzt. Erst nach synthetischer Anpassung des urspringlichen, bakteriellen
Aminosaurecodon-Gebrauchs an denjenigen von Pflanzen konnte in diesen eine ausrei-
chende Menge Endotoxin gebildet werden, um die gewiinschte Resistenz zu erzielen fL3].
Die Uber 1000 isolierten Toxin-Gene teilen sich in cry-Gene und cyt-Gene auf. Letztere haben
in vitro eine grofRe Wirkung, wahrend die cry-Gene in vivo und in vitro wirken. Die cry-Gene
werden nach zum Teil sehr spezifischer Tétungswirkung in romisch nummerierte Gruppen
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unterteilt (I Lepidopternen (Schmetterlinge), 1l Lepidopternen und Dipteren (Zweifltgler), Il
Colepteren (Kéafer) und IV Dipteren) und weisen entweder eine Gré3e von circa 70 kDa oder
von 130-140 kDa auf.

In den USA wurden von der FDA von 1994 bis 2001 13 GVOs (Mais, Baumwolle, Tomate und
Kartoffel) mit verschiedenen cry-Genen fur den menschlichen Verzehr und zur Tierfutterung
zugelassen. In der EU sind nur funf insektenresistente Maissorten mit teilweise einge-
schrankter Zulassung als Pflanze (Anbau, Import, Verarbeitung zu Futtermitteln) oder als
Lebensmittel vertreten.

Weitere Eigenschaften transgener Pflanzen

Verandertes Reifeverhalten von Friichten, das zu langerer Lagerdauer und somit verlangerten
Zeitspannen fur Transport und Handel fuhrt, wurde auf zwei verschiedenen Wegen erreicht.
Mit Gegensinn-RNA (@ntisense), einem Mechanismus zur Gen-Regulation, der in Bakterien
natirlich vorkommt [14, 15], kann das Expressionsniveau eines Wildtyp-Proteins erniedrigt
werden. Es wird postuliert, dass Sinn- und Gegensinn-RNA nach der Transkription Hybride
bilden und so die Translation unterbinden [16]. Diese Erkldarung des molekularen
Mechanismus ist nicht unumstritten, Positionierungseffekte und ungew6hnliche
dreidimensionale Strukturen der Gegensinn-RNA werden ebenso diskutiert [17]. Die erste und
bekannteste, genetisch veranderte Pflanze dieser Art, die in den USA unter dem Namen
MacGregor’s vermarktet wurde, war die Flavr SavrQO -Tomate, der Fa. Calgene. Bei der
GVO-Tomate der Fa. Zeneca, ist die Orientierung der zusatzlichen RNA nicht eindeutig
bekannt. Bei diesen Tomaten wurde die Produktion des Zellwand-auflésenden Proteins
Polygalacturonase (PG) auf 1 % des Wildtyp-Niveaus gesenkt und die Lagerungsféhigkeit der
reifen Frucht deutlich erhoht.

Die Stoffwechselwege des Phytohormons Ethylen, es wird nach der friihzeitigen Ernte zum
gezielte ,Nachreifen” in Begasungsanlagen eingesetzt, ist ebenfalls ein Ziel fir
Manipulationen. Der Schlisselschritt der Produktion des endogenen Ethylen geht von S-
Adenosylmethionin (SAM) aus. Aus ihm wird der direkte Vorlaufer, Aminocyclopropansaure
(7-aminocyclopropan-1-carboxylic acid, ACC) des pflanzlichen Ethylens gebildet. Durch
fruchtspezifische, ethylenabhéngige Promotoren in transgenen Pflanzen, die eine E. coli T3-
Phagen SAM-Hydrolase steuert, wird der Stoffwechselweg gezielt unterbrochen (Kurbis, Fa.
Agritope). Ebenso kann eine ACC-Deaminase aus Pseudomonas chloraphis, die in Tomaten
(Fa. Monsanto) eingebracht wurde, den Reifeprozess durch Abbau des relevanten
Vorlaufermolekiils von Ethylen verlangsamen [16].

Méannliche Sterilitét ist fur die Hybridziichtung dienlich und verhindert die Produktion von
Saatgut aus vorherigen Ernten (populdrwissenschaftlich: Terminator-Technologie). Die
Expression einer Ribonuklease des Bakteriums Bacillus amyloliquefaciens im Tapetum, der
den Pollensack umgebenden Zellschicht, blockiert die korrekte Pollenproduktion und fihrt zu
sterilen Pflanzen (Barnase-Gen). Gesteuert wird diese exklusive Expression durch den
Staubbeutel-spezifischen Promotor des TA29-Gen aus Nicotiana tabacum bei Rapssorten
und durch den PCA55-Promotor aus Zea mays bei transgenem Mais. Die Wiederherstellung
der Fruchtbarkeit kann durch die Verwendung einer zweiten Hybridsorte (restorer line)
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erfolgen, in der ein Barstar genanntes Gen einen spezifischen Barnase-Inhibitor produziert.
Diese Kombination wird von der Fa. AgrEvo fir transgenen Mais genutzt.

Virusresistenz als gentechnisch eingefiihrte Eigenschaft kann durch Expression von
Virushillproteinen oder durch Expression einer viralen Replikase in den GVOs (Kartoffel,
Kirbis, Papaya, Kartoffel) erzeugt werden. Pflanzenviren haben in der Regel ein eng
begrenztes Wirtsspektrum. Die Virusreplikation in einer Pflanzenzelle ist fein auf die vorhande
Proteinzusammensetzung und -konzentration, sowie deren Lokalisation eingestellt. Ist schon
eines der Virusproteine vorhanden, kann kein ungehinderter Befall stattfinden. Die Hullprotein
vermittelte Virusresistenz wird jedoch noch kontrovers diskutiert [16].

Veranderte Inhaltsstoffe der GVO-Pflanzen spielen nach Anzahl der Zulassungen bisher eine
untergeordnete Rolle, gewinnen aber zunehmend an Bedeutung. Mit antisense-Technik
wurde beispielsweise in Sojabohnen der Gehalt der endogenen D-12-Desaturase gesenkt und
dadurch der Gehalt an Olsaure gesteigert (DuPont). Ein gesteigerter Anteil von Laurinsaure in
Rapsol wurde durch Einbringen einer Lauroyl-Acyl-carrier-Protein Esterase in Raps erreicht
(Fa. Calgene). Raps wurde ebenfalls verandert, um einen funktionellen Futtermittelzusatz zu
erhalten (Phytaseed, BASF AG); eine Pilz-Phytase @spergillus niger) spaltet Phytinsaure,
einen Phosphatspeicher in Pflanzensamen in Phosphat und myo-Inosit und macht diese fur
Tiere ohne Wiederkdauermagen verdaulich. Zukinftige GVOs werden wahrscheinlich zuneh-
mend Uber multifaktorielle Eigenschaften verfiigen, wie der ,golden rice* [18, 19], der einen
neuen Biosyntheseweg zur Erzeugung von b-Carotin durch vier zusatzlichen Enzyme
aufweist und ein funktionalisiertes Nahrungsmittel fir den Menschen darstellt (functional
food). Dieser Reis soll zur Bekadmpfung von Auswirkungen der Mangelerndhrung in
asiatischen Landern, in denen groRen Bevolkerungsteile erblinden, eingesetzt werden,
befindet sich aber noch im Forschungsstadium.

Transformationsmethoden

Transformation von Pflanzenzellen mit DNA kann durch biologische (Agrobakterien),
physikalische (Partikelbeschuss, Mikroinjektion) und chemische (CaCk, PEG) Methoden
erfolgen. AnschlieRend muss unter Austibung von Selektionsdruck eine Regeneration der
transformierten Zelle zur kompletten Pflanze erfolgen. Aus vielen Geweben, wie Wurzel,
Stangel und Blatt, gelingt dies durch Einsatz von Kulturmedien und Phytohormonen besser
als aus Protoplasten. Pflanzenzellen sind weitgehend totipotent, so dass meist eine
komplette, sexuell fortpflanzungsféhige Pflanzen gezogen werden kann.

Die grof3te Bedeutung kommt der Transformation mit Agrobakterien zu [20]. Diese haben die
Fahigkeit entwickelt, Gene zwischen den Organismenreichen auszutauschen, um sich des
Stoffwechsels der Pflanze zu bedienen. Das Agrobacterium tumefaciens zeichnet sich
zudem dadurch aus, bei Eintritt durch eine Wunde und unter Einfluss der pflanzlichen
Wundreaktion, tumorinduzierend zu wirken. Diese Eigenschaft ist durch Ti-Plasmide (circa
200 kbp) gegeben. Sie enthalten neben Genen, die firr die Bildung des geeigneten Habitats
(Tumor) durch Variation von pflanzeneigenem Cytokinin und Auxin verantwortlich sind, auch
solche, fur den Transfer von einzelstrangiger Ti-DNA zum Nukleus des Wirtes und deren
Integration. Im Wildtyp-Agrobakterium wird das Gen fur die Nopalinsynthase Ubertragen, diese
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sorgt durch Nopalinproduktion fir eine Umleitung des Aminoséurestoffwechels zum
Parasiten. Das Bakterium erschlief3t sich so eine geeignete Stickstoffquelle 21]. Das grof3e
Ti-Plasmid lasst sich von den virulenten Genen befreien (entwaffnen), so dass die Morpho-
logie der Pflanze nicht verandert wird. Zwischen der rechten und linken Erkennungssequenz
der Ti-DNA kann sich nach Manipulation jede beliebige Sequenz befinden, die bei einer
gezielten Infektion Ubertragen wird. Die Anwendbarkeit der Transformationsmethode ist
wegen der Spezifitat der Bakterien-Wirt Wechselwirkung limitiert. Wéhrend Zweikeimblattrige
relativ sicher transformiert werden konnen, ist dies fur Monokotyledonen, zu denen die
wichtigsten Nutzpflanzen gehéren, noch nicht méglich [16]. Die Antisense-Tomaten der Fa.
Zeneca und der Fa. Calgene wurden durch Agrobakterien transformiert.

Der Beschuss mit Gold- oder Wolframpartikeln (2 um Durchmesser) erlaubt die direkte
Transformation beliebiger Zellen mit jeglicher DNA, die an die Partikel gebunden ist [22]. Zwar
lassen sich so auch die wichtigen Nutzpflanzen wie Mais, Weizen und Reis transformieren,
der Partikelbeschuss weist jedoch eine geringe Transformations-Effizienz auf und macht
somit einen hoheren Durchmusterungsaufwand nétig. Wahrend die Integration bei
Transformation durch Agrobakterien vergleichsweise gerichtet in Transkriptions-aktiven
Regionen stattfindet, ist bei letzterer Methode der Integrationsort zuféllig. Die Roundup Ready
Soja (Abschnitt 3.6) und der Mais MON810 der Fa. Monsonto (Expression des CrylA(b) unter
CaMV35S-Einfluss) entstanden beispielsweise durch Beschuss mit Plasmid beladenen
Partikeln.

Die Mikroinjektion ist eine mihsame Methode kleinste Mengen DNA in Pflanzenzellen zu
bringen, da sehr viele einzelne Zellen mit Geschick manipuliert werden muissen. Ihr Vorteil ist
jedoch, dass eine genaue Menge DNA sogar in einzelne Zellkompartimente appliziert werden
konnen. Die Methode ist lediglich bei Zellarten, die in nur kleinen Mengen vorkommen, sinnvoll
[16].

Polymer- oder Salz-vermittelte Protoplastentransformation ahnelt der Transformation von
Bakterien. Die Zellwand von Pflanzenzellen wird enzymatisch abgedaut und DNA in
Gegenwart von Polyethylenglykol oder/und CaCl, durch Poren in der Plasmamembran, die
mit und ohne Unterstiitzung von elektrischen Impulsen gebildet werden, aufgenommen. Der
Basta-resistente Mais Liberty Link der Fa. AgrEvo wurde auf diese Weise erzeugt. Die
Regeneration von Protoplasten ist allerdings oft problematisch [23].

3.2 Strategie des GVO-Nachweises

Bei der Analyse von unbekannten Lebensmittelproben stellt sich die Frage, ob nach einem
generellen oder dem bestimmten Merkmal eines einzigen Organismus gesucht werden soll.
Das Durchsuchen einer grof3en Probenanzahl anhand eines generellen Merkmals fir GVOs,
auch Screening genannt, ermdglicht bei der gegenwartigen, geringen Verbreitung, den
groten Teil der fraglichen Proben als GVO-frei auszusondern und Analysekapazitaten zu
sparen (Abb. 1) [2, 24]. Féllt eine Probe im Screening positiv aus, muss sich ein spezifischer
Nachweis anschlie3en, der den GVO eindeutig identifiziert. Dabei wird zunachst nach
zugelassenen GVOs gesucht, wird keines gefunden, kann es sich um einen GVO ohne
Zulassung handeln. Eine untergeordnete Rolle spielt in diesem Zusammenhang auch das
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Vorkommen von Fremd-DNA aus den urspringlichen Spenderorganismen. Beispielsweise
fihrt das naturlich auftretende Blumenkohlmosaik-Virus, dessen Promotor haufig in der GVO-
Konstruktion eingesetzt wird, bei infizierten Pflanzen zu falsch positiven Ergebnissen im
Screening und zu negativen Ergebnissen beim Versuch einen GVO spezifisch nachzuweisen
[25].

Screening ositiv spezifischer neoativ
Probe Verfahren P Nachweis 9
negativ positiv > 1%
Identifizierung
als nicht zuge-

lassener GVO

oder
keine Kennzeichnung Kontamination
Kennzeichnung als GVO-haltig mit Fremd-DNA

Abb. 1 Analysestrategie fiir GVOs

Ablaufe einer Routineuntersuchung von Nahrungsmitteln nach gentechnischen Veranderungen

Zumindest der spezifische GVO-Nachweis muss quantitativ gefiihrt werden, da die in Europa
geltende Kennzeichnungspflicht erst ab 1 % GVO-Gehalt besteht. Bei der Auswahl des
Screening-Verfahrens muss bedacht werden, dass dessen allgemeine Anwendbarkeit und
die vorgegebene Nachweisgrenze die ZweckmaRigkeit der gesamten Analysestrategie be-
stimmt. Fur das Screening-Verfahren und den spezifischen Nachweis kommt sowohl die
Detektion der GVO-Proteine, als auch die Detektion der zugrunde liegenden DNA in Frage. Es
koénnen jedoch nur tatsachlich exprimierte und organismusfremde Proteine sinnvoll analysiert
werden. Im Gegensatz dazu kann bei DNA jegliche eingebrachte Sequenz zur Untersuchung
dienen. Prinzipieller Vorteil des Proteinnachweises ist dessen einfache und schnelle
Durchfuhrung, die oft direkt zu quantitativen Aussagen fuihrt. Vorteil des DNA-Nachweises ist
hingegen dessen extrem niedrige Nachweisgrenze durch die Vervielfaltigung der Zielsequenz
in der Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) [26]. Nachteil des
Proteinnachweises sind dessen Empfindlichkeit gegeniiber Denaturierung und Abbau der
Analyten, z.B. in verarbeiteten Proben. Wahrend DNA als Analyt von diesen Effekten weniger
stark betroffen ist, ist deren quantitativer Nachweis aufwandiger.

3.3 Protein-Analytik

Ein Immunoassay ist ein Nachweisverfahren das sich zur Bestimmung von biologisch aktiven
Substanzen wie Hormonen, Pharmaka, Opiaten und diagnostisch wichtiger Proteine,
insbesondere wegen der hochspezifischen Antigen-Antikérper-Reaktion eignet. Um auch fur
sehr niedrige Konzentrationen quantitative Aussagen machen zu kdnnen, muss einer der
Reaktionspartner mit einer empfindlich nachweisbaren Substanz (z. B. Markierung mit
radioaktiven Stoffen) oder mit einem signalverstarkenden Enzym gekoppelt werden R7]. In
Festphasen-gekoppelten Immunoassays (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay) wird
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dieses Prinzip zur parallelen Analyse von vielen Proben im Vergleich mit einer bekannten
Menge Standardantigen verwirklicht. In dieser Arbeit wird ein Sandwich-ELISA verwendet, bei
dem die Detektion des Immunkomplexes tber gekoppeltes Biotin erfolgt (Abb. 2). An dieses
bindet seinerseits Streptavidin, an das ein signalverstarkendes Enzym, alkalische
Phosphatase, konjugiert ist.

pNPP,
farblos

PNP,
gelb

Abb. 2 Sandwich-ELISA

Der Aufbau erfolgt schrittweise von links nach rechts. Antikérper werden adsorptiv an eine feste Phase
(Mikrotiterplatte) gebunden. Das Antigen Neomycinphosphotransferase Typ Il (NPTII) aus einer
unbekannten Probe oder einer Standardlésung wird gebunden und von einem zweiten Antikérper, der
mit Hotin (Bio) dekoriert ist, erkannt. Die Biotin-Gruppe wird mit einem Streptavidin-alkalische
Phosphatase Konjugat (SAv-AP) durch eine Farbreaktion mit para-Nitrophenylphosphat (pNPP)
detektiert. Das gebildete dephosphorylierte Produkt (pNP) kann in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat
spektrophotometrisch bestimmt werden.

Eine weitere Detektionsmethode, jedoch mit eingeschrankter Moglichkeit zur Quantifizierung,
stellt der Immunoblot (Western-Blot) dar. Die Proteine einer Probe werden dabei zuerst
entsprechend ihrer Grof3e durch SDS-Gelelektrophorese getrennt, elektrophoretisch auf eine
Membran transferiert und dort mit Antikrpern nachgewiesen. Ein entsprechender Nachweis-
komplex kann mit dem biotinylierten Antikorper, wie in Abb. 2, und dessen indirektem
Nachweis durch Streptavidin-alkalische Phosphatase aufgebaut werden. Da die Proteine der
Proben bei dieser Prozedur im Gegensatz zum ELISA denaturiert werden missen, ist wegen
potenziell veréanderter Epitope mit einer anderen Empfindlichkeit zu rechnen.

Die Veranderungen in GVOs fuhren in fast allen Fallen zur Expression von zusatzlichen oder
verénderten Proteinen in der gesamten Pflanze oder, bei Verwendung von entsprechenden
Promotoren, in bestimmten Geweben. Im Falle der Herbizidresistenzen ist keine transgene
Expression von weiteren Enzymen notwendig. Wird im GVO jedoch lediglich die Expression
von Wildtyp-Proteinen, wie der Polygalacturonase, durch Antisense-Techniken reduziert,
muss mit der transgenen DNA ein geeigneter Marker in die Pflanze eingebracht werden, um
die Transformanten bei der Regeneration zu selektionieren. In allen transgenen Tomaten (Fa.
Zeneca, Calgene (zwei Tomatensorten), Monsanto, Agritope und DNA Plant Technology,
Stand: Juli 2001) sowie in einigen Kuirbis-, Kartoffel-, Raps- und Flachs-GVOs, die von der
US-FDA-zugelassenen wurden, wurde die Neomycinphosphotransferase Typ Il (NPTII), die in
der Literatur auch als Aminoglykosid-3'-Phosphotransferase (APH(3)ll, EC 2.7.1.95)
bezeichnet wird, verwendet. NPTII verleiht Resistenz gegen die Antibiotika Neomycin und
Kanamycin, die neben Prokarionten auch auf Eukarionten durch Inhibierung der
Proteinbiosynthese toxisch wirken. Sie ist von der FDA als ungefahrlich bei Verzehr durch
Mensch und Tier eingestuft worden und daher in GVOs weit verbreitet.
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Es gibt kein Protein, das in allen zugelassenen GVOs exprimiert wird und somit in einem
einzigen Immunoassay zum Screening jeglicher Organismen dienen kann. Die Tatsache,
dass in allen GVO-Tomaten NPTII exprimiert wird, wahrend es in der Natur ansonsten nur von
Bakterien mit dem Transposon Tn5 produziert wird, macht es fur diese Pflanzenart zu einem
geeigneten Screening-Parameter.

3.4 DNA-Analytik

Die PCR erlaubt die spezifische Vervielfaltigung und Identifizierung von Abschnitten
genomischer DNA. Die PCR ist ein enzymatischer, zyklischer Prozess, der noch mit DNA
aus sehr wenigen Zellen (circa 10 Genomkopien, 28]) zum Erfolg fuhrt. Da die genetische
Information in allen Zellen vorhanden ist, ist die PCR nicht, wie der Proteinnachweis, auf das
Gewebe, in dem das transgene Protein exprimiert wird, beschrankt.

Die Einfachheit der Anwendung und der aul3erordentlich empfindliche Nachweis geringer
Templat-Mengen haben die PCR auch in der Lebensmittelanalytik zu einem anerkannten
Werkzeug fur qualitative Untersuchungen gemacht R, 29, 30, 31]. Die PCR weist jedoch
keine strikte Abhangigkeit von Edukt- und Produktmengen auf. Sie kann vielmehr, je nach
individueller Effizienz der Reaktion, Anwesenheit von Inhibitoren oder Variationen der
Reaktionsbedingungen, zu unterschiedlichen Produktmengen fiihren B2]. Bei der Ublichen
Ausfuhrung einer PCR mit einer festen Zyklenzahl spielt das Erreichen eines Plateaus, zu
dem die zu Beginn exponentielle Amplifikation fihrt und dessen Niveau variabel ist [33, 34],
eine grol3e Rolle. Mit Erreichen dieses Niveaus ist ein Ruckschluss auf die initiale Matrizen-
menge nicht mehr maglich.

Der spezifische, qualitative Nachweis der gentechnisch veranderten DNA ist fur alle relevan-
ten GVOs mdglich [29]. Die notwendige Sequenzinformation ist in der Regel aus den
Patenten, Datenbanken [35] oder Verdéffentlichungen der Erfinder/Produzenten im Zuge der
Zulassung [6] bekannt oder wurde durch unabhéngige Forschung B6, 37] zuganglich. Der
spezifische Nachweis eines GVO erfolgt in der Regel durch Analyse eines einzigartigen
Sequenzilbergangs zweier genetischer Elemente innerhalb der eingebrachten Veranderung
[38] oder uberspannt die Grenze zwischen Wildtyp-DNA und insertierter DNA am Integra-
tionsort [36].

Fur Screening-Analysen auf DNA-Ebene sollte ein ubiquitares Element zur Verfligung stehen,
das allen GVOs zu eigen ist. Ein solches genetisches Element existiert offensichtlich nicht. In
der Schweiz dient der Nachweis des sehr haufig verwendeten viralen CaMV35S-Promotors
(Cauliflower mosaic virus, Blumenkohlmosaik Virus) in der offiziellen Screening-Methode [2,
39]. Es ist abzusehen, dass der differenzierte Einsatz von Promotoren bei zukiinftigen GVOs,
wie er aus den US-Zuslassungen, die den EU-Zulassungen in der Regel vorausgehen, bereits
zu erkennen ist, dazu fuhrt, dass immer mehr Organismen durch ein ,Ein-Kriterium“-Raster
fallen. Daher wird die Screening-Analytik oft auf weitere haufig verwendete Elemente wie den
Terminator des Nopalinsynthase-Gens (NOS3’), das npt/l-Gen und die Ti-Plasmid Grenzen
ausgedehnt [31]. Analysiert man Lebensmittelproben mit einer limitierten Zahl potenziell
genetisch veranderter Organismen, ist meistens ein Screening-Parameter ausreichend. Alle
gegenwartig US-zugelassenen GVO-Soja Sorten (Monsanto, AgrEvo und DuPont) weisen,
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bei drei vollig verschiedenen Strukturgenen, beispielsweise den CaMV35S-Promotor als
gemeinsames Element auf, der somit ein hinreichender Parameter ist, um Screening-
Untersuchungen in Sojaprodukten durchzufiihren.

Quantitative DNA-Analytik

Nach der Identifizierung der potenziellen GVOs durch Screening-Analytik ist der spezifische
Nachweis notwendig. Dieser kann zur Feststellung des Organismus qualitativ erfolgen. Zur
Klarung der Frage, ob eine Kennzeichnung erfolgen muss, sind wegen des 1% Schwellen-
wertes jedoch quantitative Messungen notwendig.

Der direkte Weg DNA spezifisch in Extrakten von Proben nachzuweisen, ist der Southern-
Blot [40], bei dem restringierte DNA im Agarosegel nach GroRRe aufgetrennt und auf
Membranen transferiert wird, wo sie dann nach spezifischer Hybridisierung nachgewiesen
werden kann. In Abwandlung dieses Prinzips kénnen mit punktférmiger Auftragung [41], unter
Auslassung der GréRenauftrennung, mehr Proben pro Membran aufgebracht werden. Diese
Ausfuhrung erlaubt bei Auftragung quantifizierter DNA-Standards die Signale zu vergleichen
und Konzentrationen zu bestimmen. Die Methoden verlangen die Isolierung sehr grol3er DNA-
Mengen und sind in der Ausfihrung langsam und aufwéandig, so dass sie sich weder fur den
Durchsatz vieler Proben, noch zur Spurenanalytik 2] eignen. Daher wird der quantitative
DNA-Nachweis allgemein nach einer Vervielféaltigung mit Hilfe der PCR geflhrt.

Die einfachste Vorgehensweise unter Verwendung der PCR ist eine Betrachtung der
entstehenden Produkte im exponentiellen Bereich der Vervielfaltigung. PCRs zu einer Probe
werden dabei nach Durchlauf unterschiedlich vieler Zyklen abgebrochen und die
entstandenen Produkte mit einer extern vorgegeben Menge verglichen Abb. 3). Unter der
Annahme, dass die Amplifikationseffizienz E Uber die durchlaufene Anzahl von Zyklen
konstant bleibt und jede Probe frei von Inhibitoren ist, kann man nach Gleichung 1 den
Ruckschluss auf die initiale Stoffmenge (Np) an Matrizen zu Beginn der PCR ziehen oder die
bendtigten Zyklen direkt als logarithmische MalRzahl der Konzentration verwenden. N, ist die
Stoffmenge nach n Zyklen, die aus Ny bei einer Effizienz von E = 1 (theoretisch mdgliche
Vervielfaltigung bei Verdopplung) bis E = 0 (keine Vervielféltigung) entsteht.

Gleichung 1 Nh=No(1+E)"

In der urspriinglichen Ausfihrung [43, 44, 45, 46] wurden die Produkte z. B. im Agarosegel
analysiert, was zu einem hohen Arbeitsaufwand fiihrte. Mit modernen PCR-Thermobldcken
mit optischen Detektionsmodulen kann die Produktzunahme bis zum Erreichen einer extern
vorgegebenen, maoglichst geringen Produktmenge bequem durch Fluoreszenzmessung im
Reaktionsgefald in Realzeit beobachtet werden (siehe Abschnitt 6.2.7.2, Messung durch
SYBR-Green Anlagerung und Abschnitt 7.2.1.1, durch Sonden). Aufgrund der sehr
empfindlichen Messung der Fluoreszenz liegt der detektierbare Grenzwert der Produktbildung
bei geringen Zyklenzahlen und die PCR hat den exponentiellen Bereich noch nicht
Uberschritten.
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Die prazise Quantifizierung mit dieser Art von PCR kann jedoch durch eine Reihe von
Unbestimmtheiten, die wahrend der Probenvorbereitung oder im Zuge der Reaktion
auftauchen koénnen, behindert werden. Essentielle Bedingung bei Vergleich zweier Proben ist
die gleiche Amplifikations-Effizienz. Geringe Variationen der Reaktionsbedingungen, wie sie
durch verschiedene Matrices erzeugt werden, verstarken sich im exponentiellen
Amplifikationsprozess enorm. Diese Unwagbarkeiten kénnen durch Normalisierung mit
internen Referenzgenen teilweise ausgeraumt werden. Bei Expressionsstudien, bei denen die
MRNA zuerst revers in cDNA transkribiert wird, stellen oft sogenannte Haushaltsgene
(houskeeping genes), von denen angenommen wird, dass sie immer in konstanten Mengen
transkribiert werden, diesen Bezug dar [47].

Produkt-Stoffmenge (N, /10°)

0 10 20 30
Zyklen (n)

Abb. 3 DNA-Quantifizierung durch PCR innerhalb des exponentiellen Bereichs

Entwicklung der Stoffmengen N nach n Zyklen entsprechend Gleichung 1 (Effizienz = 1). Bei
verschiedenen initialen Stoffmengen N, (l, 1; @ 10, A, 100) wird eine bestimmte Produktmenge nach
Durchlaufen von n PCR-Zyklen (ll, 30,9; @ 27,6; A, 24,2) akkumuliert. Der Grenzwert, hier N = 2*109,
wird willkiirlich bei einer méglichst geringen, signifikant nachweisbaren Produktmenge festgelegt.

Ein weiteres, vom Konzept einfaches Verfahren, das jedoch in der praktischen Durchfihrung
aufwandig ist, stellt die limitierende Verdinnung dar (imiting dilution) [48, 49]. Dabei wird
durch Verdinnung des DNA-Extraktes, der als Matrize in der PCR eingesetzt wird, diejenige
Verdunnungsstufe ermittelt, bei der gerade eben kein PCR-Produkt mehr erhalten wird und
somit die initiale Matrizenmenge der Nachweisgrenze der PCR (als konstant angenommen)
entspricht. Bei gering konzentrierten DNA-LAsungen fihrt die koextrahierte Matrix der Probe
gegebenenfalls zu veranderten Effizienzen und somit zu veranderten Nachweisgrenzen,
wahrend sie bei hoch konzentrierter DNA effektiv verdinnt wird. Dieser Effekt reduziert die
Vergleichbarkeit bei grol3en Konzentrationsdifferenzen. Neben vielen Verdiinnungsstufen zur
sukzessiven Ermittlung des relevanten Verdinnungsbereiches, ist ebenfalls eine nach
statistischen Gesichtspunkten ausreichende Versuchsanzahl notwendig, was zu aufwandig
vielen, einzelnen PCRs pro Probe fihrt.

Eine prazisere Quantifizierung kann mit der kompetitiven PCR erzielt werden [50]. Diese
Untersuchungsmethode basiert auf der Koamplifikation einer spezifischen Zielsequenz
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(Targef) mit einer bekannten Menge eines internen Standards (Kompetitor) in einem einzigen
ReaktionsgefaR (Abb. 4). Sie wurden zuerst von Gilliland et al. [32] beschrieben und hat
vielfach Anwendung gefunden [Ubersichtsartikel 50, 51, 52]. Der weitaus groRte Teil der
Literatur beschreibt Anwendungen, in denen nach reverser Transkription von mRNA die
entstandene cDNA durch kompetitive PCR quantifiziert wird. Anders als bei dem GVO-
Nachweis, interessieren bei diesen Messungen des Expressionsniveaus bestimmter Proteine
oft die relativen Verlaufe statt der absoluter Gehalte. In der Lebensmittelanalytik sind
kompetitive PCRs jedoch ebenfalls vertreten [34, 36, 53, 54, 55, 56, 57].

genomische
DNA mit

Target-Sequenz Kompetitor
—~
A 4 _
konstante Menge variable Menge
unbekannte Konzentration bekannte Konzentration
kompetitive
PCR

e/ e/ e/ 0/ /) e = — —=

Amplikon:
Target —» | HEEE m—————

Kompetitor —»

L

Matrizen-DNA: steigende Kompetitor Menae

Abb. 4 Schematischer Ablauf einer kompetitiven PCR

Zu einer konstanten Menge genomischer Proben-DNA wird in einer Serie kompetitiver PCRs eine
steigende, bekannte Menge eines Kompetitorplasmids gegeben und amplifiziert. Die unterschiedlich
groRen Produkte werden im Agarosegel untersucht und der Aquivalenzpunkt (gleiche
Amplikonmengen) ermittelt.

Der Kompetitor besitzt die gleichen Primerbindungsstellen wie das Target und muss fir
verlassliche Messungen mit der gleichen Effizienz amplifiziert werden. Das Effizienzkriterium
ist essenziell [58, 59, 60, 61] und bedarf besonderer Beachtung, denn Korrekturberechungen
sind kompliziert und die Aussagen mit grof3en Unsicherheiten behaftet [62].

Wahrend gleiche Effizienz fur Target- (E') und Kompetitor-Sequenz (E¥) bei einer
kompetitiven PCR prinzipiell gegeben sein muss (E'=E"), muss die Effizienz der PCR fiir
zwei DNA-Extrakte unterschiedlicher Proben, die individuell mit Inhibitoren aus der koextra-
hierten Matrix belastet sein kénnen, nicht gleich sein (E'=E")pcr1 3 oder £ (E"=EX)pcr,). Ent-
scheidend ist, dass Target und Kompetitor im selben Gefal3, unter den gleichen Bedingungen
und mit gleicher Effizienz amplifiziert werden. Nur dann kann von dem Stoffmengenverhaltnis
der Produkte auf die urspringlichen Verhdltnisse von Target- und Kompetitor-DNA
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zuruckgeschlossen werden (siehe Abschnitt 6.2.7). Gleiche Effizienz muf3 in allen Phasen
der PCR gegeben sein; Kompetition kann folglich nicht nur im exponentiellen, sondern mit
gleicher Préazision im linearen und im Plateau-Bereich der PCR durchgefuhrt werden [52, 63].
Dies unterscheidet die kompetitive PCR grundsétzlich von den beiden zuvor beschriebenen
Methoden.

Zur Auswertung kompetitiver PCR wird in der Regel der Stoffmengen-Quotient (Qs;) von
Target- zu Kompetitor-Amplikon herangezogen [2]. Fiur eine Serie kompetitiver PCRs mit
sinkenden Kompetitor-Mengen und konstanter Menge Target-DNA zeigt der Stoffmengen-
Quotient bei doppeltlogarithmischer Auftragung gegen die eingesetzte Kompetitor-Menge
Linearitat. Dieser Zusammenhang wird im Folgenden (siehe Gleichung 5, S. 92) eingehend
beschrieben.

Die Moglichkeiten Kompetitoren zu konstruieren sind in der Literatur vielfaltig beschrieben
worden. Zu nennen sind hier die Overlap-PCR [64, 65] (Abb. 23 dieser Arbeit), looped oligo-
Methode [66, 67] (Abb. 21 dieser Arbeit) und Deletion/Insertion durch Kombination von
Restriktion und Ligation [65, 67, 68]. Es wurden aber auch natirlich vorkommende
Kompetitoren verwendet. Klonierte genomische Fragmente eines Gens mit Intron (grof3eres
Produkt) wurden dabei zur mRNA Synthese genutzt und diese der Proben-mRNA (n vivo
prozessiert Intron-frei, kleineres Produkt) in einer kompetitiven RT-PCR zugesetzt [32]. Fur
bestimmte Gene in verschiedenen Spezies (Mensch-Nager) finden sich bei Datenbankab-
gleichen gelegentlich identische Sequenzen fur Primerbindungsstellen, die jedoch interne
Sequenzen mit geringerer Homologie (GroRendifferenz, unterschiedliche Restriktionsstellen)
umschlieen. So kann durch Zusatz von definierten Mengen Nager-RNA zur humanen
Proben-RNA eine quantitative Aussage gewonnen werden [69].

Um den eingesetzten Kompetitor bequem quantifizieren zu kénnen, wird er haufig kloniert in
Form eines Plasmids eingesetzt. Die PCR-Produkte von Target und Kompetitor missen sich
in mindestens einer Eigenschaft, wie der Lange, Schnittstellen oder Hybridisierungsstellen
unterscheiden. Target- und Kompetitor-Amplikon werden getrennt voneinander quantifiziert,
im einfachsten Fall durch Agarosegelelektrophorese und densitometrische Auswertung. In
dieser Arbeit wird die Analyse der PCR-Produkte basierend auf Hybridisierung durchgefihrt.
Damit geht die in den Methoden nach 835 des Lebensmittel und Bedarfsgegenstande
Gesetzes (LMBG) geforderte Bestatigungsreaktion fur Amplikons mit in die Analyse ein.

3.5 PCR-ELISA

Der PCR-ELISA, der in dieser Arbeit verwendet wird, stellt eine Methode dar, PCR-Produkte
ohne Verwendung von Ethidiumbromid schnell und mit einer niedrigen Nachweisgrenze bei
gro3em, parallelen Durchsatz zu detektieren [70, 71] (Abschnitt 6.2.6). Amplikons werden im
PCR-ELISA nicht durch ihre GréRe, sondern durch sequenzspezifische Hybridisierung
identifiziert, die im Vergleich zur ldentifizierung durch Southern-Blot wesentlich schneller von
Statten geht [70, 72].

Nach einer PCR mit einem biotinylierten (Bio) und einem konventionellen Primer werden
Aliquots der Produkte ohne weitere Aufarbeitung in Puffer verdinnt, in Streptavidin (SAv)
beschichtete Mikrotiterplatten gegeben und durch die hohe Biotin-Affinitat des Streptavidins
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irreversibel gebunden (Abb. 5). Einzeln oder im Gemisch vorliegende Amplikons kénnen nach
alkalischer Denaturierung mit einer sequenzspezifischen Sonde hybridisiert werden. Der
Hybridisierung unter Hochsalzbedingungen (Kochsalz/Zitrat-Puffer, 5xSSC) folgen Wasch-
schritte bei niedrigeren Salzkonzentrationen (PBS, circa 1xSSC). Die Digoxigenin markierte
Sonde wird durch ein anti-Dig-Fp-alkalische Phosphatase-Konjugat detektiert. Dazu setzt die
alkalische Phosphatase (AP) das farblose Substrat para-Nitrophenylphosphat (pNPP) zu
gelbem Nitrophenolat (pNP) um. Die Absorption bei 405 nm, die proportional zur initialen,
immobilisierten Amplikon Menge ist, wird im Mikrotiterplatten-Lesegerédt gemessen. Der
Nachweis der beiden Amplikons einer kompetitiven PCR kann durch Aufteilen der
Reaktionsprodukte und separate Hybridisierung mit unterschiedlichen Sonden erreicht

werden.
@ pNPP
=
Immundetektion ",,

Denaturierung Hybridisierung

— £ — T /5

(@] @] |1 @] @]

Abb. 5 Detektion des biotinylierten Amplikons durch PCR-ELISA

Schema der Nachweis-Reaktion auf der Oberflache der Mikrotiterplatte.

Neben dem hier verwendeten PCR-ELISA Aufbau, der weit verbreitet ist [64, 68, 73, 74, 72,
75, 76], sind in der Literatur zahlreiche weitere Varianten beschrieben. Sie sehen beispiels-
weise alternativ eine Hybridisierung in der Losung statt an der festen Phase vor [144]. Analyse
durch eine Immobilisierung der Sonde statt des PCR-Produktes und anschlielRende Zigabe
des thermisch oder alkalisch denaturierten Amplikons ist ebenfalls mdglich [66, 87, 88, 81,
85, 77, 89, 86]. Weiterhin kdnnen zwei Oligonukleotide, eines zum Fixieren und eines zur
Sequenz-spezifischen Detektion, in der Hybridisierungslésung mit unmarkierten Amplikon
eingesetzt und an eine Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gebunden werden [146, 78].
Die Immobilisierung von DNA, Amplikon, Oligonukleotiden aber auch ganzer Plasmide [79,
80], die die Hybridisierungssequenz in einfacher oder mehrfacher Kopie insertiert haben, kann
neben der beschriebenen Streptavidin/Biotin-Fixierung ebenso durch Reaktion von terminalen
Aminogruppen der verwendeten Primer an Oberflachen spezieller, reaktive Mikrotiterplatten
erfolgen [65, 67, 81, 145, 82, 83]. Die Ausfuihrung der PCR mit nicht markierten Primern und
markierten Nukleotiden ist ebenfalls verbreitet B4, 85, 86, 87, 88, 89]. Der Nachweis des
Hybridisierungsereignisses kann durch die eingefiihrte Markierung (z. B. Dig, Biotin oder
Fluoreszein) aber auch mit Antikdrpern gegen Doppelstrang-DNA erfolgen (Fa. Diasorin).
Ebenso kann die Signal Erzeugung/Verstarkung durch andere Enzyme oder andere
Substrate (z. B. Peroxidase/ortho-Phenylendiamin, alkalische Phosphatase/CDP-Star mit
Luminometerauswertung) realisiert werden [109, 76].
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PCR-ELISA Formate, die den gleichzeitigen Einbau der Immobilisierungs- (z. B. Bio) und der
Detektionsmarkierungen (z. B. Dig) durch PCR vorsehen [144, 90, 91, 92], sind zwar sehr
empfindlich, aber deutlich storanféllig. Das Auftreten von Primer-Dimeren erzeugt hier
gegebenenfalls Signale, die ebenso wie unspezifische Produkte ohne Uberprifung der
amplifizierten Sequenz zu falsch positiven Auswertungen fihrt. Der in Abb. 5 vorgestellte,
sequenzielle PCR-ELISA mit Hybridisierung einer Sonde am fxierten Einzelstrang ist aus
eigenen Vorarbeiten als robust und zweckdienlich bekannt und wurde daher in dieser Arbeit
als grundlegendes Werkzeug weiter verwendet. Mit ihm wurden Signale (optische Dichten,
ODs) fur die Target- und Kompetitor-Amplikons der kompetitiven PCRs bestimmt. Aus diesen
ODs wurden zur Auswertung haufig Signal-Quotienten (Qs;) gebildet. Letztere sind wegen
individuellen Hybridisierungsverhaltens von Sonden im PCR-ELISA nicht zwingend gleich den
zuvor beschriebenen Stoffmengen-Quotienten (Qs;).

3.6 Kulturpflanze Soja, Analyt Roundup Ready

Die Sojabohne (Glycine max; Syn.: Glycine hispida) ist eine einjahrige Pflanze und wurde vor
langer Zeit zuerst in China und spater auch in Japan kultiviert. Sie gehért zu den
Leguminosen, die mit Hilfe von Stickstoffoakterien den Stickstoff aus der Luft erschliel3en
konnen und daher in der Regel keinen Kunstdiinger benétigen. Sie bietet eine von keiner
anderen Kulturpflanze erreichte Kombination von hohem Eiweil3- (30-50 %) und Fettgehalt
(15-20 %) bei einem hohen Ertrag pro Anbaufléache. Die unreifen Bohnen kénnen wie Erbsen
als Gemuse verzehrt werden, reife Bohnen sind schwer verdaulich und missen eingeweicht
und gekocht werden. Der Uberwiegende Teil der Sojaproduktion wird zur Tierfltterung
verwendet. Zum Verzehr fur den Menschen werden die Bohnen gekeimt (Sprossen), zu
Sojamilch oder Tofu (Sojaquark) verarbeitet oder zu Produkten wie Sojasof3e (Shoyu),
Sojapaste (Miso), Kase (Sufu), Tempeh und Natto (ganze Bohnen) fermentiert P3]. Soja ist
Rohstoff flr verschiedenste Lebensmittel-Zutaten und Zusatzstoffe, darunter der Emulgator
Soja-Lecithin als ein Massenprodukt. Es wird geschatzt, dass 20000 bis 30000 Lebensmittel-
produkte und Zusatzstoffe in irgendeiner Form Sojakomponenten enthalten [8].

Die transgene, Glyphosat resistente Roundup Ready Soja (RR)-Bohne wurde von der Fa.
Monsanto durch Partikelbeschuss des Soja Cultivars A5403 erzeugt. Das verwendete
Plasmid (PV GMTO04, 10511bp, Abb. 6A) basiert auf dem pUC119-Plasmid und tragt die
bakterielle CP4-EPSPS, der die Sequenz fur das chloroplastidare Transitpeptid (CTP) aus
Petunie vorangestellt ist. Durch Southern-Blot wurde der Transfer einer Teilsequenz von 2,2
kbp in eine regenerierte Pflanze (Glyphosat tolerante Soja, Linie GTS40-3-2) bestétigt P].
Darin enthalten war der konstitutive Blumekohlmosaikvirus 35S-Promotor (CaMV35S) gefolgt
von der CTP, der CP4-EPSPS und einem 3’-Fragment des Nopalinsynthase-Gens des
Agrobacterium tumefaciens als Terminator (NOS 3’). Das Plasmid enthielt zusatzlich das
GUS-Gen (b-Glucuronidase-Gen, urspriinglich gedacht zur Identifizierung von Transforman-
ten durch Farbreaktionen), das Kanamycin-Resistenzgen (nptll, zur Selektion in Bakterien)
und eine zweite Kopie der EPSPS unter Einfluss des figwort-Mosaik Virus 35S Promotors.
Diese Sequenzen wurden nicht in die transformierte Pflanze tbertragen (Abb. 6B).
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Die detaillierte Sequenz der Ubertragenen DNA wurde nicht in der grundlegenden Arbeit von
Padgette et al. [9], Mitarbeiter der Fa. Monsanto, veréffentlicht. Vielmehr haben Studer et al.
[94] den Sequenziubergang von CaMV35S-Promotor Uber die Sequenz des CTP zur CP4-
EPSPs und Windels et al. [37] (Abb. 6B) die beiden Ubergénge der genomischen Pflanzen-
DNA in die transgene DNA beschrieben. Letztere Arbeit zeigte, dass es sich bei der gen-
technischen Veréanderung nicht um eine einfache Insertion handelte, sondern dass weitere
Umordnungen des RR-Genoms stattfanden. Es wurde ein zusatzlich insertiertes 254 bp
Fragment der CP4-EPSPS, das aus dem Transformationsvektor stammt, und eine bisher
unbekannte 534 bp Sequenz, die sich auch im Wildtyp-Soja Genom findet, entdeckt. Weiter
wurde von Windels et al. [37] berichtet, dass die genomischen 5'- und 3’-wt-Soja DNA (Abb.
6B) Bereiche in nicht transformierten Pflanzen nicht direkt aufeinander folgen. Unter Annahme
einer einfachen Insertion wére die gentechnischen Veranderung durch eine einfache PCR mit
flankierenden Primern nachzuweisen. Ein kleines Amplikon hatte die Wildtyp-Soja, ein grol3es
Amplikon die GVO-Soja nachgewiesen. Diese Arbeiten sind jedoch fur eine weitere
spezifische Analytik der RR und fir das Verstandnis von gentechnischen Veranderungen
wertvoll.

A

insertierte Region

CP4 EPSPS

PV GMTO04

CP4 EPSPS

MAS-P

FMV35S

B
* funktionelle insertierte Region, 2,5 kbp * zus. insertierte Fragmente *
— wt-SojaDNA [| CamMVv35S || CTP | CP4 EPSPS U NOS |l tg-DNA [ wt-SojaDNA  |{ wt-SojaDNA _
genomisch, 5' 600 bp 230 bp 1360 bp 260 bp || 254 bp || 534 bp, insert. genomisch, 3'

Abb. 6 Genomische Charakterisierung der Roundup Ready Sojabohne

A, Plasmid PV GMTO04 zur Transformation von Wildtyp-Soja (Cultivar A5403) Partikelbeschuss.
Genetische Elemente: nptll, Neomycinphosphotransferase; pUC-Ori, Replikationsstartpunkt fir high
copy Plasmide; Lac, partieller Lac-Promotor; NOS3’, Terminator der Nopalinsynthase; CP4-EPSPS, 5-
enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase; CTP, chloroplastiddres Transitpeptid; FMV35S, figwort
mosaic virus 35S Promotor; MAS-P, Mannopin Synthase Promotor; GUS, b-Glucoronidase-Gen; 7S3’,
Terminator der a-Einheit des Soja 7S seed storage-Proteins, CaMV35S, Blumenkohlmosaikvirus 35S
Promotor. B, gentechnische Veranderung des Soja Genoms in RR, grau unterlegt die von Padgette et
al. [9] publizierte, insertierte Sequenz. Windels et al. [37] haben die Ubergiange zur Wildtyp-Soja
untersucht und zusatzlich insertierte Fragmente von transgener DNA (tg) aus der CP4-EPSPS
kodierenden Sequenz und Wildtyp-Soja DNA (wt) gefunden.
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4 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, im Rahmen eines von der Europaischen Union
geforderten Projektes mehrere Methoden zur qualitativen und gquantitativen Detektion der
GVOs durch deren Nachweis auf der Ebene der Proteine und Nukleinsduren zu entwickeln.
Eine Methode sollte dabei einerseits zum spezifischen GVO-Nachweis am Beispiel der
Roundup Ready Soja dienen. Dieser Analyt hat zur Zeit die hochste praktische Relevanz.
Weitere Methoden sollten andererseits auch im Screening einer grof3en Probenzahl, (a) dem
in GVOs haufig verwendeten Selektionsmarker Neomycinphosphotransferase (NPTII) und (b)
dem ebenfalls prominenten genetischen Element, dem CaMV35S-Promotor, eingesetzt
werden.

Zu diesem Zweck sollen Antikérper gegen eine rekombinante NPTII erzeugt und ein ELISA-
Protokoll entwickelt werden, mit dem in Tomaten die transgene NPTII-Expression nachge-
wiesen werden kann. In weiteren Untersuchungen soll die Anwendbarkeit dieses Verfahrens
bei prozessierten Lebensmitteln beurteilt werden.

Der Nukleinsaurenachweis aus DNA-Extrakten der Proben soll nach PCR-Vervielfaltigung mit
einem PCR-ELISA, der durch die integrierte Hybridisierung eine spezifische Bestatigungs-
reaktion bei hohem Probendurchsatz erlaubt, durchgefuhrt werden. Neben einer rein
gualitativen Nutzung soll auf der Basis des PCR-ELISA ein Verfahren zur Quantifizierung von
DNA in Extrakten mit Hilfe der kompetitiven PCR etabliert und eingesetzt werden. Die
Konstruktion und Validierung von klonierten Kompetitoren fiir die PCR mit verschiedenen
Verfahren ist dazu ebenso notwendig, wie die Validierung der Auswertung.

Die Extrakte anspruchsvoller Proben variieren sowohl in Bezug auf DNA-Qualitat als auch
-Quantitat individuell stark. Die interne Normierung von Ergebnissen fir ein GVO-Gen auf ein
Referenzgen der Pflanzenart wird als doppeltkompetitive PCR bezeichnet und soll im Zuge
dieser Arbeit etabliert werden. Hiermit soll die Moglichkeit geschaffen werden, den GVO-
Gehalt im Bereich der EU-Schwellenwerte von beliebigen, auch prozessierten und mit
weiteren Organismen gemischten Lebensmitteln ohne Verwendung von externem Referenz-
material zu bestimmen.

Das entwicklete Verfahren der kompetitiven PCR und PCR-ELISA-Auswertung soll dann in
unabhangigen Laboren, die wenig oder keine Erfahrung mit der PCR-ELISA Technik haben,
auf Anwenderfreundlichkeit und Aussagekraft in Routineanwendungen getestet werden.



Experimenteller Teil

23

5 Experimenteller Teil

5.1 Gerite
Elektrophorese
Constant Power Supply 2297 Macrodrive S

Elektrophoresis-Power Supply-EPS 600,
ALFexpress Analysesystem

Gelkammern fur Agarosegel, Power Supply
PPS 200-1D

Minigel Twin-Kammer, Standard Power Pack
P25

Western Blot-Apparatur

FPLC und Saulenmaterialien

HiLoad-System, Steuereinheit GP 10, UV-
Detektor UVicord SlI, Pumpe P-50, Kollektor
Frac-100, Einkanal Schreiber REC102, 10/10
Leersaule, CH aktivierte Sepharose

pH-Messgerat

Einstabmesskette U 402 M3-S7/60
Knick-Serie pH Meter 763 Multi Calamatic
Pipetten

Research Pipette, Mehrkanal-Pipette,
Multipette

Polymerasekettenreaktion
Hybaid Thermoblock
Mastercycler Gradient
GeneAmp 5700

Schiitteln und Inkubieren
Blockthermostat BT200
Thermomixer 5437

Schittelinkubator Certomat R mit Inkubations-
haube Certomat H

Trockenbrutschrank

Vortex Genie Mixer

LKB Bromma (Freiburg im Breisgau)

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)

MWG-Biotech GmbH (Ebersberg)

Biometra (Gottingen)

Werkstatt des Organisch-Chemischen
Instituts der Universitat Minster

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)

Metteler (Toledo, USA)
Knick (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

MWG-Biotech (Ebersberg)
Eppendorf (Hamburg)
Perkin Elmer (Weiterstadt)

Kleinfeld (Gehrden)
Eppendorf (Hamburg)

Braun (Melsungen)

WTB Binder Labortechnik (Tuttlingen)
Bender & Holbein (Zirich, CH)
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Photometer

Photometer Lambda 11/Bio, Fluoreszenz-
photometer LS50

ELISA Reader MR5000

Waagen

Oberschalen Waage, Analysenwaage
Zentrifugen

Tischzentrifuge 5415 C

Laborzentrifuge 2K15

Kihlzentrifuge J2-MlI

Sonstige Gerite

Bioklav 25

Varioklav 500

Sterilgard Sicherheitswerkbank
Ultraschallquelle

Ultraturrax T25

Wasseraufbearbeitung Seralpur Pro 90 CN
ELISA Waschvorrichtung, 8-fach parallel

5.2 Materialien

Elektrophorese

Acrylamid/Bisacrylamid Stammldsung
Ammoniumperoxodisulfat, ServaBlue R250

TEMED, Bromphenolblau, Xylencylanol,
Ethiudiumbromid, EDTA, Harnstoff

Glycerin, Natriumcarbonat, Essigsaure,
Borsaure

GroRenmarker
| -Marker, | -DNA EcoRI/Hind lll geschnitten
pUC19-Marker, Msp | geschnitten

| -DNA, Hind 11l geschnitten; DNA-Marker | -
MixII

Molekulargewichtsmarker LMW

Perkin Elmer (Weiterstadt)

Dynatec (Denkendorf)

Sartorius (Géttingen)

Eppendorf (Hamburg)
Sigma (Deisenhofen)

Beckman (Munchen)

KSG (Olching)

H+P Labortechnik (Oberschleil3heim)
Baker Company (Sanford, ME, USA)
Dr. Hielscher, Faust (KdIn)

IKA Labortechnik (Staufen im Breisgau)
Seral (Ransbach-Baumbach)

Werkstatt des Organisch-Chemischen
Instituts der Universitat Munster

Amresco (Gottingen)
Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Neu-Ulm)

Appligene (Heidelberg)

MBI Fermentas (St Leon Rot)

Molelkularbiologisches und biochemisches
Labor Dr. Bartling (Bielefeld)

Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
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Proteinblotting

Nitrocellulosemembran, Blottingpapiere
GB002

Essigsaure, Glycin, Tris, Methanol, Tween 20

4-Chlor-1-naphthol, bovines Serum Albumin,
Wasserstoffperoxid, Schwefelsaure, BCIP,
NBT, Streptavidin

Schwarze Tinte

Bakterien und Vektoren

E. coliBL21 (DE3) pLysS, pET 3c
E. coli XL10 gold

pGEM T Easy

pCR Skript (Amp, Cam)
Kulturmedien

Agar, Ampicillin, Chloramphenicol, Kana-
mycin, Glycerin, RbCl, K-Acetat, CaCl,,
MnClz

Caseinhydrolysat, Hefeextrakt,
Natriumchlorid, Natriumhydroxid
Isopropyl-b-D-thiogalactosid
Natriumdihydrogenphosphat, Dinatriumhydro-
genphosphat

DNA-Isolierung

Easypure Gel Extraction Kit

Agarose Gel Extraction Kit

GFX Micro Plasmid Kit

Wizard Plasmid Isolation Kit

CTAB, Chloroform/Isoamylalkohol (24:1),
RNAse A, Isopropanol, Ethanol, GUHCI

Proteinase K

Invisorb Spin Plant Kit

Schleicher & Schuell (Dassel)

Fluka (Ulm)

Sigma (Deisenhofen)

Pelikan (Hannover)

Novagen (Madison, WI, USA)
Stratagene (Heidelberg)
Promega (Mannheim)

Stratagene (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Gibco (Eggenstein)
Fluka (Neu-Ulm)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Merck (Darmstadt)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Genomed (Bad Oeynhausen)
Pharmacia (Freiburg im Breisgau)
Promega (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe), E. Merk (Darmstadt)
InViTek (Berlin)
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PCR

Primer

Amplitaq Gold, Big Dye Sequencing Kit
Biotherm Tag-Polymerase, Nukleotid-Mix
Pfu-, Pfx-Polymerase

Hering Sperma DNA, DMSO
Gelfiltrationskartusche

Enzyme

Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Srf |
T4-DNA Ligase

Alkalische Phosphatase aus Shrimps
ELISA

Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten
Polystyrol Mikrotiterplatten, MaxiSorb

Anti Dig Fap-Fragment alkalische
Phosphatase-Konjugat

Protein A Peroxidase-Konjugat, Streptavidin
alkalische Phosphatase-Konjugat

pPNPP (kristalin, lose oder Tabletten), OPD,
Magnesiumchlorid, BSA, NaOH,
Lauroylsarkosin, Trinatriumcitrat, Ascorbat,
Natriumhydrogencarbonat, Formamid

Blocking Reagenz
Digoxigenin markierte Sonden
NPTII ELISA Kit

Sonstige Reagenzien

Pico Green DNA Quantification Kit |
Biotinylierungsreagenz
CH-aktivierte Sepharose 4B
Dialyseschlauch, 10 kDa
Dialyseplattchen

MWG Biotech (Ebersberg), BioTeZ (Berlin),
Metabion (Martinsried), Gibko (Eggenstein)

Perkin Elmer (Weiterstadt)
Genecraft (MUnster)

Gibko (Eggenstein)

Sigma (Deisenhofen)
MoBiTech (Géttingen)

Boehringer (Mannheim), New England Biolabs

(Schwalbach, Taunus)
Stratagene (Heidelberg)

Genecraft (Munster), New England Biolabs
(Schwalbach, Taunus), Stratagene
(Heidelberg)

Boehringer (Mannheim)

Steffens (Eberingen)
Nunc (Wiesbaden)

Roche Diagnostics (Mannheim)

BioRad (Miinchen)

Sigma (Deisenhofen)

Boehringer (Mannheim)
BioTeZ (Berlin), MWG Biotech (Ebersberg)
5’Prime® 3'Prime Inc. (Boulder, CO, USA)

Molecular Probes (Leiden, NL)

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)
Pharmacia (Freiburg im Breisgau)

Medicell (London, GB)

Millipore (Eschborn)
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5.3 Proben

1. Ganze Wildtyp- und RR-Bohnen waren im Zuge von Ringversuchen innerhalb eines
Arbeitskreises (nach 835 LMBG) zur Entwicklung von Methoden zum Nachweis von GVOs in
Lebensmitteln zugénglich. Organisator des Arbeitskreises und der Ringversuche war das
Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BGVV) in
Berlin. RR-Bohnen sind Bohnen der Linie GTS40-3-2 der Fa. Monsanto.

2. Sojamehle mit verschiedenen RR-Gehalten. Herstellung durch: Institute for Reference
Material and Methods (IRMM) des Joint Research Center (JRC, Geel, Belgien) der
Europaischen Union, kommerziell erhaltlich Uber Fa. Fluka. Wildtyp- und Roundup Ready-
Sojabohnen wurden separat gemahlen, der Wassergehalt nach Gefriertrocknung bestimmt
und die einem bestimmten Prozentgehalt (0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 % GVO) entsprechenden
Mengen 0 % und 100 % Mehle gemischt. Diese Mischungen wurden Giber mehrere Stunden in
wassriger Suspension mittels Ultra-Turrax intensiv._homogenisiert, gefriergetrocknet,
gemahlen und unter Argon abgefullt (erste Generation IRMM-410 [95]). Die Homogenitat und
geringe KorngréRe (50 um) soll den Einsatz geringer Probenmengen (100 mg) erlauben.
Mittlerweile sind ausschlie3lich Materialien der dritten Generation (IRMM-410R), die unter
veranderten Bedingungen hergestellt werden, verfiigbar.

3. Gentechnisch veranderte Tomaten wurden von Ente per le Nuove Technologie Energia e
Ambiente (ENEA, Rom, M. Leonardi) zur Verfigung gestellt (PGIP-Tomaten). Die Tomaten
(lycopersicon esculentum, cultivar Moneymaker) wurden mit dem Agrobacterium
tumefaciens transfiziert. Das verwendete Plamsid (Plasmid pMOG636) enthielt die NOS 5'-
und CaMV35S-Promotoren, ein Polygalcturonase inhibierendes Protein (PGIP) und NPTII als
Resistenzmarker und dem NOS3’-Terminator [96].

4. Zeneca Tomaten (transgene Linie Nema282F) wurden von Zeneca Ltd. [97] fUr einen EU-
weiten Ringversuch bereitgestellt, an dem das ICB teilnahm. Die Tomaten enthalten neben
dem Wildtyp-Gen der Polygalacturonase (PG) mit einem Intron zusatzlich in sense oder
antisense-Richtung den 5-Terminus des PG-Gen ohne Intron. Das PG-Gen ist vom
CaMV35S-Promotor und NOS3'-Terminator flankiert. Durch mRNA-Suppression wird das
PG-Niveau auf 1 % gesenkt. Laut den Unterlagen, die zur US-Zulassung bei der FDA
eingereicht wurden, kann die Fa. Zeneca die Orientierung der RNA nicht genau festlegen.

5. Bt176 Mais-Mehl (2 % GVO) wurde vom JRC analog den Soja-Mehlen hergestellt. Bt176
Mais exprimiert das insektizide CrylAb-Protein und beinhaltet das bar-Gen (Phosphinotricin-
Resistenz) unter Kontrolle des CaMV35S-Promotors.

Die folgenden Proben (Punkt 6-10) wurden vom BGVV in Zusammenarbeit mit der Groupe
Limagrain Agroindustry Company (Frankreich, M. Baron) und der Technische Universitat
Berlin (D. Knorr) aus rohen Bohnen oder Kérnern des Wildtyps und der genetisch
veranderten Sorte entsprechend den aktuellen technischen Standards hergestellt.

6. Hitzesterilisierte, gemahlene Mais-Kdrner. Die Praparation entsprach kommerziell erhalt-
lichem Dosen-Mais, der nach dem Blanchieren in einer Losung von 1-2 % Salz und Zucker
gegeben und sterilisiert wird [©98]. Die Probe (100 % Bt 176 Mais) lag in getrockneter und
gemahlener Form vor.
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7. Mais-Griel3. Die Préparation bestand aus gereinigten und gemahlenen Maiskornkernen. Fur
die Herstellung von Grie3 werden Hulle und Keimling nach Quellen der Kérner entfernt. Die
Zerkleinerung erfolgt ublicherweise in Walzwerken bis zu einer Korngréf3e von 200-500 pm.
Haufigster Verwendungszweck von Griel3 ist Polenta 08]. Die Probe enthielt 100 % Bt 176
Mais.

8. Texturiertes Soja-Protein. Nach Entfettung von Soja-Flocken werden die Soja-Proteine, sie
sind zu 80 % ldslich, unter alkalischen Bedingungen in Lésung (pH 8-9) gebracht und die
festen Bestandteile entfernt. Zur Gewinnung der Proteine wird die Losung unter zusatzlicher
Verwendung von Binde-Agentien durch Spinndisen in ein saures Prazipitations-Bad
(pH 4-5) gepresst. Dabei wird eine Fleisch ahnliche Struktur wird erhalten P8]. Die Probe
enthielt 2 % RR.

9. Tofu. Soja-Bohnen werden mit Wasser gequollen (10-faches Volumen) und bei
Temperaturen knapp unter dem Siedepunkt fir 15-20 min pasteurisiert. Aus Sojamilch, dem
Uberstand, wird durch Zugabe von Calciumsulfat (3 g/kg) ein Prézipitat erhalten, das
ausgepresst und gewaschen wird [98]. Zwei Proben mit 100 und 2 % Roundup Ready Soja
waren verfugbar.

10. Mehl-Mischung. Die Mehle wurden aus ganzen Kérnern bzw. Bohnen gewonnen. 1 %

Bt176-Mais, 49 % wt-Mais und 50 % RR wurden gemischt. Die Mahl- und Mischprozesse
wurden nicht detailliert mitgeteilt.

5.4 Arbeitsmethoden Immunanalytik

5.4.1 Rekombinante NPTII

Zur Expression des Enzyms NPTII wurde E. coli BL21 DE3 pLysS pETnptll in einer
Schuttelkultur in LB-Medium angezogen und mit IPTG induziert. Die erhaltenen Einschluss-
korper der NPTIl wurden in 4 M Harnstoff gelost, durch Dialyse renaturiert und durch
fraktionierte Fallung, gefolgt von Gelfiltration, gereinigt. So praparierte NPTIl zeigte eine
spezifische Aktivitat von 180 mU/mg in einem gekoppelten enzymatischen Test und 98 %
Reinheit (SDS-Gel). Detaillierte Protokolle finden sich bei Brunnert [70].

5.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Konzentrationen von reinen Proteinen wurden durch Messung der UV-Absorption bei 280 nm
in Quarzkivetten (1 cm optischer Weg) bestimmt. Die Absorption von renaturierter NPTII der
Konzentration 1 mg ml™ betragt (0,872 + 0,024) OD [70], der von 1 mg mI* Rinderserum
Albumin (bovines Serum Alumin, BSA) 0,68 OD [102]. Fiir 1 mg ml™ polyklonale Antikorper
wurde eine Absorption 1,35 OD angenommen [100].

Konzentrationen in Proteingemischen, wie sie bei Pflanzenextraktionen entstehen, wurden in
phosphatsaurer Losung mit Coomassie-Blau nach Bradford 9], angepasst an das Mikroti-
terformat [100], durch Kalibration mit BSA (0 - 200 ug” ml™) im verwendeten Extraktionspuffer
bestimmit.
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5.4.3 SDS-Polyacrylamidelektrophorese

Elektrophoresen wurden mit einem diskontinuierlichem Tris-Glycin-Puffersystem [L01] Poly-
acrylamidgel durchgefihrt. Um das Gel in einem Zuge gielRen zu kénnen wurde der
Sammelgel-Lésung 10 % Glycerin zugefigt, so dass es ohne Vermischung mit der Trenngel-
Losung Uberschichtet werden konnte. Reduzierende Bedingungen wurden durch Dithiothreit
(DTT) im Probenpuffer eingestellt. Die im Gel getrennten Proteine wurden sauer/ethanolisch
fixiert und mit Coomassie-Blau gefarbt [100].

5.4.4 Erzeugung der Anti-NPTIl Antikorper

Am Veterinar Forschungsinstitut Briinn (M. Franek) wurden 3 Kaninchen durch je 4 subkutane
Injektionen mit rekombinanter NPTII immunisiert. Durch Ausbluten der Tiere (A, B, C) wurden
insgesamt 160 ml Serum erhalten.

5.4.5 Reinigung der Antikorper durch Affinitdtschromatographie

Sechs Milligramm rekombinante NPTIl wurden zur Kopplung an CH-aktivierte Sepharose 4B
(1,5 g getrocknetes Material, modifiziert mit 6-Aminohexansaure-N-hydroxysuccinimid) in
NaHCO;-Puffer (100 mM, pH 8,0) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Puffersubstanz
Tris enthalt Amino-Gruppen und diente dazu, Uberschissige aktive Gruppen des Gels
abreagieren zu lassen. Das Gel (3 ml) mit kovalent gebundener NPTII wurde in eine 10/10
Saule der Pharmacia HiLoad-Apparatur, bestehend aus Niedrigdruckpumpe (P-50),
Probenschleife, Steuereinheit GP10 und Fraktionskollektor (Frac-100) geflllt. Die
Chromatogramme an Hand eines UV-Detektors (UVicordSll) wurden mit einem Einkanal-
Schreiber (REC102) aufgezeichnet.

Als Laufpuffer wurde eine Phosphat-gepufferte Kochsalz Losung (phosphate buffered saline,
PBS, 137 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 7,99 mM Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,2 bis 7,4)
verwendet, als Elutionspuffer Glycin/HCI (100 mM, pH 2,8). Eine Vorlage von 200 pl
Phosphatpuffer (500 mM, pH 9,0) im Fraktionskollektor erlaubte das schnelle Umpuffern der 1
ml Fraktionen auf pH (7,0 + 0,1). Die FlieBgeschwindigkeit betrug 0,5 mlI'min® und die
aufgetragene Serummenge 1 ml. Relevante Fraktionen wurden nach 1:100 Verdinnung
durch Titer-ELISA identifiziert (siehe Abschnitt 5.4.8).

5.4.6 Biotinylierung der Antikorper

Affinitatsgereinigte Antikdrper (6 mg) wurde gegen NaHCO3 (100 mM, pH 8,5) dialysiert und
auf 1,2 ml konzentriert und anschlieBend mit dem wasserléslichen Biotinylierungsreagenz
slongarm-Biotin-NHS" (Natriumsulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)-capronat) fur 2 h unter
leichtem Ruhren inkubiert. Dabei reagieren Aminogruppen des Proteins mit der aktivierten
Carbonylgruppe des Esters. Uberschiissiges Reagenz reagierte nach Zugabe von
Ethanolamin (5 ul) ab und wurde durch Dialyse gegen PBS/0,02 % Natriumazid entfernt. Ein
Biotinylierungsgrad wurde nicht bestimmt. Der biotinylierte Antikdrper wurde bei 4°C in
PBS/0,02 % Natriumazid gelagert.
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5.4.7 Western-Blot

Zum immunchemischen Nachweis wurden SDS-gelelektorphoretisch getrennte Proteine in
Towbin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,5, 20 % Methanol) durch ein elektrisches
Feld (100 mA/50 cm? 30 min) auf eine Nitrocellulosemembran (45 um PorengrofRRe)
transferiert. Die Markerspur wurde abgetrennt und die verbleibende Membran nach
Hitzefixierung (60°C, 30 min) mit 3 % BSA in PBS blockiert (1 h bis tiber Nacht, UN).

Im Falle der Immundetektion mit Antikérperserum wurde anschlielend 3 gewaschen (PBS
mit 0,1 % Tween, PBS-T), mit einer 1:3000 Verdinnung des Serum des Kaninchen C in
PBS-T mit 0,5 % BSA (PBS-T-BSA) 1 h unter Schitteln inkubiert, gewaschen und mit Protein
A-Peroxidase Konjugat (1:3000, 2 h) inkubiert. Nach Waschen mit PBS-T und Umpuffern auf
Detektionspuffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl) wurde eine Farbreaktion mit 4-
Chlor-1-Naphthol (0,6 mg mI* vorgelést in Methanol) und 0,02 % Wasserstoffperoxid
durchgefihrt. Die Farbreaktion wurde nach 20 min durch Transfer der Membran in Wasser
abgebrochen.

Zur Detektion mit biotinylierten Antikorpern wurde, nach dem Blockieren der Membran mittels
BSA (UN) zur Vermeidung unspezifischer Bindungen, zuerst mit Streptavidin (20 pg” mI*, 2
h) und anschlieRend mit Biotin (100 ug” mI*, 2 h) in PBS-T-BSA inkubiert. Die im Zuge der
Reinigung und Modifizierung um den Faktor 10 konzentrierten Antikdrper des C-Serums,
wurden in @ner 1:3000 Verdinnung (PBS-T-BSA, 1 h) der Praparation zur Detektion der
transferierten NPTII eingesetzt. Nach Waschen, Inkubation mit Streptavidin-alkalische
Phosphatase-Konjugat (1:3000 in PBS-T-BSA), Waschen und Aquilibrieren (2 ~ 10 min) im
Detektionspuffer (100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 100 mM Tris, pH 9,5) wurde die Farbreaktion
mit 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-tetrazoliumchlorid (NBT) durchge-
filhrt. Es wurde ein Gemisch aus 170 pg” mI* BCIP und 340 pg” mI* NBT eingesetzt, ein
Umsatz zu blau violetten Produkten, die am Ort des Entstehens prazipitieren, erfolgt
innerhalb von 10 bis 30 min. Die Farbreaktion wurde durch Transfer in Wasser abgebrochen.

Indian Ink-Farbung: Die nach dem Proteintransfer abgetrennte Marker-Spur der Nitrocellulose-
Membran wurde in Waschpuffer (WP, PBS mit 0,3 % Tween 20) bei RT unter Schitteln
gewaschen (4-fach, 10 min). Die Farbung erfolgt Gber mehrere Stunden bis Uber Nacht in
Tinte-haltigem Puffer (WP, 1 % Essigsaure, 0,1 % schwarze Pelikan Tinte, durch einen
Papier Faltenfilter filtriert). AnschlieRend wurde der Membranstreifen in Wasser (2 x 10 min)
und in WP gewaschen, bis die Proteine gegentiber dem Hintergrund deutlich erkennbar
waren [102].

5.4.8 ELISA zur Titerbestimmung

Nach Optimierung der adsorbierten Menge NPTIlI wurde folgendes Protokoll (Tab. 1) zur
Titerbestimmung und zur Detektion der relevanten Fraktionen der Affinitdtschromatographie
eingesetzt. Es wurden Doppelbestimmungen je Verdinnungsstufe durchgefiihrt. Jeder
Inkubation folgte ein Waschschritt (3-fach) mit 300 ul PBS-T (0,1 %). Die aufgeflihrten
Schritte wurden mit 100 pl je Vertiefung durchgefiihrt, die Stoppreaktion erfolgte durch Zugabe
von 200 pl. Das Auslesen der optischen Dichten (ODs) erfolgte bei 490 nm im
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Mikrotiterplatten-Lesegerat. Mit einer Ausnahme fanden alle Reaktionen bei Raumtemperatur
Statt.

Tab. 1 ELISA-Protokoll zur Antikorper Titerbestimmung

Komponente Konzentration Puffer Inkubation

NPTII 0,5ng ml? Beschichtungspuffer 1 h oder UN, 4°C
BSA 0,5 % wiv PBS 1lh

Antiserum 1:10? - 1:10° Probenpuffer 1h

Protein A-POD  1:3000 Probenpuffer 1lh

OPD, H,0, 0,4mg ml* 0,05% Detektionspuffer 10-30 min

H,SO, 2M Stoppldésung

Beschichtungspuffer: 100 mM Na-Carbonat, pH 9,6; Probenpuffer: PBS-T-BSA,
Detektionspuffer: 100 mM Citrat / 200 MM Na,POy,, pH 5,0

5.4.9 NPTII-ELISA

Nach Optimierung der adsorbierten Menge immobilisierter anti NPTII-Antikdrper (aus Serum B
isoliert) und biotinylierter Detektor-Antikdrper (aus Serum C isoliert) wurde folgendes Protokoll
zur Bestimmung des NPTII-Gehaltes von unbekannten Proben durch Vergleich anhand einer
Standardkurve mit rekombinant erzeugter und durch UV-Spektroskopie quantifizierter NPTII
eingesetzt. Standards und Proben wurden jeweils doppelt bestimmt.

Tab. 2 Protokoll zur Bestimmung von NPTIl durch Sandwich-ELISA

Komponente Konzentration Puffer Inkubation

anti NPTII-AK 2 g mit Beschichtungspuffer 1 h oder UN, 4°C
BSA 0,5 % wiv PBS 1lh
Proben/Standards  0-0,8 ng" mlI*  Probenpuffer 1h

anti NPTII-AK-bio 2 pg” ml* Probenpuffer 1h(2,5h)
SAv-AP 1:3000 Probenpuffer 30 min

pNPP 1mg mlt Detektionspuffer 10-60 min

NaOH 0,75 N Stopplosung

Beschichtungspuffer: 100 mM Na-Carbonat, pH 9,6; Probenpuffer: PBS-T-BSA,
Detektionspuffer: Beschichtungspuffer mit 3 mM MgCl,; anti NPTII-AK-bio: biotinylierter
anti NPTII-Antikérper aus Kaninchen; SAv-AP: Streptavidin-alkalische Phosphatase-
Konjugat.

Jeder Inkubation folgte ein Waschschritt (3-fach) mit 300 pl PBS-T (0,1 %). Die aufgefihrten
Schritte wurden mit 100 pl je Vertiefung der Mikrotiterplatte durchgefihrt; Ausnahme ist der
Blockierschritt mit 300 pl Losung. Die Probenextrakte sollten zur Vermeidung von
Matrix-bedingten Messwertverfalschungen maximal 10 % der pipettierten Probenlésung

betragen. Jedes Ergebnis wurde als Doppelbestimmung je Probe ermittelt. Eine langere
Inkubationszeit mit biotinyliertem anti-NPTII-Antikérper kann zur Signalsteigerung bei geringen



32 Experimenteller Teil

NPTII-Konzentrationen dienen. Die Stoppreaktion (Zugabe von 100 ul) kann entfallen, wenn
direktes Auslesen der ODs bei 405 nm im Mikrotitelplatten-Leser erfolgte, da bei NaOH-
Zugabe keine Farbanderung eintritt.

5.4.10 Protein Extraktion aus Tomatenfruchtfleisch

Tomatenfruchtfleisch (2 g) wurde mit dem Spatel aus aufgetauten Tomatenproben
entnommen und in ein 50 ml Gefal3 Gberfihrt. Nach Wagung wurde kalter Extraktionspuffer
(100 mM Tris/HCI, 10 mM Na-Borat, pH 7,8, 5 mM MgCl, 0,2 % Ascorbat, 0,05 % Tween 20)
[113] zugegeben und auf Eis gelagert, bis der Aufschluss durch Turrax-Behandlung (20 s,
13500 U min™®, Aufsatzradius 2 cm) abgeschlossen war. Zwischen mehrfachen Behand-
lungen wurde 1 min pausiert. Nach Zentrifugation (7000 g, 10 min) wurden die Probeniber-
stande direkt im ELISA und Bradford-Test vermessen.

5.5 Arbeitsmethoden DNA-Analytik

5.5.1 Sequenzdatenverarbeitung

Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm ,GAP* des GCG-Paketes (Heidelberg Unix
Sequences Resources Version 4.0, HUSAR, DKFZ Heidelberg), mit ,ClustalX Multiple
Sequence Alignment Program“ (Version 1.8, The National Center for Biotechnology
Information, NCBI, kopierbar unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov) oder mit dem BLAST-
Algorithmus (NCBI, ebenda verfugbar) durchgefiihrt. Mit dem Programm ,Primer3*
(http://mww-genome.wi.mit.edu) wurden Primer und Sonden ausgewéhlt und Parameter fur
Selbsthybridisierung durch interne Komplementaritdt der Oligonukleotide ermittelt. Zur
Planung von DNA-Konstrukten und zur Ermittlung erwarteter Restriktionsmuster wurde das
Programm ,Clone Manager 5.03“ (Scientific & Educational Software) verwendet.
Strukturvorhersagen fir einzelstrangige DNA wurde mit dem Programm ,mfold” durchgefuhrt
(http://bioinfo.math.rpi.edu/~mfold/dna), das eine Umsetzung des thermodynamischen
Modells der ,nachster Nachbarschaft* (nearest neighbour) [103] darstellt.

5.5.2 PCR

PCR Anséatze enthielten, sofern nicht anders angegeben, 0,5 U Polymerase, je 200 uM der
dNTPs, je 0,4 uM der Primer und die vom Hersteller empfohlene Menge Pufferkonzentrat. Die
Endkonzentration an Magnesiumionen betrug in der Regel 1,5 mM. Das Reaktionsvolumen
von 25 pl wurde mit vollentsalztem Wasser aufgefillt. Bei Verwendung von hot-start-
Polymerasen (siehe Abschnitt 6.2.3) ist das Pipettieren der Reaktionsansatze bei Raumtem-
peratur moglich, bei nicht-hot-start-Polymerasen wurde auf Eis pipettiert. Die Reaktionen
wurde in dinnwandigen 400 pl GefalRen in Thermoblocke mit Deckelheizung durchgefihrt.
Als preiswerte DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus wurde Biotherm Taq verwendet. Fur
kompetitive PCRs wurde die modifizierte hot-start-Polymerase AmpliTag Gold verwendet.
Pfu-Polymerasen aus Pyrococcus furiosus weisen eine hthere Kopiergenauigkeit als Tag-
Polymerasen auf und wurden in der Regel zur Erzeugung von Amplikons verwendet, die
kloniert werden sollten. Pfx ist der Handelsname fiir einen Pfu/Antikdrper-Komplex, der bei
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Temperaturerhdhung wahrend der PCR zerféllt. Erst bei Temperaturen, bei denen
Primer/Proben-DNA-Hybride, die zu unspezifischen Produkten fuhren kdnnten, wieder
geschmolzen sind, steht aktive Pfu-Polymerase zu Verfugung. Ein Andau des 5-Terminus,
wie er bei Gebrauch von Pfu auftreten kann, wird durch Pfx so ebenfalls unterbunden.

PCR-Ansatze wurden rdumlich getrennt von DNA-Extraktion und post-PCR Schritten in
einem separaten Arbeitsbereich unter einer Sicherheitswerkbank mit einem ausschlief3lich
hierfir bestimmten Pipettensatz und Einmalpipettenspitzen mit Filtereinsatzen pipettiert, um
Kontaminationen zu vermeiden. Es wurden gesonderte Kittel getragen; Einweghandschuhe
wurden regelmaRig gewechselt. Gefalke mit DNA-haltigen Lésungen wurden vor dem Offnen
zentrifugiert, um Aerosolbildung zu vermeiden.

5.5.3 Eingesetzte Oligonukleotide

Die CaMV35S-PCR mit der Primerkombination 35S3-bio/35S2 detektiert den CaMV35S-
Promotor, die RR-PCR mit der Primerkombination 35S3-bio/petu-rl detektiert den Roundup
Ready spezifischen Ubergang von dem CaMV35S-Promotors zum chloroplastidaren Transit-
peptid (Tab. 3). Die GM0304- und GM0104-PCR detektieren mit den Primerkombinationen
GMO03/GMO04-bio und GM01/GMO04-bio das Soja Lektin-Gen (Tab. 4). Weitere Informationen
zur Bedeutung und Lage der Primer finden sich in Abschnitt 6.2.5 (Abb. 19). Die angewen-
deten PCR-Programme sind jeweils in der Legende des Experiments vermerkt.

Tab. 3 Oligonukleotide des CaMV35S- und RR-PCR Systems

Name* Sequenz (5 ® 3))

35S81°2 gct cct aca aat gcc atc a
355822 gat agt ggg att gtg cgt ca
35S3-bio ° Bio-cta caa atg cca tca ttg cg

35SKkonst© gat agt ggg att gtg cgt cat ccc tta ctt cga tgt
tag caa gct cca gaa cgt ctt ctt ttt cca cg

petu-r1® tgt atc cct tga gcc atg ttg t
p35Sf2¢ tga tgt gat atc tcc act gac ¢
RR-T-Dig ° Dig-ttg ctt tga aga cgt ggt tg
RR-K-Dig ° Dig-ttc gat gtt agc aag ctc ca

* Bedeutung der Oligonukleotid-Suffixe: bio: 5’-Biotin Markierung, Dig: 5’-Digoxyigenin Markie-
rung, Primer aus ?[30], ® [70], ¢ diese Arbeit, “[104].
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Tab. 4 Oligonukleotide des Soja Lektin-Gen Systems

Name* Sequenz (5 ® 3)

GMo1 2 tgc cga agc aac caa aca tga tcc t

GMO02 ? tga tgg atc tga tag aat tga cgt t

GMO03? gcc ctc tac tcc acc ccc atc ¢

GMO04-bio ? Bi 0-gcc cat ctg caa gcc ttt ttg tg

GM-Z°® gcg atc gag tag tga gag tcg tc

GMO1-Anker® aga agt ttc aga tcc cgg gta atg tgg atg ggg gtg
gag tag a

GM-Z-Anker® acc cgg gat ctg aaa ctt ctc gct tcc ttc aac ttc
acc ttc

GM-T-Dig " Di g-tgg gac aaa gaa acc ggt ag

GM-K-Dig " Di g-acc cgg gat ctg aaa ctt ct

* Bedeutung der Oligonukleotid-Suffixe: bio: 5-Biotin Markierung, Dig: 5’-Digoxyigenin

Markierung, Primer aus ?[105], ® diese Arbeit.
Die Bedingungen fir die Amplifikation eines 531 bp langen Fragmentes (Primer A1/A3-bio,
Tab. 5) mit AmpliTag Gold Polymerase aus dem t-RNA-®“-Gen von Mais waren: Initiale
Denaturierung 94°C / 10 min; 35 Zyklen 94°C / 30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 60 s; finale
Elongation 72°C / 5 min). Die Amplifikation von Abschnitten des Polygalakturonasegens aus
Tomate mit den Primern PG34L und PG34R (Tab. 5) fand unter folgenden Bedingungen statt:
Initiale Denaturierung 94°C / 10 min; 35 Zyklen 94°C / 30 s, 60°C / 60 s, 72°C / 60 s; finale
Elongation 72°C / 6 min). Im Fall von Wildtyp-Tomaten DNA wurde ein 383 bp Fragment
erhalten, im Falle der transgenen Zeneca Tomaten zusétzlich ein Fragement mit 180 bp.

Tab. 5 Sonstige Oligonukleotide

Name* Sequenz (5 ® 3)) Spezifitat

Al? cga aat cgg tag acg cta cg t-RNA", Chloroplasten, Pflanzen
A3-bio® Bio-ggg gat atg gcg aaa tcg t-RNA" Chloroplasten, Pflanzen
PG34L°¢ gga tcc tta gaa gca tct agt Polygalakturonasegen, Tomate
PG34R° «cgt tgg tgc atc cct gca tgg Polygalakturonasegen, Tomate

* Bedeutung der Oligonukleotid-Suffixe: bio: 5’-Biotin Markierung, Dig: 5'-Digoxyigenin Markie-
rung, Primer aus ®[106], ® [107], ©[108].

5.5.4 PCR-ELISA

Die Schritte des folgenden Protokolls (Tab. 6) wurden in 100 pl Volumen unter Schiitteln
durchgefiihrt (Eppendorf Thermomixer, 300 U min®). Zwischen den Inkubationen wurde
3-fach mit 300 ul Probenpuffer gewaschen und die Mikrotiterplatte auf einem Tuch ausge-
schlagen. Mit einer Ausnahme fanden alle Reaktionen bei Raumtemperatur statt. Probenpuf-
fer und Blockpuffer wurden immer frisch angesetzt. Das Blockingreagenz des Hybridisie-
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rungspuffers loste sich erst in der Warme (70°C) zu einer opaleszierenden Flissigkeit.
Dieser Puffer wurde aliquotiert und unsteril bei -20°C gelagert. Das Abstoppen der
Farbreaktion entfiel, wenn der Versuch direkt ausgelesen wurde. Die maximale OD 49snm lag
bei 1,5.

Tab. 6 PCR-ELISA Protokoll

Komponente Konzentration Puffer Inkubation
PCR-Produkt 10-35u" ml*?®  Probenpuffer 30 min

NaOH 0,2N Denaturierungspuffer 5 min

Sonde 10 - 200 M ° Hybridisierungspuffer 30 h, RT/37°C €
anti Dig Fa-AP 1:1000 Blockpuffer 30 min

pNPP 1mg mi* Detektionspuffer 10-30 min
NaOH 0,75 N Stoppldsung

2 GM0304 und GM0104-PCR 10 ulI’ mI'™"; CaMV35S-PCR 20 pl' mI™; RR-PCR 35 pl' ml™;
bRR-T-Dig, RR-K-Dig: 20 nM, GM-T-Dig: 200 nM, GM-K-Dig: 10 nM; ¢ RR-Systeme: RT,
GM-Systeme: 37°C; Probenpuffer: PBS-T; Hybridisierungspuffer: 5xSSC, 0,1 % Lauroyl-
sarcosin, 0,02 % SDS, 1 % Blockingreagenz; 5xSSC: 750 mM NaCl, 75 mM Natrium
Citrat/HCI, pH 7,0; Blockpuffer: PBS-T- BSA; Detektionspuffer: 50 mM NaHCO;, pH 9,6,

Zur Analyse der Produkte einer kompetitiven PCR wurden 5 bis 17,5 pl der Reaktionslosung
in 500 pl Waschpuffer verdiinnt und in Aliquots (100 ul) in vier Vertiefungen pipettiert. In je
zwei Vertiefungen wurden mit der Target- oder der Kompetitor-Sonde hybridisiert, so dass
jedes Signal doppelt bestimmt wurde. Die Auswertung der Serien kompetitiver PCRs sieht die
Bildung eines Signal-Quotienten (Qs;) aus T- und K-Signal vor. Beide werden zuvor um das
Hintergrundsignal, den PBS-T als Probe mit der entsprechenden Sonde erzeugt korrigiert. Im
Falle sehr hoher T-Amplikon Mengen, K-Amplikon liegt kaum vor, kdnnen sich das Signal der
K-Sonde und der K-Hintergrundsignal gleichen, eine Quotientenbildung ist dann nicht méglich
(Divisor gleich Null). Gleiches gilt auch fur sehr hohe K-Amplikon Mengen. Die Abweichung
des Quotienten vom Mittelwert wurde durch Fehlerfortpflanzung berechnet.

5.5.5 DNA-Elektrophorese

Die Elektrophoresen zur Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Groé3e wurden im
Agarosegel oder Polyacrylamidgel (PAGE, polyacrylamid gel electrophoresis) in TBE (45 mM
Tris, 45 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8,0) als Laufpuffer durchgefuhrt. Gele mit Gehalten
von 0,8 bis 2 % (w/v) Agarose sind zur Auftrennung groR3er Fragmente (20 kbp - 100 bp) ge-
eignet. Die Auftrennung mehrerer kleiner Fragmente (30 - 500 bp) mit geringen Langen-
differenzen gelingt mit PAGE (8-12 % Acrylamid/Bisacrylamid-Gemisch (C = 2,7 %), 0,2 %
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 0,08 % Ammoniumperoxodisulfat). Nach Inkubationen (5-
10 min) in einem Farbebad (0,5 pg” mI* Ethidiumbromid) und in einem Wasserbad werden
DNA-Banden im UV-Licht (Transiluminator) sichtbar. Photographien der Gele werden in
dieser Arbeit farbinvertiert dargestellt.
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Die Gewinnung von DNA-Fragmenten aus dem Gel erfolgte durch Ausschneiden im UV-Licht
und Einsatz eines Gelextraktionskits (Easypure, Genomed). Der DNA-Extraktionskit der Fa.
Clontech eignete sich besonders fir die Aufreinigung von Biotin- und Dig-markierten PCR-
Produkten aus dem Gel, da die finale Losung kaum Substanzen enthielt, die die UV-Quantifi-
zierung der DNA storte. Zur Abschatzung nicht aufgereinigter Amplikon-Mengen wurden diese
im Gel parallel mit bekannten Mengen eines gleich grof3en Fragmentes verglichen.

5.5.6 Optische Gelauswertung

Die quantitative Auswertung von Agarose- oder PAGE-Gelen wurde mit Hilfe des Programms
Osiris 3.6 durchgefihrt. Es handelt sich dabei um eine Visualisierungs-Software, entwickelt
am Genfer Universitdts Hospital, die kostenfrei aus dem Internet bezogen werden kann
(http:/mww.expasy.ch/UIN). Digitalen Bildern kann die Farbintensitdt und Lage jedes
einzelnen Punktes entnommen werden. Datensatze der Werte entlang einer Linie in Elektro-
phoreserichtung wurden in Auswertesoftware (Origin 6.0, Abschitt 5.5.19) importiert (vgl. Abb.
7). Die Ethidiumbromid-Fluoreszenz unterliegt bei hohen DNA-Mengen pro Flache einer
Selbstldschung (Quenchen). Es treten je nach Belichtungsdauer ebenfalls Intensitats-
Sattigungseffekte der CCD-Kamera auf. Target und Kompetitor, Produkte der kompetitiven
PCRs, unterscheiden sich nur wenig in der Lange, daher weisen die korrespondierenden
Banden nur geringfligig unterschiedliche Peak-Breiten und -H6hen auf. Bei der Auswertung
von Serien kompetitiver PCRs wurde zur Signal-Quotientenbildung (Qs;) immer die maximale
Peakhohe, korrigiert um den Mittelwert der Basislinie, herangezogen; war kein Peak
detektierbar, wurde 1 als willktirlicher Wert (Divisor bei Quotientenbildung) der Farbintensitét
eingesetzt.

In Abb. 7 sind die Helligkeits-Intensitaten (linear zwischen 0 = Weil3 und 256 = Schwarz) in
Einheiten-freien Graustufen gegen die Laufweite in Bildpunkten (Pixel) fur die Verdinnungs-
reihe eines PCR-Produktes (PAGE, Abb. 38B, S. 87) zur objektiven Bestimmung der Nach-
weisgrenze aufgetragen. Ein Signal wurde als signifikant gewertet, wenn es das Rauschen
der Basislinie um das 3-fache der Standardabweichung des Basislinienmittelwertes tber-
stieg. Dazu wurde die Schwankung der Basislinie im Laufweitenbereich von 100 bis 250
Pixeln verwendet, also an einer Stelle, an der kein Peak erwartet wurde.
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Abb. 7 Optische Auswertung eines PAGE-Gel Photos mit dem Programm Osiris

Die Helligkeit (Ordinate, dimensionslos) wurde in Abhangigkeit von der Laufstrecke (Abszisse,
Angabe in Pixel) dem digitale PAGE-Bild (Abb. 38B) entnommen. M, DNA-GréRenmarker (pUC19, Mspl
geschnitten). Die weiteren Paneele sind entprechend der eingesetzten Verdiinnung eines Target
Amplikons der CaMV35S-PCR gekennzeichnet.

5.5.7 ALFexpress DNA Analysesystem

Das in dieser Arbeit genutzte ALFexpress DNA Analysesystem (@llelic fragment, Pharmacia
Biotech) wurde mit einem denaturierenden 10 % Polyacrylamidgel (12 M Harnstoff, C =
2,6 %) betrieben. Das Gel (0,5 mm dick, circa 20 cm breit) enthielt 40 Taschen, die zur
vertikalen Elektrophorese bei 50 °C beschickt wurden. Aliquots (1 pl) der PCRs mit Cy5-
markiertem Primer 35S2-Cy5 wurden mit Probenpuffer (Formamid, 0,5 % Dextranblau) auf 5
ul aufgefillt, hitzedenaturiert (100°C, 2 min) und bis zur Aufgabe auf Eis gelagert. Nach circa
20 cm Laufstrecke durchdrang ein Helium-Neon Laser (633 nm) das Gel und regte Uber
dessen gesamte Breite die Fluoreszenz der an den DNA-Einzelstrdngen befindlichen Cy5-
Farbstoffmolekiile an. Die Emission wurde in jeder Spur von separaten Photodioden regis-
triert. Die an einen Steuerungsrechner weitergeleiteten Daten wurden mit dem Programm
LAllellink® (Pharmacia) ausgewertet. In den erhaltenen Chromatogrammen der Cy5-Fluores-
zenz wurden automatisch Peaks detektiert und die darunterliegenden Flachen integriert.
Diese Signalintegrale sind proportional zur Stoffmengene und, anders als bei der Interkalation
mit Ethidiumbromid, unabhéngig von der GroRe der PCR-Produkte. Die Rohdaten wurden in
Abbildungen automatisch auf die hdchste Emission normiert. Signal-Quotienten (Qs;) wurden



38 Experimenteller Teil

aus den Integralen von T- und K-Amplikon einer Serie kompetitiver PCRs gebildet. Beim
Einstellen von Gerateparametern wurde den Angaben des Herstellers gefolgt.

5.5.8 Klonierung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte die durch den Einsatz von Taqg-Polymerase entstanden sind, tragen 3'-
Adenosin-Uberhange. Der kommerziell erhaltliche pGEM T-Easy Vektor ist linearisiert und mit
3-Thymidin-Uberhangen versehen, so dass bei 4 - 16 °C Vektor und PCR-Produkt als Insert
bevorzugt unter A/T Paarung hybridisieren. Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellers
(Promega) durchgeflnhrt.

PCR-Produkte mit glatten Termini plunt end), die durch den Einsatz der Pfu-Polymerase
entstanden sind, wurden in den linearisiert vorliegenden pCR-Skript Vektor (blunt end) ligiert.
Die Ligation wurde nach den Angaben des Herstellers (Stratagene) in Anwesenheit der
Restriktionsendonuklease Srfl bei Raumtemperatur (1 h) durchgefiihrt. In einem religierten
Vektor ohne Insert wird die Srfl-Erkennungsequenz (GCCCY4GGC) wieder hergestellt und er
wird erneut gespalten. Ist ein Insert in den Vektor ligiert worden, bleibt das erwinschte
Produkt erhalten, sofern es nicht zuféllig die Srfl-Erkennungsequenz komplettiert. Durch
dieses Vorgehen wird die Effizienz einer blunt end-Ligation drastisch gesteigert.

Die Ligation von Fragmenten (Vektor und Insert), die aus Restriktionen von Plasmiden
stammen, wurde mit T4 DNA Ligase bei 4 - 16 °C im mitgelieferten Puffer der Hersteller
durchgefiihrt. Die Ligation von Termini mit Uberhangen (sticky end) erfolgte in der Regel mit
T4-Ligase der Fa. Boehringer (1 U pro Ansatz). Bei Ligation von glatten Enden (blunt end)
oder bei ausbleibendem Erfolg wurde alternativ eine hoch konzentrierte Ligase der Fa. New
England Biolabs (400 U pro Ansatz) verwendet.

Die Vektorpraparation bei blunt end-Ligationen erfolgte in der Regel durch Restriktion des
Plasmids und Dephosphorylierung durch alkalischer Phosphatase aus Shrimp (37°C, 10-60
min). Puffer und Enzym wurden zum Restriktionsansatz pipettiert und das bendétigte
Fragment anschlie@end durch préparative Agarosegelelekirophorese und Gelelution
gewonnen.

Die Abtrennung der Ligasen und anderer Proteine aus DNA-haltigen Reaktionsansétzen
wurde durch sequenzielle Extraktion der Lésung mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) und Chloroform/lsoamylalkohol (25:24) bewerkstelligt. Die DNA wurde durch
Salz/Ethanol-Zugabe (1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, 2,5-faches Volumen Ethanol, -70°C,
31 h) aus der wassrigen Phase gefallt.

5.5.9 Herstellung kompetenter Bakterien, RbCI-Methode

Mit einer Einzelkolonie einer Stammkultur auf LB-Agar (LB-Medium mit 1,5 % Agar) wurde
eine Ubernacht-Vorkultur in flissigem LB-Medium (5 g/l NaCl, 10 g Caseinhydrolysat, 5 g
Hefeextrakt, pH 7,5) angeimpft. Im Falle von XL10 gold E. coli wurde dem Medium Kanamycin
(30 pg” mIt) zugesetzt. Ein Episom dieses Stammes tragt das TN10-Transposon, das eine
entsprechende Resistenz verleiht und eine Selektion durch das Antibiotikum ermdglicht. Ein
Prozent der Vorkultur wurden zu LB-Medium mit 20 mM MgSO, gegeben. Nach Wachstum
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bis ODgoonm = 0,4 bis 0,6 wurden die Zellen pelletiert (4500 g, 4°C, 5 min) und in 40 % des
Ursprungs-Volumens von eisgekihltem TFB1 (10 mM CaCl,, 50 mM MnCl, 100 mM RbCI,
15 % Glycerol, 30 mM K-Acetat, pH 5,8, eingestellt mit 1 M Essigséure) resuspendiert. Nach
Inkubation (4°C, 5 min) wurde erneut zentrifugiert (4500 g, 4°C, 5 min) und in eisgekihltem
TFB2 (4 % des Ursprungs-Volumens, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, 15 % Glycerol, pH 6,5, 10
mM MOPS, 3-Morpholino-1-propansulfonsaure, eingestellt mit 1 M KOH) resuspendiert. Nach
abschlieRender Inkubation (15 bis 60 min) auf Eis wurden Aliquots a 200 pl in 1,5 ml Gefal3en
in einem Trockeneis/Ethanol-Bad eingefroren und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

5.5.10 Transformation und Stammhaltung der Bakterien

Ein Aliquot auf Eis aufgetauter, kompetenter Zellen wurde mit 0,5 - 3 ul eines Ligations-
ansatzes oder 0,01 bis 1 ng Plasmid DNA gemischt, 30 min auf Eis und 45 s bei 42°C
(Hitzeschock) inkubiert. Nach 2 min Lagerung auf Eis wurde 500 pl LB Medium zugegeben
und der Transformationsansatz unter Schuitteln bei 37°C ohne Selektionsdruck fir 1 h
inkubiert. AnschlieBend wurden je 50 und 300 pl auf Ampicilin- (50 pg” ml*) oder
Chloramphenicol- (25 pug” ml™) haltigen Agarplatten mit X-Gal (0,002 %) und IPTG (40 uM)
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Ligationsansétze, die auf Grund geringer
DNA-Mengen oder Anwesenheit von stérenden Proteinen nicht zu transformierten Bakterien-
Klonen fiihrten, wurden mit Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol extrahiert (siehe Abschnitt
5.5.8) und durch Ethanol-Fallung konzentriert. Das Gefal3 mit dem entstandenen Pellet wurde
direkt durch Zugabe von kompetenten Bakterien zur Transformation genutzt.

Bakterien aus Einzelkolonien eines Transformationsansatzes nach Ausstrich wurden nach
Uberimpfen unter Selektionsdruck in 10 ml LB-Medium {ber Nacht angezogen und unter
Zugabe von 30 % Glycerin in Aliquots bei -70°C gelagert.

5.5.11 Plasmid DNA-Isolierung

Plasmid-DNA wurde aus Ubernachtkulturen der Bakterien unter Selektionsdruck durch
Aufarbeiten von 1,5 bis 3 ml Kultur mit dem ,GFX Micro Plasmid Prep Kit* der Firma
Pharmacia gewonnen. Die Lagerung von Plasmiden erfolgte in Tris-Puffer (10 mM, pH 7,5)
bei -20°C oder -70°C.

5.5.12 Restriktionsspaltung der DNA

Die selektive Spaltung von DNA mit Endonukleasen der Firmen New England Biolabs und
Boehringer erfolgte nach Herstellerangaben. Bei Restriktion mit zwei verschiedenen Enzy-
men wurde ein kompatibler Puffer verwendet oder sequenziell, nach Dialyse auf einem
Filterblatt (Millipore), restringiert.

5.5.13 Sequenzierung der DNA

Zur Sequenzanalyse der °Plasmid-DNA wurde der Big Dye Sequencing Kit (Perkin Elmer)
verwendet. Plasmid DNA (500 ng), Sequenzierprimer (7,5 pmol) und Komponenten-Mix des
Kit (4 pl) wurden in einer 20 pl Reaktion bei folgendem Temperaturprofil eingesetzt: 25 Zyklen,
Denaturierung, 94°C/30 s; Hybridisierung, 43-50°C / 15 s; Elongation 60°C / 4 min. Dabei
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wurden mit vier verschieden Fluorophor-markierten Abbruchnukleotiden ssDNA-Fragmente
erzeugt, die sich durch Kapillarelektrophorese (ABI Prism 310, Arbeitskreis Prof. Brinckmann,
Gerichtsmedizin Munster) trennen lie3en. Zur Vorbereitung der Elektrophorese wurden
markierte Abbruchnukleotide durch Gelfiltration (0,7 ml Kartuschen) entfernt, der
Reaktionsansatz lyophilisiert und in Formamid aufgenommen. Es wurden Sequenzinfor-
mationen, beginnend 30 nt stromaufwarts des Primers, bis zu 450 nt gewonnen. Bei
Sequenzierung der DNA mit inversen oder repetitiven Elementen, wie sie beim Klonieren der
Doppelkompetitoren und Normierungsplasmiden vorkommt, bricht die Sequenzierung bei
Erreichen des Elementes ab. Meistens handelt es sich um Teile der muilticloning site zweier
ahnlicher Plasmide. In diesen Fallen wurden lediglich die Ausgangsplasmide sequenziert und
die Produktplasmide durch Restriktion analysiert.

5.5.14 Herstellung spezieller Plasmide durch PCR und Mutagenese

Zur Klonierung des Plasmids pGEM 35ST wurde DNA nach der CTAB | Methode (Abschnitt
5.5.16) aus ganzen, gequollenen RR-Bohnen isoliert und verdinnt in einer PCR (25 ul, 1 U
Biotherm Taq) mit dem Primerpaar 35S1 und 35S2 eingesetzt. Das 195 bp groRe Amplikon
wurde unter den folgenden Bedingungen erhalten: Initiale Denaturierung 95°C / 3 min; 35
Zyklen 95°C /30 s, 54°C /30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C / 3 min.

Die PCR-Mutagenese (ooped oligo-PCR, Abb. 21, Seite 67), die zum Kompetitorplasmid
pCR 35SK filhrte, wurde mit 2 ng des Plasmids pGEM 35ST als Matrize in einer PCR (50 pl,
Pfu-Polymerase) mit dem 68 nt langen Konstruktionsprimer Konst35SK und dem Primer
35S1 unter folgenden Bedingungen durchgefihrt: Initiale Denaturierung 95°C/2 min;
33 Zyklen 95°C /30 s, 53°C /60s, 72°C/90s; finale Elongation 72°C /5 min. Der Einsatz
der Pfu-Polymerase barg die Gefahr, dass die eingesetzten Primer vom 5-Terminus
ausgehend angedaut werden konnten. In der Tat fand sich bei der Sequenzierung des
klonierten Kompetitors daher neben Plasmiden mit dem korrekten Insert auch ein Plasmid mit
einem Insert, dem zwei terminale Basenpaare fehlten.

Bei der Konstruktion des RR-Kompetitors mittels overlap-PCR (Abb. 22, Seite 69) wurden
separat zwei Amplikons, A und B, in PCRs (50 pl) mit der hot start-Polymerase Pfx erzeugt.
Amplikon A (168 bp) entstand mit den Primern 35S1 und 35S2 sowie dem Plasmid
pCR 35SK (0,5 ng) als Matrize. Amplikon B (171 bp) entstand mit den Primern p35S-f2 und
petu-rl und Einsatz von 125 ng DNA aus RR, isoliert nach CTAB Il Protokoll (Abschnitt
5.5.16), als Matrize. Folgendes PCR-Programm kam zur Anwendung: Initiale Denaturierung
94°C / 2 min; 28 Zyklen 94°C /15 s,53°C /30 s, 68°C / 40 s; finale Elongation 68°C /5 min.
Fir die overlap-PCR wurden gleiche Teile Amplikon A (Gel-gereinigt) und B (ungereinigtes
PCR-Produkt) gemischt und mit Pfx-Polymerase ohne Zugabe von Primern in einem 25 pl
Ansatz dem folgenden PCR-Programm unterzogen: Initiale Denaturierung 94°C / 2 min; 10
Zyklen 94°C / 15 s, 65°C / 30 s, 68°C / 40 s; keine finale Elongation. Um ein klonierbares,
doppelstrangiges DNA-Fragment zu erhalten, wurde anschlieRend eine border-PCR mit den
AuRRenprimern 35S1 und petu-rl durchgefihrt. Zum vorliegenden overlap-PCR-Ansatz
wurden dazu, bei nun verdoppeltem Volumen, die Primer 35S1/petu-rl sowie zusatzlicher
Puffer und dNTPs zugefugt und folgendes PCR-Programm angewendet: ohne initiale
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Denaturierung; 25 Zyklen 94°C / 15 s, 53°C / 30 s, 68°C / 40 s; finale Elongation
68°C /5 min.

Ein Target-Amplikon zur Klonierung von Teilen des Soja Lektin-Gens wurde aus Soja DNA
(350 ng, nach der Wizard Il Methode gewonnen, Abschnitt 5.5.16) in einer PCR (50 pl) mit
den Primern GM01, GM-Z und Pfu-Polymerase unter den folgenden Bedingungen gewonnen:
Initiale Denaturierung 95°C / 2 min; 33 Zyklen 95°C / 30 s, 66°C / 60 s, 72°C / 150 s; finale
Elongation 72°C / 7 min. Das entstandene Amplikon (783 bp) wurde aus einem praparativen
Agarosegel isoliert, aufgereinigt, in den pCR Skript(Amp) Vektor ligiert und E. coli XL10 gold
Zellen mit der entstandenen, zirkularen DNA (Plasmid pCR GMT) transformiert. Fir die
Mutagenese zum Kompetitorplasmid pCR GMK (Abb. 23, Seite 70) wurde in einer PCR
(50 pl) mit Pfu-Polymerase und den Primern GMO01/GMO01-Anker sowie dem Plasmid
pCR GMT (0,1 ng) als Matrize das 163 bp grof3es Amplikon A erzeugt. Unter Verwendung der
Primer GM-Z und GM-Z-Anker entstand unter gleichen Bedingungen ein 625 bp grof3es
Amplikon B. Folgendes PCR-Programm kam zur Anwendung: Initiale Denaturierung 95°C / 2
min; 28 Zyklen 94°C / 30 s, 65°C / 60 s, 72°C / 150 s; finale Elongation 72°C / 7 min. Nach
Isolierung beider Fragmente aus einem praparativen Agarosegel wurden sie im gleichem
Verhéltnis zur overlap-PCR mit Pfu-Polymerase in einem 25 pl Ansatz bei folgendem PCR-
Programm eingesetzt: Initiale Denaturierung 95°C / 2 min; 10 Zyklen 95°C /30 s, 66°C / 30 s,
72°C / 90 s; finale Elongation 72°C / 5 min. Um eine ausreichende Menge doppelstrangiger
DNA fiir eine Ligation zu erhalten, wurde eine border-PCR mit den Auf3enprimern GM01 und
GM-Z durchgefiihrt. Zum overlap-PCR-Ansatz wurden dazu, unter Verdopplung des
Volumens, Primer zugefugt, frischer Puffer und dNTPs ergénzt und folgendes PCR-
Programm angewendet: keine initiale Denaturierung; 25 Zyklen 95°C /30 s, 66°C / 30 s, 72°C
/ 150 s; finale Elongation 72°C / 5 min. Das gewinschte Amplikon wurde im Agarosegel
elektrophoretisch gereinigt, eluiert und in den pCR Skript(Cam)-Vektor ligiert.

Unter folgenden Bedingungen wurden mit RR-DNA (200 ng, nach der CTAB Il Methode
gewonnen) in einer PCR (50 pl) mit den Primern 35S1, 35S2 und Pfu-Polymerase
unspezifische Produkte erzeugt: Initiale Denaturierung 95°C / 2 min; 33 Zyklen 95°C / 30 s,
53°C /60 s, 72°C / 90 s; finale Elongation 72°C / 5 min. Die Ausfuihrung der PCR ohne hot-
start und mit einer grof3en Menge DNA, flhrte zu einer Vielfalt von Nebenprodukten und dem
nur schwach ausgepragten Hauptprodukt (195 bp). Nach Analyse durch PAGE (10 %, nicht
gezeigt) war eine Leiter von feinen Banden sichbar, in der analytischen Agarosegel-Elektro-
phorese ein Schmier im Bereich von 150-600 bp. Die Produkte dienten zur Klonierung des
heterologen Kompetitors pCR 35SArte (Abschnitt 6.2.5.5, Seite 71).

5.5.15 Herstellung der Plasmid Verdiinnungsreihen

Von der Stammkultur eines Klones wurde ein Vereinzelungsausstrich auf Antibiotikum-
haltigen LB-Agarplatten durchgefuhrt, die Bakterien von Einzelkolonien in 10 ml LB-
Flissigmedium unter Selektionsdruck in Ubernachtkultur vermehrt und Plasmid-DNA isoliert.
Die Herstellung von Plasmid Verdinnungsreihen erfolgte unter der gleichen Pravention zur
Verhinderung von Kontaminationen wie die PCR oder DNA-Isolierung. Unter paralleler
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Behandlung mit einem Mastermix (Restriktionsenzym, Puffer) wurden eine Blindprobe (Puffer
der Plasmidisolierung) und das enstprechende Kompetitorplasmid restringiert und mit UV-
Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5) auf 200 ul aufgefillt. Die Blindprobe enthalt das Restriktions-
enzym, diese Protein-haltige LOsung diente in der folgenden UV-spektroskopischen
Untersuchungen als Hintergrundwert. Der Quotient OD2g0/280 der DNA wurde kontrolliert und
sollte 1,8 bis 1,9 betragen. Die Ausgangskonzentration der restringierten Plasmide, ermittelt
durch ODygo=1 fir 50 pg"mi* DNA und der mit dem Programm Clone Manager
berechneten PlasmidgroRe, liegt tblicherweise in der GroRenordnung von 10'° Plasmid-
Kopien/pl und wurde auf 10° Kopien/pl (Stammlésung) verdiinnt (Verdiinnungspuffer: 10 mM
Tris/HCI pH 8,5, 10 ng/ul Hind lll geschnittene Lambda Phagen-DNA [L09, 110]). Aus der
Stammldsung wurden durch sequenzielle 1:10 Verdinnungen Arbeitslésungen hergestellt.
Die Blindprobe, der UV-Puffer und der Verdinnungspuffer wurden durch PCR mit den
betreffenden Primern auf Kontamination mit Matrizen DNA untersucht. Alternativ wurde
preiswertere Heringsperma-DNA (25 ng/ul, geschert) statt geschnittener Lamda-DNA als
Trager-DNA eingesetzt.

5.5.16 DNA-Extraktion aus Lebensmitteln

Alle Extraktionsschritte wurden raumlich getrennt von post-PCR Schritten wie Klonierungen,
PCR-ELISA und Agarosegelelektrophorese in einem separaten Arbeitsbereichen durchge-
fuhrt, um die Kontamination mit Amplikons aus vorherigen Versuchen zu vermeiden. Bei der
Extraktion der DNA aus Probenmaterial wurden gesonderte Kittel getragen; Einweghand-
schuhe wurden regelméRig gewechselt, um eine Kontamination der Proben untereinander zu
vermeiden. GefaBe mit DNA-haltigen Losungen wurden vor dem Offnen zentrifugiert,
gegebenenfalls wurde das Verspriihen von Aerosol durch Verwendung kleiner Zellstofflappen
unterbunden. Ein eigens fir Extraktionen bestimmter Pipettensatz wurden zusammen mit
Einmalpipettenspitzen mit Filtereinsatzen verwendet. Losungen, insbesondere Elutions- und
Verdiunnungpuffer fur extrahierte DNA, wurden durch entsprechende PCRs auf Kontamination
gepruft.

CTAB [: Die beschriebene Methode zur DNA-Isolierung basiert auf einer Vorschrift der
offiziellen Methoden nach 835 LMBG [111]. Eine Menge von 100 mg Pflanzenmaterial (Mais-
oder Soja-Mehl, gequollene Sojabohnen) wurde mit einem sterilen Pistill in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal zerkleinert, mit 500 pl Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-Extraktions-
puffer (2 % (w/v) CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0) versetzt und
mindestens 30 min bei 65°C inkubiert. Vom Uberstand nach Zentrifugation (12000 g, RT,
10 min) wurden 250 ul in neues Reaktionsgefald tberfihrt und mit dem gleichen Volumen
Chloroform/lsoamylalkohol 24:1 fur 30 s durch Inversion gemischt. Nach Phasentrennung
durch Zentrifugation (12000 g, RT, 10 min) wurden 150 pl der oberen, wassrigen Phase in
einem weiteren Gefal3 mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt. Bei Raumtemperatur
erfolgte die Fallung von DNA fir mindestens 30 min. Das Pellet nach Zentrifugation (12000 g,
RT, 10 min) wurde mit eiskaltem, 70 % Ethanol gewaschen und im Exsikkator im
Wasserstrahlvakuum getrocknet. Die DNA von 100 mg Probe wurde Ublicherweise in 100 pl
Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5) aufgenommen und 1:10 verdiinnt in der PCR eingesetzt.
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CTAB II: Aufbauend auf die CTAB | Methode wurde mit dem gleichen CTAB-Extraktionspuffer
(600 pl pro 100 mg), jedoch zuséatzlich mit Proteinase K (20 ul) sowie RNAse A (20 pl), der
Probenaufschluss fur mindestens 2 h bei 60°C unter Schutteln durchgefuhrt. Lyophilisierte
Proteinase K wurde in PBS gelést (20 mg” mI™) oder als kommerziell erhéltliche Lésung (Fa.
E. Merck) mit definierter Proteaseaktivitat (>600 mU mI™*, nach Anson) eingesetzt. RNAse A
Lésung (20 mg ml* in PBS) wurde aus lyophilisiertem Protein hergestellt, potenziell
enthaltene DNAsen wurden durch 20 min Kochen deaktiviert. Der Uberstand des
Probenaufschlusses (300 pl) nach Zentrifugation (12000 g, RT, 10 min) wurde in ein neues
Reaktionsgefald Uberflihrt und mit 350 ul Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 extrahiert. Nach
Phasentrennung durch Zentrifugation (12000 g, RT, 10 min) wurden 250 pl der oberen,
wassrigen Phase in einem weiteren GefaR mit dem doppelten Volumen CTAB-
Prazipitationspuffer (0,5 % w/v CTAB, 40 mM NacCl, pH-Wert nicht eingestellt) versetzt und 60
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (12000 g, RT, 10 min) wurde der
DNA-Niederschlag in NaCl-Lésung (350 pl, 1,2 M) aufgenommen, mit 3 pl RNAse A versetzt,
5 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut mit Chloroform/Isoamylalkohol (350 pl)
extrahiert. Die DNA aus der wassrigen Phase wurde nach Uberfiihren (300 pl) in ein weiteres
Gefald mit Isopropanol (Zugabe 0,8-faches Volumen, 3 30 min, RT) geféllt. Das erhaltene
Pellet wurde mit 70 % Ethanol (500 ul) gewaschen, getrocknet und bei 60 °C in 100 ul Puffer
(10 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 min) aufgenommen. Nach ausgiebiger Zentrifugation wurden,
ohne Sediment aufzuwirbeln, maximal 90 pl L6sung entnommen und verwendet. Die
erhaltenen Lésungen wurden mindestens 1:10 verdinnt oder in definierten Konzentrationen
nach UV-spektroskopischer Quantifizierung zur PCR eingesetzt.

InVitek I: Die Zusammensetzung der im kommerziellen Extraktions-Kit fur Pflanzenmaterial
(Invisorb Spin Plant Kit) enthaltenen Puffer ist nicht bekannt. Ein gezielter RNA-Verdau ist
nicht vorgesehen, da der Hersteller schon durch optimierte Bedingungen eine RNA-Bindung
an das verwendete Saulenmaterial vermeiden wollte. Die Extraktionen von 60 mg Sojamehl
wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach Aufschluss der Probe (65°C,
Schiitteln, 30 min) unter Verwendung von Proteinase K und einer Zentrifugation wurden durch
Zugabe von Bindepuffer zum Uberstand die Bindebedingungen eingestellt. Diese Ldsung
wurde auf eine Zentrifugations-Saule mit DNA-bindender Matrix gegeben, 1 min inkubiert und
schlieBlich 2 min zentrifugiert. Die Sé&ule wurde 2-fach mit Ethanol-haltigem Puffer
gewaschen, getrocknet und die gebundene DNA durch Aufgabe von 100 pl des vorgewarmten
(65°C), mitgelieferten Elutionspuffers (pH 8-9) eluiert.

InVitek 1I: Die Durchfuhrung erfolgte wie bei der Extraktion InVitek I, jedoch wurde im
Anschluss an die regulare Inkubation zum Probenaufschluss ein 5 min RNA-Verdau (Zugabe
von 10 pl, 10 mg” mI™) angefiigt. Wahrend dieser Inkubation kiihite die Probe von 65°C auf
Raumtemperatur ab.

Wizard I: Homogenisiertes Probenmaterial (100-300 mg) wurden in einem Reaktionsgefald
mit 860 pl Wizard-Extraktionspuffer (10 mM Tris, pH 8,0, 1 % SDS, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA), 100 pl Guanidin-Hydrochloridldsung (5 M) und 40 pl Proteinase K (20 mg mI™?) fir

mindestens 3 h bei 60°C unter Schiitteln inkubiert. Je nach Quellverhalten der Probe,
insbesondere bei Mehlen, war der Einsatz kleinerer Mengen (50-80 mg) sinnvoll, um einen
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ausreichenden Uberstand bei der nachfolgenden Zentrifugation (15000 g, 10 min) zu erhalten.
Zum Uberstand des Aufschlusses (500 pl) wurde in einem weiteren GefaR 1 ml des DNA-
bindenden Harzes (Wizard-resin, Promega) gegeben, gemischt und 1 min inkubiert. Das mit
DNA beladene Harz wurde mit Hilfe einer Spritze mit einer Einweg-Kartusche filtriert, dort mit
2 ml 80 % Isopropanol gewaschen und anschlieBend durch Zentrifugation (15000 g, 2 min)
und Inkubation bei Raumtemperatur (5 min) getrocknet. Die Elution erfolgte mit
Niedrigsalzpuffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5) oder Wasser durch Pipettieren von vorgewarmter
50 pl Elutionsflissigkeit (70°C) in die Kammer der Kartusche. Nach 1 min Inkubation und
Zentrifugation (15000 g, 1 min) wurde der Elutionsschritt wiederholt, so dass 100 pl Eluat
erhalten wurden. Die erhaltenen Losungen wurden mindestens 1:10 verdinnt zur PCR
eingesetzt.

Wizard II: Die Durchfihrung erfolgte wie bei der Extraktion Wizard |, jedoch wurde im
Anschluss an die regulare Inkubation zum Probenaufschluss ein 5 min RNA-Verdau (Zugabe
von 10 pl, 10 mg” mI™) angefiigt. Wahrend dieser Inkubation kiihite die Probe von 65°C auf
Raumtemperatur ab.

Wizard lll: Die Durchfihrung erfolgte wie bei Extraktion Wizard Il, jedoch wurden zwei
Proteinextraktionsschritte eingefuhrt. Im Anschluss an die Inkubation zum Probenaufschluss
wurde der Uberstand (500 pl) mit dem gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
extrahiert und bis zur Phasentrennung zentrifugiert. Der tiberfiihrte wassrige Uberstand (450
ul) wurde einem 5 min RNA-Verdau (RNAse A, 10 pl, 10 mg mI™*) unterzogen, bevor ein
zweites Mal mit Chloroform/lIsoamylalkohol (450 pl) extrahiert wurde. Nach Zentrifugation
wurde ein Aliquot (400 ul) der wassrigen Phase mit dem DNA bindendem Harz (1 ml)
gemischt und analog den vorherigen Wizard-Methoden aufgearbeitet.

5.5.17 Quantifizierung der Gesamt-DNA in Lebensmittel-Extrakten

UV-Spektroskopie: Von DNA-Praparationen wurde unter Verwendung von Quarzkivetten das
UV-Spektrum von 220 bis 330 nm aufgezeichnet. Als Referenz diente der Elutionspuffer,
geeignete Verdinnungen zeigten Absorptionen von 0,01 bis 1,5 bei 260 nm. Nach Korrektur
um die Streulicht-Absorption (320 nm) wurde e,50 = 0,02 mli*ug™-cm™ zur Berechnung der
Konzentration reiner DNA herangezogen.

Fluorimetrische dsDNA Quantifizierung: Der Farbstoff PicoGreen bindet an doppelstrangige
DNA und fluoresziert nach Anregung bei 502 nm mit maximaler Emission bei 523 nm. Im
PicoGreen-Assay wurde, an das verwendete Gerat angepasst, bei 480 nm angeregt und die
Emission bei 520 nm regististriert (Spaltbreite je 3 nm, Messintervall 2 s/ Vertiefung). Es
wurde ein PC-gesteuertes Fluorimeter mit Mikrotiterplatten Adapter verwendet. Mit Assay-
puffer (2 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH 7,5) verdunnte Proben wurden mit dem gleichen
Volumen (100 pl) der Farbstofflosung (1:200 der kommerziell erhéltlichen Stammlésung, im
Assaypuffer) in einer wei3en Fluoreszenz-Mikrotiterplatte versetzt, 2-3 min bei Raumtempe-
ratur lichtgeschutzt inkubiert und ausgelesen. Zur Kalibration (Abb. 8) wurde UV-quantifizierte,
proteinfreie  dsDNA aus Wildtyp-Sojabohnen-Mehl (Wizard Ill) in kontinuierlichen (1:2)-
Verdiinnungen eingesetzt (Konzentrationsbereich von 3 - 300 ng mlI* dsDNA). Alle
Messwerte wurden doppelt, die Hintergrundfluoreszenz mindestens 3-fach bestimmt. Die
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Nachweisegrenze berechnet sich aus der 3-fachen Standardabweichung des Hintergrund-
fluoreszenz und der Steigung der Ausgleichsgerade.

100

10 4

Fluoreszenzintensitat

T ————T T
10 100
DNA [ng/ml]

Abb. 8 DNA-Quantifizierung durch PicoGreen Assay

Die Fluoreszenzintensitat (dimensionslos) ist frei skalierbar, Nachweisgrenze = 3,2 ng” mit
(Hintergrundfluoreszenz + 3" SD), (R = 0,9996, Doppelbestimmungen, 8 Standards)
Speziell fir Soja-DNA kann die Bestimmung von Pflanzenart-spezifischer DNA durch quanti-
tative, kompetitive PCR mit Kalibration durch bekannte Mengen UV- oder fluorometrisch
bestimmter DNA erfolgen (Abschnitt 6.2.8.3).

5.5.18 Realzeit-PCR mit SYBR-Green

Realzeit-PCR wurde mit dem GeneAmpO 5700 Sequence detection system und dem SYBR-
Green Kit der Firma Perkin Elmer Biosystems durchgefuhrt. Das Reaktionsvolumen betrug
25 pl. Zur Bedienung des Gerétes wurde den Angaben im Handbuch gefolgt. Die erhaltenen
Daten wurden zur Bearbeitung in das Programm Origin 6.0 (Abschnitt 5.5.19) importiert.

5.5.19 Daten Auswertung

Alle Daten wurden mit Hilfe der Software Microcal Origin 6.0 (Microcal Software) dargestelit.
Es diente ebenfalls zur Berechnung von abgeleiteten GréRen und zum Anpassen von
Ausgleichsgeraden, sowie zur Ermittlung statistischer Parameter. Zur Prifung, ob sich zwei
fehlerbehaftete Werte gleichen, wurde der Students t-Test mit einem Signifikanzniveau von
£ 5 % angewandt (Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05). Alle Ergebnisse, die mit N=2 Messun-

gen pro Standard oder Probe ermittelt wurden, sind als Mittelwert £ Abweichung vom Mittel-
wert angegeben. Alle Ergebnisse mit N 3 3 Messungen sind als Mittelwert + Standardab-

weichung angegeben. Der Variationskoeffizient einer Messung bezeichnet die prozentuale
Standardabweichung einer Messung bezogen auf ihren Mittelwert.
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Abb. 9 Ergebnis und Fehlerbestimmung einer Regression mit Konfidenzintervall

Der Datensatz entspricht der PCR-ELISA-Auswertung der kompetitiven PCR mit Primern
GMO01/GM04bio gemaR Abb. 59. TK, Messwert eines Normierungsversuches, der die Lage der
Ablesegeraden bestimmt. Die Regressionsgerade ist von Kurven, die den oberen und unteren
Konfidenzintervall begrenzen, unschlossen. An den Schnittpunkten mit der Ablesegerade, durch
Pfeile gekennzeichnet, wird das Ergebnis und der minimale und maximale Wert abgelesen.

Die Ermittlung des Ergebnisses und des Fehlers der verwendeten Regressionsgerade bei
doppelt logarithmischer Darstellung von Signal-Quotienten (Qs;, Target- / Kompetitor-Signal,
fir PCR-ELISA bzw. Gel-Auswertung) der kompetitiven PCR ist in Abb. 9 dargestellt. Ein
Konfidenzintervall (68 %) wurde mit Origin 6.0 ermittelt und die Schnittstelle der Ablesegerade
(Signal-Quotient eines Normierungsplasmids) mit der betreffenden Hillkurve um die
Regressionsgerade in einer vergrol3erten Darstellung graphisch bestimmt.
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6 Ergebnisse

6.1 Immun-Analytik

6.1.1 Erzeugung von Antikérpern gegen NPTII

Zur Antikorpererzeugung bendtigte NPTII wurde rekombinant durch Uberexpression in E. coli
Zellen und Renaturierung der anfallenden Einschlusskorper erzeugt [70]. Das Protein wies
nach Analyse durch SDS-PAGE eine Reinheit von mindestens 98 % auf. Es wurde in einem
flichtigen Puffer (Ammoniumcarbonat, 50 mM, pH 9,6) lyophilisiert. Die Immunisierung von
Kaninchen erfolgte durch subkutane Injektionen von je 500 ug NPTIl mit Adjuvanzien und 4
Booster-Injektionen. Nach Schlachtung standen insgesamt 160 ml Antiseren aus 3 Kaninchen
(A, B, C) zu Verfugung.

Eine Bestimmung des jeweiligen Titers wurde im Mikrotiterplattenformat durchgeftihrt (Abb.
10). Das Serum mit der héchsten Konzentration, Serum C, erreichte diesen Wert bei einer
1:28000 Verdunnung, die Seren A (1:21000) und B (1:13000) schon bei geringeren
Verdinnungen. Bei den weiteren Versuchen wurde Serum C eingesetzt.
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Abb. 10 Bestimmung des anti-NPTII Titers in Kaninchen Antiseren

Mikrotiterplatten wurden mit rekombinanter NPTII (50 ng) beschichtet, freie Stellen mit BSA abgeblockt
und mit verschiedenen Verdinnungen der Antiseren @ A; @ B; A C) inkubiert. Die gebundenen
Antikérper wurden mit Protein A-Peroxidase-Konjugat und der Farbreaktion mit o-Phenylendiamin
nachgewiesen. Als Titer wurde diejenige Verdiinnung definiert, bei der eine durch den Wendepunkt
der sigmoidalen Kurve fihrende Gerade, mit der Steigung der Kurve am Wendepunkt, den ELISA-
Hintergrundwert annimmt.

6.1.2 Reinigung der Antikorper aus Serum

Zur Isolierung der polyklonalen Antikorper aus Kaninchenserum durch Affinitatschromatogra-
phie wurde rekombinante NPTIl an CH-aktivierte Sepharose gekoppelt. Wenn Serum durch
dieses Saulenmaterial geleitet wurde, banden NPTII-spezifische Antikdrper vollstandig an,
wahrend sich die restlichen Serumproteine im Durchfluss befanden. Durch pH-Wechsel des
Elutionspuffers wurden die Antikorper eluiert und fraktioniert aufgefangen (Abb. 11A). Die
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relevanten Fraktionen wurden durch Titer-ELISA ermittelt (Abb. 11B) und vereinigt. Die
Ausbeute pro ml Serum wurde UV-spektroskopisch bestimmt und betrug bei Serum C
730 pg. Serum A (365 pg) und Serum B (200 pg) wiesen, entsprechend der geringeren Titer,
niedrigere Ausbeuten auf.

Die gereinigten Antikdrper wurden im SDS-PAGE-Gel analysiert (Abb. 11C) und erzeugten im
nicht reduzierten Zustand eine hochmolekulare Bande (> 94 kDa), wie fir ein Antikdrper
(Masse circa 150 kDa) erwartet. Im reduzierten Zustand sind die schweren Ketten (50 kDa)
deutlich sichtbar, wahrend die leichten Ketten (25 kDa) nur als Schmier zu erkennen sind. Die
Auftragung des ungereinigten Serums verdeutlicht die Menge und Vielzahl der entfernten
Proteine.
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Abb. 11 Affinitaitschromatographische Fraktioniering des Antikérperserums

A, Chromatogramm; Durchlauf bei Auftragung von 1 ml Serum bis V, (5 ml, PBS pH 7,3); Elution durch
pH-Sprung bei V, (20 ml, Glycin pH 2,8); Antikérper-Peak bei \4 (25 ml). B, Identifizierung relevanter
Fraktionen durch Titer-ELISA; C, SDS-PAGE (11 %, Coomassie-Farbung); alle unter reduzierenden
Bedingungen: P1 Antiserum (pur, 1,5 pl), P2, affinitatsgereinigter Antikorper (8,8 pg); M, GréRenstan-
dard. Analyse unter nicht reduzierenden Bedingungen: P3, affinitatsgereinigter Antikdrper (8,8 ug).

6.1.3 NPTII Nachweis durch Western-Blot

Die gentechnisch veranderten PGIP-Tomaten tragen neben einem Gen fir ein Polygalacturo-
nase-inhibierendes Protein (PGIP, polygalcturonase inhibiting protein), das Resistenz gegen
Befall durch pathogene Pilze erzeugen soll, das npt /I-Gen. Das Markerenzym NPTII wird
unter Einfluss des Nopalinsynthase Promotors konstitutiv exprimiert und erméglichte eine
Kallusselektion der transformierten Organismen.

Mittels Western-Blot kann NPTII im Proteinextrakt nach elektrophoretischer Auftrennung
entsprechend der Gré3e im SDS-PAGE-Gel, Transfer auf eine Membran und Immundetektion
mit spezifischen Antikdrpern detektiert werden. Zwei Wege wurden zu diesem Nachweis
beschritten, die sich im Nachweis der Immundekoration unterscheiden.

Unter direkter Verwendung von verdinntem Antiserum C (1:3000) banden darin enthaltene
anti-NPTII-Antikorper an das auf die Membran transferierte Antigen. Anschlie3end wurden
gebundene Antikdrper mit Protein A-Peroxidase Konjugat in einer Farbreaktion mit 4-Chlor-1-
Naphthol sichtbar gemacht. Der Nachweis von 6 bis 15 ng rekombinanter NPTII pro Spur war
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so mdglich. Dies war jedoch nicht empfindlich genug, um die Expression von NPTII in
Geweben gentechnisch veranderter PGIP-Tomaten nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).

Eine geringere Nachweisgrenze fir NPTII ist durch Verwendung des Streptavidin/Biotin
Systems zur Detektion des primar gebundenen anti-NPTII-Antikorpers erreicht worden. Die
auf die Membran transferierte NPTII wurde dazu mit affinitatsgereinigten, biotinylierten
Antikorpern des C-Serums immundekoriert. Auf Grund der extrem hohen Affinitdt von
Streptavidin (SAv) und Biotin erfasst das Konjugat aus SAv und alkalischer Phosphatase (AP)
die Antikorper nahezu vollstandig. Das Indikatorenzym wurde Uber die Farbreaktion mit 5-
Brom-4-chlor-3-indoylphosphat und Nitrotetrazoliumblau (BCIP/NBT) nachgewiesen.

Der wesentlich empfindlichere Nachweis mit dem Streptavidin/Biotin-System war zuerst nur
begleitet von Stdrsignalen, horizontal und vertikal auf dem Blotmembran orientiert, moglich.
Streifen Uber die gesamte Breite der Membran wurden durch Elektrophoresesubstanzen
verursacht. Daher wurde das Trenngel ohne Glycerin angefertigt und die Dicke der Gele auf
0,5 mm halbiert. Hohe Proteinbeladungen verursachten zusatzliche, schwache Banden
innerhalb einer Elektrophoresespur. Eine unerwiinschte Anbindung des SAv-AP-Konjugats
z.B. an weitere Proteine der Probe, die gelegentlich beobachtet wird [112], wurde durch
Schritte, die Uber den ublichen BSA-Blockierschritt hinausgehen, verhindert. Die Stérung
wurden durch eine sequenzielle Behandlung der Membran mit SAv und Biotin reduziert.
Unerwiinschte SAv-Bindestellen von Proteinen werden durch SAv blockiert, so dass das SAv-
AP-Konjugats hier nicht mehr gebunden werden kann. Die Biotin-Bindekapazitat des im
zusatzlichen Blockierschritt verwendeten SAv wurde anschlielend vollstdndig durch freies
Biotin abgesattigt, so dass der biotinylierte Antikdrper nicht an das zusatzliche SAv binden
konnte.
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Abb. 12 Nachweis der NPT Il im verbesserten Western-Blot

Western-Blot nach SDS-PAGE (11 %) mit biotinyliertem Antikdrper. A, Verdinnungsreihe, Spur 1 bis 8,
5,25,1,5,1,0,5, 0,3, 0,2 und 0,1 ng rekombinante NPTII, Spur 9, leer. B, Western-Blot Analyse von
Tomaten-Proteinextrakten, M, Indian Ink gefarbter Marker; NPT, 1 ng rek. NPTII; wt, Wildtyp-Tomate;
GVO, gentechnisch verédnderte PGIP-Tomate, die Probenextrakte enthalten je 6 pg Protein nach
Bradford-Bestimmung.

Die Nachweisgrenze fur NPTII im verbesserten Western-Blot mit biotinylierten Antikdrpern
und zusatzlichem Streptavidin/Biotin Blockierschritt liegt bei 0,1 ng (Abb. 12A). Sie liegt damit
um den Faktor 60 niedriger als im zuvor beschriebenen Western-Blot mit den Antiseren. In
einem Proteinextrakt einer gentechnisch veranderten PGIP-Tomate konnte mit dieser
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Prozedur daher erfolgreich NPTII hachgewiesen werden (Abb. 12B). Die entsprechende Spur
weist bei der gleichen Laufweite wie das rekombinante Protein eine Bande auf, wéhrend hier
fur die Wildtyp-Tomate kein Signal erscheint. Man kann abschétzen, dass die NPTII-Menge
pro Gesamtprotein deutlich kleiner als 1 ng NPTII/ 6 pg (< 167 ppm) ist.

6.1.4 NPTII-Sandwich ELISA

6.1.4.1 Entwicklung des sandwich-ELISA

Ein ELISA im Sandwich-Format beinhaltet die schrittweise Adsorption affinitatsgereinigter
Antikorper an die Mikrotiterplatte, Blockieren der verbleibenden freien Oberflache, Inkubation
mit Standards oder Proben und Inkubation mit biotinylierten Antikérpern. Daran schlief3t sich
die Dekoration mit SAv-AP Konjugat, das die Farbreaktion mit p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
ermoglicht (Abb. 2, Seite 13).

Durch Optimierung der verschiedenen Konzentrationen des immobilisierten und des
biotinylierten Antikbrpers sowie unterschiedlicher Inkubationszeiten wurde ein ELISA-Protokoll
erstellt, das bei linearer Kalibration die Quantifizierung der NPTII bis zu 0,8 ng’ ml?
erméglicht. Die Nachweisgrenze betrug (0,03 + 0,01) ng” mlI™. Sie wurde jeweils aus der 3-
fachen Standardabweichung des Nullwertes von 3 Kalibrationen gebildet. Der durchschnitt-
liche Variationskoeffizient einer dreifach bestimmten OD eines Messpunktes einer Kalibration
(R =0,998) mit N = 9 Punkten betrug 2 %.

Die in dieser Arbeit rekombinant hergestellte NPTIl wurde mit der NPTII eines kommerziell
erhaltlichen ELISA-Kits verglichen, die Uber die Neomycinaffinitdt chromatographisch aus
Lysaten von E. coli-Zellen, die mit dem Transposon Tn5 ausgestattet sind, gereinigt worden
war. Im ELISA der Fa. 5’Prime® 3'Prime zeigten beide NPTII-Praparationen die gleichen Stei-
gungen, Hintergrundwerte und Nachweisgrenzen. Die Enzym-Praparationen waren nicht
unterscheidbar. Somit erlaubte die Verwendung rekombinanter NPTII als Standard ebenfalls
die Bestimmung nativer NPTIl aus GVO Tomaten.

6.1.4.2 Ausarbeitung der Extraktionsbedingungen

Als Modellpflanze fir den Nachweis von GVO-Protein dienten PGIP-Tomaten, die
mechanisch in Gegenwart eines Extraktionspuffers (EP, Seite 32) aufgeschlossen wurden.
Dieser Puffer wurde von Rogan et al. [113] fur die Extraktion von Proteinen aus
Baumwollpflanzen optimiert. Ein Vergleich der ermittelten NPTII- und Gesamtprotein-Mengen
(NPTIH-ELISA bzw. Bradford-Bestimmung) nach Extraktion von PGIP-Tomaten mit
verschiedenen Puffern, denen je eine Komponente fehlte, legte nahe, dass Tween 20 im EP
die allgemeine Proteinfreisetzung beim Aufschluss erhoht. Die weiteren Komponenten
(Ascorbat, Magnesiumchlorid, Natriumborat), im Vergleich zu reinem Tris-Puffer (mit und
ohne Tween), haben eine stabilisierende Wirkung auf die Immundetektierbarkeit der NPTII
(nicht dargestellt). Somit ist der EP zur Extraktion von Tomaten geeignet.

Sowohl bei Ultraschall- als auch bei Turrax-Behandlungen wurde das Tomatengewebe
effizient durch die Scherkréafte aufgeschlossen. Die Menge an freigesetztem Gesamtprotein
unterschied sich bei beiden Methoden nicht. Bei einem Masse-zu-Volumen Verhaltnis von 1:5
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(2 g Tomate/10 ml EP) wurden 132 + 46 pg” ml* Protein (N = 4, 20 s Turrax) freigesetzt.
Durch eine 4-fache Wiederholung des Aufschlusses liel3 sich nur ein geringer
Ausbeutezugewinn von 15 % erreichen. Alternativ wurde durch Inkubation von Fruchtfleisch in
eisgekihltem Extraktionspuffer und anschlie3endem, heftigem Schitteln (vortexen) ebenfalls
Protein freigesetzt. Mit 64 + 8 pg’ ml* (N = 4) ist diese Proteinmenge um den Faktor 2
geringer, aber ausreichend hoch zum Nachweis der NPTII-Expression in PGIP-Tomaten
durch den Sandwich-ELISA.

Die 20 s Turrax-Behandlung und die schonenden Extraktionen durch Schutteln glichen sich in
der durch ELISA nachgewiesenen Menge NPTII pro Gesamtprotein. Bei mehrfachen Turrax-
Behandlungen nimmt jedoch die NPTII-Menge relativ zur Proteinmenge ab. In Abb. 13 ist dies
an zwei Beispielen dargestellt. Die nachgewiesene Menge NPTII sinkt auf 69 % bei hohem,
ursprunglichem Gehalt, beziehungsweise auf 29 % bei niedrigerer Ursprungskonzentration.
Auf Grund der Empfindlichkeit der NPTII gegentber intensivem, mechanischem Aufschluss
wurde dieser auf eine 20 s Turrax-Behandlung begrenzt.
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Abb. 13 Einfluss des mechanischen Probenaufschlusses auf die Proteinextraktion

Fruchtfleisch zweier Tomaten wurde durch einmaliges Vortexen (90 s, zuvor 30 min Inkubation auf Eis)
oder mehrfach durch Turrax-Behandlungen (je 20 s, 13500 U minY) auf Eis aufgeschlossen. Der
Quoatient von NPTII-Gehalt (NPTII-ELISA) und der Gesamtproteinmenge (Bradford-Test) wurde gebildet
und auf den maximalen Gehalt der Probe (@ 21, B 34 ng NPTII/ pg Protein) normiert.

AnschlieBend wurden verschiedene Einfliisse, denen NPTII als Bestandteil gentechnisch
veranderter Tomaten durch Prozessierung als Lebensmittel ausgesetzt ist, simuliert und der
NPTII-Nachweis durchgefuhrt. Die meisten Tomaten werden wéhrend der Verarbeitung
erhitzt, z.B. beim Zerkleinern (hotbreak, 70°C-95°C), wahrend der Verarbeitung (Eindicken
von Tomatenpiuree bei 78°C, Pulvertrocknung in Spruhtirmen), bei der Abfillung (90°C,
Tomatenmark) und bei der Sterilisation (95°C, Tomatenpulpe, Schéltomaten) [114].
Tomatenmark stellt dariber hinaus eine saure Probenmatrix dar. Zwei Gramm doppelt
konzentriertes Mark geldst in 10 ml Wasser zeigten einen pH-Wert von 4,3.

Nach 120 min im sauren Milieu einer Testlésung (pH 4,3) war NPTII in Gegenwart von 0,5 %
BSA bei Raumtemperatur durch ELISA noch nachweisbar. Bei Inkubation der gleichen
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Losung bei 90°C (Konditionen der Tomatenmarkabfiillung) prazipitierte in weniger als 2,5 min
massiv Protein. Im Uberstand war nach Umpuffern auf pH 7,1 keine NPTII detektierbar (Abb.
14).
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Abb. 14 Einfluss thermischer Behandlung der NPTII auf ihren Nachweis durch ELISA

Nach thermischer Behandlung wurde die Lésung zentrifugiert und der Uberstand mit Hilfe des NPTII-
ELISA analysiert. A, 90°C in Citratpuffer pH 4,3, anschlieRend umgepuffert auf pH 7,1; @, 90°C in PBS;
H 70°C in PBS; alle Puffer enthalten 0,5 % BSA und 0,1 % Tween 20.

Nach kurzer Inkubation bei 90°C in PBS (pH 7,3) mit 0,5 % BSA war die durch ELISA
nachweisbare Menge NPTII auf 17 % gesunken. Im Verlauf langerer Inkubation bei diesen
Bedingungen steigt der Anteil leicht auf 26 % der initialen Testldsung. Es wurde nach scharfer
Zentrifugation (21000 g, 10 min) optisch kein prazipitiertes Protein detektiert, jedoch
opaleszierte die Losung. Die Abnahme der nachweisbaren Menge NPTII ist bei 70°C und
gleichen Pufferbedingungen deutlich zu verfolgen. Nach 10 min wurde ein Niveau von 13 %
erreicht. Es wurde keine Verfarbung der Lésung oder ausgefallenes Protein beobachtet. Die
verschiedenen Nachweis-Niveaus fur 90°C- und 70°C-Behandlung sind erstaunlich. Sie
konnten eventuell durch verschiedene Konformationen der denaturierten aber noch I6slichen
NPTII bedingt sein.

Wurden die Proteinextrakte aus Tomaten unzureichend verdiinnt, trat ein Matrixeffekt bei der
Kalibration der NPTIl auf. Betrug im Proteinextrakt der Standardlosungen der Anteil aus
Wildtyp-Tomaten 20 %, war die erhaltene Gerade im Vergleich zu Standards in reinem
Probenpuffer (PBS-T-BSA) parallel zu hoheren OD-Werten verschoben (Geradengleichung,
OD = A + B" ¢ nprui; Ordinaten-Abschnitt, A = OD(cnpr = 0); Steigung, B = DOD/Dcnpri).
Dies wurde an zwei gleiche Kalibrationen, im Bereich von 0 bis 0,8 ng NPTII" mI™* angefertigt
mit und ohne Proteinextrakt einer Wildtyp-Tomate (je 8 Standards, R = 0,999), deutlich. Sie
wiesen gleiche Steigungen (Bmit extrakt = 0,944 £ 0,020, Bohne extrake = 0,953 + 0,020) aber
unterschiedliche Achsenabschnitte auf (Anmit extrakt = 0,206 + 0,008, Avnne extrakt = 0,159 =*
0,008). Die Zugabe von 20 % Wildtyp Tomaten-Extrakt erhohte die gemessenen NPTII-
Konzentration also formal um (0,049 + 0,009) ng” ml™*. Diese Auswirkung des Matrixeffekts
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wurde durch einen verringerten Probenanteil, maximal 10 % des aufgetragenen \blumens,
erfolgreich umgangen (Daten nicht gezeigt).

6.1.5 Anwendung des NPTII-ELISA auf PGIP-Tomaten

Zur Veranschaulichung wird die Analyse verschiedener Transformationslinien der PGIP-
Tomate und einer Wildtyp-Tomate vorgestellt.

Nach Turrax-Aufschluss wurden unterschiedlich hohe Konzentrationen an Gesamtprotein je
Probe gemessen (Abb. 15A, B). Dies spiegelt die unterschiedliche Einwaage und Effizienz
beim Aufschluss wider. Im ELISA wiesen die Extrakte der Proben 2, 3 und 4 deutlich NPTII
auf, wahrend die Wildtyp-Tomate (Probe 1) hingegen kein Signal fir NPTII zeigt (Abb. 15C,
D), da die OD Werte des ELISA hier im Bereich des Hintergrundes liegen. Bezieht man den
NPTII-Gehalt jeder individuellen Probe auf das extrahierte Gesamtprotein, ergibt sich fir die
Tomate Probe 2 (Line 6-20, single copy Insertion des TransformationsPlasmids) ein Gehalt
von (30+3) ng NPTIl/ug Protein (N = 3). Dieser Wert ist nicht signifikant unterschiedlich zu
(33 £ 5) ng NPTIl/ug Protein fir Tomate Probe 3, die aus der selben Transformationslinie
stammt (Line 6-14, single copy). Im Gegensatz dazu wurde fiir Probe 4 (Line 3-39, multi
copy) mit (12 = 1) ng NPTIl/ug Protein nur etwa 40 % des NPTII-Gehaltes der beiden anderen

Proben gefunden. Befunde dieser Art werden haufiger berichtet. Sie kénnen eventuell durch
Positionseffekte der transgenen DNA innerhalb des Genoms bedingt sein.

Der Mittelwert der Variationskoeffizienten (CV) wurde aus drei unabhangigen Messungen
einer Probe gebildet (CV probe 1= 10,3 %; CV prope 3 = 16,8 %; CV prope 4 = 9,0 %); die Werte flr
Wildtyp-Tomate, die zwangslaufig einen hohen relativen Fehler beinhaltet, wurden daher nicht
eingeschlossen. Durch die wiederholte, parallele Analyse konnte eine Intra-Assay Variation
von durchschnittlich 12 % fur die GVO-positiven Analysen ermittelt werden.
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Abb. 15 NPTII Quantifizierung der NPTIl in gentechnisch veranderten PGIP-Tomaten

In drei parallelen Analysen wurden Probe 1 (Wildtyp-Tomate), Proben 2 und 3 (PGIP-Tomate der Linie
6) und Probe 4 (PGIP-Tomate der Linie 3) untersucht. Zur Extraktion wurden 1,5 bis 2,2 g Fruchtfleisch
in 12 ml EP mit Turrax aufgeschlossen. A, Kalibration Bradford (quadratische Regression, R = 0,9989,
N = 3 Messwerte pro Standard); B, Gesamtproteinkonzentration gemessen im unverdinnten Extrakt (N
= 3 Messwerte pro Probe); C, Kalibration NPTII-ELISA (R = 0,9995, N = 2 Messwerte pro Standard); D,
NPTII-Gehalt in 1:10 Verdiinnung gemessen (N = 2 Messwerte pro Probe); E, relativer NPTII-Gehalt.

6.1.6 Anwendung des NPTII-ELISA auf Zeneca Tomaten

Im Rahmen des EU-Projektes wurden auch Proben der gentechnisch veranderten Zeneca-
Tomaten zuganglich. Diese dienten urspringlich zusammen mit Wildtyp-Tomaten in einem
gualitativen Ringversuch auf Nukleinsaureebene als unbekannte Proben.

Aus 10 unbekannten Proben und zwei Kontrollen wurde jeweils Gesamtprotein extrahiert und
die Konzentration nach Bradford bestimmt (Mittelwert = 121 + 58 pg” mI™?). Diese Extrakte
wurden mit Probenpuffer 1.5 verdinnt und mittels NPTII-ELISA analysiert. Der zu erwartende
Matrixeffekt durch die erhohte Probenmenge wurde billigend in Kauf genommen, da die NPTII-
Konzentration der Positiv-Kontrolle in Vorversuchen lediglich im Bereich der Nachweisgrenze
des ELISAs lag. Den Vorversuchen entsprechend wurde dann die Kalibration (R = 0,9992,
Abb. 16A) durch niedriger konzentrierte Standards angepasst. Zusatzlich wurde durch
verlangerte Inkubation mit biotinyliertem Antikorper (140 statt 60 min) das ELISA-Protokoll
leicht modifiziert. Die Nachweisgrenze fur NPTIl in diesem speziellen Experiment ketrug
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0,011 ng” mI™*. Der NPTII-Gehalt relativ zum Protein-Gehalt der Proben A2, A4, A5 und A9 lag
Uber dem der Positiv-Kontrolle, es handelte sich hierbei also um gentechnisch verénderte
Tomaten. In den verbleibenden 6 Tomaten (Al, A3, A6, A7, A8, A10) wurde keine NPTII
exprimiert, also handelte es sich hier um Wildtyp-Tomaten (Abb. 16B).

Eine Bestatigung diese Ergebnisses wurde durch PCR-Analyse erhalten (Daten von T.
Borchers zur Verfugung gestellt). Aus 100 mg Fruchtfleisch der gleichen Tomaten wurde
nach der CTAB | Methode DNA gewonnen und Polygalacturonase-Sequenzen durch PCR mit
den Primern: PG24L und PG24R amplifiziert. In jedem DNA-Extrakt mit amplifizierbarer DNA
muss ein Amplikon von 383 bp fir das Wildtyp-Polygalacturonase Gens erscheinen.
Zusatzlich ist bei gentechnisch veranderten Tomaten ein 180 bp langes Fragment sichtbar.
Dieses zeigt die verkirzte, zusatzlich insertierte Polygalacturonase Sequenz an. Die Proben
A2, A4, A5 und A9 wiesen, wie die Positiv-Kontrolle, diese 180 bp-Bande auf und stammen
aus gentechnisch veranderten Tomaten (Abb. 16C). Das Ergebnis entspricht demjenigen der
Proteinanalytik.

Bei den untersuchten Zeneca Tomaten betrug der NPTII-Gehalt pro Gesamtprotein nur einen
Bruchteil desjenigen der PGIP-Tomaten. Dies kann grundsatzlich durch eine geringere
Expressionsrate, verursacht durch unterschiedliche, vorgeschaltete Promotoren oder durch
Positionseffekte im Genom der transformierten Tomaten, bedingt sein. Der besonders
geringe relative Gehalt der Positivkontrolle ist wahrscheinlich durch mehrfache Auftau- und
Gefrierprozesse der Probe bedingt, die zu Vorversuchen herangezogen wurde.
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Abb. 16 Priufung auf NPTII Protein und GVO-DNA in Zeneca-Tomaten

A, Kalibration des NPTII-ELISA; B, relativer NPTII-Gehalt bezogen auf extrahiertes Gesamtprotein; C,
qualitative DNA-Analyse mit PG spezifischen Primern, Agarosegel. Neg, Negativ-Kontrolle, Wildtyp-
Tomate; Pos, Positiv-Kontrolle, gentechnisch verdnderte Zeneca Tomate mit NPTII-Expression und
zusatzlicher, nicht-Wildtyp PG-Sequenz; Al bis A10, Tomatenproben.

6.2 DNA-Analytik

6.2.1 Konzept der DNA-Nachweise

Die in dieser Arbeit dargestellten Methoden zur DNA-Analytik basieren auf der Extraktion von
DNA aus Probenmaterial, ihrer Amplifizierung in Gegenwart von Kompetitor-Plasmiden und
der Detektion der entstandenen PCR-Produkte durch PCR-ELISA.

Die Extraktion aus dem Probenmaterial wurde mit verschiedenen Methoden durchgefihrt, die
in Abschnitt 6.2.2 dargestellt und verglichen werden. Die Auswahl einer geeigneten
Polymerase zur Vervielfaltigung der DNA durch PCR, insbesondere wenn mehrere Produkte
entstehen sollen, ist ein entscheidender Schritt (Abschnitt 6.2.3). Die klassische DNA-Analytik
fuhrt mit Gel-Elektrophorese der PCR-Produkte und Ethidiumbromidfarbung primar zu
gualitativen Aussagen, die visuell gewonnen werden. Mit dem in Abschnitt 3.5 vorgestellten
PCR-ELISA wird durch spezifische Hybridisierung in Mikrotiterplatten eine objektive Messung
mit digitaler Auslesung ermdglicht. An einem Beispiel (Abschnitt 6.2.4) werden Fehlerquellen
der qualitativen PCR-Analytik ohne Kompetitoren aufgezeigt, die die Notwendigkeit von
Inhibitions- und Amplifikationskontrollen begriinden.
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6.2.2 DNA-Extraktion

Die Isolierung ausreichender DNA-Mengen fir die PCR stellt wegen der enormen
Vervielfaltigung der Zielsequenz in diesem Verfahren primér ein geringes Problem dar. In der
Tat kann man aus Soja- und Mais-Mehlen oder Bohnen mit einfachen, schnellen Methoden
DNA isolieren, die fur qualitative Ja/Nein-Aussagen durch PCR geeignet ist. Flr quantitative,
kompetitive PCR-Verfahren, die in dieser Arbeit erarbeitet wurden, ist jedoch eine Quanti-
fizierung der als Templat eingesetzten DNA notwendig.

Korrekte Quantifizierung setzt in der Regel die Abtrennung der koextrahierten Ribonuklein-
saure (RNA) oder Proteine voraus. In Handbiichern der Molekularbiologie [115, 116] wird eine
Begutachtung der Qualitat und Quantitét der extrahierten DNA im Agarosegel empfohlen. Die
Aussagekratft ist aber, bis auf die Beurteilung der Fragmentierung, gering. Die Quantifizierung
der DNA in Extrakten erfolgte daher generell mittels UV-Spektroskopie unter Verwendung der
Absorption der enthaltenen Purin- und Pyrimidin-Basen bei 260 nm. Bei dieser Wellenl&nge
zeigen DNA und RNA ein Absorptionsmaximum; Proteine liefern trotz ihres
Absorptionsmaximums bei 280 nm ebenfalls einen Beitrag. Zur Beurteilung des Proteinanteils
wurde der Quotient aus ODyg0/280 herangezogen, der fir proteinfreie Extrakte 1,8 betragt
[115].

Fluoreszenzspektroskopie mit dem Farbstoff PicoGreen stellt ein Quantifizierungsverfahren
fur doppelstrangige DNA dar. An dsDNA gebunden fluoresziert der Farbstoff nach maximaler
Anregung bei 502 nm mit maximaler Emission bei 523 nm [117]. Der PicoGreen-Assay ist
tber einen groRen DNA-Konzentrationsbereich (1 ng” mI™* bis 1 pg” ml™) linear (Abb. 8, Seite

45). Er wurde zur Quantifizierung der DNA in Extrakten mit Protein- oder RNA-Verunrei-
nigungen eingesetzt.

Tab. 7 zeigt eine Zusammenstellung typischer Daten verschiedener Extraktionsmethoden.
Sie wurden zu verschiedenen Zwecken und Zeitpunkten wahrend der Anfertigung dieser
Arbeit genutzt und sind im Folgenden beschrieben.

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), ein kationisches Detergenz, das der wesentliche
Bestandteil des Extraktionspuffers der CTAB | und CTAB II-Methode ist, zerstort die Zell- und
nukledren Membranen der Pflanzen und anderer Gewebe unter Freisetzung der DNA und
weiterer Komponenten. Durch unterschiedliche Lo6slichkeiten im Vergleich zu Polysac-
chariden gelangt DNA dabei unter Hochsalzbedingungen bevorzugt in Lésung [118]. Ldsliche
Proteine im Extrakt werden durch eine Chloroform/lsoamylalkohol-Extraktion entfernt und die
verbleibende DNA kann nach Isopropanol-Fallung, Entfernung von CTAB und Salz durch
Ethanol-Waschschritte und Aufnahme in einem geeigneten Puffer zur PCR eingesetzt
werden (CTAB I). Ein DNA-Abbau durch freigesetzte endogene Nukleasen wird durch EDTA
im Extraktionspuffer unterbunden; es chelatisiert deren Cofaktoren Magnesium- und Calcium-
lonen. Kann bei der Isopropanolfallung mitgerissenes CTAB, das die PCR stark inhibiert, nicht
vollstandig entfernt werden, besteht die Mdglichkeit falsch negativer Ergebnisse. Die Basis-
Methode CTAB | ist mit geringem Zeit- und Arbeits-Aufwand verbunden; sie liefert jedoch
Protein-haltige Extrakte mit Quotienten ODg0/280 Weit unter dem idealen Wert von 1,8 (Tab.
7). Da die ebenfalls extrahierte RNA nicht abgedaut und daher coprazipitiert wurde, war eine
DNA-Quantifizierung per UV-Spektrum nicht sinnvoll. RNA in frisch erzeugten Extrakten war
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nach Agarosegelelektrophorese deutlich als hochmolekularer Schmier sichtbar (nicht
gezeigt). Der Pico Green-Assay zeigte, dass im DNA-Extrakt lediglich 5-10 % der Absorption
bei 260 nm auf dsDNA zuriickgehen, ein Befund der sich ebenfalls bei Zimmermann et al.
[119] findet.

Tab. 7 Vergleich der DNA-Extraktionsmethoden

DNA-Konzentrationen sind ungeachtet der RNA- und Protein-Gehalte UV-spektrometrisch bestimmt
(OD2g 1 =50 ug” ml™) und beziehen sich auf 100 mg Einwaage und 100 ul Endvolumen. Die Spalte
.RNA entfernt” kennzeichnet, ob wahrend der Extraktion gezielt RNA abgebaut wurde. Probenarten
sind in der Regel Mehl oder Bohnen. Der berechnete Zeitbedarf bezieht sich auf parallele Bearbeitung
von circa 10 Proben von der Einwaage bis zur Elution, ohne eine gegebenenfalls vorrausgehende
Homogenisierung zu bertcksichtigen.

Extraktions-  Probenart Proben-  DNA Konzentration ~ ODyggps0 RNA Dauer
methode zahl [g” mlY] MW * SD entfernt  [h:min]
CTAB | Sojabohne 15 526 £ 175 1,36 £ 0,06 nein @ 2:20
CTAB Il Sojamehl 18 150 + 80 193+0,04 ja 6:20
CTAB I prozessierte 6 48 + 25 164029 ja 6:20
Lebensmittel®  5° 54 +21 ° 1,76 £0,1 °
InViTek | Sojamehl 3 327 + 112 1,69 £0,37 nein® 1:40
InViTek Il Sojamehl 3 123 + 102 092+0,15 ja 1:45
Wizard | Sojamehl 18 1059 + 232 1,58+0,03 nein® 4:20
Wizard Il Sojamehl 9 184 + 16 1,39 +0,07 ja 4:25
Wizard Il Maismehl 12 118+ 8 1,75+0,05 ja 4:25
Wizard IlI Sojamehl 4 331+34 1,76 £0,02 ja 5:05
Wizard IlI prozessierte 6 183 +94 1,74+0,1 ja 5:05

Lebensmittel ¢

MW: Mittelwert; Anteil der DNA an der Absorption (OD »g0) nach Pico-Green Assay: *5-10 %,° nicht ermittelt, © 50-
90 %. ? Die 6 prozessierten Lebensmittel bestanden aus: getrocknetem und gemahlenem, hitzesterilisiertem,
gekochtem Mais; einem Mais- und Sojamehl-Gemisch (je 50 %); Maisgriel; texturiertem Sojaprotein; 2 Tofu
Praparationen; © Wertung ohne AusreilRer: Soja/Mais-Mehlgemisch.

Aufbauend auf die CTAB I-Methode war im CTAB II-Protokoll mit dem gleichen Puffer, jedoch
zusatzlich mit RNAse A und Proteinase K zur Unterstutzung der Zelllyse, eine DNA-Extraktion
moglich, die zu deutlich verbesserter DNA-Qualitéat fuhrte. Nach der Entfernung der
Hauptproteinfraktion durch Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion, war der wesentliche Schritt
hierbei die selektive Fallung hochmolekularer DNA. Sie wurde durch Senkung des CTAB-
Gehaltes auf 1 % und des Salzgehaltes auf 0,5 M NaCl erreicht. Das DNA Prazipitat war
unter Hochsalzbedingungen (> 0,7 M) wieder I8slich und der RNA-Verdau wurde noch einmal
fortgesetzt. Eine zweite Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion, bei der in der Regel nur noch
eine geringe Interphase sichtbar war, wurde durchgefihrt, bevor die DNA mit Isopropanol
gefallt und mit 80 % Ethanol gewaschen wurde. Diese aufwandigere Methode lieferte fur Soja-
Mehle Protein- und RNA-freie Extrakte bei akzeptablen Ausbeuten. Fir eine Auswahl von
starker prozessierten Lebensmitteln waren die Ausbeuten zwar deutlich geringer, jedoch lag



Ergebnisse 59

der Quotient ODggo1280, aulder fur eine einzelne Probenart (Ausrei3er), im Bereich fir
proteinfreie DNA-LOsungen.

Die InViTek | Extraktions-Methode ist mit wenig Arbeitsaufwand schnell durchzufiihren. Die
Probe wurde unter Zusatz von Proteinase K aufgeschlossen, die DNA in bestimmten Puffern
(Zusammensetzung unbekannt) im Durchfluss an eine Festphase (Zentrifugationssaulen)
gebunden und in Niedrigsalzpuffer eluiert. Es werden der CTAB | Methode entsprechende
Nukleinsaure Ausbeuten eines Gemisches aus DNA und RNA erhalten. Schliel3t man einen
RNA-Verdau an die Extraktion an (InViTek II), zeigt sich am Quotient OD5g0/250, dass Proteine
nicht ausreichend entfernt werden.

Den Wizard Methoden [, 1l und Il lag ein Probenaufschluss mit anionischem Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) zu Grunde, der in Gegenwart von EDTA, Proteinase K und
Guanidinium Hydrochlorid (GuHCI) durchgefuhrt wurde. EDTA inhibiert Nukleaseaktivitaten,
Proteinase K und GuHCI unterstitzen die Zelllyse. Die erhaltene Aufschlusslosung wurde
ohne zusatzliches Einstellen von Bindebedingungen zu einer Suspension von DNA-bindenem
Harz (Wizard Resin, Promega) gegeben. AnschlieRend wurde durch eine Kartusche filtriert,
mit 80 % Isopropanol gewaschen und durch Niedrigsalzpuffer in der Warme eluiert (Wizard I).
RNA band unter diesen Bedingungen ebenfalls an das Harz. Ein RNA-Anteil, bezogen auf die
OD260 , von 10 bis 50 % wurde mit Hilfe des Pico Green Assay gefunden. Ein RNA-Verdau
nach dem Probenaufschluss schlief3t jedoch den RNA-Anteil von der Ko-Extraktion aus
(Wizard Il). Um Proteinverunreinigungen effektiver zu entfernen, sieht die Wizard Ill Methode
nach dem Probenaufschluss zwei Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktionen vor. RNA wurde
nach der ersten Extraktion verdaut, verbleibendes Protein und die zuvor zugegebene RNAse
A wurden in der zweiten Extraktion entfernt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie im Wizard |
Protokoll beschrieben. Die leicht erhdhte DNA-Ausbeute aus Sojamehl bei Anwendung des
Wizard lllI- statt des Wizard Il-Protokolls wurde vermutlich durch eine ungeschmalert
verfligbare DNA-Bindungskapazitat des Harzes erreicht. Proteinadsorption an das Harz, als
eine mogliche Konkurrenzreaktion, fand in geringerem Umfang statt.

Durch die Wizard | Methode wurde im Vergleich zum CTAB | Protokoll, bei geringerer Verun-
reinigung des Extraktes mit Proteinen, eine hohe Ausbeute an Nukleinsauren (DNA+RNA)
erzielt. Wurde die RNA im Zuge der Extraktion verdaut, sinkt die durch OD,go bestimmte
Ausbeute erwartungsgemal® (CTAB Il + Wizard II). Jedoch stieg im Falle der Wizard 11 DNA-
Extraktion aus Sojamehl der Grad an Proteinverunreinigung (OD2g0/280 << 1,8). Dies Problem
trat bei Mais Extraktionen nicht auf (ODze0/280 » 1,8). Mais enthalt mehr Starke als Soja, die

sich ihrerseits durch einen hohen Proteinanteil auszeichnet.

Um mdoglichst jeder Probenart, inklusive Mschungen gerecht zu werden und reine, UV-
quantifizierbare DNA mit einem universellen Protokoll zu isolieren, eignet sich die Wizard Il
Methode, bei der RNA und Protein gezielt entfernt wurde, am besten. Mit ihr konnte sowohl
aus Sojamehl wie auch aus einer kleinen Auswahl von prozessierten Lebensmitteln DNA in
gewunschter Qualitat bei guten Ausbeuten isoliert werden. Detailierte Daten einer Wizard Ill-
Extraktion sind ebenfalls in Abschnitt 6.2.8.3 (Seite 116) dargestellt.

6.2.3 Auswahl der PCR-Bedingungen
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Der folgende Abschnitt zeigt die Bedeutung der Polymerase fiir die Vervielféltigung der DNA in
der PCR auf, insbesondere wenn mehrere Produkte entstehen sollen.

Bei der kompetitiven PCR mit anschlieRender Gelanalyse muf3 die Bildung von unspezi-
fischen Nebenprodukten vermieden werden, um eine zweifelsfreie Zuordnung der Produkte
zu gewabhrleisten. Die Analyse der PCR-Produkte mittels spezifischer Hybridisierung, wie sie
beim Einsatz des PCR-ELISA erfolgt, wirde auch in einem unerwiinschten Gemisch mit
Nebenprodukten die sequenzspezifische Detektion sicherstellen. In einer PCR kann nur eine
begrenzte Menge Amplikon erzeugt werden, Nebenprodukte reduzieren somit das Entstehen
der relevanten Amplikons und wurden daher vermieden. Spezifitat einer PCR mit gegebenen
Primern lasst sich primar durch die Wahl einer mdglichst hohen Primer-Hybridisierungs-
temperatur (Annealing) wahrend der Zyklen erreichen. Da aber schon vor dem Erreichen der
initiale Denaturierung bei 95°C unspezifische Hybridisierung und anschliel3ende Elongation
maoglich ist, resultieren trotzdem oft Nebenprodukte. In Abb. 17 wird gezeigt, wie sich die
Steigerung der Primer-Hybridisierungstemperatur (Tannear) auf die CaMV35S PCR auswirkt.
Bei sehr niedrigen Temperaturen entstand nicht das erwartete Amplikon, sondern eine
Vielzahl unerwiinschter Nebenprodukte. Erst bei einer Hybridisierungstemperatur von 59,5°C
war das erwartete 191 bp grol3e Fragment Hauptprodukt, das aber noch immer von einigen
Neben-Produkten begleitet wurde.

Dem Entstehen von Nebenprodukten wurde mit der hot start-PCR Technik (Heil3start)
entgegengewirkt. Hier wird die Polymerase entweder erst bei hoher Temperatur (> 80°C)
zugesetzt (manueller hot start) oder sie liegt bis zum Erreichen einer hohen Temperatur in
inaktiver Form vor. Letzteres kann durch die modifizierte Polymerase AmpliTaq Gold erreicht
werden, die erst nach einer zusatzlichen Hitzebehandlung (Verlangerung der initialen Denatu-
rierung auf 10 min, 95°C) aktiv ist. Da bei kompetitiven PCRs oft sehr viele Reaktionsansatze
parallel pipettiert werden, deren Handhabung untereinander gleich sein muss, lasst sich ein
manueller hot-start nicht sachgerecht realisieren. Er birgt zusétzlich ein nicht tragbares
Kontaminationsrisiko. Hot Start-PCRs mit AmpliTag Gold verliefen im Vergleich zu
konventionellen Polymerasen Uber einen gréReren Temperaturbereich ohne Bildung von
Nebenprodukten (nicht gezeigt, 51,5 bis 68,5°C). Im Routineexperiment der CaMV35S-PCR

mit AmpliTag Gold betrug Tanneal 54°C. Die Abwesenheit von Nebenprodukten dieser Routine-

hot start-PCRs ist in dieser Arbeit in einer Vielzahl von Experimenten zu sehen (z. B. Abb.
32A). AmpliTag Gold wurde daher fur alle kompetitiven PCRs gewahlt.
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Abb. 17 Spezifitat einer PCR mit Tag-Polymerase ohne hot start Bedingungen

Die CaMV35S-PCR (Primer 35S3-bio/35S2) wurde mit unmodifizierter Tag-Polymerase (Biotherm,
GeneCraft) und 125 ng DNA aus 2 % RR-Mehl (CTAB II-Extraktionsprotokoll) parallel mit \ariierten
Primer Hybridisierungstemperaturen (T amnea) durchgefuhrt (Gradiententhermoblock). PCR-Programm:
Initiale Denaturierung 94°C / 3 min; 35 Zyklen 95°C / 30 S, Tamea / 30 S, 72°C / 45 s; finale Elongation
72°C / 5 min. Die Reaktionsansatze wurden mittels PAGE und Ethidiumbromidfarbung analysiert. Der
Pfeil markiert das erwartete, 191 bp grof3e Produkt; M, pUC19 DNA-Marker.

Die Nachweisgrenze fur Sequenzen aus Sojabohnen nach einer CaMV35S-, RR- und
GMO0304-PCR lag bei circa 10 - 50 pg genomischer DNA, wenn 35 PCR-Zyklen durchlaufen
wurden (Daten nicht gezeigt). Der Nachweis der GVO-Sequenzen (CaMV35S-, RR-PCR)
wurde mit 10 bis 150 ng Gesamt-DNA pro Ansatz durchgefuhrt, die Quantifizierung der
Pflanzenart-typischen Soja-Sequenzen (GM-PCRs) mit 1 - 5 ng durchgefihrt. Die Hybridisie-
rungstemperaturen der Primer wurden der Literatur entnommen und bedurften keiner
weiteren Optimierung. Die verwendeten PCR-Programme weisen Zyklenzahlen von 30 bis 50
auf. Bei hoheren Zyklenzahlen tritt die Produktbildung in die Plateauphase ein und maximiert
die Ausbeute. Zudem werden auf diese Weise selbst schwache Kontaminationen der Blind-
Proben deutlich positiv und warnen vor falsch positiven Ergebnissen.

6.2.4 Qualitatives CaMV35S-Screening mit PCR-ELISA Auswertung

In der vorausgehenden Diplomarbeit [70] wurde ein PCR-ELISA zur Analyse der PCR-
Produkte nach CaMV35S-PCR (Primerpaar 35S3-bio/35S2, Sonde RR-T-Dig) entwickelt. Ziel
war die Sequenz des konstitutiven Promotors des Blumenkohlmosaik Virus (cauliflower
mosaic virus) im Extrakt einer Probe. Dieser Promotor wurde in vielen transgenen Pflanzen
verwendet und kann daher zu Screening-Analysen dienen. Er liefert somit einen allgemeinen
Hinweis auf GVOs, die, wie die Roundup Ready Sojabohne, diese Sequenz enthalten.

In der Entwicklungsphase des PCR-ELISA standen noch keine zertifizierten Sojabohnen-
Mehle kommerziell zur Verfligung. Alle Versuche konnten lediglich mit DNA aus ganzen
Bohnen als Probe durchgefuhrt werden, diese reprasentierten nur die beiden Extremfalle,
GVO-positive und GVO-negative Proben. Nach Abschluss der Diplomarbeit wurden, vor der
Markteinfuhrung durch die Firma Fluka, zertifizierte Mehle mit bestimmten RR-Gehalten durch
die Teilnahme an einem EU-weiten Ringversuch verfugbar. Ziel dieses EU-Ringversuches
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war der qualitative Nachweis des CaMV35S-Promotors und des NOS-Terminators. Es
handelte sich bei den Proben um 16 Mehle mit zuerst unbekannten Gehalten von 0, 0,1, 0,5
und 2 % Roundup Ready Soja (RR) in Wildtyp-Soja (Test-Proben). Die Gehalte wurden nach
Ringversuchsende vom Ausrichter (M. Lipp, IRMM Ispra) offengelegt. Sie reprasentieren die
fur die DNA-Spurenanalytik relevanten Konzentrationen im Bereich des gesetzlich
festgelegten Schwellenwertes.

Die Ausfiihrung der beiden folgenden, unabhangigen Versuche entspricht dem Vorgehen bei
einer Durchmusterung nach potenziell GVO-haltigen Proben. Aus 2 Referenzmehlen (0 und
2 % RR) und 16 Test-Proben, ebenfalls Mehle, wurde DNA nach der Extraktionsmethode
Wizzard | isoliert (unabhéangige Extraktionen A und B). Im Versuch A wurden die DNA-
Extrakte unverdinnt, im Versuch B 1:10 verdunnt als Templat in CaMV35S-PCRs mit unter-
schiedlichen Zyklenzahlen eingesetzt. Die Produkte der PCRs wurden mittels PCR-ELISA
durch Hybridisierung mit der Sonde RR-T-Dig analysiert (Abb. 18).

PCR-ELISA mit Probenpuffer allein ergibt das Hintergrundsignal. Soja-Mehle mit bekanntem
RR-Gehalt dienten als Kontrollen. Sie ergaben fir die 0 % RR-Probe Signale, die gleich dem
PCR-ELISA Hintergrundsignal waren und fir die 2 %-Referenzprobe deutlich hohere Signale.
Die absolute Signalhthe hangt von der Dauer der Farbreaktion ab und ist somit variabel.
Entscheidend fir die Interpretation sind das Uberschreiten des Hintergrundsignales und die
Signalintensitat in Relation zur positiven Kontrollprobe. Eine PCR ohne Zugabe von DNA
wurde als Reagenzienkontrolle durchgefiihrt und ebenfalls im PCR-ELISA analysiert. Sie
zeigen bei beiden Versuchen, dass keine Kontamination der PCR-Reagenzien vorlag.
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Abb. 18 Qualitative Analyse der Sojaproben mit CaMV35S-PCR und PCR-ELISA

PCR-Produkte zweier Reihen von Soja-DNA-Extrakten (A und B) wurden mit dem PCR-ELISA
analysiert. Von bekannten und Test-Proben (Sojamehl) mit unterschiedlichen RR-Gehalten wurde
DNA isoliert (Wizzard I-Methode) und in der CaMV35S-PCR als Templat eingesetzt. Die PCRs wurden
unterschiedlich ausgefiihrt (A, 1 pl Templat, 40 Zyklen; B, 0,1 pl Templat, 30 Zyklen). PCR-Programm:
initiale Denaturierung 95°C / 10 min; n Zyklen 95°C / 30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 90 s; finale Elongation
72°C / 5 min. ELISA-Hintergrund, Applikation von Puffer statt eines PCR-Ansatzes; Kontrollen: PCR,
Reagenzien-Kontroll PCR ohne DNA-Zugabe; 0 und 2 %, bekannte Proben; Test-Proben: 0 % (N = 3);
0,1% (N=4);0,5% (N=5); 2% (N =4).

In beiden Versuchen A und B unterschied sich das Signal der negativen Proben (0 % RR, es
ist keine CaMV35S-Promotor Sequenz vorhanden) nicht signifikant von demjenigen der 0 %-
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Kontrolle, der PCR-Reagenzienkontrolle und dem PCR-ELISA-Hintergrundsignal. Die GVO-
negativen Test-Proben wurden somit in beiden Analysen korrekt identifiziert. Von den GVO-
positiven Test-Proben wies eine Probe (2 % RR, Abb. 18A) ein durch Inhibition bedingtes,
falsch-negatives Resultat auf. AuRerdem zeigten zwei 0,5 %-RR Proben des Versuchs A
ebenfalls ein sehr geringes Signal. Diese beiden Proben wurden jedoch korrekt als positiv
gewertet, da ihre Signale signifikant Gber den Signalen der Negativ-Kontrollen und der Hinter-
grundsignale liegen. Im Fall des Versuchs B liegen die Signale aller RR-haltigen Proben
signifikant oberhalb des Mittelwertes aller RR-freien Proben (Students t-Test).

Im Versuch A zeigte sich ein unregelmagiger Verlauf bei Auftragung der Signalintensitaten der
Test-Proben gegen die vorliegenden RR-Gehalte, wahrend die Signalhdhe im Versuch B mit
dem RR-Gehalt korrelierte. In Versuch B war daher eine Abschatzung des Gehaltes einer
Test-Probe innerhalb einer Gruppe gleich behandelter Proben mdglich. Durch die geschickte
Wahl von Zyklenzahl (30 oder 40) und Templat-Menge (0,1 oder 1 ul) kann die unterschiedlich
vorangeschrittene Vervielféltigung von DNA aus Proben mit verschiedenem RR-Gehalt im
dynamischen Bereich des PCR-ELISAs abgebildet werden. Die PCR muss sich dazu noch
im exponentiellen Bereich befinden. Diese Abstimmung ist ein iterativer Prozess. Da die in
jedem PCR-Ansatz eingesetzte Templat-Menge, wie bei qualitativen Verfahren tblich, nicht
kontrolliert wird, streut sie, so dass quantitative Aussagen nur begrenzt mdglich sind. Im
Versuch A wurde die PCR, sofern sie nicht inhibiert ist, durch viele Zyklen und eine grol3e
Templat-Menge bis in die Plateauphase gefiihrt. Die gebildete Menge ist hier fir alle GVO-
positiven Proben nahezu unabhangig von dem RR-Gehalt, so dass lediglich eine Ja/Nein-
Aussage maglich ist.

Zwei maogliche Grunde fur die PCR-Inhibition in Versuch A (zwei 0,5 %, eine 2 % RR-haltige
Probe) kdnnen erwogen werden. Die eingesetzte DNA-Menge lag nach Schéatzung auf Grund
der UV-Absorption bei 260 nm im Bereich von 0,4 bis 1,2 pug pro PCR. Dies ist in einigen
Fallen mehr als die vom Polymerase-Anbieter empfohlenen DNA-Menge pro PCR (0,5 ug).
Die wahrscheinlichere Ursache sind jedoch aus dem Probenmaterial stammende Inhibitoren,
die bei der DNA-Extraktion unzureichend entfernt worden sind. Eine gangige Methode, die
Wirkung von PCR-Inhibitoren herabzusetzen, ist die Verdinnung der betreffenden L&sung,
wie in Versuch B geschehen. Bei den zwei 0,5 % RR-haltigen Proben des A-Versuchs mit
geringen Signalhdhen ist die Produktbildung reduziert, aber nicht vollstandig unterdriickt. Bei
der falsch-negativen 2 % RR-Probe ist die Produktbildung ganz verhindert worden. Im Gegen-
satz zu allen anderen Extrakten der A-Versuchsreihe liel3 sich aus der extrahierten DNA der
falsch-negativen 2 %-RR-Probe in einer Soja spezifischen Kontroll-PCR (GM0304-PCR, nicht
gezeigt) das erwartete Fragment ebenfalls nicht amplifizieren, eine Indiz, das die angenom-
mene Inhibition untermauert.

In der durchgefiihrten Form erlaubt der PCR-ELISA qualitative Ja/Nein-Aussagen fiur die
Anwesenheit des CaMV35S-Promotors in Proben. Quantitative Aussagen, wie die Uber eine
untere Nachweisgrenze (Abb. 18B, £ 0,1 % RR), sind nur unter ganz bestimmten Bedingun-
gen mdoglich. Das Auftreten von Inhibition macht deutlich, dass der Einsatz einer einzigen,
rein qualitativen PCR nicht ausreichend ist, um eine fehlerfreie Detektion sicher zu stellen.
Die Durchfuhrung einer Inhibitionskontrolle und einer Amplifikationskontrolle mit Hilfe einer
weiteren Pflanzenart-typischen PCR ist daher unerlasslich.
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6.2.5 Konstruktion der Kompetitoren fiir die PCR

Das Ziel der CaMV35S-PCR (Primer 35S3-bio/35S2, Target-Amplikon 191 bp) ist die
Durchmusterung von Proben nach dem CaMV35S Promotor. Die Soja-Lektin-PCR mit den
Primern GM03/GMO04-bio (Target-Amplikon 118 bp) erlaubt die Pflanzenart Soja mit Hilfe des
in einfacher Kopie im Genom von Wildtyp- und transgener Soja (RR) vorhandenen Lektin-
Gens nachzuweisen. Als Target wird in dieser Arbeit diejenige Sequenz eines Organismus
bezeichnet, deren Existenz durch PCR nachgewiesen werden soll.

Bei der Konstruktion geeigneter Kompetitoren sind zwei Aspekte, das Verhalten bei
kompetitiver Amplifikation und die Hybridisierungseigenschaften bei der beabsichtigten
Detektion im PCR-ELISA, zu beachten. Die durch das nachzuweisende genetische Element
in der PCR-Analyse vorgegebenen Target- und die zu konstruierenden Kompetitor-
Sequenzen sollen fiir den enzymatischen Prozess der PCR ununterscheidbar sein, also eine
gleichwertige Kompetition um Polymerase, Primer und andere limitierende Komponenten
eingehen. Die Konstruktion der Kompetitoren war zundchst auf kleine PCR-Produkte
(191/118 bp) ausgerichtet, sie erfiillen folgende Kriterien:

Die Primerbindungsstellen und deren 3-Umgebung wurden wie in der gegebenen Target-
Sequenz in der Kompetitorsequenz beibehalten. Auch die Basenabfolge im Bereich zwischen
den Primerbindungsstellen wurde weitestgehend erhalten, so dass ein homologer Kompetitor
entstand. Target und Kompetitor sollten jedoch Hybridisierungsstellen fir unterschiedliche
Sonden mit mdglichst gleichen Hybridisierungscharakteristika aufweisen, um die getrennte
Quantifizierung der Amplikons durch Hybridisierung im PCR-ELISA zu ermdglichen. Durch
eine geringe Langendifferenz der Target- und Kompetitor-Amplikons sollte zusétzlich die
Unterscheidung in der PAGE ermdglichen. Target und Kompetitor sollten sich weiterhin durch
enzymatische Restriktion unterscheiden lassen.

A
RR-T-Dig lEcoRV CTP
= [ [ | |
35S1
35S3-bio 3552 petu r1
0 bp 191 bp 313 bp
B GM-T-Dig
GMO1 GMO03 GMO04-bio
234 bp 118 bp 0 bp

Abb. 19 Ausschnitte des Genoms der RR-Bohne

Lage von Primern (Pfeile), Sondenbindungsstellen (grau) und Restriktionsschnittstellen. A, Sequenz
des Roundup Ready Konstruktes, Kombination aus GenBank Eintragung V00141, CaM-Virus 35S
Promoter Region, und dem bei Studer et al. [94] beschriebenen Sequenziibergang zum
chloroplastidaren Transitpeptid (CTP) aus Petunie. Primer 35S1 liegt 4 nt in 5’-Richtung vor dem
Primer 35S3-bio. B, Soja Lektin-Gen Sequenz (GenBank KO00821). Die Sequenzen sind
maflstabsgetreu in 5’® 3’ Richtung skizziert, die Basenpaarzahl der im PCR-ELISA genutzten
Amplikons sind, ausgehend vom biotinylierten Primer, eingezeichnet.



Ergebnisse 65

Nach Festlegung obiger Kriterien und Klonierung der ersten Kompetitoren wurden im Verlauf
der Arbeit zusatzlich groRere PCR-Produkte mit je einem neuen und einem beibehaltenen
Primer erzeugt. In der RR-PCR wurde die gentechnisch veranderte RR-Bohne spezifisch mit
den Primern 35S3-bio und petu-rl (Target-Amplikon, 313 bp) nachgewiesen. Die Abfolge der
beiden genetischen Elemente CaMV35S-Promotor und chloroplastidéares Transitpeptid aus
Petunie ist charakteristisch fur diese transgene Soja-Linie. Die Primerkombination
GMO01/GMO04-bio in der Soja-Lektin-PCR fuhrt zu einem 234 bp grof3en Target-Amplikon und
dient, wie die GM0304-PCR, dem Nachweis der Pflanzenart. Die Lage der Restriktions-
schnittstellen, Sonden und hinzugekommenen Primer sind ebenfalls in Abb. 19 dargestellt. Es
wird deutlich, dass die Target spezifischen Sonden RR-T-Dig und GM-T-Dig auch die
groReren PCR-Produkte detektieren.

Die Langendifferenz von Target- und Kompetitor-Amplikon sollte méglichst gering sein, um
der Bevorzugung des kleineren Amplikons in der PCR vorzubeugen. Sie wurde auf Grund des
Trennvermdgens der PAGE bei 200 bp auf circa 15 % der Target-Amplikon L&nge festgelegt.
Da den Nukleotiden, die bei der Elongation den Primern zuerst angefugt werden, ein groR3erer
Einfluss auf die PCR-Effizienz zugeschrieben wurden, erfolgten die Deletionen erst 8 nt (RR-
Kompetitor) bzw 4 nt (GM-Kompetitor) vom 3’-Ende der Primer entfernt.

Fur die Erzeugung von Hybridisierungsstellen fir die Sonden in den Kompetitorsequenzen
wurde jeweils eine Zufallssequenz durch ein willkirliches ,Proteinwort” generiert, bestehend
aus Aminosauren im Ein-Buchstaben-Code (RR-System: MELANIE; GM-System:
WALDFEE). Diese ,Proteinworte* wurden in die moglichen Kombinationen auf Nukleinsaure-
ebene rlckibersetzt und als Kandidaten-Sequenzen anhand des Programms Primer3
Uberpriuft. Die entworfenen Sonden wurden wie PCR-Primer betrachtet und konnten als
solche auch erfolgreich eingesetzt werden (Daten nicht gezeigt). Die korrespondierenden
Target- und Kompetitor-Sonden mussten als wichtigstes Kriterium den gleichen Schmelz-
punkt und GC-Gehalt aufweisen. Weiterhin wurde fiir die Target- und Kompetitor-Sonde
verlangt, dass der vom Programm Primer3 berechnete Parameter fur die Selbsthybridi-
sierung, also fur die Bildung einer Haarnadelstruktur in Oligonukleotiden durch interne
Komplementaritat oder die Aneinanderlagerung zweier Oligonukleotide, den gleichen Wert
annehmen und mdglichst gering ausfallen soll.

Die Lage der RR-T Sonde war in vorausgehenden Arbeiten [70] nach gleichen Kriterien
festgelegt worden. Die Lage der Target-Sonde innerhalb des GMO0304-Amplikons (118 bp)
wurde ebenfalls mit dem Programm Primer3 bestimmt. In einer Bestatigungsreaktion darf die
Hybridisierungsstelle einer Sonde nicht mit den Primerbindungsstellen Uberlappen, so dass
hier nur 72 bp frei verfiigbar waren. Die Hybridisierungsstelle wurde mdoglichst weit entfernt
von dem biotinylierten Primer GMO04-bio, der im PCR-ELISA zur Fixierung des Einzelstranges
an der Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte dient, positioniert. Es wurde vermutet, dass
eine grol3ere Entfernung zur festen Phase, durch eine damit erzielte bessere Zuganglichkeit,
die Hybridisierung positiv beeinflusst. Im Design der RR-Kompetitorsequenz fallt eine EcoRV-
Schnittstelle durch Deletion weg. Im Gegenzug sollte im GM-Kompetitor eine neu eingefiihrte
Smal-Restriktionsstelle zur Identifizierung von PCR-Produkten oder nach Klonierung dienen.

AbschlieBend wurden potenzielle Wechselwirkungen von Kompetitor-Sonde mit Target-
Sequenz und umgekehrt, mit dem Programm GAP, das durch Sequenzvergleich (Alignment)
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die jeweils groRte Ubereinstimmung zweier Sequenzen liefert, fiir alle Kombinationen
gesucht. So sollte sichergestellt werden, dass keine bereits zuféllig in dem Target vor-
handene Sequenz als Hybridisierungsstelle mit der Kompetitor-Sonde gewahlt wurde. Diese
Vorgehensweise gibt Auskunft dariber, welche maximale Fehlhybridisierung bei einer
Paarung von Amplikon und der nicht passenden Sonde auftreten kann (worst case). Maximal
wurden 4 bis 5 aufeinanderfolgende Ubereinstimmungen, begleitet von doppelten und
einzelnen Basenpaarungen im Alignment gefunden (Abb. 20). Die potenziellen Wechsel-
wirkungen aller Sonden lagen ausschlie3lich in solchen Sequenzbereichen vor, die nicht
Sondenbereichen entsprechen. Die entworfene Kompetitor-Sonde und die nicht korres-
pondierende Target-Sequenz (A, C) des gleichen PCR-Systems zeigten jeweils eine
geringere Anzahl positiver Ubereinstimmungen im Alignment, als die korrespondierende
Target-Sonde (B, D).
A 51 GCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCAT  CaMV35S-Target Sequenz
100

N A 10 WW, T,\* = 24,6 °C

20 .. tggagcttgctaacatcgaa. . . ......... ... RR-K-Dig, Kompetitor-Sonde (rk)

B - 4 GGCACTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAT  CaMV35S-Kompetitor Sequenz

N R AR 11 WW, T,* = 28,9 °C

20 .. caaccacgtcttcaaagcaa. ... ............. RR-T-Dig, Target-Sonde (rk)

C 67 GCCAGCTTCGCCGCTTCCTTCAACTTCACCTTCTATGCCCCTGACACAAA  GMO304-Target Sequenz
[ LI T 11 WW, T*= 32,7°C

1 acccgggat ctgaaacttet................ GM-K-Dig Sonde
20

D 49 TCCTTCAACTTCACCTTCTATGCCCCTGACACAAAAAGGCTTGCAGATGG GMO0304-Kompetitor Sequenz

[

A B N 12WW, T* = 35,4 °C

1 t gggacaaagaaaccggtag. ... GM-T-Dig, Target-Sonde
20

Abb. 20 Potenzielle Fehlpaarungen der Sonde mit dem Amplikon

Alignment (Programm GAP) von Target- und Kompetitor-Sequenzen mit der nicht verwandten Sonde.
Die CaMV35S-Sequenzen entsprechen Produkten einer PCR mit den Primern 35S1/35S2 (195 bp);
bei den GM-Sequenzen mit den Primern GM03/GMO04-bio (118 bp). In B ist die Lage des Primers
35S3-bio und in C und D die Lage des Primers GMO04-bio unterstrichen. Abhangig vom 5® 3’
dargestellten Strang sind die Sonden teilweise revers komplementér notiert (rk). Die Anzahl der
positiven  Wechselwirkungen  (WW,  vertikale  Striche) ist notiert.  T.*, maximale
Hybridisierungstemperatur der WW nach Gleichung 2 (siehe Text).

Die gefundenen Sequenzidentitaten (Abb. 20) sind sporadisch innerhalb der Sonde verteilt,
daher ist die Berechnung von Schmelzpunkten als Anhaltspunkt fiir die Stabilitdt einer
angenommenen partiellen Hybridisierung nicht trivial. Wertet man alle positiven Wechsel-
wirkungen der potenziellen Fehlpaarungen der Sonden so, als bildeten sie eine ununter-
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brochene Folge, werden nach Gleichung 2 [116], die angegebenen Temperaturen (Tm*)
erhalten.

Gleichung 2 Tm* =81,5 + 16,6(log10([lon’])) + 0,41" (%GC) - 600/bp-Lénge

Die Waschschritte im Hybridisierungs-ELISA werden mit PBS (c(Na") = 0,142 M, ¢(K") =
0,008 M) durchgefiihrt, so dass die Konzentration an monovalenten lonen 0,150 M betrug.
Statt der Lange eines Oligonukleotids wurde die Anzahl der positiven Wechselwirkungen
eingesetzt. Die vereinfachende Berechnung kann nur als Abschatzung dienen. Die Schmelz-
temperaturen liegen maximal bei 35,4°C, daher weisen die Fehlpaarungen der Sonden
vermutlich keine ausgepragte Stabilitat auf.

6.2.5.1 CaMV35S-Kompetitor

Der DNA-Abschnitt, der in der CaMV35S-Screening PCR amplifiziert wird und die Target-
Sequenz darstellt, wurde zuerst kloniert, sequenziert und diente als Grundlage fur die
gerichtete PCR-Mutagenese. Mit Hilfe der looped-oligo-Methode wurde das Kompetitor-
Plasmid pCR 35SK erzeugt.

A 1L L
3
35SKkonst
3551
3
B <
35SKkonst
35S RR-K-Dig
Kompetitor
c 3552
del
[ITIITIGEIT  Target
3582

Abb. 21 PCR-Mutagenese durch looped oligo-PCR

Das Oligonukleotid 35SKkonst (68 nt) hybridsiert partiell an die Matrizen DNA (CaMV35S-Promotor,
Target-Sequenz), die dazu eine Schleife (loop) ausbildet, und kann in der PCR elongiert werden (A).
Neu entstandene DNA-Strange mit der durch den Konstruktionsprimer vorgegebenen Sequenz dienen
in weiteren PCR-Zyklen als Matrizen (B, Elongation von Primer 35S1) und werden exponentiell
vermehrt; die Menge der urspriinglich als Matrize dienenden Target-Sequenz wéchst nur linear. Das
Hauptprodukt der PCR (Kompetitor Amplikon, 168 bp) ist kiirzer als das entsprechende Produkt der
Target-Sequenz (195 bp). Bei dem Vergleich der beiden PCR-Produkte (C) ist der Primer 35S2
eingezeichnet, der in der kompetitiven PCR genutzt wird und die gleiche Sequenz wie der 5’-Bereich
des 35SKkonst aufweist. Die neu eingeflihrte Sequenz (dunkel grau, 20 nt) dient der Sonde RR-K-Dig
im PCR-ELISA als Hybridisierungsstelle. Der Hybridisierungsstelle der Target-Sequenz (Sonde RR-T-
Dig, hellgrau) folgt ein Bereich (27 bp, del), der deletiert wurde und eine Eco RV-Schnittstelle enthielt.

DNA aus RR-Bohnen wurde isoliert und mit den Primern 35S1 und 35S2 einer PCR
unterzogen. Das PCR-Produkt (195 bp) wurde in den pGEM T-Easy Vektor ligiert. Nach
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Transformation wurde Plasmid-DNA eines Klons der sowohl positiv in der Blau/Weil3-
Durchmusterung als auch in der Restriktionsanalyse war, sequenziert. Das Plasmid pGEM
35ST wies die gewinschte, der GenBank Eintragung V00141 (cauliflower mosaic virus,
complete sequence) entsprechende Sequenz auf.

Zur PCR-Mutagenese wurde das Plasmid pGEM 35ST als Matrize in einer PCR mit dem 68
nt langen Konstruktionsprimer 35SKkonst und dem zuvor verwendetem Primer 35S1
eingesetzt. Die Produkte dieser looped oligo-PCR (Abb. 21), die glatte Enden aufwiesen,
wurden durch praparative Agarosegel-Elektrophorese isolierte und in den pCR-Skript (Amp)-
Vektor ligiert. Eine EcoRV-Restriktionsstelle (Abb. 19A, Seite 64) der Targetsequenz wurde
gezielt deletiert, so dass dieser Unterschied zur leichten Identifizierung des Kompetitors
dienen konnte. Plasmid-DNA eines Klones (pCR 35SK, sequenziert), die die gewlnschte
Mutation aufwies, wurde als Kompetitor ausgewahlt.

Die CaMV35S-Promotor Target-Sequenz und die Sequenz des konstruierten Kompetitors
beinhalten die gleichen Bindungsstellen fir den Primer 35S1 und den um 4 Nukleotide in 3'-
Richtung verschobenen Primer 35S3-bio, sowie fur den auf dem Gegenstrang bindenden
Primer 35S2. Die Sequenz direkt vor den Primerbindungsstelle 35S2 blieb unverandert. Acht
Nukleotide abwaérts (3’-Richtung) des Primers 35S2 wurden 27 nt deletiert und 20 nt mutiert.
So weisen die Produkte, bei 86 % Sequenzidentitat unterschiedliche Grélien und Sonden-
Hybridisierungsstellen auf.

6.2.5.2 Roundup Ready Kompetitor

Die gentechnische Verédnderung innerhalb des RR-Genoms schliet dem CaMV35S
Promotor eine Sequenz fur ein chloroplastidares Transitpetid aus Petunie an (Abb. 6, Seite
21). Durch Ausdehnung des zuvor klonierten CaMV35S-Kompetitors (Abschnitt 6.2.5.1) tUber
die Grenze der beiden genetischen Elemente hinaus entstand ein Kompetitor, der in der RR-
spezifischen PCR (Primer 35S3-bio/petu-rl, Abb. 19B, Seite 64) eingesetzt werden kann.

Die Konstruktion, als Erweiterung des CaMV35S-Kompetitors, erfolgte mittels overlap-PCR
(Abb. 22). Dazu wurden separat zwei Amplikons, A und B erzeugt. In der ersten PCR mit den
Primern 35S1, 35S2 und dem Plasmid pCR 35SK als Matrize entstand das 168 kp grol3e
Kompetitor-Amplikon (A). Mit den Primern p35S-f2 und petu-rl entstand bei Zugabe der RR-
DNA als Matrize in der zweiten PCR ein 171 bp groRes Amplikon (B), das den Ubergang von
Promotor zum Transitpeptid beinhaltet. Zur overlap-PCR wurden gleiche Teile Amplikon A
und B gemischt und mit Pfx-Polymerase ohne Zugabe von Primern einer PCR unterzogen.
Dabei kann der 3-Terminus des Kompetitor-Amplikonstranges (A), der den Primer 35S1
enthalt, auf die gewinschte Lange (290 nt) verlangert werden, da er intern mit 28 nt des B-
Fragment hybridisiert. Im Gegensatz dazu wird keiner der B-Fragment-Strange verlangert, da
aufgrund der Mutation und Deletion in der RR-Sequenz der 3’ Terminus des B-Stranges, der
den Primer petu-rl enthalt, ohne Hybridisierungs- und damit Elongationsmdglichkeit bleibt.
Um ein klonierbares, doppelstrangiges DNA-Fragment zu erhalten, wurden eine border-PCR
mit den AufRenprimern 35S1 und petu-rl durchgefuhrt. Zum bestehenden overlap-PCR-
Ansatz wurden dazu die Primer 35S1/petu-rl, sowie zusatzlicher Puffer und dNTPs zugeflugt.
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35S1

TITRTIIIIGL, A+ 268 b
RR-K-Dig 35S2
B:171bp
l Mischen und Hybridisieren
3551
5 e 3
[T <
petu-rl
l Overlap - PCR
3551

—> (IR RTTATTTTTITIV AT

petu-rl
l Border - PCR
35S1
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RR-K-Dig petu-ri

Abb. 22 Konstruktion des RR-Kompetitors mit Hilfe von Overlap-PCR

Ausgangsbasis sind ein PCR-Produkt des CaMV35S-Kompetitors (Fragment A, Primer 3551/35S2)
und der Roundup Ready Sojabohne (Fragment B, Primer p35s-f2/petu-rl), Primer sind als schwarze
Pfeile eingezeichnet, die Sequenz der Kompetitor Sonde RR-K-Dig (grau) bleibt erhalten.

In einer parallelen Kontrol-PCR mit RR-DNA und den Primern 35S1/petu-rl wurde das
Target-Produkt (317 bp) erhalten. Das Produkt der overlap-PCR zeigte im Vergleich dazu,
wie erwartet, in einem PAGE-Gel eine Hauptbande fir den Kompetitor bei geringerer Grol3e
(290 bp). Beide Produkte wurden jeweils in den pCR Skript(Cam)-Vektor ligiert und E. coli mit
dieser DNA transformiert. Nach Blau/Weil3-Durchmusterung und Restriktionsanalyse wurden
die Kompetitor- (pCR RRK) und die Target-Plasmid-DNA (pCR RRT) positiver Klone
sequenziert. Sie zeigten jeweils die erwartete, mutierte oder Wildtyp-Sequenz beginnend mit
der Primersequenz 35S1 bis zu dem Primer petu-rl.

6.2.5.3 Soja Lektin-Gen Kompetitor

Ein Teil der DNA-Sequenz des Soja Lektin-Gens (Lel, GenBank Eintragung: KO0821) wurde
kloniert, sequenziert und diente in einer overlap-PCR als Matrize fur eine gerichtete PCR-
Mutagenese, die zum GM-Kompetitor fihrte. Die Namensgebung beruht auf dem Organis-
mus Namen (glycine max); das Lektin-Gen kommt im Soja Genom in einfacher Kopie vor. Da
andere Organismen keine gleichartigen Sequenzen aufweisen ist dieses Gen zur ldenti-
fizierung der Pflanzenart geeignet.

Aus Soja DNA wurde mit den Primern GM01, GM-Z in einer PCR ein Amplikon (783 bp) mit
der Target-Sequenz erzeugt und in den pCR Skript(Amp) Vektor ligiert. Die Plasmid-DNA
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eines nach Blau/Weil3-Durchmusterung und Restriktionsanalyse positiven Klones wurde
isoliert. Die Sequenzierung des Plasmids pCR GMT (436 bp des Inserts) erfasste den fur
spatere, analytische PCRs (Primer GMO1 bis GM04, Abb. 19, Seite 64) interessierenden
Bereich, der die literaturbeschriebene Sequenz korrekt aufwies. Der Primer GM-Z liegt 549 bp
in 5’-Richtung hinter dem Primer GMO04-bio und wurde wegen der einfacheren Gelaufreinigung
groRer PCR-Produkte eingesetzt.

GMO01 GM-T-Dig &MOZ-Anker
XXXXX

l 2 PCRs

GMO1-Anker GM-Z

GMO01
A: 168 bp
GMO01-Anker
GM-Z-Anker
B : 625 bp
GM-Z
l Mischen und Hybridisieren
GMO1 3
—
3'IIIIIIIIIIIIII <
GM-Z
l overlap - PCR
GMO01 GM-K-Dig

GM-Z

Abb. 23 Konstruktion des Soja Lektin-Gen Kompetitors

Zwei Produkte (A: Primer GM01/GMO01-Anker und B: GM-Z/GMO0Z- Anker) aus PCRs mit Soja DNA als
Matrize werden gemischt, mit ihren 3’-Termini hybridisiert und in einer weiteren PCR (overlap PCR)
enlongiert. Schwarze Pfeile kennzeichnen die verwendeten Primer, Pfeile die Lage der Sonden GM-T-
Dig (hellgrau) in der Ausgangssequenz; in der Kompetitorsequenz GM-K-Dig (dunkelgrau, enthalt
Sma | Schnittstelle).

Die Konstruktion des GM Kompetitors erfolgte ebenfalls mittels overlap-PCR (Abb. 23). Dazu
wurden wieder separat zwei Amplikons, A und B, erzeugt. In der PCR mit Pfu-Polymerase
und den Primern GM01/GMO01-Anker sowie dem Plasmid pCR GMT als Matrize, entstand das
163 bp grofRe Amplikon A. Unter Verwendung der Primer GM-Z und GM-Z-Anker entstand
unter gleichen Bedingungen das 625 bp groRes Amplikon B. Die Ankerprimer, GMO1-Anker
und GM-Z-Anker, binden aul3erhalb eines 35 bp-Sequenzbereiches mit der Sondenregion GM-
T (20 nt) und weiteren 15 nt, die dadurch deletiert werden. Sie beinhalten jeweils 5'-terminal
eine komplementére Sequenz, die nicht in dem Lektin-Gen enthalten ist und die die zukinftige
Sondenregion des GM-Kompetitors darstellt. Nach Isolierung beider Fragmente A und B aus
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einem praparativen Agarosegel wurden sie im gleichem Verhéltnis zur overlap-PCR mit Pfu-
Polymerase eingesetzt. Hybridisiert in der overlap-PCR derjenige Strang des A-Amplikons,
der den GMO1 Primer enthalt, mit demjenigen Strang des B-Amplikons, der den Primer GM-Z
enthalt, kann die Pfu-Polymerase die Strénge am jeweiligen
3’ Terminus verléngern.

Um eine ausreichende Menge doppelstrangiger DNA fir eine Ligation zu erhalten, wurde eine
border-PCR mit den Auf3enprimern GMO1 und GM-Z durchgefiihrt. Neben der erwarteten
Hauptbande bei (753 bp) wurden ebenfalls Produkte von falscher Grof3e erhalten. Durch
Verdau mit der Restriktionsendonuklease Sma | konnte das gewinschte Produkt identifiziert
werden. Das betreffende Amplikon wurde aus einem Agarosegel eluiert und in den
pCR Skript(Cam)-Vektor ligiert. Die Plasmid-DNA (pCR GMK) eines nach Blau/Weil3-
Durchmusterung und Restriktionsanalyse positiven Klones wurde sequenziert. Die Sequen-
zierreaktion umfasste den fur spatere PCRs (Primer GMO1 bis GM04) relevanten Bereich
(442 bp des Inserts), der die bekannte Sequenz und die eingefiihrten Verdnderungen korrekt
aufwies.

6.2.5.4 Doppelkompetitoren

Eine Kombination der Kompetitor Sequenzen fir das Soja Lektin-Gen und das RR-
spezifische PCR-System in einem Plasmid vereinfacht die Handhabung von Verdin-
nungsreihen. Solch ein Doppelkompetitor fixiert ein durch statistische Streuung unbeein-
flusstes, dquimolares Verhaltnis der in der PCR verflugbaren DNA-Matrizen.

Das RR-Kompetitor Plasmid (pCR RRK) wurde zu diesem Zweck mit Hind lll linearisiert. Das
725 bp groRe Hind llI-Fragment des GM-Kompetitor Plasmids (pCR GMK) wurde ungerichtet
in den dephosphorylierten Vektor ligiert. Nach Isolierung von Plasmid-DNA aus 8 Klonen
traten beide Orientierungen in der Restriktionsanalyse auf. Bei keinem der Klone handelte es
sich um ein Religat des Vektors. Zum Einsatz in der kompetitiven PCR wurde das entstan-
dene Plasmid pCR RRKGMK mit Pvu ll-restringiert. Der Doppelkompetitor pCR 35SKGMK
war ein experimenteller Vorlaufer entstand auf gleiche Weise aus dem Hind Il getffneten,
dephosphorylierten Plamid pCR 35SK und dem 725 bp groRen Hind lll-Fragment aus
pPCR GMK.

6.2.5.5 Gewinnung eines heterologen Kompetitors (Artefakt)

Ein heterologer Kompetitor enthalt zwischen den Primerbindungsstellen, die er mit dem
Target gemeinsam hat, intern eine andere Sequenz. Dies kann durch Einklonieren einer
bekannten Sequenz Uber Restriktionsschnittstellen geschehen, aber auch, wie hier realisiert,
durch einen Zufallsprozess in einer PCR mit geringer Stringenz.
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CaMV35S 1 GCTCCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAT 50
AR, 11l [

PCR 35SArte GCTCCTACAAATGCCATCACCG. . . . AMACCCATATCTCCAACACACCAC 46

1

CaMV35S 51 GCCTCTGCCG. ACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCA 99

N R A
PCR35SArte 47 ACCACCAAAACATCATAGCACCGAACCCCGGCCAA. ATTCACGCGCGGTA 95

CaMV35S 100 TCGTGGAAAAAGAAGACGT TCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGA 149

PCR35SArte 96 GGGGAGAAAGAGAAAGAGCACCAAAACCATAGCCAAA. C. . ... .. TCCA 137

CaMV35S 150 TGTGATATCTCCACTGACGTAAGGG. ATGACGCACAATCCCACTATC 195
I e 1 N RN

PCR 35SArte 138 CGACCAATACCCATAAACCCAGATCCATGACGCACAATCCCACTATC 184

Abb. 24 Vergleich der Sequenzen des CaMV35S Promotors und des erzeugten
Artefakts
Alignment des CaMV35S Promotor (GenBank V00141) und der gefundenen Artefakt-Sequenz
(pCR 35SArte). Senkrechte Striche kennzeichnen Ubereinstimmungen, Punkte entsprechen
eingefligten Liicken. Die Primerbindungsstellen fiir 35S3-bio (nt 5 - 25) und 35S2 (3'-Terminus) sind

einfach unterstrichen, der Primer 35S1 entspricht nt 1-20. Die Xmn |-Erkennungssequenz des
Promotors ist unterpunktet, die Hybridisierungsstelle der Target-Sonde ist doppelt unterstrichen.

RR-DNA wurde in einer PCR ohne hot-start mit den Primern 35S1, 35S2 und Pfu-
Polymerase eingesetzt und fihrte zu einer Vielfalt von Nebenprodukten und dem schwach
ausgepragten Hauptprodukt (195 bp). Bei der Analyse mittels PAGE-Gel war eine Leiter von
feinen Banden sichbar, nach analytischer Agarosegel-Elektrophorese ein Schmier im Bereich
von 150-600 bp (nicht gezeigt). Dieses Produktgemisch wurde in den pCR Skript(Amp)
Vektor ligiert. Von den laut Blau/Weil3-Durchmusterung positiven Klonen wurde Plasmid-DNA
isoliert und restringiert. Plasmid-DNA, die nach Restriktion mit Pvu Il ein Insert von circa 200
bp in der multicloning site trugen, wurden in einer CaMV35S-hot start-PCR amplifiziert (1 ng
Plasmid pro 25 ul Ansatz, Primer 35S3-bio/35S2). Ziel war es eine Sequenz zu finden, die
zwar die Hybridisierung von ,Auf3en“-Primer 35S1, jedoch nicht von dem um 4 nt versetzten
.Innen“-Primer 35S3-bio zulasst (Abb. 19, Seite 64). Ein so selektioniertes Plasmid
pCR 35SArte wurde gefunden und sequenziert. Es wies, aul3er im Bereich der Primer
(35S1/35S2), keinerlei Sequenzidentitat mit dem CaMV35S-Promotor auf. Ein Alignment
zeigte die fehlende Ubereinstimmung von Primer 35S3-bio im 3'-Bereich, so dass keine
geeigneten Bedingungen flr eine Primerverlangerung vorlagen (Abb. 24). Das ausgewahlte
Plasmid mit der internen Artefakt-Sequenz ergibt in einer PCR mit den Primern 35S1 und
35S2 ein 184 bp Produkt, das sich im Gegensatz zur entsprechenden CaMV35S-Target
Sequenz (195 bp) nicht durch die Restriktionsendonuklease Xmn | spalten lasst. Der GC-
Gehalt des Artefakt PCR-Produktes betragt 50,5 % und unterscheidet sich nicht wesentlich
von demjenigen der CaMV35S-Sequenz (49,7 %).

Bei einem Datenbankabgleich von publizierten Sequenzen mit dem internen Bereich der
Artefaktsequenz (nt 21-173) wurden nur fragmentarische Ubereinstimmungen von wenigen
Basenpaaren gefunden. Bei dem gefundenen Artefakt handelt es sich also um eine bisher
unbekannte Sequenz. Das Plasmid kann prinzipiell in einer PCR mit den Primern 35S1/35S2
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als heterologer, also nicht sequenzverwandter, Kompetitor dienen. Seine Verwendung fur
diesen Zweck wird in Abschnitt 6.2.7.3 beschrieben.

6.2.6 PCR-ELISA Charakterisierung

6.2.6.1 PCR-ELISA zum Nachweis von Produkten der CaMV35S- und RR-PCRs

Bei der Konstruktion des in Abschnitt 6.2.5.1 beschriebenen CaMV35 Kompetitors wurde die
Sequenz, die die Hybridisierung mit der Sonde RR-T-Dig erlaubt, entfernt und in eine Se-
guenz mutiert, die eine Hybridisierung mit der Sonde RR-K-Dig erméglicht. Das urspriinglich
entwickelte PCR-ELISA-Protokoll [70] wird von den Unterschieden der Amplikons nicht
berihrt (Anbindungszeit des Amplikons an die Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte,
Denaturierungszeit, Inkubationszeit fur die Immundetektion des Digoxigenin einer Sonde). Da
die neu entworfene Kompetitor-Sonde in Lange, Basenzusammensetzung, Schmelzpunkt
und Hybridisierungsparametern der bestehenden Target-Sonde gleicht (Abschnitt 6.2.5),
wurde erwartet, dass sich auch die Hybridisierungseigenschaften gleichen. Dies wurde fir
die Inkubationsdauer und Temperaturabhangigkeit der Hybridisierung Uberprft.

Fur die Target-Sonde wurde in vorausgehenden Arbeiten [70] eine kurze Hybridisierungszeit
bis zum Erreichen eines oberen Signalniveaus festgestellt. Dieses Ergebnis wurde hier
reproduziert (Abb. 25). Bereits nach circa 5 min Hybridisierung der Target-Sonde an die
gebundene einzelstrangige DNA wurde das maximale Signalniveau erreicht. Das Signal fur
die Hybridisierung der Kompetitor-DNA und -Sonde erreichte dieses Niveau jedoch erst nach
10 min. Die zuvor fur die Target-Sonde festgelegte Inkubationszeit von 5 min wurde allerdings
fur das generelle Protokoll, das auch fur den spater besprochenen Soja Lektin-Gen PCR-
ELISA gilt, auf 30 min ausgedehnt.
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Abb. 25 Hybridisierungkinetik der Sonden RR-T-Dig und RR-K-Dig

Die Hybridisierungszeiten bei 25°C fur Target- (@,191 bp) und Kompetitor- @,163 bp) PCR-Produkt
der CaMV35S-PCR (je 20+ 5 ng nach Gelanalyse) mit der jeweiligen, spezifischen Sonde (RR-T-Dig
oder RR-K-Dig) wurde im PCR-ELISA variiert. Aufgetragen sind die auf maximale OD normierten
Mittelwerte.

Die Hybridisierung zeigte bei dem bereits etablierten CaMV35S System (Target-Amplikon,
191 bp und Sonde) keine Signaldnderung bei Temperaturerhohung. Fir das Kompetitor-
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Amplikon wurde jedoch bei 37°C verglichen mit Hybridisierung bei Raumtemperatur (25°C)
eine deutliche Signalerh6hung deutlich (Abb. 26A). Da die Inkubationszeit zum Erreichen des
Endpunktes der Hybridisierung ausreichend lang gewahlt wurde, ist eine Temperatur-bedingte
Verschiebung des Gleichgewichtes durch veranderte Zuganglichkeit der Hybridisie-
rungssequenz wahrscheinlich. Der Signalzuwachs bei héheren Temperaturen war fur die
langeren Amplikons der RR-PCR noch deutlich erkennbar (Abb. 26B). Hier stieg das Kompe-
titorsignal auf etwa den doppelten Wert an, wéahrend das Targetsignal nur geringfiigig stieg.
Alle Hybridisierungen im PCR-ELISA mit Amplikons aus CaMV35S- und RR-PCR wurden
weiterhin routineméaRig bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Konzentration von 20 pM flr
die Target-Sonde wurde ebenfalls fiir die Kompetitor-Sonde beibehalten, da in Versuchen mit
kleineren (0,25-fach) oder grof3eren (4-fach) Mengen das gleiche Signal erhalten wurde. Die
Sonde liegt somit im deutlichen Uberschuss vor. Die Erwartung, dass durch die geeignete
Wabhl kritischer Parameter (Lange, GC-Gehalt, Hybridisierungstemperatur,
Selbsthybridisierung), auch gleiches kinetisches Verhalten der Target- und Kompetitorsonde
erreicht werden kann, wurde also nicht erfullt.
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Abb. 26 Temperaturabhédngigkeit der Hybridisierung der RR-Sonden im PCR-ELISA

A, Target (T, 191 bp)- und Kompetitor (K, 164 bp)-Amplikon der CaMV35S-PCR (je circa 12+3 ng,
Primer 35S3-bio/35S2); B, Target- (T, 313 bp) und Kompetitor-Amplikon (K, 286 bp) RR-PCR; je circa
2045 ng, Primer 35S3-bio/petu-rl) wurden bei Raumtemperatur (25°C, hell) und bei 37°C (dunkel) im
PCR-ELISA hybridisiert. Puffer als Probe diente zur Ermittlung des Hintergrundsignales. Die Bestim-
mung der Amplikonmengen erfolgte durch Gelanalyse.

Ergebnisse des PCR-ELISA fiir Produkte der CaMV35S- und RR-PCR sind in Abb. 27 an
Hand einer kompetitiven PCR mit DNA aus RR dargestellt, die ausfuhrlicher in Abschnitt 6.2.8
beschrieben werden. Hier soll exemplarisch Gelanalytik und PCR-ELISA fir die beiden PCR-
Systeme CaMV35S und RR verglichen werden. Bei der kompetitiven PCR wurde eine
konstante Menge DNA-Extrakt mit einer steigenden Menge Kompetitor versetzt.
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Abb. 27 Analyse der CaMV35S- und RR-PCR durch PCR-ELISA und PAGE

PCRs, die mit einer konstanten Menge RR-DNA (125 ng, nach CTAB IlI-Protokoll isoliert) und
steigender Menge RR-Kompetitor (K, Plasmid pCR RR-K, 10° bis 10° Kopien pro PCR) durchgefiihrt
wurden, sind parallel im PCR-ELISA (oben) und im PAGE-Gel (10 %, Ethidiumbromidfarbung, unten)
analysiert worden (je 2 pl Probenvolumen). A, CaMV35S-PCRs (Primer 35S3-bio/35S2); B, RR-PCRs
(Primer 35S3-bio/petu-rl); P, Hintergrundsignal des PCR-ELISA mit Puffer als Probe; M, puC19 DNA
Marker; T, Target-Amplikon (helle Balken im ELISA); K, Kompetitor-Amplikon (dunkel). PCR-
Programm: initiale Denaturierung 95°C/ 10 min; 35 Zyklen 95°C/30s, 55°C/30s, 72°C/60s;
finale Elongation 72°C / 5 min.

Rein qualitativ zeigt sich im PAGE-Gel (Abb. 27, unten) die abnehmende Bandenintensitaten
des Target-Amplikons (CaMV35S, 191 bp; RR, 313 bp) und die sich im Gegenzug intensivie-
renden Banden des Kompetitor-Amplikons (CaMV35S, 164 bp; RR, 286 bp). Der PCR-ELISA
(Abb. 27, oben) wurde fir beide kompetitive PCRs parallel unter Verwendung der gleichen
Losungen und Inkubationszeiten durchgefuhrt. Der Verlauf der Intensitéaten im Gel korreliert
mit den PCR-ELISA Daten. Die PCR-ELISA Signale fur die Produkte der RR-PCR waren
dabei jedoch deutlich niedriger, als diejenigen der CaMV35S-PCR. Die niedrigeren Signale
wurden bei spateren ELISAs durch eine langerer Farbreaktion (10 min ® 60-90 min) oder
héhere Probenmengen (2 pl ® 3,5 pl) kompensiert. Die Steigerung des Probenvolumens
fuhrte jedoch zu einer leicht erhdhten Kreuzhybridisierung.

Das Trennvermdgen des Polyacrylamidgel erlaubte die Unterscheidung zweier Produkte
einer kompetitiven PCR, die bei einer Gesamtlange von circa 300 bp eine Differenz von 27 bp

aufweisen. Eine Analyse im Agarosegel (z. B. 2,5 %) war nicht moglich, da Target- und
Kompetitor-PCR-Produkte als eine Bande erschienen.
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6.2.6.2 PCR-ELISA zum Nachweis von Produkten der Soja Lektin-Gen PCRs

FUr den PCR-ELISA zur Detektion von Produkten der GM0304 und GM0104 PCR (Target-
und Kompetitor-Amplikon) wurde die Anbindungszeit des Amplikons an die Streptavidin-
beschichtete Mikrotiterplatte, die Denaturierungszeit und die Inkubationszeit fir die Immunde-
tektion aus dem CaMV35S-PCR-ELISA Ubernommen. Die Ergebnisse entsprachen den
Erwartungen und der generelle Zeitablauf des Protokolls, mit einer Verlangerung der
Hybridisierungszeit, konnte beibehalten werden.

Der Hybridisierung von Target- (GM-T-Dig) und Kompetitor-Sonde (GM-K-Dig) mit der
jeweiligen korrekten Sequenz kommt, als zentraler Schritt des PCR-ELISAs, die grofite
Bedeutung zu. Beide GM-Sonden wurden unter theoretischen Gesichtspunkten nach gleichen
Kriterien ausgesucht, respektive konstruiert (Abschnitt 6.2.5). Ihre Hybridisierungs-
eigenschaften wurden experimentell durch Variation von Sondenkonzentrationen, Inkuba-
tionsdauer der Hybridisierung, Temperaturabhangigkeit und durch verschiedene Hybridisie-
rungspuffer Gberprift. Dabei wurde erneut deutlich, dass sich das angestrebte Ziel, mit
gleichen Auswahlkriterien Sonden zu finden, die sich in ihrem kinetischen Verhalten vollkom-
men gleichen, nicht realisieren lief3.

Zur Angleichung der Hybridisierungen der beiden korrespondierenden GM-Sonden, muss
ausreichendes Schutteln der Mikrotiterplatte sichergestellt werden. Wurde wéhrend des
Hybridisierungschrittes nicht geschittelt, mindete das Target-Signal bei mittleren Sonden-
konzentrationen (50 nM GM-T-Dig, Inkubation bis 30 min) noch nicht in ein oberes Signal-
niveau ein, wie es fur den Kompetitor beobachtet wird (Daten nicht gezeigt). Schiitteln
wahrend der Inkubation beschleunigte diese Hybridisierung und wurde fortan bei allen
Experimenten angewendet.

Die Target-Sondenmenge (200 nM) musste im optimierten Protokoll deutlich hoher als die
Konzentration der Sonden in dem CaMV35S-PCR-ELISA (20 nM) gewahlt werden. Die
Steigerung der Target-Sondenkonzentration fuhrt bei einer konstanter Menge immobilisierten
Target-Amplikons bis zu 150 nM zu einer weiteren Signalsteigerung, erst dann wurde ein
oberes Signalniveau erreicht (Abb. 28). Die mdgliche Beschleunigung der Hybridisierung
durch Temperaturerhhung wurde ebenfalls untersucht. Da der PCR-ELISA spéater ohne
aufwandige, temperierbare Schuttelinkubatoren durchgefiihrt werden sollte, kam jedoch als
erhbhte Hybridisierungstemperatur nur 37°C (Brutschrank) in Betracht. Unter diesen
Bedingungen wurde fur die Sonde GM-T-Dig schon ab einer Inkubationsdauer von 20 min das
Erreichen eines oberen Signalniveaus beobachtet, wahrend die Ausfiihrung bei
Raumtemperatur erst spater (circa 40 min) zum Erreichen eines oberen Niveaus fiihrte (Abb.
29). Selbst bei geringeren Konzentrationen verlief die Hybridisierung der Kompetitor-Sonde
GM-K-Dig jedoch schneller. Hier wurde schon nach 5 bis 10 min das Einminden in oberes
Signalniveau beobachtet. Da sich das Verhalten der Sonde GM-K-Dig bei 37°C und
Raumtemperatur glich (Daten nicht gezeigt), erfolgt die Hybridisierung beider Sonden des
GM-Systems im optimierten Protokoll bei der h6heren Temperatur (37°C, 30 min).



Ergebnisse 77

2,5 1

2,0

15

oD 405nm

1,0

0,5

= —a
0,0 - T - T T T T T T

0 100 200 300 400 500

Sonde [nM]

Abb. 28 Variation der GM-T-Dig Sondenkonzentration im PCR-ELISA

Konstante Mengen Target-Amplikon (20 = 5 ng pro Vertiefung, GM03/GM04-bio PCR) wurden
immobilisiert und mit steigenden Konzentrationen der korrespondierenden Sonde hybridisiert (RT, 40
min). @, Amplikon immobilisiert; B, Hintergrundsignal, Puffer als Probe.

Die Sonde GM-K-Dig sollte ausschlie3lich im dem neu eingefiihrten Sequenzbereich des
Kompetitor-Amplikons binden (Abb. 20, Seite 66). Dennoch wurde im Zuge der Optimierung
des GM-PCR-ELISAs eine leichte Kreuzhybridisierung der Sonde GM-K-Dig mit dem Target-
Amplikon (118 bp, Primer GMO04-bio/GMO03) festgestellt. Die Kompetitor-Sonde wurde zu
Beginn der Untersuchungen bewusst in hohen Konzentrationen eingesetzt (150 nM). Dies
beglnstigte die Kreuzhybridisierung, so dass der Einfluss verschiedener Hybridisierungs-
Puffer gut beobachtet werden konnte. Die Hybridisierung bei 37°C im Standard-Hybridisie-
rungspuffer (5x SSC, 0,1 % Lauroylsarcosin, 0,02 % SDS, 1 % Blockingreagenz) erzeugte
19 % Kreuzhybridisierung bezogen auf das Signal, das von 25 + 5 ng Target-Amplikon pro
Vertiefung mit der GM-T-Sonde erhalten wurde. Diese Kreuzhybridisierung blieb auch nach
Waschen (5 min) unter Niedrigsalzbedingungen mit 0,1x SSC Puffer bei 37°C erhalten.
Wurde die gleiche Hybridisierung bei Raumtemperatur ausgefuhrt, sankt die Kreuzhybridisie-
rung leicht auf 13 %. Bei Steigerung des Blockingreagenzanteils von lauf 2 % sank die
Kreuzhybridisierung deutlich auf 7 %. Die Hybridisierung bei 50°C im Standard-Hybridi-
sierungspuffer erhdhte die Kreuzhybridisierung auf 28 %. Wurde dem Hybridisierungspuffer
50 % Formamid und 2 % Blockingreagenz zugesetzt, ergab sich eine Kreuzhybridisierung
von 32 %.
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Abb. 29 Hybridisierungskinetik der GM-T-Dig und GM-K-Dig Sonden

Konstante Mengen Target- oder Kompetitor-Amplikon (25 + 5 ng / Vertiefung, GM03/GMO04-bio PCR)
wurden immobilisiert und bei steigenden Inkubationszeiten mit den korrespondierenden Sonden
hybridisiert. @, Target-Amplikon / GM-T-Dig Sonde (200 nM), 37°C; B, Target-Amplikon / GM-T-Dig
Sonde (200 nM), 25°C; A, Kompetitor-Amplikon / GM-K-Dig Sonde (10 nM), 37°C.

In der Regel steigert die Erhdhung der Hybridisierungstemperatur die Spezifitdt einer
Hybridisierung [115]. Die Zugabe von Formamid reduziert die Wechselwirkungen der Was-
serstoffbriickenbindung der Watson-Crick-Basenpaarung und steigert ebenfalls prinzipiell die
Hybridisierungsspezifitat [115, 120]. Diese gewtinschte Wirkung wurde hier jedoch nicht
beobachtet. Erstaunlicher Weise wurde der umgekehrte Fall beobachtet, beide Methoden
steigern die Kreuzhybridisierung. Wurde die Hybridisierungstemperatur jedoch auf RT
gesenkt, sank die Kreuzhybridisierung ebenfalls. Da die Sonde GM-K-Dig parallel mit der
Sonde GM-T-Dig (Hybridisierung bei 37°C) eingesetzt werden sollte, war eine veranderte
Inkubationstemperatur, ebenso wie ein geanderter Hybridisierungspuffer unerwiinscht. Es bot
sich daher an, die Kreuzhybridisierung durch Variation der Sonden-Konzentration zu
beeinflussen.

Die unerwunschte Kreuzhybridisierung hing linear mit der Konzentration der eingesetzten
Sonde GM-K-Dig zusammen (Abb. 30A). Das Signal fur die korrekte Hybridisierung mit dem
Kompetitor-Amplikon stieg dagegen unter gleichen Bedingungen steil an und miindete schon
bei 1,25 bis 2,5 nM Sonde in einer Signalsattigung. An dieser Stelle liegt Amplikon und Sonde
im molaren Verhaltnis von 1:1 bis 1:2 vor. Die Berechnung erfolgte unter Annahme
vollstédndiger Immobilisierung des Amplikons, das durch Abschatzung im Vergleich mit
Markerbanden im PAGE-Gel quantifiziert wurde. Bei der Festlegung der Sondenkonzentration
auf 10 nM wurde bericksichtigt, dass gro3ere Mengen (bis 100 ng) Amplikon ebenfalls noch
im Bereich der Signalsattigung liegen sollen und dass dabei die Kreuzhybridisierung 1-2 %
nicht Uberschreitet. Diese Kriterien werden bei 10 nM GM-K-Dig Sonde erfiillt (Abb. 30B), wie
sich auch in spater gezeigen Experimenten bestatigte (siehe Abb. 32).



Ergebnisse 79

A ] B
o] § 0]
ﬂ1 | o
| 5
0,84 E (=)}
9 c
e ] 2
1 | 2
< . 0
D" 0,6 | g 1
(e} o
2
044
S [
o
X
0,24
014 L
0,0 T T T T T T T = 1 — T — T — T —
0 20 40 60 80 100 01 1 0 100
GM-K-Dig [ nM ] GM-K-Dig [nM ]

Abb. 30 Optimierung der GM-K-Dig Sondenkonzentration fiir den PCR-ELISA

Eine konstante Menge (20+5 ng, Abschatzung durch Vergleich mit Markerbanden im PAGE-Gel)
Kompetitor- (@) oder Target-Amplikon (M) der Soja Lektin-Gen PCR (Primer GM04-bio/GM03) wurden
im PCR-ELISA mit steigenden Mengen Sonde GM-K-Dig hybridisiert; Hintergrundsignal mit
Probenpuffer (A). A, PCR-ELISA Rohdaten; B, prozentuale Kreuzhybridisierung des Target-Amplikons
bei Hybridisierung mit der Kompetitor-Sonde; die Werte wurden nach Abzug des Hintergrundsignales
fir Probenpuffer aufeinander bezogen.
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Abb. 31 Analyse der GM0304- und GM0104-PCR durch PCR-ELISA und PAGE

PCRs mit konstanter Menge Soja-DNA (12,5 ng, nach CTAB lI-Protokoll isoliert) und steigender Menge
RR-Kompetitor (K, Plasmid pCR RRK, 102 bis 10* Kopien pro PCR) wurden parallel durch PCR-ELISA
(oben) und durch PAGE (10 %, Ethidiumbromidférbung, unten) analysiert (je 2 pl Probenvolumen). A,
GMO0304-PCRs (Primer GM04-bio/GM03); B, GM0104-PCRs (Primer GM04-bio/GMO01); P, Hintergrund-
signal des PCR-ELISA mit Puffer als Probe; M, pUC19 DNA Marker; T, Target-Amplikon (hell Balken im
ELISA); K, Kompetitor-Amplikon (dunkel). PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 40
Zyklen 95°C /30 s, 61°C /30 s, 72°C/ 60 s; finale Elongation 72°C / 5 min.

Nach dieser Optimierung wurden die Ergebnisse des PCR-ELISA mit jenen aus konven-
tioneller PAGE anhand der Produkte einer kompetitiven Soja-Lektin-Gen PCR verglichen
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(Abb. 31). Der PCR-ELISA zeigte die gleichen, abnehmenden Intensitdten der Signale des
Kompetitor-Amplikons (GM0304, 103 bp bzw. GM0104, 219 bp) und die sich im Gegenzug
intensivierenden Signale des Target-Amplikons (GM0304, 118 bp bzw. GM0104, 234 bp) wie
das Gel. Die PCR-ELISA Signale fur die langeren Produkte der GM0104-PCR sind, im
Gegensatz zu dem Vergleich von CaMV35S und RR-PCR-ELISA, nur geringflgig niedriger
als diejenigen der kirzeren GM0304-Amplikons.

6.2.6.3 Hintergrundsignale der PCR-ELISA im Vergleich

Das Hintergrundsignal (OD4gs) fur einen gegebenen PCR-ELISA setzt sich aus
verschiedenen Beitrdgen zusammen: (i) der Licht-Absorption der Mikrotiterplatte, (ii) spontan
hydrolysiertem pNPP, (iii) unspezifisch in der Vertiefung gebundenes anti-Dig-AP-Konjugat
das pNPP umsetzt und (iv) aus einem Signal, verursacht durch unspezifisch gebundene Dig-
markierte Sonden, die immundetektiert werden. Wahrend die drei erstgenannten Signal-
Quellen fir jeden PCR-ELISA gleich sind, weisen die einzelnen Sonden der in dieser Arbeit
vorgestellten PCR-ELISAs unterschiedlich grol3e, unspezifische Bindungen auf, die dartber
hinaus noch durch Kreuzhybridisierung tberlagert sein kénnen. Fur die Auswertung der PCR-
ELISA Analysen kompetitiver PCRs erfolgte eine Quotientenbildung zweier Nettosignale
(ODnetto= ODwmesswert = ODhintergrund), SO dass das in die Berechnung eingehende
Hintergrundsignal durchaus von Bedeutung ist.
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Abb. 32 Hintergrundsignale bei Hybridisierung mit Dig-markierten Sonden

Analyse biotinylierter PCR-Produkte, Probenpuffer und Reagenzienkontrolle im PCR-ELISA zur
Abschéatzung der zu erwartenden Hintergrundsignale. A, PAGE-Gel der PCR-Produkte (2 pl, Ethidium-
bromid-geférbt); RR-PCR mit Primern 35S3-bio/petu-rl: dd-RR, Reagenzienkontrolle ohne Matrizen
DNA; RR-K, Kompetitor Produkt, 286 bp; RR-T, Target Produkt, 313 bp; M, pUC19 DNA Marker; GM-
PCR mit Primern GM04-bio/GMO03; dd-GM, Reagenzienkontrolle ohne Matrizen DNA; GM-K, Kom petitor
Produkt, 103 bp; GM-T, Target Produkt, 118 bp. B, PCR-ELISA mit 2 pl Probenvolumen, zusatlich
wurde das Signal des Probenpuffers (PBS-T, N = 4) gemessen. Die im Hybridisierungsschritt
verwendeten Sonden waren: l, RR-T-Dig; @, RR-K-Dig; A, GM-T-Dig; ¥, GM-K-Dig.

Zur naheren Untersuchung der Hintergrundsignale und Kreuzhybridisierungen wurden die in
Abb. 32A gezeigten PCR-Produkte und Reagenzienkontrollen verwendet. Im PCR-ELISA
wiesen die Sonden RR-T-Dig, GM-T-Dig und GM-K-Dig im Falle von Probenpuffer als Probe
sehr niedrige Signale auf (Abb. 32B). In allen Fallen, mit und ohne immobilisierter DNA, flihrte
RR-K-Dig zu einem um 15 % erhdhten, absoluten Hintergrundsignal. Dies ist wahrscheinlich
auf eine Wechselwirkung dieser Sonde mit der Streptavidin-beschichteten Oberflache
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zurlckzufuhren, da der Wert unabhangig von der Anwesenheit immobilisierter DNA ist.
Wahrend die Kompetitor-Sonde der Lektin-Gen PCRs, GM-K-Dig, zwar ein niedriges
Hintergrundsignal und keine Kreuzhybridisierung mit den immobilisierten Amplikons (Target
oder Kompetitor) der RR-PCR zeigte, wurde ein deutlich erhdhtes Signal mit dem GM-Target
Amplikon festgestellt. Der Betrag dieses Signales, korrigiert um den Wert fur Probenpuffer als
Probe, betragt 1,1 % des Signales, das das Kompetitor Amplikon bei Hybridisierung mit der
korrekten Sonde (GM-K-Dig) erzielte. Hier handelte es sich um eine echte Kreuz-
hybridisierung, die trotz Optimierung der Sondeninkubation (siehe Abb. 30) auftrat, aber auf
ein akzeptables Mal3 reduziert wurde. Die Sonde RR-T-Dig zeigt bei Hybridisierung mit dem
Einzelstrang des RR-Kompetitor-Amplikons ebenfalls eine minimale Kreuzhybridisierung
(0,5 %), diese nimmt bei héheren Probenvolumina deutlich zu. Bei Analyse von 4 pl einer
vergleichbaren RR-PCR, die ausschlie3lich Kompetitor-Amplikon enthielt, betrug sie bis
zu 5 %.

6.2.6.4 Kalibrationskurven

Die Kalibrationskurven der hier verwendeten PCR-ELISA wiesen prinzipiell den in Abb. 33
gezeigten sigmoidalen Verlauf auf, der in unterschiedlicher Auspragung fur alle Amplikons
galt, die in dieser Arbeit genutzt wurden. Dominiert wurde er durch einen linearen Bereich und
das Einminden in ein oberes, maximales Signalniveau. Eine progressive Anfangssteigung
war bei Immobilisierung langer Amplikons (RR-Target/ Kompetitor) besonders ausgepragt
und wurde vermutlich durch verschieden stark ausgepréagte intramolekulare
Sekundarstrukturbildung der einzelstrangigen Amplikons beeinflusst.

Allein durch Gegenuberstellung der PCR-ELISA Signale lassen sich die Mengen zweier
Amplikons, wegen potenziell unterschiedlicher Hybridisierungseffizienzen der Sonden, nur
bedingt vergleichen. Zur Bestimmung einer Amplikonmenge in PCR-Produkten bedarf es
daher einer Kalibration mit bekannten Amplikon-Mengen in der gleichen Primer-haltigen
Matrix, da koimmobilisierte DNA das Signal ebenfalls beeinflusste (Abschnitt 6.2.6.5).

Es ist zu vermuten, dass das in Abb. 33 bei Zugabe groRRer Volumina auftretende obere
Signalniveau primar auf eine erschopfte Biotin-Bindungskapazitat der Streptavidin beschich-
teten Kavitaten zuriickzufiihren ist; eine Limitierung durch die Sonde, die im Uberschuss
vorliegt, ist wahrscheinlich von geringerer Bedeutung. Grol3e Probenvolumina wurden daher
in der Regel vermieden (Einsatz 1-3,5 yul PCR/ Vertiefung). Die Bindekapazitat wird aul3er
durch die biotinylierten PCR-Produkte auch durch die nicht inkorporierten biotinylierten Primer
des PCR-Ansatzes reduziert. Sie konnten in einem gesonderten, an die PCR
angeschlossenen Gelfiltrations- oder Extraktionsschritt entfernt werden. Dies wirde
zusatzlichen Material- und Zeit-Aufwand bedeuten. Die in Routineexperimenten verwendeten
Probenvolumina wurden daher so gewahlt, dass die eingebrachte Menge Biotin die maximale
Bindekapazitéat des Streptavidins einer Kavitat (16-20 pmol) nicht Uberschritt.
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Abb. 33 Kalibrationskurven fiir PCR-ELISAs

Steigende Volumina der Produkt-Lésungen aus einer GM0304-PCR M, Primer GMO04-bio/GMO03,
Target-Amplikon 118 bp), einer CaMV35S-PCR (@, Primer: 35S3-bio/ 35S2, Target-Amplikon 191 bp)
und einer RR-PCR (A, Primer: 35S3-bio/ petu-rl, Target-Amplikon 313 bp) wurden immobilisiert und
im PCR-ELISA mit spezifischen Sonden (RR-T-Dig, GM-T-Dig) hybridisiert. Die PCRs wurden bis in
das Plateau gefuhrt, der Amplikongehalt wurde nicht bestimmt.

Die Verwendung groRerer Mengen PCR-Produkt kann zu einer Signalreduktion fiihren. Die
Verringerung des Signals des GM0304-PCR-ELISA, die nach Erreichen eines Maximal-
niveaus auftrat (Abb. 33), konnte (siehe unten) auf mangelnde Qualitat der Aufreinigung des
Primer GM04-bio durch die Hersteller zurlickgefiihrt werden. Eine Berechnung der maximalen
Menge eingebrachten Biotins erfolgte durch UVag0-Quantifizierung der markierten
Oligonukleotide, die in einer Konzentration von 0,4 uM in der PCR eingesetzt wurden. Eine
potenzielle Verunreinigung der Praparation mit Biotinylierungsreagenz wird dabei nicht
aufgedeckt. Da nach der Synthese verbliebenes Reagenz die Biotin-Bindekapazitat der
Mikrotiterplattenvertiefung reduziert, sollte es durch HPLC-Fraktionierung abgetrennt werden.
Eine Qualitatskontrolle bei jeder Primer-Charge ist ratsam.

Die Konkurrenz um die begrenzte Biotin-Bindungskapazitéat durch biotinylierte PCR-Produkte,
Primer und nicht abgetrenntes Biotinylierungsreagenz ist in Abb. 34A dargestellt. Abb. 34B
zeigt, wie sich die Zugabe von 3 verschiedenen Praparationen UV-quantifizierter, biotinylierter
Oligonukleotide auf die Anbindung eines gleichzeitig Dig- und Biotin-markierten, aufgereinigten
Amplikons auswirkt (belegt ~ 1 % der nominalen Bindekapazitat), das anschlieRend durch
direkte Detektion nachgewiesen wurde. Die Bindekapazitat fur das kleine Molekll Biotin
betrug 16-20 pmol pro Vertiefung (Herstellerangabe). Sie wurde wahrscheinlich wegen des
groéRReren sterischen Anspruches der Oligonukleotide nicht erreicht. Bei Verwendung geringer
Mengen des Oligonukleotids GM04-bio (2 pmol) wird das ELISA-Signal deutlicher reduziert,
als dies bei den Oligonukleotids 35S3-bio und B3-bio der Fall ist. Letztere verursachten erst
ab einer 3-fach hoherer Konzentration (6-10 pmol) die Signalreduktion. Diese Messung
bewies, dass die gezeigte Praparation des Oligonukleotids GM04-bio mit nicht abgetrenntem
Biotinylierungsreagenz verunreinigt ist. Sie war zuvor durch frilhe Sattigung und Abknicken
der Kalibration aufgefallen (Abb. 33) und wurde ersetzt.
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Abb. 34 PCR-ELISA Signalunterdriickung durch nicht abgetrenntes Biotin in

Primerpraparationen

A, Konkurrenz um die Biotin-Bindungskapazitét einer Streptavidin beschichteten Mikrotitervertiefung bei
Anwesenheit von 1. doppelt markiertem (Biotin und Dig) PCR-Produkt, 2. Biotin markiertem Primer
und 3. freiem Biotinylierungsreagenz, die Dig-Markierung wird immundetektiert. B, Bei der
Immobilisierung einer konstanten Menge doppelt markierten PCR-Produkts (Primer GM04-bio/GM05-
Dig, 0,12 pmol/Kavitat, aufgereinigt und UV-quantifiziert) wurden steigende Mengen biotinylierter
Primer zugegeben (Oligonukleotide UV-quantifiziert; B, GM04-bio; @, 35S3-bio; A, A3-bio). Aufge-
tragen sind Einzelbestimmungen. Es wurde dem PCR-ELISA Protokoll unter Auslassung der Denatu-

rierung und Hybridisierung gefolgt. Gepunktete Linie, Hintergrundsignal der Immundetektion ohne
immobilisiertes Amplikon.

6.2.6.5 Kooperativer Effekt in der Hybridisierung

Die Koimmobilisierung eines spezifischen Amplikons und beliebiger DNA ohne passende
Hybridisierungsstelle hatte einen unerwarteten Effekt fur die Hybridisierung mit der
entsprechenden Sonde und somit auf die Hohe des PCR-ELISA-Signals. Target- und
Kompetitor-Amplikon ergaben mit der fiir sie spezifischen Sonde ein Signal, das durch
Zugabe des jeweils anderen Amplikons ebenso wie durch Zugabe eines ,Schmier“-Produktes
(Abb. 35A) um 60-90 % gesteigert wurde. Das ,,Schmier“-Produkt wurde durch Verwendung
einer normalen Tag Polymerase ohne den sonst Ublichen hot start und durch eine extrem
niedrige Annealing-Temperatur (35°C) erhalten wird. Es handelte sich bei der
Signalsteigerung nicht um Kreuzhybridisierung, da bei alleinigem Einsatz der betreffenden
DNA kein Hybridisierungssignal erhalten wurde (Abb. 35B).
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Abb. 35 Effekt koimmobilisierter DNA auf die Hybridisierung im PCR-ELISA

A, PAGE-Analyse der CaMV35S PCR-Produkte; T, Target Amplikon, 191 bp, K, Kompetitor, 164 bp; S,
~Schmier‘-Produkte aus unspezifischer PCR mit den gleichen Primern; M1, Marker | Mixll; M2, Marker
pUC19. B, PCR-ELISA, unter A gezeigte PCR-Produkte wurden allein oder im angegebenen Gemisch
koimmobilisiert und mit den Sonden RR-T-Dig (hell) und RR-K-Dig (dunkel) hybridisiert. Primer: 35S3-
bio/35S2, Matrize: je 2*10° Kopien/25 pl Plasmid pCR RRT oder pCR RRK, AmpliTag Gold, PCR-
Programm: initiale Denaturierung 95°C/ 10 min; 50 Zyklen 95°C /30 s, 55°C /30 s, 72°C / 90 s; finale
Elongation 72°C / 5 min. Schmier-PCR: Matrize, 125 ng Wildtyp-Soja-DNA, Biotherm Taq, PCR-
Programm: initiale Denaturierung 95°C / 2 min; 50 Zyklen 95°C / 30 s, 35°C / 30 s, 72°C / 90 s; finale
Elongation 72°C /5 min.

Der beobachtete Effekt liel3 eine bessere Nachweisgrenze fur Amplikons bei Hybridisierungs-
ereignissen in Gegenwart anderer Amplikons erwarten. Wurden Target oder Kompetitor
Amplikon einer CaMV35S-PCR (Primer 35S3-bio/35S2) mit einer konstanten Menge eines
nicht verwandten, biotinylierten Amplikons (531 bp-Fragment des Mais tRNA-Leu Gen)
immobilisiert, erhdhte sich der Messwert fiir die korrekte Hybridisierung der Dig-markierten T-
Sonde mit immobilisiertem Target-Amplikon (Abb. 36A) und der K-Sonde mit immobilisiertem
Kompetitor-Amplikon (Abb. 36B) jeweils um den Faktor 2. Die Zugabe von nicht verwandtem
Amplikon fihrte dabei weder zu erhéhten Hintergrundsignalen (Signal bei O ul) noch zu einer
Kreuzhybridisierung. Die Sensitivitéat wurde in dem Experiment mit koimmobilisierter DNA im
Vergleich zu derjenigen bei Verwendung reiner Amplikons gesteigert, die Nachweisgrenze
somit gesenkt. Die Hochstmenge des Target- oder Kompetitor-Amplikon die aufgetragen
werden kann, ohne eine Signalsattigung zu bewirken (siehe Kalibrationen Abb. 33, Seite 82),
wirde in diesem Fall jedoch geringer sein, da insgesamt zusatzlich immobilisiertes,
biotinyliertes Amplikon die Bindungskapazitéat der Streptavidin-beschichteten Mikrotiterver-
tiefung verringert.
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Abb. 36 Einfluss koimmobilisierter DNA auf die Sensitivitit des PCR-ELISA

PCR-ELISA, CaMV35S-Target (M,00) oder Kompetitor Amplikon (@, O) je 25 ng/ul, Hybridisierung mit
Target-(A) und Kompetitor-Sonde (B), offene Symbole: Messwerte je unter Zusatz einer konstanten
Menge nicht verwandten, biotinylierten PCR-Produkts (A1/A3-bio, 125 ng)

Um zu einem grundlegenden Verstandnis solcher PCR-Versuche zu gelangen, bei denen
zwangsweise zwei verschiedene PCR-Produkte entstehen, die mittels PCR-ELISA detektiert
werden, wurde die kontinuierliche Abfolge von sinkendem Target (T)- bei steigendem
Kompetitor (K)-Amplikon Anteil, wie sie Ublicherweise bei kompetitiven PCRs anfallen (Abb.
31, Seite 79), durch Mischung reiner PCR-Produkte simuliert. Es wurden die beiden Falle
verglichen, in denen a) die absolute Menge an Amplikon sinkt und b) die absolute Menge der
Amplikon-DNA im aufgegebenen Probenvolumen gleich bleibt. Hier verandert sich nur das
Verdltnis der Komponenten zueinander. Im Fall a) wurde das Probenvolumen mit Wasser
verdiinnt im Fall b) mit dem zum Target-Amplikon korrespondierenden Kompetitor-Amplikon
und umgekehrt. In Abb. 37A sind die unmittelbaren Messergebnisse von GM0304-ELISAs
dargestellt, in Abb. 37B sind aus diesen Ergebnissen abgeleitete Signal-Quotienten, wie sie
bei den spater beschriebenen kompetitiven PCRs zur Auswertung genutzt werden, zu sehen.

Wenn die untersuchte Probe mit Wasser erganzt wurde, stieg die Kurve progressiv an. Im
Gegensatz dazu entstanden Kurven mit umgekehrter Krimmung (degressiver Steigung),
wenn das Probenvolumen mit komplementaren Amplikon aufgeftllt wurde. Der Vergleich der
beiden Verlaufe fur Fall a) und b) lasst die Vermutung zu, dass das nicht direkt an der
Hybridisierung beteiligte Amplikon einen partiellen Beitrag zur Effizienz der spezifischen
Hybridisierung leistet oder dass eine mdogliche Hemmung der Hybridisierung bei niedrigen
Konzentrationen aufgehoben wird.

Die beobachtete, grofRere Sensitivitdt des Amplikon-Nachweises hat bei der Bildung von
Signal-Quotienten jedoch negative Auswirkungen. Der Quotient von OD T/OD K (korrigiert um
das jeweilige Hintergrundsignal), fuhrt bei halb-logarithmischer Aufragung zu einem linearen
Zusammenhang (Abb. 37B), wie er von kompetitiven PCRs bekannt ist. Im Fall a) der mit
Wasser verdinnten GM0304-Amplikons PCR Systems ergab sich eine grof3ere Steigung als
im Fall b), der die Produktverhaltnisse wie in kompetitiven PCRs simuliert.

Der Effekt steht im Einklang mit den vorherigen Ergebnissen (Abb. 35, 36). Es werden gerade
bei niedrigen Amplikonmengen, z. B. fir das Target bei einem Anteil von 25 %, die
Hybridisierungs-Signale durch das ebenfalls vorliegende Kompetitor Amplikon (75 %)
drastisch erhéht. Der Kompetitor seinerseits ist hier mit viel weniger Fremd-DNA koimmo-
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bilisiert (25 %) und erfahrt nur eine geringe Signalerh6hung bei Hybridisierung mit der fur ihn
spezifischen Sonde. Die analoge Situation findet sich, wenn wenig Kompetitor (25 %) mit viel
Target-Amplikon (75 %) zusammen immobilisiert wird. Da die Gesamtmenge aller Amplikon-
Gemische gleich ist, ergibt sich ein symmetrischer Effekt.
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Abb. 37 Einfluss der Verdiinnung und des Verhaltnisses eines Amplikon-Gemisches
auf die PCR-ELISA Signale
Target oder Kompetitor PCR-Produkte wurden mit Wasser (Fall a, gefiillte Symbole) oder dem korres-
pondierenden Kompetitor- respektive Target-Amplikon (Fall b, offene Symbole) bei konstantem
Gesamtvolumen gemischt und mit der Target- oder Kompetitor-Sonde hybridisiert. Aus dem Target-
Amplikon Anteil (Abszisse) am Gemisch berechnet sich der Kompetitor-Amplikon Anteil durch (100 - %
Target). A, Produkte der GM0304-PCR, Primer GM04-bio/GM03, Proben-Gesamtvolumen 1,0 pl; T-

Amplikon: @ und O, ergeben OD T; K-Amplikon: B und O, ergeben OD K; B, Quotient der
Hintergrundwert-korrigierten OD’s aus Graph A (OD T/ OD K).

Fir die Ermittlung eines Schnittpunktes der Signal-Quotienten-Geraden eines Experimentes
mit der Horizontalen bei einem bestimmten Quotienten (z.B. Qi = 1) resultiert aus dem
beschriebenen Effekt ein Nachteil. Bei gleichem Konfidenzintervall um die Ausgleichsgerade
folgt aus einer geringeren Steigung ein groReres Ergebnisintervall (formuliert z. B. als
Mittelwert £ SD) fir die abgelesenen Werte der Abzisse. Dieses entspricht einer geringeren
Genauigkeit des Systems im Vergleich mit einer Analyse reiner Amplikons. Messungen mit
Amplikon- Gemischen weisen im Gegenzug theoretisch einen grofReren Messbereich auf.
Dies ist bei der praktischen Durchfiihrung kompetitiver PCRs sinnvoll.

Der in diesem Abschnitt beschriebenen Effekt der Hybridisierungsverstarkung war kein
singulares Ereignis, sondern lie3 sich mit biotinylierten Produkten aus ,Schmier“-PCRs, aus
definierten PCRs fir nicht verwandte Sequenzen und mit Target/Kompetitor Paaren
(GM0304- und CaMV35S-PCR-System, letzteres nicht gezeigt) demonstrieren. Der Effekt
war ebenfalls nicht auf den Gebrauch eines speziellen Oligonukleotids als Sonde beschrankt,
sondern zeigte sich vielmehr mit allen vier in dieser Arbeit genutzten Sonden. Er hatte
wesentlichen Einfluss auf die Sensitivitdt des PCR-ELISAs bei der Detektion von PCR-
Produkten der kompetitiven PCR.
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6.2.6.6 Nachweisgrenze des CaMV35S PCR-ELISA

Der Nachweis der Amplikons durch PCR-ELISA ist fur alle in dieser Arbeit vorgestellten PCR-
Systeme empfindlicher als durch Agarose- oder Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
anschliel3ender Ethidiumbromidfarbung. Dies wird am Beispiel des Amplikons der CaMV35S-
PCR gezeigt. Ein PCR-Produkt wurde an Hand einer Verdinnungsreihe durch Agarose- (Abb.
38A) und Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Abb. 38B) analysiert und das Photo mit Hilfe des
Programmes Osiris 3.6 digital ausgewertet. Die Konzentration des nicht aufgereinigten
Amplikons wurde durch parallele Auftragung eines quantifizierten, geschnittenen Plasmids
abgeschatzt (Daten nicht gezeigt). So war aul3er dem Vergleich der Nachweisgrenzen auch
die Angabe der absoluten DNA-Menge moglich.
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Abb. 38 Nachweisgrenze eines PCR-Produktes in der Gelelektrophorese

Verdunnungsreihe des Target-Amplikons der CaMV35S-PCR (191 bp, 7 + 3 ng/ul). A, Agarosegel
(2,5 %); B, PAGE 12 %; M, DNA-GroRenmarker (82 ng pUC19, Mspl geschnitten); 2 pl Probenvolumen
in der angegebenen Verdinnung, Ethidiumbromidfarbung.

Das Signal fur das 191 bp groRe Amplikon war bei digitaler Gelauswertung nach Agarose-
gelelektrophorese bis zur 1:8 Verdunnung (1,8 + 0,8 ng/Spur) und in der PAGE bis zur 1:32
Verdiinnung signifikant detektierbar (0,44 + 0,2 ng/Spur). In der PCR-ELISA Analyse der
gleichen Amplikon Verdunnungreihe sanken die Signale stetig mit sinkender Konzentration
(Abb. 39). Wahrend die 1:256-Verdinnung kein signifikantes Signal mehr erzeugte, war die
1:128-Verdinnung (0,11 + 0,04 ng / Vertiefung) noch signifikant positiv. Das Detektionslimit
des PCR-ELISA, vergleichbar festgelegt durch Unterschreiten des Hintergrundsignales plus
dessen 3-facher Abweichung, lag daher um den Faktor 16 niedriger als bei der Agarosegel-
elektrophorese und um den Faktor 4 niedriger als bei der PAGE.

Die Ethidiumbromidfarbung ist proportional zur Masse, die Hybridisierung aber proportional
zur Anzahl der DNA-Strange, daher kann sich dieses Verhéltnis fur sehr grof3e Produkte
andern. Da die Nachweisgrenze fir ein Amplikon abhangig von der Menge der
koimmobilisierten DNA ist, sinkt die Nachweisgrenze im Fall einer kompetitiven PCR unter
den hier angegebenen Wert. Bei einer kompetitiven PCR ist gerade bei geringen Anteilen des
einen Amplikons (z. B. Target) der Anteil des zweiten, prasenten Amplikons (z. B. Kompetitor)
sehr hoch.
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Abb. 39 Nachweisgrenze eines PCR-Produktes im PCR-ELISA

PCR-ELISA (Sonde RR-T-Dig, 2 pl Probenvolumen, 90 min Farbraktion) zur Verdiinnungsreihe des
Target-Amplikons der CaMV35S-PCR (vgl. Abb. 38); Messungen des Amplikons in den angegebenen
Verdunnungsstufen; B, Hintergrundsignal durch Auftragung des Verdinnungspuffers.

6.2.6.7 Validierung des PCR-ELISA fiir die Auswertung kompetitiver PCRs

Die Auswertung der kompetitiven PCRs durch PCR-ELISA wurde durch ALF-Analysen
Uberpruft. Im Gegensatz zur Auswertung durch Ethidiumbromid-gefarbte Polyacrylamid- oder
Agarose-Gele hangen diese nicht von der Amplikonldnge und Basenzusammensetzung ab.
Hierzu wurde die kompetitive CaMV35S-PCR mit einem Fluorophor-markierten (Cy5) Primer
(35S2-Cy5) durchgefiihrt und mit dem ALFexpress DNA Analysesystem ausgewertet. Das
Vorgehen stellte sicher, dass genau ein Fluorophor pro Amplikon inkorporiert wurde und jedes
Amplikon unabhangig von der GroR3e ein definiertes Signal ezeugte. Die Markierung der
Amplikons beeinflusste den parallel durchgefihrten PCR-ELISA nicht, da der Cy5-tragende
Gegenstrang im Denaturierungsschritt entfernt wurde. Die Produktmengen von Target und
Kompetitor wurden bei der ALF-Analyse nach elektrophoretischer Trennung (denaturierendes
Polyacrylamidgel) mit Hilfe von Laseranregung durch Photodioden detektiert.

Fur die Signal-Quotienten des Target und Kompetitors wurden bei beiden Methoden die
erwartete Linearitat (sieche Abschnitt 3.4, Seite 14) bei doppeltlogarithmischer Auftragung des
Signal-Quotienten gegen die eingesetzte Kompetitormenge gefunden (Abb. 40). Fur die ALF-
Analyse weist die lineare Regression einen etwas besseren Korrelationskoeffizienten (R =
0,9996, eine Auftragung je PCR und Kompetitor Konzentration) als der PCR-ELISA
(R = 0,9986, Doppelbestimmung je PCR und Kompetitor Konzentration) auf, darin spiegelt
sich die grofRere Streuung der PCR-ELISA Messwerte wider. Daraus, und aus der gro3eren
Steigung der Geraden fur die ALF-Auswertung der kompetitiven PCR, ergab sich hier eine
prazisere Ablesung des Ergebnisses in Form der Kopienzahl am Aquivalenzpunkt, wéhrend
die PCR-ELISA-Auswertung einen groéf3eren Arbeitsbereich (Kompetitor Mengen) aufwies.

Zur Uberpriifung einer Grundvoraussetzung der kompetitiven PCR, der Gleichheit der
Amplifikationseffizienz von Target und Kompetitor, wurde das Plasmid pCR 35STK kloniert,
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das sowohl die CaMV35S-Target als auch die Kompetitorsequenz enthalt. Bei der Gewinnung
des Artefakt-Kompetitors (Seite 71) wurde neben dem Klon, der ein Plasmid mit Nicht-
CaMV35S-Promotor-Sequenz als Insert aufwies (pCR 35SArte), auch Klone mit dem
korrekten CaMV35S-Promotor-Insert gefunden (195 bp). Ein geeignetes Plasmid (pCR 35ST,
Klon 3) wurde isoliert und die korrekte CaMV35S-Sequenz durch Sequenzierung bestatigt.
Zur Klonierung des Plasmids pCR 35STK wurde das 643 bp groRe Pvu ll-Fragment aus
pCR 35ST aus einem praparativen Agarosegel isoliert und ungerichtet, als Insert mit glatten
Enden, in den Eco RV geoffneten, dephosphorylierten Vektor pCR 35SK ligiert. Eine
Uberpriifung durch Restriktionsanalyse zeigte, dass das erhaltene Plasmid pCR 35STK die
Sequenzen von Target und Kompetitor im gleichen Verhaltnis enthielt. Durch dieses
Vorgehen wurde das Verhdltnis der beiden Matrizen der CaMV35S-PCR auf molekularer
Ebene fixiert. Die Verwendung dieses Plasmids als Templat in der PCR spiegelt genau die
Verhaltnisse am Aquivalenzpunkt einer kompetitiven PCR wider.
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Abb. 40 ALF- und PCR-ELISA-Analytik zur Auswertung einer kompetitiven PCR

PCR mit RR-DNA (125 ng, nach CTAB llI-Protokoll aus ganzen Soja-Bohnen isoliert) und steigenden
Mengen des Kompetitor-Plasmids pCR GMK35SK, Primer 35S53-bio/35S2-Cy5. @, Integrale korres-
pondierender Peakflachen in ALF-Messungen; M, PCR-ELISA Messung. Die Ausgleichsgeraden
(schwarze Linie) und deren Konfidenzintervalle (68 %, graue Linie) sind eingezeichnet. (¥), reines T-
Amplikon, PCR mit RR-DNA ohne Kompetitor; @) reines K-Amplikon, PCR mit 2*10* Kopien
Kompetitor Plasmid. (%) PCR mit Plasmid pCR 35STK zu Normierungszwecken, gleiche Target- und
Kompetitor-Mengen als Matrize, im Bereich des Aquivalenzpunktes sind Hilfslinien eingezeichnet.
PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 35 Zyklen 95°C /30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 60 s;
finale Elongation 72°C /5 min.

Im ALF-Experiment lag der Signal-Quotient einer PCR mit dem Plasmid pCR 35STK mit 0,96
sehr nahe am theoretischen Wert von 1. Die Differenz der Signale von Kompetitor und Target
PCR-Produkt um 4 % lag innerhalb der Variationsbreite, die bei wiederholten PCRs mit dem
Plasmid pCR 35STK auftreten (0,99 £ 0,06; N = 4). Diese Ergebnisse bestétigten die
grundlegende Annahme, dass der Kompetitor dem Target in der PCR &aquivalent ist. Aus
diesem Grund wurde dieses und weitere analoge Plasmide als Normierungsplasmid
bezeichnet.

Der Einsatz des mit dem Normierungsplasmid pCR 35STK erhaltenen Amplifikongemisches
im PCR-ELISA zeigt, welche Signal-Quotienten fur das Vorliegen gleicher Kopienzahlen von
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Target und Kompetitor in der PCR zu erwarten sind. Dieser Quotient kann daher ebenfalls
zum Ablesen des Aquivalenzpunktes einer kompetitiven PCR mit PCR-ELISA-Auswertung
dienen. Der durch Hyridisierungs-ELISA ermittelte Signal-Quotient am Aquivalenzpunkt (0,79)
liegt unterhalb des entsprechenden Wertes des ALF-Experimentes. Bei dem PCR-ELISA
dominiert also das Kompetitor-Signal gegenltber dem Target-Signal (Abb. 40).

Tab. 8 Vergleich von ALF und PCR-ELISA fiir die Auswertung der kompetitiven PCRs

Die positive und negative Abweichung vom Ergebnismittelwert der Messungen aus Abb. 40,
abgelesen am Schnittpunkt der Regression und der Referenzgeraden, wurde durch Ablesen am 68 %
Konfidenzintervall der Ausgleichsgeraden ermittelt. Sie sind aufgrund der logarithmischen Achse nicht
symmetrisch.

Methode Target-Kopien/ng DNA pos. Abweichung neg. Abweichung
Kopie/ng (%) Kopie/ng (%)

ALF 782 27 (3,5 25 (3,2

PCR-ELISA 840 53 (6,3) 51 (6,1)

Die Ubereinstimmung der PCR-ELISA-Messungen mit der ALF-Analytik bei der Bestimmung
des Aquivalenzpunktes innerhalb einer Reihe kompetitiver PCRs bestétigte die Richtigkeit des
PCR-ELISA (Tab. 8). Das mittels PCR-ELISA gefundene Ergebnis (log K-(Kopie/PCR) =
5,021 £ 0,027) unterschied sich auf der Ebene der logarithmischen Werte nicht signifikant
(Students t-Test) von demjenigen der ALF-Analytik (log K-(Kopie/PCR) = 4,990 + 0,015). Die
zusatzlich im Experiment gezeigten Werte fur PCRs, die ausschliel3lich Kompetitor- oder
Target-Produkt erzeugen, markieren den maximalen Arbeitsbereich des jeweiligen Messver-
fahrens. Der Signal-Quotient wurde hier aus Messwert und dem korrespondierenden Hinter-
grund-korrigierten Signal der jeweils anderen Sonde gebildet (Rauschen bzw. Kreuzhybri-
disierung) und zeigt die maximal mdglichen Quotienten. Bei beiden Verfahren findet sich eine
prinzipielle Spannweite moglicher Quotienten von 4 bis 5 Dekaden.

6.2.7 Validierung der Kompetitoren fur die PCR

Eine wesentliche Voraussetzung fir quantitative, kompetitive PCR ist die Gleichheit der
Amplifikationseffizienz eines Primerpaares fur die beiden korrespondierenden Target- und
Kompetitor-Sequenzen. Nach der exemplarischen Uberprifung fir das CaMVv35S PCR-
System wird nun mit zwei weiteren Methoden zur Validierung bestatigt, dass die konstruierten
Kompetitoren fur die quantitative, kompetitive PCR geeignet sind. Bei der ersten Methode
(Endpunktbestimmung, PAGE-Analytik) wird durch Einklonieren von Target- und Kompetitor-
Sequenzen in ein Plasmid und Einsatz dieses Normierungsplasmids in der PCR die
Gleichheit der initialen Matrizenmolekile fixiert (“molekulares Fixieren®). Liegen die Produkte
nach einer PCR mit vielen Zyklen ebenfalls im gleichen Stoffmengen-Verhaltnis (1:1) vor, ist
sichergestellt, dass sie mit der gleichen Amplifikationseffizienz vervielfaltigt wurden. Es
handelt sich um fiir den PCR-Prozess ununterscheidbare Sequenzen. Bei der zweiten
Methode (Bestimmung im exponentiellen Bereich) ist die Untersuchung der einzelnen Amplifi-
kationseffizienzen bei geringen Zyklenzahlen mittels Realzeit-PCR mit SYBR-Green moglich,
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ohne dass Kompetition eine Rolle spielt. Hier ist ein wichtiger theoretischer Parameter
unabhangig und separat fur Target- und Kompetitorsequenz direkt messbar.

6.2.7.1 Prufung der PCR-Effizienz durch Endpunktbestimmung

Normierungsplasmid pCR RRTK

Das Normierungsplasmid pCR RRTK kann als Matrize in der CaMV35S Screening-PCR
(Primer 35S3-bio/35S2) und in der Roundup Ready spezifischen RR-PCR (Primer 35S3-
bio/petu-rl) dienen und lieferte auf Grund der separat einklonierten Target- und Kompetitor-
Sequenzen gleichzeitig Amplikons fur die Target- und Kompetitor-Sequenz. Das 605 bp
Fragment des Pvu Il und Hind Il Eco RV geschnittenen Plasmids pCR RR-T enthélt die
Target Sequenz und wurde in den Eco RV und Hind 1l gedffneten, dephosphorylierten und
aufgereinigten Vektor pCR RR-K ligiert. Nach Isolierung von Plasmid-DNA und Restriktions-
analyse wurde das erwartete Restriktionsmuster gefunden, die Plasmid DNA (pCR RRTK)
eines Klones wurde im Folgenden verwendet.

Normierungsplasmid pCR GMTK

Das Normierungsplasmid pCR GMTK kann als Matrize in der GM0304- (Primer GM03/GMO04-
bio) oder GM0104-PCR (Primer GM01/GMO04-bio) dienen. Es resultieren, den Target- und
Kompetitor-Sequenzen des Soja Lektin-Gen Systems entsprechend, beide Amplikons. Das
725 bp groRBe Hind 1l Fragment des Plasmids pCR GMK wurde dazu in den Hind ll
geoffneten, dephosphorylierten und aufgereinigten Vektor pCR GMT ligiert. Nach Isolierung
von Plasmid-DNA aus 12 Klonen und Restriktionsanalyse wurde bei Plasmiden von 10
Klonen das erwartete Restriktionsmuster gefunden, die Plasmid DNA eines Klones wurde im
Folgenden eingesetzt. Bei einem Klon war das Insert doppelt in den Vektor ligiert worden; nur
bei einem Klonen handelte es sich um ein Religat des Vektors.

PCR mit Normierungsplasmiden

Der Planung des folgenden Versuches liegt zu Grunde, dass das Verhéltnis von Target und
Kompetitor in der PCR im Verlauf beliebig vieler Zyklen konstant bleiben soll. Nimmt man an,
die Amplifikationseffizienzen von Target (E') und Kompetitor (E¥) seien gleich, bleibt das
initiale Verhaltnis (Stoffmengen-Quotient) von Target- (To, Index entspricht der Anzahl der
PCR-Zyklen n) und Kompetitor-Matrizen (Kp), wie es durch die Normierungsplasmide
erzwungen wird (To = Ko), fur alle spateren Zyklen gleich Qs (n) = 1 (Gleichung 5).
Gleichung 5 geht aus der Division von Gleichung 3 und Gleichung 4 hervor, die das
exponentielle Entstehen von Target oder Kompetitor in der PCR beim Durchlaufen von n
Zyklen beschreiben. Sie belegt zudem das Qs; als Funktion von K, eine Hyperbel beschreibt,
wenn Tg konstant ist. Dies filhrt bei der haufig gewahlten, doppeltlogarithmischen Auftragung
(vgl. Abb. 40) zu einer linearen Darstellung.
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Gleichung 3 Ta=To(1+E")"
Gleichung 4 Kn=Ko(1+ EK) n

Ta"
Gleichung 5 Tk - To _To . BA¥E O

K, K, &1+EKp

Sind die Effizienzen E' und E" jedoch unerwiinschter Weise ungleich, nimmt auch die Basis
des exponentiellen Terms in Gleichung 5 einen Wert ungleich 1 an, der mit der Zyklenzahl
potenziert wird. Daraus ergibt sich eine umso gréf3er werdende Abweichung des Verhaltnises
(To/Kp) nach der PCR zum initialen Verhaltnis To/Ko, je mehr Zyklen durchlaufen werden. Fur
das Beispiel To = Ko, E'= 95 % und E*= 85 % wiirde sich fiir eine kompetitive PCR mit 40
Zyklen ein Stoffmengen-Quotient berechnen, der mit Qs; = 8,2 deutlich vom richtigen Wert
Qst = 1,0 abweicht.

Fir das beschriebene Experiment wurde aus diesem Grund eine hohe Zyklenzahl gewahlt.
Bei unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen der hier konstruierten Kompetitoren und der
Target-Sequenzen sollten sich unter diesen Bedingungen deutliche Effekte ergeben, die
mittels Gelanalytik begutachtet werden kdnnen. Dies ist, im Rahmen der Genauigkeit der
Gelanalytik, nicht der Fall. Abb. 41 zeigt, dass, gemal der Erwartung, fur alle vier PCR-
Systeme gleich intensive Banden erhalten werden.
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Abb. 41 PCR mit Normierungsplasmiden zur Priifung auf gleiche
Amplifikationseffizienz der Target- und Kompetitor-Sequenz

In vier verschiedenen PCRs wurden sinkende Mengen der betreffenden Normierungsplasmide als
Matrize verwendet (10° bis 10° Kopien/ 25ul). PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 50
Zyklen 95°C /30 s, Tamea / 30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C / 5 min. In der CaMV35S- und RR-
PCR wurde das Normierungsplasmid pCR RRTK (Gel A; Tannea = 55°C), fiir die GM0304- und GM0104-
PCR das Normierungsplasmid pCR GMTK (Gel B; Tamea = 61°C) eingesetzt. In der PAGE wurden zwei
analoge PCRs (je 1 pl) zusammen in einer Spur aufgetragen. M, pUC19 DNA Marker; T, Target-PCR-
Produkt; K, Kompetitor-PCR-Produkt.

Um die benachbarte Anordnung von T- und K-Sequenz innerhalb der Normierungsplasmide
aufzuheben, wurden pCR RRTK (Sac I, Sma 1) und pCR GMTK (Eco RI) vorsorglich
restringiert eingesetzt. Im Experiment wurden verschiedene Mengen des Plasmids einge-
setzt, um den gesamten Bereich, in dem in Routineexperimenten Aquivalenzpunkte gefun-
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den werden, abzudecken. Da bei der PCR durch Produkt-Anreicherung, durch dNTP- und
Primer-Verbrauch und durch thermische Inaktivierung der Polymerase ein Ubergang von
exponentiellem Produktzuwachs in eine Sattigung erfolgt, weisen die angewendeten 50
Zyklen keineswegs die gleiche Effizienz auf. Generell tritt eine Sattigung umso spater ein, je
weniger Templat zugegeben wird und erhéht somit die Zahl der Zyklen im exponentiellen
Bereich.

Fur alle vier PCR-Systeme wurden mit den zwei Normierungsplasmiden Banden, sowohl in
allen Fallen groRer (10°) als auch niedrige (10%) Templat-Mengen, von gleicher Intensitat
erhalten (Abb. 41). Auch bei PCRs mit hohen Templat-Mengen, fur die auf jeden Fall der
Bereich der Produktsattigung erreicht wurde, in dem die Beschreibung der PCR durch
einfache Formeln nicht mehr moglich ist, kommt es ebenfalls zu keiner Verschiebung der
Produktverhéltnisse. Aus der beobachteten Gleichheit von Target- und Kompetitor-Produkt-
menge lasst sich ableiten, dass die klonierten Kompetitoren pCR RRK und pCR GMK die
gewunschten Kriterien zum Einsatz in der kompetitiven PCR sowohl im exponentiellen
Bereich als auch im Bereich der Sattigung erftllen.

6.2.7.2 Bestimmung der PCR-Effizienz im exponentiellen Bereich

Die Realzeit-PCR mit SYBR-Green bietet die Mdglichkeit die Zunahme an Produkt zu
verfolgen. Durch Anlagerung des im PCR-Mix vorhandenen Farbstoffes SYBR-Green an die
kleine Furche doppelstrangiger DNA und der daher auftretenden Fluoreszenzerhéhung kann
ein Zyklus definiert werden, bei dem eine bestimmte Amplikonmenge erreicht wird. Der
betreffende Zyklus, der nicht nur natirliche Zahlenwerte annehmen kann, wird mit Ct (cycle
threshold, Grenzwertzyklus) bezeichnet, die entsprechende Amplikon-Menge (als Molekul-
zahl) mit A;.. Nach Abschluss der PCR kann zusatzlich die Dissoziationstemperatur des
DNA/SYBR Green-Adduktes ermittelt werden, die von der Lange und dem GC-Gehalt des
Amplikons abhangt. Auf diese Weise kann zwischen dem Erscheinen von korrekten
Amplikons (lang) und Primer-Dimeren (kurze Fragmente), die ebenfalls ein Signal erzeugen,
unterschieden werden. Aus Gleichung 6, die als Spezialfall der Gleichung 3 das exponentielle
Entstehen von A nach Ct Zyklen aus der Anfangsmenge A, der Matrizenmolekiile
beschreibt, ergibt sich durch Umformung Gleichung 7, die den linearen Zusammenhang
zwischen Zykluszahl Ct (Abhéngige) und dem Logarithmus der Anfangsmenge logAo
(Variable) beschreibt. Die eingangs erwédhnte Effizienz (E) einer PCR ist somit durch die
Steigung experimentell zuganglich (Gleichung 8).

Gleichung 6: A=A, (L+B)

_ logAc¢, ) 1 .
log(1+E) log(1+E)

Gleichung 7: logA,

Gleichung 8: E = exp(-DlogAy/DCt) - 1
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Mit dieser Methode wurde flr vier Primersysteme die Effizienz der einzelnen Target- oder
Kompetitor-PCRs bestimmt. Sowohl fur Target- als auch fur Kompetitor-PCRs wurde die
erwartete lineare Abnahme der Ct-Werte bei steigender Anfangsmenge der Matrizenmolekile
gefunden (Abb. 42). Die jeweils korrespondierenden PCRs mit homologen Target- oder
Kompetitor-Produkten wiesen etwa gleiche Effizienzen auf, die sich gemessen an den
Uberlappenden Fehlerbereichen nicht signifikant voneinander unterscheiden (Tab. 9). Auch
mit dieser Methode, die nicht durch Kompetition wéhrend der PCR beeinflusst wird, wurde ftir
die Eignung der konstruierten Kompetitoren grundlegend bestatigt.
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Abb. 42 Realzeit-PCR mit genomischer DNA aus RR (Target) und Kompetitoren

In einer Realzeit-PCR mit SYBR-Green (25 pl Ansatz) wurden unter Verwendung von AmpliTaqg Gold
und SYBR Green, sowie: A, steigende Mengen genomische DNA, nach Wizzard Il Protokoll aus ganzen
Roundup Ready Bohnen isoliert, und B, sinkende Mengen des Doppelkompetitor Plasmids
pCR RRKGMK als Matrize in einem GeneAmp 5700 PCR-Block mit Fluoreszenzdetektion eingesetzt.
PCR (@) CaMV35S, () RR, (A) GM0304, (¥) GM0104; PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C /
10 min; Zyklen (95°C /30 s, 55°C /30 s, 72°C/ 60 s).

Wird der Mittelwert der Amplifikationseffizienzen genutzt, um nach Gleichung 5 (Seite 92) den
Stoffmengen-Quotienten einer kompetitiven PCR mit dem Normierungsplasmid (Qs:=
To/Ko = 1) nach beispielsweise 40 Zyklen zu berechnen, werden von Qip = 1 abweichende
Ergebnisse vorausgesagt. Der Quotient fir die Normierungsplasmide betriige nach dieser
theoretischen Betrachtung fiir das CaMV35S-PCR-System Qs = 0,40, fir das RR-PCR-
System Qs = 0,33, fur das GM0304-PCR-System Qs; = 0,77 und fir des GM0104-PCR-
System Qs; = 0,72. Das spiegelt wider, dass in allen vier PCR Systemen die jeweilige
Targetsequenz tendenziell eine geringere Effizienz als die etwas kirzere Kompetitorsequenz
aufweist. Wahrscheinlich lasst sich das auf die unterschiedliche Lange zurtckfihren, da
langere Amplikons, bei gleichem PCR-Programm, generell eine Tendenz zu geringerer
Effizienz aufweisen [121]. Da die experimentelle Ergebnisse mit Normierungsplasmiden (Abb.
41) zeigten, dass in allen vier PCRs beide Amplikons gleich effizient amplifiziert werden, ist
die theoretische Voraussage der Kompetition anhand isoliert kestimmter Effizienzen der
Sequenzen offensichtlich von begrenztem Wert.
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Tab. 9 Vergleich von Amplifikations-Effizienzen

R, Korrelationskoeffizienten fur die linearen Regressionen in Abb. 42; S, Zahl der in die Regression
eingegangenen Messpunkte; E, Amplifikations-Effizienz nach Gleichung 8; DE, Fehler der Effizienz,
ermittelt aus dem Fehler des Steigungsfaktors der linearen Regression.

PCR Matrize®* GroRe R S E (%) DE (%)
CaMV35S T 191bp 10,9975 4 88,2 6,0

K 164bp 09994 4 92,6 3,0
RR T 313bp 09974 4 86,4 5,8

K 286bp 0,9997 4 91,6 1,6
GMO0304 T 118bp 0,9999 4 98,1 1,4

K 103bp 0,9994 4 994 3,3
GM0104 T 234bp 0,9997 3 921 3,0

K 219bp 0,9990 4 93,7 4,1

% T, Targetsequenz, RR-DNA; K, Kompetitor, Doppelkompetitorplasmid

Quantifizierung der DNA durch Realzeit-PCR

Durch die hier gezeigte Realzeit-PCR mit SYBR-Green war ebenfalls eine Quantifizierung der
DNA mdglich, wenn bekannte Mengen DNA als Kalibrator dienen. Im vorliegenden Fall diente
die Kompetitorsequenz, die die gleiche Amplifikationseffizienz wie das jeweilige Target
besitzt, zur externen Kalibration. Das Kompetitorplasmid ist ein UV-quantifizierter Standard,
so dass Abb. 42B eine Kalibration der MessgroRe Ct-Wert versus Anzahl der
Matrizenmolekile darstellt. Die Anzahl Matrizenmolekile der genomischen RR-DNA konnte
fur die drei gréBeren DNA-Mengen, deren Ct-Werte in Bereich der Kalibrationsgeraden liegen,
ermittelt werden (Abb. 43).

Bei der Beurteilung der Quantifizierung durch Realzeit-PCR ist ausschlaggebend, dass die
Ergebnisse untereinander keinen Widerspruch ergeben. Keiner der gefundenen Werte weicht
signifikant von den anderen drei Ergebnissen ab. Die in der CaMV35S-PCR amplifizierte
Sequenz ist Teil der amplifizierten Sequenz der RR-PCR. Gleiches gilt fiir die Sequenz der
GMO0304- und GM0104-PCR (vgl. Abb. 19, Seite 64). Daher missen diese Paare jeweils
zwingend Ubereinstimmen. Von beiden unabhangigen Sequenzen (RR-Konstrukt und Lektin-
Gen) ist bekannt, dass sie beide in einfacher Kopie im Soja-Genom vorkommen, daher
mussen sie bei intakt isolierter, genomischer DNA im gleichen Verhaltniss vorkommen. Der
gefundene Einklang lasst den Schluss auf die interne Konsistenz der Ergebnisse der
Quantifizierung durch Realzeit-PCR mit externer Kalibration durch Kompetitor-Plasmid zu.

Der Mittelwert aller vier PCR-Systeme betragt 183 + 7 Kopien/ng DNA, dies sind nur circa
22 % der in der Literatur gefunden Kopienzahl (Propidiumjodid-Farbung der DNA in Zellen,
Flow-Zytometrie, 818 Kopien pro ng) fLl22]. Der direkte Vergleich ist wahrscheinlich nicht
sinnvoll, da in der PCR-Methodik eine Quantifizierung tber die Amplifizierung der Gene, bei
der Flow-Zytometrie jedoch ein Summenparameter fir die Anlagerung eines Fluoreszenz-
farbstoffes gemessen wird.
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Abb. 43 DNA-Quantifizierung durch Realzeit-PCR mit externer Kalibration

Bestimmung der Kopienzabhl fiir je drei RR-DNA-Extrakte (Abb. 42A, 1,25; 12,5 und 125 ng) anhand der
externen Kalibration (Abb. 42B) mit bekannten Mengen des Doppelkompetitor-Plasmids pCR
RRKGMK.

Eine Quantifizierung durch Realzeit-PCR mit SYBR-Green ohne interne Kontrollen kann nur
erfolgreich sein, wenn in jeder einzelnen Probe Inhibition vollstédndig ausgeschlossen ist. Dies
wird hier durch die Analyse einer Verdinngsreihe sichergestellt. LAdge eine PCR-Inhibition
durch einen Storstoff vor, wiirde sich dessen Einfluss durch die Verdinnung reduzieren, die
Effizienz der Reaktion wirde folglich steigen und die idialerweise lineare Kennlinie Ct versus
Proben-Verdinnung wirde eine Krimmung aufweisen.

6.2.7.3 Heteroduplex-Bildung durch homologe Kompetitoren

Bei der Auswertung kompetitiver PCRs unter Verwendung von Ethidiumbromid-gefarbten
Gelen traten bei gleichzeitiger Erzeugung von T- und K-Amplikons zusétzliche Banden
geringerer Mobilitat auf. Im Folgenden wird der Nachweis gefihrt, dass es sich dabei nicht um
hochmolekulare und vollstandig doppelstréangige DNA-Stérprodukte handelte, sondern um
Heteroduplex DNA. Die Bildung solcher Komplexe ist auf homologe Sequenzen in der
kompetitiven PCR beschrankt.

Der Grad der Heteroduplex Bildung héangt vom Verhaltnis der Amplikons zueinander und dem
Temperaturprofil des PCR-Programmes ab. Es ist bei gleichen Konzentrationen von Target-
und Kompetitor-Amplikon am starksten ausgepragt. In einer typischen Serie kompetitiver
PCRs mit einem DNA-Extrakt und einer Verdinnungsreihe des Kompetitors wird dieser
Aquivalenzpunkt bewusst durchlaufen. Der Heteroduplex-Effekt tragt zur Reduktion der
Target- und Kompetitor-Bandenintensitdten bei und erschwert so die optische Gelaus-
wertung.
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Abb. 44 Vermeidung der Heteroduplex-Bildung durch heterologe Sequenzen in der

kompetitiven PCR

Eine konstante Menge CaMV35S Kompetitor (pCR 35SK) wurde mit einer sinkenden Menge
pPCR 35SArte (Spuren 1 bis 6) in einer PCR mit den Primern 35S1/35S2 eingesetzt. PAGE,
Ethidiumbromid-Farbung; Spur 7, PCR mit pCR 35STK; Spur 8, Target-Amplikon, PCR mit RR-DNA;
Spur 9, Reagenzienkontrolle der PCR. PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 40
Zyklen 95°C / 30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C / 5 min. Pfeile kennzeichnen die
Laufweite der erwartete PCR-Produkte: Spur 1 bis 6, Artefakt-Amplikon (184 bp, Arte); Spur 7 und 8,
Amplikon der CaMV35S-Sequenz (195 bp, Target, T); Arte und T haben trotz unterschiedlicher Grol3e

gleiche Laufweiten. Spuren 1 bis 7, Amplikon des CaMV35S Kompetitors (168 bp, K); Gleiche Mengen
homologen Amplikons von T und K fiihren in der PCR zu Heteroduplex-Banden (hd DNA)

In Abb. 44 ist die Heteroduplex-Bildung der Amplikons im CaMV35S PCR-System gezeigt.
Durch PCR mit dem Plasmid pCR 35STK als Matrize wurden gezielt gleiche Mengen T- und
K-Amplikon erzeugt, die nach gelelektrophoretischer Trennung zwei zusatzliche Hetero-
duplex-Banden im Bereich 3 500 bp aufwiesen. Der heterologe Artefakt-Kompetitor wies
aul3er den gleichen Primerbindungstellen keine signifikante Homologie zu den Produkten des
CaMV35S-Systems auf (Abb. 21, Seite 67). Da das Amplikon des Artefakt-Kompetitors sich
trotz unterschiedlicher Grof3e (11 bp Differenz) nach PAGE nicht vom CaMV35S-Target
Amplikon unterscheiden liel3, wurde fur die hier interessierende Fragestellung die kompetitive
PCR mit einer konstanten Menge Kompetitor-Plasmid durchgefiihrt. Die in der PCR-Serie
eingesetzten Verdinnungen des Artefakt-Kompetitors wurden experimentell so justiert, dass
sie den Bereich gleicher Amplikonmengen Uberstrichen. Im Gegensatz zu den homologen
Sequenzen wurde hier keine Heteroduplexbildung beobachtet.

Ein Erklarungsansatz fur die Bildung einer Heteroduplex DNA aus zwei homologen
Sequenzen von dsDNA-Target (Einzelstrange: T*/T?) und -Kompetitor (Einzelstrange K*/K®)
ist in Abb. 45 dargestellt. Es resultieren jeweils zwei Heteroduplex-Spezies (T*/K® und T®/K?)
mit Bereichen von einzel- und doppelstrangiger DNA, die die gefundene Retardierung und das
Auftreten zweier Banden fir topologisch verschiedene Spezies erklaren. Liegt eine
Endonuklease-Erkenungssequenz (Eco RV, Sma |) innerhalb des postulierten Bereiches
einzelstrangiger DNA der Heteroduplex vor, kann an dieser Stelle nicht restringiert werden,
beide Heteroduplex Banden bleiben erhalten. Liegt eine Endonuklease-Erkenungssequenz
(Xmn 1, Cfo 1) jedoch innerhalb des Bereiches doppelstréangiger DNA vor, werden sowohl die
hoéhermolekularen Heteroduplex Spezies als auch die konventionellen Amplikons restringiert.
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Abb. 45 Heteroduplexbildung aus homologen Einzelstrangen

Schematische Darstellung der PCR-Produkte aus den Einzelstrangen T%/T® fur das Target und K*/K®
fir den Kompetitor und den durch gemischte Hybridisierung mdoglichen Heteroduplex Strukturen.
Endonuklease-Erkennungssequenzen, gestrichelte Linien; hellgraue Bereiche: Sequenz, die aus-
schlieBlich im Target-Amplikon vorliegt; dunkelgraue Bereiche, Sequenz, die ausschlief3lich im
Kompetitor-Amplikon vorliegt; die restlichen Bereiche weisen identische Sequenzen auf, Striche
zwischen oberem und unteren Einzelstrang symbolisiert Basenpaarung; Darstellung nicht ma3stabs-
getreu.

AulRer im CaMV35S-System trat Heteroduplexbildung ebenfalls bei Kompetition bei der
Roundup Ready spezifischen PCR (RR, Primer 35S3-bio/petu-rl) und bei der kompetitiven
Soja Lektin-Gen PCR (GM0104, Primer GM04-bio/GMO01) auf. Das gleiche gilt fir die GM0103-
PCR (Primer GM04-bio/GM03, Daten nicht gezeigt). Durch Restriktionsanalyse lassen sich
Aussagen Uber die Struktur treffen. Die resultierenden Fragmente sind in Tab. 10
zusammengefasst. Im Kompetitor der RR-PCR ist bei der Konstruktion (Abschnitt 6.2.5.2)
eine Eco RV-Erkennungssequenz durch Deletion fortgefallen, eine ursprungliche Xmn |-
Sequenz blieb in beiden Produkten erhalten. Die Restriktion mit Eco RV flihrte, dem Modell
entsprechend, bei dem Targetprodukt zu Spaltfragmenten, liel3 jedoch die Heteroduplex DNA
und Kompetitor Amplikon unbeeinflusst (Abb. 46A). Im Gegensatz dazu wurden von Xmn |
sowohl Target- und Kompetitor-Amplikon als auch die Heteroduplexspezies vollstandig
gespalten. Es wurden keine unerwarteten Fragmente gefunden. Dies bestatigt die Hypothese,
dass die hochmolekularen Banden aus Heteroduplex-DNA bestehen, die sich aus den
bekannten Sequenzen zusammensetzen.

Tab. 10 Produkte der Restriktionsanalyse von Heteroduplex Spezies

Die FragmentgroRe von Target- oder Kompetitor-Amplikon und die nach Restriktion erwarteten
Fragemente sind angegeben.

PCR-Primer  Target Kompetitor

RR 313 bp % 55%4%® 151 bp +162 bp 286 bp %5 °Ha® keine Fragmentierung
RR 313 bp%¥¥h® 202 bp+111 bp 286 bp % ¥WA® 175 bp +111 bp
GM0104 234 bp % ¥i3® keine Fragmentierung 219 bp % ¥39:® 147 bp + 72 bp

GM0104 234 bp % 99:® 117 bp +117 bp 219 bp % ¥#:® 117 bp +102 bp
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Abb. 46 Heteroduplex Strukturhinweise durch Restriktionsanalyse

Gleiche Mengen Kompetitor (K) und Target (T) Amplikon wurden in zwei PCR-Ansatzen erzeugt, vor
und nach unterschiedlichen Restriktionen durch PAGE (Ethidiumbromid-geférbt) analysiert; Hetero-
duplex DNA, hd; A: RR1, Roundup Ready PCR (Primer 35S3-bio/petu-r1) mit Plasmid pCR RRTK;
RR2, Eco RV-Restriktion der Produkte aus Spur RR1; RR3, Xmn I-Restriktion der Produkte aus Spur
RR1. B: GM1, Soja Lektin-Gen PCR (Primer GM04-bio/GM01) mit Plasmid pCR GMTK; GM2, Sma |-
Restriktion der Produkte aus Spur GM1; GM3, Cfo I-Restriktion der Produkte aus Spur. M, pUC19 DNA
Marker.

Bei dem Kompetitor des GM0104-Systems ist durch PCR-Mutagenese eine Sma |-Schnitt-
stelle neu eingefuihrt worden (Abschnitt 6.2.5.3) und eine Cfo I-Schnittstelle bleibt erhalten.
Wie erwartet spaltet Sma | auch das entsprechende Kompetitor Amplikon und belasst die
Heteroduplex-DNA unbeeinflusst (Abb. 46B). Im Gegensatz dazu spaltet Cfo | sowohl Target-
und Kompetitor-Amplikon als auch die Heteroduplex-Spezies. Es wurde eine gro3ere Menge
DNA aufgetragen, so sind neben den bekannten Fragmenten aus Target und Kompetitor
ebenfalls zwei verkirzten Heteroduplex Spezies (350-380 bp) zu erkennen. Diese
Restriktionen liefern ebenfalls Indizien fir das Vorliegen der postulierten Heteroduplex-
Struktur.

Da Heteroduplices einzelstrangige Bereiche aufweisen, sollten sie ohne weitere Denaturie-
rung eine Hybridisierung mit beiden Sonden erlauben. Dies konnte durch Vergleich der PCR-
Produkte mit und ohne Heteroduplex erfolgreich nachgewiesen werden. RR-Target und RR-
Kompetitor Amplikon als reine Produkte und als Gemisch, wie sie nach PCR mit einem
Normierungsplasmid erhalten werden, wurden in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten
immobilisiert und mit der Target- (RR-T-Dig) oder Kompetitor-Sonde (RR-K-Dig) hybridisiert
(Abb. 47B und C). War Heteroduplex DNA in den Produkten anwesend, wurde ein Signal
erhalten, das die erwartete Hybridisierung anzeigte. Es lag deutlich tber den Hintergrund-
signalen fur Versuche, bei denen keine DNA immobilisiert worden war oder ein nicht zur
Sonde passendes Amplikon vorlag. Erstaunlicher Weise vermochte die einzelstrangige
Sonde auch an das passende, jedoch doppelstrangig vorliegende Amplikon ohne vorherige
Denaturierung zu binden. Dies konnte durch eine Gleichgewichtsreaktion, einen Einschub in
den Doppelstrang maoglich sein. Dennoch ist der Signalzuwachs bei Anwesenheit von
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Heteroduplex DNA 2- bis 7-fach grof3er. Die freie Zugéanglichkeit der Sondenbereiche ist ein
weiteres Indiz fur die Schleifenstruktur der Heteroduplices.
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Abb. 47 Direkte Hybridisierung der RR-Amplikons mit Heteroduplex-Struktur

Biotinylierte PCR-Produkte (A, PAGE Ethidiumbromid-gefarbt) der RR-PCR (Primer 35S3-bio/petu-rl,
2 ul) wurden in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatten immobilisiert und ohne Denaturierung bei
Raumtemperatur mit der Sonde RR-T-Dig (B) und RR-K-Dig (C) (40 min, in Hybridisierungspuffer des
PCR-ELISA) inkubiert. Eine Immundetektion mit anti-Dig-F,,-AP-Konjugat (40 min) und Farbreaktion
(60 min) wurde gemaR PCR-ELISA-Protokoll durchgefiihrt. K, Kompetitor-Produkt (290 bp), durch PCR
mit Plasmid (pCR RRK, 10° Kopien/25pl) erzeugt; TK, Gemisch der Amplikons nach PCR mit Plasmid
pCR RRTK (106 Kopien/25ul); T, Target-Amplikon (313 bp), durch PCR mit RR-DNA (CTAB Il Extraktion,
125 ng/25ul). M, pUC19 DNA-Marker; PBS-T, Hintergrundsignal des ELISA bei Verwendung des
Verdiinnungspuffers.

6.2.7.4 Einsatz des heterologen Kompetitors (Artefakt) in der PCR

Das Plasmid pCR 35SArte war durch Selektion klonierter PCR-Produkte mit reduzierter
Spezifitdt gefunden worden (Abschnitt 6.2.5.2). Es enthielt ein PCR-Artefakt mit korrekten
Primerbindungsstellen (Primer 35S1/35S2), das jedoch eine andere interne Sequenz aufwies
und sich daher in Restriktionsschnittstellen von der CaMV35S Promotorsequenz unterschied.
Dieses PCR-Artefakt wies Ahnlichkeit zur urspringlichen CaMV35S-Sequenz in der Lange
(Promotorsequenz 195 bp / Artefakt 184 bp) und der Basenzusammensetzung (49,7 % GC /
50,5 % GC) auf. Dieses Plasmid war daher prinzipell als heterologer Kompetitor in einer
guantitativen, kompetitiven PCR geeignet. Dies wurde Uberpdft.

Da das Justieren zweier Plasmidldsungen auf gleiche Menge Templat ftr die PCR nicht trivial
ist (siehe Reproduzierbarkeit von Kompetitorpraparationen, Abschnitt 6.2.7.6 und Einfluss der
Vollstandigkeit der praparativen Restriktion, Abschnitt 6.2.7.5) und kleine Differenzen durch
die exponentielle Vervielfaltigung der PCR eventuell tiberproportional verstarkt werden, wurde
wieder der Ansatz des “molekularen Fixierens" gewéhlt (Abschnitt 6.2.7, Seite 90). Hierbei
werden Sequenzen, die in gleicher Kopienzahl eingesetzt werden sollen, durch Klonierung in
einem Plasmid vereinigt. Der CaMV35S Kompetitor pCR 35SK (Abschnitt 6.2.5.1) stellt als
zur Targetsequenz homologer Kompetitor die Referenz zu dem Artefaktkompetitor dar. Im
Folgenden ist zuerst die Klonierung bendtigter Plasmide und anschlieRend ein PCR-
Experiment mit ALF-Analyse der Produkte beschrieben.
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Kontrollplasmide pCR 35SKArte und pCR 35STArte

Zwischen den beiden einklonierten Sequenzen des Normierungsplasmids pCR 35STK (3772
bp) befinden sich zwei Sma I-Schnittstellen, die ein 204 bp-Fragment flankieren, das durch
Sma I|-Restriktion, Gelaufreinigung des Restvektors und dessen Religation im Plasmid
pCR 35STKDSma (3568 bp) deletiert wurde. Durch dessen Bam HI-Pvu lI-Restriktion wurden
zwei Fragemente, die die Target- oder Kompetitor-Sequenz enthalten, gewonnen und nach
jeweiliger Gelaufreinigung mit dem Bam HI-Sma | getffneten Artefakt-Kompetitor Plasmid
pCR 35SArte ligiert. Die erhaltenen Plasmide wurden mittels Restriktion analysiert. Es
entstanden die Plasmide pCR 35STArte und pCR 35SKArte, die die Target- bzw. die
Kompetitor-Sequenz mit der Artefaktsequenz fusionieren.

Kontrollplasmid pCR 35STKArte

Eine Vereinigung aller drei Sequenzen (T, K, Arte), die in einer PCR mit den Primern 35S1
und 35S2 ein Amplikon ergeben, wurde durch Ligation des 617 bp grof3en Notl-Fragmentes
aus pCR 35STK, das die CaMV35S-Target und -Kompetitor Sequenz enthalt, in das Notl
gedffnete Plasmid pCR 35SArte (3145 bp) erreicht. Der Vektor wurde dephosphoryliert und
wie das Insert gelelektrophoretisch aufgereinigt in einer Ligation eingesetzt. Die erhaltene
Plasmid-DNA (pCR 35STKArte) wurde durch Restriktionsanalyse tberprft.

ALF-Analyse zu Artefakt, Target- und Kompetitor-Amplikons

Um Storprodukte durch tGberlappende PCR zu vermieden, wurden die DNA-Strange zirkularer
Plasmide durch Restriktion zwischen zwei zu amplifizierenden Sequenz-Bereichen,
unterbrochen. Das Plasmid mit der einklonierten Artefakt-Sequenz pCR 35SArte wurde dazu
mit Eco RV linearisiert eingesetzt. Die Plasmide pCR 35ST und pCR 35SK wurden vor ihrem
Einsatz mit Eco RI linearisiert. Um im Falle des pCR 35STKArte die drei Stellen, die
amplifiziert werden kénnen, zu trennen, wurde das Plasmid mit Eco Rl und Eag | restringiert
und dadurch 3 gleich grof3e Fragmente, die jeweils als Templat dienten, erhalten. Das
Plasmid pCR 35SKArte und pCR 35STArte wurden mit Bam HI und pCR 35STK mit Sma |
linearisiert.

Mit 35S2-Cy5 stand ein Fluoreszenzfarbstoff-markierter Primer zur Verfigung, so dass die
PCR-Produkte mit dem ALFexpress DNA Analysensystem quantitativ analysiert werden
konnten. Dienten Target, Kompetitor und Artefakt der PCR einzeln als Templat, ergaben sich
Fluoreszenzsignale bei den erwarteten Amplikon-Gro3en (Abb. 48, T, K, A). Diente jedoch
pCR 35STKArte (K+A+T) unter gleichen Bedingungen als Templat, dominiert der Peak fir die
amplifizierte Artefakt-Sequenz deutlich (Verhaltnis, K:A:T = 2:10:1) gegeniber den beiden
anderen Amplikons. Ein &hnliches Bild ergab sich auch fur pCR 35SArteK (A+K) und
pCR 35SArteT (A+T). Hier zeigte ebenfalls das Amplikon des Artefakt-Kompetitors ein
wesentlich héheres Signal als die koamplifizierten Sequenzen fur CaMV35S-Target (AT =
10:1) oder -Kompetitor (A:K = 3:1). Ein dem Verhéltnis der eingesetzen Templat-Menge
entsprechendes Amplikon-Verhaltnis wurde lediglich nach PCR mit dem Plasmid
pCR 35STK gefunden. Zwei etwa gleich groRe Peaks mit bevorzugter Bildung des kleineren
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Amplikons zeigen, dass CaMV35S- Target und -Kompetitor mit ahnlicher Effizienz amplifiziert
wurden (K:T = 10:9).

N
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(K+A+T)
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T T T
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Abb. 48 Validierung potenzieller Kompetitoren der CaMV35S-PCR

PCR-Produkte (Primerpaar 35S1/35S2-Cy5) wurden durch Gelelektrophorese getrennt (ALFexpress
DNA Analysesystem) und mit Hilfe des Cy5-Fluoreszenzsignals quantifiziert (Fog, Ordinatenwerte
skaliert auf den Maximalwert). PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 35 Zyklen 95°C /
305s,55°C/30s,72°C /30 s; finale Elongation 72°C /5 min). Als Matrize (103 bis 10* Kopien/25pl) in
den Reaktionen dienten folgende Plasmide: T, pCR 35ST; A, pCR 35SArte; K, pCR 35SK; K+A+T,
pCR 35STKArte; K+A, pCR 35SKArte; A+T, pCR 35STArte; K+T, pCR 35STK. AmplikongréRen: T,
Target CaMV35S Sequenz der Roundup Ready Soja, 195 bp; K: CaMV35S-Kompetitor, 168 bp; A,
heterologer-Artefakt Kompetitor, 184 bp. Skalierung der Abszisse mit internem ALF-Standard bei 100 +
300 bp.

Aus diesen Untersuchungen folgt, dass das Artefakt-Plasmid als heterologer Kompetitor im
Gegensatz zum homologen CaMV35S-Kompetitor nicht zur fehlerfreien Quantifizierung durch
kompetitive PCR unter Annahme &quivalenter Amplifikation genutzt werden kann, da es bei
gemeinsamer PCR mit der CaMV35S-Promotor Sequenz Uberproportional amplifiziert wird.

6.2.7.5 Einsatz linearisierter Plasmide

Die kloniert vorliegenden Kompetitoren kénnen prinzipiell zirkular oder linearisiert in der
kompetitiven PCR eingesetzt werden. In samtlichen Versuchen dieser Arbeit wurden restrin-
gierte Plasmide eingesetzt. Zur Demonstration der Bedeutung dieses Praparations-Schrittes
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wurde ein DNA-Extrakt von RR-haltigem Mehl (1 %, CTAB IlI- Extraktionsprotokoll) im direkten
Vergleich von geschnittenem und ungeschnittenem Kompetitor pCR 35SK eingesetzt.
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Abb. 49 Vergleich von linearisiertem und zirkuldarem Plasmid in der kompetitiven PCR

DNA aus 1 % RR-Mehl (125 ng, CTAB Il Extraktion) wurde mit Verdiinnungen des Eco RI- linearisierten
(M) oder zirkularen (@) Kompetitor-Plasmids pCR 35SK eingesetzt. PCR-Programm: Initiale Denatu-
rierung 95°C / 10 min; 35 Zyklen 95°C /30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C / 5 min.
Die Reaktionsanséatze wurden durch PCR-ELISA analysiert.

Beide Serien von kompetitiver PCRs wurden anschliel3end durch PCR-ELISA analysiert (Abb.
49). Bei doppeltlogarithmischer Auftragung des Signal-Quotienten gegen die eingesetzte
Kopienzahl wurden zwei parallele Geraden erhalten (Rjinear = 0,998 und Ryirkuiar = 0,993). Der
Schnittpunkt mit der horizontalen Linie beim Signal-Quotienten 1, als Naherungswert fur das
Vorliegen gleicher T- und K-Amplikonmengen, lag fur linearisiertes Kompetitor-Plasmid bei
230 Kopien, fur zirkulares bei 2174 Kopien. Fur das Erreichen des gleichen Signal-Quotienten
war bei Verwendung von zirkuldarem Plasmid die 9,5-fache Menge Kompetitor notwendig. Die
Amplifizierbarkeit des zirkularen Plasmids in den anfénglichen Zyklen der PCR war also viel
geringer als die Amplifizierbarkeit der linearisierte DNA. Der gezeigte Effekt ist ein wichtiger
Aspekt bei dem Vergleich zweier Serien kompetitiver PCRs mit unabhangig hergestellten
Kompetitor-Verdiinnungsreihen, da nur bei vollstandigem Schnitt gleiche Ergebnisse (Kopien
/IDNA-Menge) zu erwarten sind.

6.2.7.6 Reproduzierbarkeit der Kompetitor Praparation

Die Reproduzierbarkeit der am Aquivalenzpunkt einer kompetitiven PCR vorliegenden Anzahl
Kompetitorkopien wurde durch Einsatz von vier unabhéngig voneinander hergestellten und
verdinnten Kompetitorpraparationen tberprift.

Ausgehend von der Stammkultur eines Klones E. coli XL10 gold pCR 35SKGMK) wurde
Plasmid-DNA isoliert, Eco RV restringiert, mittels UV-Spektrum quantifiziert, mit Hering
Sperma-DNA-haltigem Tris-Puffer verdiinnt (10% bis 10° Kopien/ul) und mit DNA aus RR-
Mehl einer kompetitiven PCR unterzogen. Pro Verdinnungreihe wurden finf PCRs
durchgefihrt, die durch PCR-ELISA mit den Sonden RR-T-Dig und RR-K-Dig analysiert
wurden. Eine PCR mit dem Normierungsplasmid pCR 35STK wurde dabei ebenfalls im
PCR-ELISA mitgefuhrt. Zur Ermittlung des Aquivalenzpunktes jeder Verdiinnungsreihe diente
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der PCR-ELISA Signal-Quotient der Amplikons eines Normierungsplasmids (@Abb. 50). Die
Ablesung erfolgte beim Schnittpunkt von Messpunkte-Regressionsgerade und horizontaler
Gerade in Hohe des Normierungsplasmid-Quotienten.
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Abb. 50 Reproduzierbarkeit der Kompetitor Praparationen

Ein DNA-Extrakt (1 % RR-DNA, 75 ng/ PCR) wurde mit vier unabhéngig und parallel praparierten
Kompetitor-Verdiinnungsreihen (V1, ¥; V2, l; V3, A; V4, @) in einer kompetitiven PCR (Primer 35S3-
bio/35S2) eingesetzt und durch PCR-ELISA analysiert. Die horizontale Linie (Qs = 0,906, durch
Messung mit dem Normierungsplasmid pCR 35STK ermittelt) diente zur Ablesung des AP.

Die Streuung der Kopienzahlen am Aquivalenzpunkt (SD des MW-Kyp) ist vergleichbar mit
den Ablesefehlern (DKxsp) die sich aus den individuellen linearen Regressionen ergaben (Tab.
11). Nach diesem Kriterium wichen die vier Ergebnisse nicht signifikant voneinander ab. Bei
Betrachtung des Ergebnisses auf logarithmischer Ebene (log MW-Kzp = 2,96 £ 0,10) lag der

Variationskoeffizient bei 3,4 % und war mit 24 % auch fir delogarithmierte Werte
befriedigend.

Dennoch war die Ubereinstimmung nicht optimal. Die Vermutung lag nahe, dass wegen
geringfiigig unterschiedlicher Ausgangsbedingungen bei der Plasmidisolierung, der Res-
triktion oder der Handhabung vieler Verdiinnungsschritte (bis 1:10'%) eine Schwankung der
Kompetitormolekilzahlen von einer Verdinnungsreihe zur anderen auftritt. In spater darge-
stellten Untersuchungen (Tab. 15, Seite 131) wurden 3 gleiche Kompetitorverdiinnungsreihen
aus einer einzigen Stammlésung (10° Kopien / pl) hergestellt. Die dort ermittelten Variations-
koeffizienten der Kopienzahlen am Aquivalenzpunkt liegen fir zwei unabhangige PCR-ELISA-
Systeme mit einer Reproduzierbarkeit von 8,0 % und 8,3 % deutlich unter den 24 % fir
Kompetitorverdiinnungsreihen, die vollig unabhangig, beginnend mit der Einzelkolonie des
Plasmid-tragenden Klones, hergestellt wurden.
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Tab. 11 Reproduzierbarkeit der Herstellung von Kompetitorpraparationen

Daten zu den in Abb. 50 dargestellten Graphen. R, Korrelationskoeffizient der linearen Regression mit
5 Messpunkten; Kip, Kopien am Aquivalenzpunkt; DKzp, negativer/positiver Fehler (68 % Konfi-
denzintervall) der Ablesung. MW-Kj;p, Mittelwert = Standardabweichung der Kip aller Kompetitorver-
dunnungsreihen V1 bis V4.

Kompetitor- R Kap DK zp
Verdunnungreihe
V1 0,996 1038 -234/+281
V2 0,992 789 -254/+333
V3 0,992 692 -219/+283
V4 0,997 1161 -215/+251
MW-K sp 920 + 217

Eine Konsequenz aus diesen Untersuchungsergebnissen ist, dass Proben zu verschiedenen
Zeitpunkten nur unter Verwendung der selben Kompetitor-Verdiinnungsreihe optimal exakt
bestimmt werden kénnen. Da aber auch die Haltbarkeit von Kompetitorpréparationen
begrenzt ist und in der Praxis das Ergebnis nicht in Form absoluter Kopien am
Aquivalenzpunkt vorliegen muss, wurde das Konzept erweitert. Es sieht den Einsatz von
Doppelkompetitoren fir zwei quantitative PCRs zum parallelen Nachweis zweier Gene im
DNA-Extrakt einer Probe vor (vgl. Abschnitt 6.2.8.4).

6.2.8 Anwendungen kompetitiver PCR

6.2.8.1 Semiquantitative, kompetitive CaMV35S PCR

Wird eine Reihe PCRs mit einer einzigen Kompetitor-Konzentration durchgefihrt, wird sie als
semiquantitative, kompetitive PCR bezeichnet. Eine Probe erzielt dabei innerhalb einer
Gruppe gleichartiger Proben einen Signal-Quotienten, der mit dem Quotienten einer Stan-
dardprobe verglichen wird. Im Gegensatz zur klassischen, kompetitiven PCR (eine Serie von
PCRs zu einem einzigen DNA-Extrakt wird mit mehreren Kompetitor-Verdiinnungen durchge-
fuhrt) ist dieses Verfahren fur die parallele Bearbeitung einer groRen Zahl von Proben
geeignet. Als Ergebnis der semiquantitativen Untersuchung kann formuliert werden, dass eine
Probe unter strikt festgelegten Bedingungen einen héheren/niedrigeren Signal-Quotienten und
somit einen héheren/niedrigeren Gehalt als eine bekannte Standardprobe hat. Durch den
Bezug auf diese Referenzprobe stellt sie eine relative Quantifizierung dar.
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Abb. 51 Kalibration der semiquantitativen, kompetitiven CaMV35S PCR

Roundup Ready DNA wurde in einer kompetitiven PCR (Primer 35S3-bio/35S2) jeweils mit einer
konstanten Menge des Kompetitors pCR 35SK (5 10° Kopien/25ul Reaktion) eingesetzt und die
Produkte mit Hilfe des PCR-ELISAs analysiert. DNA (125 ng/25ul PCR) wurde nach CTAB Il-Protokoll
aus Referenzmehlen (0, 0,1, 0,5 und 2 % RR-Gehalt) isoliert; RR-Gehalte von 0,05, 0,25 und 1 %
wurden durch Mischung mit Wildtyp Soja-DNA (0 % RR) erhalten. Die Analysen wurden mit N = 3-5
Isolaten oder Mischungen pro Gehalt durchgefiihrt, eine Ausgleichsgerade der Messwerte
(Logarithmus der Signal-Quotienten) ist eingezeichnet (R = 0,998). PCR-Programm: Initiale
Denaturierung 95°C /10 min; 50 Zyklen 95°C /30 s, 55°C /30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C /5
min.

Variiert der RR-DNA-Gehalt in extrahierter Soja DNA, bei konstanter Menge Gesamt-DNA im
kompetitiven PCR-Ansatz, dann ergibt sich der in Abb. 51 gezeigte, lineare Verlauf des
Signal-Quotienten nach der PCR-ELISA Analyse der PCR-Produkte einer semiquantitativen,
kompetitiven CaMV35S PCR. In einer doppeltlogarithmische Auftragung ist das lineare
Verhalten Uber 1,5 Dekaden gezeigt. Diese Abhangigkeit kann im Prinzip ebenfalls als externe
Kalibration flr unbekannte Proben dienen.

Eine verringerte Kompetitormenge wirde die Gerade in Abb. 51 parallel nach oben
verschieben. Ebenso gilt, dass die Signal-Quotienten sinken und die Regressionsgerade
parallel nach unten verschoben wirde, wenn die eingesetzte Proben-DNA-Menge oder der
RR-Gehalt erhoht wirde. Abhangig von der eingesetzten Menge des Kompetitors lag der
Signal-Quotienten Qs; = 1 in diesem Experiment bei einem RR-Gehalt von 0,35 %. Die
Kompetitormenge ist experimentell auf den gewiinschten Messbereich (125 ng Soja-DNA,
0,05 - 2 % RR-Gehalt) eingestellt worden. Zu jeder Probe lasst sich unabhangig von einer
Kalibration mit mehreren Standards beispielsweise korrekt aussagen, ob sie eine
Konzentration groRer oder kleiner als die 0,25 % RR Probe hat, wenn diese Probe als
Referenz in einem semiquantitativen Ansatz dient.

Die Signal-Quotienten der einzelnen Messpunkte wiesen im Vergleich zu Werten der
klassischen kompetitiven PCR (z. B. Abb. 40, Seite 89) eine grofl3ere Streuung auf (durch-
schnittlicher CV = 37 %). Als Ursache kommen Matrixunterschiede oder die individuelle
Handhabung zur Verdunnung der DNA-Extrakte nach UV-Quantifizierung in Betracht. Bei
Einsatz einer Verdiinnungsreihe eines einzigen Extraktes traten geringere Schwankungen auf
(Daten nicht gezeigt).
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6.2.8.2 Semiquantitative, kompetitive CaMV35S PCR im Ringversuch

Der im Folgenden beschriebene Ringversuch mit 13 Teilnehmer wurde im Rahmen eines
EU-Projektes (SMT4-CT96-2072) durchgefiinrt. Ziele dieses EU-Projektes war die
Entwicklung und Validierung von Methoden fur den Nachweis von gentechnisch veranderten
Organismen (GVO) als Bestandteile von Lebensmitteln. Die drei Ziele des Ringversuches
(RV) waren :

1. Erstmaliger Einsatz des PCR-ELISA zur Detektion der gentechnisch veranderten
Organismen. Der Hybridisierungsschritt ersetzt die Identifizierung der Amplikons durch
Southernblot oder Restriktion.

2. Verwendung eines Kompetitors als interne Inhibitionskontrolle, anstelle einer zweiten PCR,
die die Amplifizierbarkeit eines Referenzgen des Organismus nachweist.

3. Klassifizierung von Soja Proben anhand ihres Gehaltes an RR in drei Gruppen. Neben
GVO-negativen Proben, wird die Gruppe der GVO-positiven Proben in zwei Subgruppen
bezuglich eines Schwellenwertes eingeteilt (groRer/kleiner RR-Gehalt 0,4 £ 0,2 %).

Durchfiihrung

Das Orginal-Protokoll befindet sich im Anhang. Innerhalb des Ringversuches wurde DNA
gemall CTAB II-Protokoll aus Soja Mehlen isoliert; je Probe wurden zwei Extraktionen
durchgefiihrt. Nach UV-Quantifizierung dieser RNA- und Protein-freien Préparation wurden
125 ng DNA in einer PCR (Primer 35S3-bio/35S2) mit experimentell justiertem Kompetitor
(PCR 35SK, 10* Kopien pro PCR) eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des PCR-
ELISA analysiert.

Jeder Teilnehmer erhielt 6 Test-Proben, sowie eine negative (0 % RR), eine positive (0,5 %
RR) Sojamehl-Probe zur Kontrolle, einen Referenz-DNA-Extrakt und die gebrauchsfertig
eingestellte Kompetitor DNA. Der Referenz-DNA-Extrakt wurde zentral (von mir im ICB) aus
0,5 % RR-haltigem Sojamehl hergestellt und UV-quantifiziert. Er wies einen Quotienten
OD260/280 Von 1,9 auf und wurde auf eine DNA-Konzentration von 25 ng/ul eingestellt. Der
RR-Gehalt der Positiv-Kontrolle und des Referenz-DNA-Extraktes betrug 0,5 %. Es wurde ein
Gehalt gewahlt, der nahe dem geplanten Schwellenwert lag.

Vorversuch

Die Mehrzahl der Teilnehmer hatte noch keine praktische Erfahrung mit der PCR-ELISA
Technik. Vor der Durchfiihrung des Hauptversuches hatte jeder Teilnehmer Gelegenheit sich
durch einen Vorversuch (Analyse von drei PCRs), mit dem Protokoll vertraut zu machen. Es
wurde dazu eine PCR mit Referenz-DNA und Kompetitor (Target-Kontroll-PCR, target
control), eine PCR nur mit Kompetitor-DNA (Kompetitor-Kontrolle, competitor control) und
eine PCR ohne jegliche Matrizen-DNA (Reagenzien-Kontrolle, mastermix control)
durchgefihrt und die Produkte im PCR-ELISA untersucht. Bei der Target-Kontrolle wurden
dabei mit beiden Sonden Signale erwartet, da beide Matrizen-Spezies in der PCR vorhanden
waren. Die Kompetitor-Kontrolle soll nur das Kompetitor-Signal zeigen und entspricht somit
dem Ergebnis fur eine RR-negative Probe. Die Reagenzien-Kontrolle soll lediglich Signale in
Hohe des ELISA-Hintergrundsignales und damit die Kontaminationsfreiheit des PCR-
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Ansatzes zeigen. Die Handhabung war fir alle Teilnehmer unproblematisch und fiihrte in
allen Fallen zu auswertbaren Ergebnissen.

DNA-Extraktion der Test- und Kontroll-Proben

Die DNA-Extrakte der Teilnehmer wiesen Ausbeuten von 2,5 bis 30 pg pro 100 mg Sojamehl
auf. Die extrahierte DNA wurde in 100 pl Tris/HCI (2 mM, pH 8,5) gelost und hatte eine
durchschnittliche Konzentration von 150 ng/ul. Die Schwankungen der Ausbeute innerhalb
der einzelnen Labore waren im Vergleich mit eigenen Extraktionen unerwartet hoch. Dies
zeigt sich in einer grof3eren Standardabweichung des Mittelwertes der DNA-Konzentration je
Labor (Abb. 52A). Der Quotient ODgo/280 (Abb. 52B), der eine potenzielle Proteinverunreini-
gung anzeigt, lag nur bei 50 % aller Extrakte (N = 216) der Teilnehmer im erwiinschten
Bereich von 1,7-1,9. Zwei Teilnehmer (H, L) extrahierten DNA mit sehr niedrigem Quotienten
(Mittelwert OD2g0/280 < 1,6 ), Labor | ermittelte unerwartet hohe Werte (Mittelwert OD2¢0/280 =
2,0) und ein weiterer Teilnehmer (Labor E) lieferte keine Quotienten-Werte. Im Vergleich zu
eigenen DNA-Extrakten wurden bei den Messungen der Teilnehmer héaufig geringere
Quotienten, also hohere Proteinverunreinigungen gefunden. Da die UV-Messungen auf
unterschiedlichen Geréaten durchgefuhrt wurden, sind die Angaben nur kegrenzt aussage-
kraftig. FUr eine umgekehrt proportionale Korrelation von DNA-Qualitdt, in Form des
Quotienten, zur Ausbeute wurde keine offensichtliche Tendenz gefunden. Entgegen den
Instruktionen der RV-Protokolls extrahierte Labor E nicht doppelt, sondern lediglich einfach
pro Probe.
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Abb. 52 Charakterisierung extrahierter DNA

UV-Messungen der DNA-Extrakte aus homogenem Probenmaterial (Sojamehl) durch die
Ringversuchsteilnehmer (Labore A-D und F-M, je 16 BEdrakte; Labor E, 8 Extrakte) nach CTABII-
Protokoll isoliert und eine typische eigene Extraktion (HB, 9 Extrakte). A, DNA-Konzentration der
Extrakte, B, Quotienten von UV-Absorptionen.

Die Kompetitormenge in der semiquantitativen, kompetitiven PCR ist genau auf eine
bestimmte Menge Proben-DNA eingestellt. Systematische Fehler in der DNA Bestimmung
sind in Mafl3en tolerierbar, weil sie alle Extrakte gleichmafig betreffen (z. B. stets 20 %
Uberbestimmung). Unter diesen Umstanden ware lediglich eine groRere Steigung bei der
linearen Abhangigkeit des Signal-Quotienten vom RR-Gehalt zu finden. Bei Einsatz der
doppelten DNA-Menge einer 0,5 % RR-haltigen Probe, erzielt diese beispielsweise den
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Quotienten ener 1 % RR-Probe. Eine gleichartige, moderate Abweichung wirde auch die
Referenzprobe betreffen und somit ohne Effekt auf das Ergebnis der relativen Quantifizierung
sein. Dies ist nicht der Fall, wenn die Fehler in der DNA-Quantifizierung unregelmafig
innerhalb einer Gruppe von Extraktionen auftreten. Eine mogliche Fehlerquelle der Quantifizie-
rung der Gesamt-DNA vor deren Einsatz in der PCR ist der Anteil nicht entfernter Proteine.
Da dieser Anteil durch den Quotienten ODg0/280 Charakterisiert wird, ist eine mdglichst
geringe Schwankung dieses Wertes Voraussetzung fir reproduzierbare und genaue
Messungen. Dieses Qualitatskriterium der DNA-Extrakte wurde jedoch im Ringversuchs-
protokoll nicht zwingend festgeschrieben.

Kontrollversuch zur Uberpriifung der Materialien fiir den Ringversuch

Ruckstellproben aller versandten Materialien (Kompetitor, Referenz-DNA-Extrakt, Sonden,
Primer, RNAse A, Proteinase K, AmpliTaq Gold Polymerase, Blocking Reagenz, BSA, Anti-
Dig-Fap-Fragment, pNPP) wurden nach einer Karenzzeit von 2 Wochen nach Verschicken an
die Teilnehmer zur Durchfiihrung eigener, begleitender Kontrollen eingesetzt. Es wurden
dazu zwei DNA-Extraktionen je RR-Gehaltsstufe (0, 0,1, 0,5, 2 %) durchgefuhrt. Nach UV-
Quantifizierung der DNA, kompetitiver PCR und PCR-ELISA Analyse der Produkte nach
Ringversuchsprotokoll bestétigte sich fur diese Proben der lineare Zusammenhang von
Signal-Quotient versus RR-Gehalt (Abb. 53). Bei 0,28 % RR-Gehalt sind die Signale fir
Kompetitor- und Target-Amplikon gleich (Qs; = 1). Er stellt den GVO-Schwellenwert dieses
Experimentes dar. Dieses Ergebnis glich dem bereits in Abb. 51 (Seite 105) dargestellten
Resultat, das mit anderen DNA-Extrakten erhalten wurde.

Zum Zeitpunkt der Versendung der Ringversuchsproben wurde Referenzmaterial, ebenfalls
ein Sojamehl, mit 1 % RR-Gehalt einer neuen Charge verfugbar, das auch als Test-Probe
versandt wurde. Dieses Material wurde jedoch erstmalig in diesem Kontrollversuch mit
kompetitiver PCR und PCR-ELISA untersucht. Es wies laut PCR-ELISA einen Signal-
Quotienten auf, der deutlich grof3er ist als derjenige der 2 % Probe und flgte sich somit nicht
in das bisherige Bild ein (Abb. 53, siehe auch Abb. 51, 1 % durch Mischung von 0 + 2%
Extrakten). Auf Grund der Kalibration mit den Gbrigen Referenz-Materialien ergibt sich fur die
1 % RR-haltige Probe durch Extrapolation ein RR-Gehalt von (2,6 + 0,5) %. In weiteren
Versuchen mit DNA aus wiederholten Extraktionen konnte dieses Ergebnis (nicht gezeigt,
Kalibration, R = 0,986) bestétigt werden, der RR-Gehalt des 1 % RR-Referenzmehles betrug
hier (2,7 £ 0,3) %.
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Abb. 53 Uberpriifung der Ringversuchs-Materialien

DNA (125 ng, eigene Extraktion siehe Abb. 52, HB) wurde mit 10* Kopien Kompetitor pCR 35SK pro
Probe in einer kompetitiven PCR eingesetzt und die Produkte mit PCR-ELISA analysiert. Dem Ringver-
suchsprotokoll wurde gefolgt und nur die ausgegebenen Materialien verwendet. PCR-Programm:
Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 50 Zyklen 95°C /30 s, 55°C / 30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation
72°C / 5 min. Aufgetragen sind die PCR-ELISA Signal-Quotienten (@, Mittelwert und Abweichung, N =
4) von je zwei Extraktionen pro RR-Gehalt und eine Ausgleichsgerade (4 Messwerte, Gehalte 0, 0,1,
0,5und 2 % RR, R = 0,998). Der Referenz-DNA-Extrakt (O, Doppelbestimmung, 0,5 % RR-Gehalt) und
ein Extrakt einer 1 % RR-haltigen Probe (O, Doppelbestimmung, abweichende Charge des Referenz
Sojamehles) wurden ebenfalls analysiert.

Hauptversuch

Im Hauptversuch wurde die von den Teilnehmern isolierte DNA in gleicher Weise in der
semiquantitatien, kompetitiven PCR eingesetzt, wie die Referenz DNA zuvor im Vorversuch
(10* Kompetitor Kopien pro 125 ng DNA). Es wurden neben den PCRs mit DNA-Extrakten
von Test- und Kontroll-Proben, eine Target-Kontrolle (mit 0,5 % RR Referenzextrakt) und eine
Kompetitor-Kontrolle (kein Extrakt zugegeben) durchgefiihrt. Eine Reagenzien-Kontrolle, bei
der kein Produkt entsteht, entfiel, da der Kompetitor direkt dem PCR-Mastermix (Reagenzi-
enmischung) zugesetzt wurde. Im PCR-ELISA wurden auch die Produkte des Vorversuches
wiederholt aufgetragen. Die Anwendung des PCR-ELISA auf die PCR-Produkte verlief
prinzipiell problemlos, einige Spezialfélle werden besprochen.

Bei Labor H zeigte der kompetitive Ansatzes eine Inhibition der PCR durch die DNA-Extrakte
der Proben an. Inhibition liegt vor, wenn weder T- noch K-Signal auftreten. Die Referenz-DNA
(von mir extrahiert) fihrte wie erwartet in der PCR des Labors H sowohl zu Target- als auch
zu Kompetitor-Signalen. Nur bei der vom Teilnehmer selbst extrahierten DNA fiel das
Kompetitor-Signal im PCR-ELISA fort, ohne dass im Gegenzug ein Target-Signal auftrat.
Dies war sowohl fiir die Positiv- und Negativ-Kontrolle, wie auch fir samtliche Test-Proben
der Fall. Diese Inhibierung ware ebenfalls bei Analyse einer einzelnen, statt aller Proben
offensichtlich geworden. Dieser Teilnehmer trug zwar nicht zum quantitativen Aspekt des RV
bei. Der PCR-ELISA wurde jedoch erfolgreich angewendet und die semiquantitative
kompetitive PCR diente zur Aufdeckung eines, im Falle einer qualitativen PCR, wahrschein-
lich falsch negativen Befundes. Zwei der drei gesteckten Ziele des Ringversuches (siehe
Seite 106) wurden hier erreicht. Die Inhibition kdnnte durch unzureichend entferntes CTAB
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aus der Extraktion oder durch verbliebene Proteine (niedrige Quotienten ODg0/280 In Abb.
52B, Seite 108) bedingt sein.

Die im Vorversuch von Labor | erfolgreich eingesetzte Kompetitor-Praparation erwies sich bei
Lagerung als instabil. Nach Durchftihrung der kompetitiven PCR mit DNA der Test-Proben
konnten durch PCR-ELISA im Hauptversuch in keinem Fall Kompetitor-Amplikon detektiert
werden. Mindestens in der PCR zur Kompetitor-Kontrolle und zur Negativ-Kontrolle muss
dies jedoch der Fall sein. Die Positiv-Kontrollprobe und einige andere Proben erzeugten
jedoch mit dem selben, offensichtlich vollstandigen und intakten Mastermix Target-
Amplikons. Die erneut aufgetragenen PCR-Produkte des Vorversuchs erzeugten unter-
dessen die gleichen Target- und Kompetitor-Signale wie zuvor. Der PCR-ELISA wurde
folglich korrekt durchgefihrt. Die Stérung betrifft nur die Kompetitor-Amplikons, so dass
offensichtlich keine oder eine nicht ausreichende Menge Kompetitor-Matrizen DNA in der
PCR des Hauptversuches vorhanden war.

Probleme mit der Haltbarkeit der Kompetitor-Praparation traten aus eigener Erfahrung bei
Verwendung von 10 mM Tris/HCI (pH 8,5) als Verdunnungspuffer auf. Die Auswirkungen der
geringen Haltbarkeit stark verdinnter Kompetitor-Plasmidlésungen traten nicht reproduzierbar
auf und ermdglichten somit nur schwer die Optimierung der Lagerungsbedingungen. Da
Adsorption der DNA an GefaBwanden eine mdgliche Ursache ist, wurde fur weitere Kom-
petitor-Praparationen Hind Ill geschnittene Lambda Phagen-DNA (10 ng/pl) als Tréager-DNA
zu den Verdinnungspuffern zugesetzt. Diese storte die PCR nicht und deckte die Bindekapa-
zitat der GefaBwande ab. Aisatzlich wurden ab dieser Erfahrung Arbeitslosungen immer
frisch aus Stammlésungen (3 10° Kopien / pl) verdinnt.

Evaluierung der PCR-ELISA Ergebnisse

Optische Dichten des PCR-ELISA nach Hybridisierung mit Target- oder Kompetitor-Sonde
wurden als signifikant positiv angesehen, wenn sie das Hintergrundsignal (Messung mit Puf-
fer statt Amplikonldsung) der individuellen Sonde um das Doppelte Uberstiegen. Unabhéngig
vom nachfolgend beschriebenen Evaluierungstyp galt eine Probe als RR-frei (RR-Gehalt =
0 %), wenn kein signifikantes Target-Signal gemessen wurde (OD" P/*® £ 2 © QDT Hinterarundy,
wahrend fir die gleiche Probe ein groRes Kompetitor-Signal (ODK P°P¢ >> 2 © QpK Hinterarundy
registriert wurde. Die RV-Teilnehmer dokumentierten alle OD-Werte des Target- und Kom-
petitor-Signals und nahmen eine vorlaufige Evaluierung nach Typ A vor. Evaluierung nach Typ
B wurde zentral von mir durchgefthrt.

Evaluierung-Typ A: Beim RR-Gehalt des Schwellenwertes sollte die Gleichheit der PCR-
ELISA-Signale (Qsi = 1) erreicht werden. Der simple Vergleich der absoluten Signalhthe ist
besonders Anwender-freundlich, da keine weitere Auswertung notwendig ist. Ist das Target-
Signal grol3er als das Kompetitor-Signal, liegt der Gehalt Gber dem Schwellenwert; ist das
Target-Signal kleiner, liegt er darunter. Der Schwellenwert war in der Vorbereitung des Ring-
versuches willkirlich durch Wahl der Kompetitor-Menge festgelegt worden und experimentell
zu einem RR-Gehalt von 0,4 % + 0,2 % bestimmt worden.

Bei Auswertung der Daten der RV-Teilnehmer wurde festgestellt, dass abweichend von der
urspringlichen Planung vermutlich generell weniger Kompetitor-DNA pro 125 ng Proben-DNA
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in der kompetitiven PCR eingesetzt wurde. Dieser Verlust, der wahrscheinlich durch
Transport und Lagerung auftrat und wie beschrieben bei Labor | extrem war, flhrte zu
héheren Signal-Quotienten fir den geplanten Schwellenwert. Deutlich wird dies z.B., wenn
alle Proben mit einem RR-Gehalt von 0,1 % begutachtet werden. Es ergibt sich im
Durchschnitt aller Teilnehmer ein Signal-Quotient von Qs;, 0,19 rr= 1,17 + 0,94 (Abb. 54). Der
erwartete Quotient sollte jedoch zwischen 0,17 und 0,5 liegen (vgl. Abb. 51). Der Graph in
Abb. 54 vermittelt weiterhin einen Eindruck davon, wie heterogen die Signal-Quotienten,
inklusive offensichtlicher Ausreisser, verteilt sind. Der Kontrollversuch im eigenen Labor (Abb.
53) ergab fiur die 0,1 % RR-Proben mit Qs; = 0,64 * 0,13 ebenfalls einen zu hohen Wert. Auf
Grund dieser veranderten Lage bestand die Notwendigkeit eine aufwandigere Auswertung
(Typ B), als die zuerst geplante (Typ A) zu wahlen.
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Abb. 54 Histogramm der Signal-Quotienten aller Proben mit 0,1 % RR-Gehalt

Die PCR-ELISA Messergebnisse der DNA-Extrakte mit 0,1 % RR-Gehalt (N = 42) wurden betrachtet.
Das Balkendiagramm zeigt die Haufigkeit der Zugehorigkeit zu Quotienten-Klassen (Schrittweite 0,2).
Der Liniengraph zeigt die kontinuierliche Verteilungshaufigkeit um den Mittelwert Qg = 1,17
(Skalierung: maximale Haufigkeit bei Ordinatenwert = 7). Der ursprunglich erwartete Quotient fir diese
Proben betrug 0,17 bis 0,5 und wurde deutlich Uberschritten.

Evaluierung-Typ B: Statt eines Vergleiches der absoluten Signalhéhen wurden nun die Signal-
Quotienten aus Target- und Kompetitor Signal der Test-Proben mit dem Signal-Quotienten
der Positiv-Kontrolle verglichen. Da die Positiv-Kontrolle einen RR-Gehalt von 0,5 % aufwies,
sollten alle Proben mit einem geringeren Signal-Quotienten einen kleineren, alle Proben mit
einem grofReren Quotienten einen hoheren RR-Gehalt haben. Der Schwellenwert nach
Evaluierung Typ B betrug somit 0,5 % RR-Gehalt, die Positiv-Kontrolle entsprach einer
externen Referenzprobe.

Den Vergleich der Evaluierungen nach Typ A und B zeigt Tab. 12 im Detail; Tab. 13 gibt eine
Ubersicht der Daten. Bei 78 ausgegebenen Proben wurden fiir 66 Proben prinzipiell
verwertbare Ergebnisse fiir eine Klassifizierung erhalten (alle auf3er jenen aus Labor H und ).
Es handelte sich um 11 GVO-freie und 55 GVO-positive Proben. Von den GVO-positiven
Proben waren 22 unterhalb und 33 oberhalb des Schwellenwertes von 0,5% RR. Alle
evaluierten Proben mit RR-Gehalt von 0,1, 1 oder 2 % wurden nach beiden Evaluierungstypen
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korrekt als GVO-haltig identifiziert (100 % korrekt). Die Ausfuhrung der PCR mit einem
Kompetitor fuhrte somit nicht zu falsch-negativ klassifizierten Proben.

Tab. 12 Vergleich der PCR-ELISA Auswertung des Hauptversuchs nach Typ A und B

Die Ergebnisse der semiquantitativen, kompetitiven PCR sind im Detail dargestellt. Der RR-Gehalt
der 6 Test-Proben der Labore gefolgt von den Evaluierungen [Typ A/Typ B] wird gezeigt. (+), Probe
wurde in Doppelbestimmung korrekt klassifiziert; (-), Probe wurde in Doppelbestimmung falsch
klassifiziert, (* ) Doppelbestimmungen weichen von einander ab, Klassifizierung nicht maglich.

Labor Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6

0 [++] 01 [++] 01 [++] 2 [++] 2 [+M+] 2 [++]

B 1 [++] 2 [++4] 2 [+H+] 0,1 [+/+] 0,1 [+/+] 0 [+/+]
C 0 [++] 0,1 [+/4] 0,1 [+/+] 1 [+4] 1 [+4] 2 [+4]
D 2 [+ 1 [+HH4] 1 [++] 0,1 [-/+] 0,1 [/+] 0 [+/+]
E® 01 [*7 0 [+/4] 2 [+H+] 1 [+4] 2 [++] 0,1 [-/4]
F 0,1 [/+] 0 [+/+] 1 [++] 2 [++] 1 [+4] 0,1 [-/4]
G 2 [++] 01 [t/4] 0 [+H+] 1 [+4] 0,1 [*/+] 2 [+4]
H ¢ 1 0 0,1 0,1 2 1

| 1 1 2 0 0,1 0,1

J 0,1 [+/+] 0,1 [*/+] 2 [+H+] 2 [++] 1 [+4] 0 [+/+]
K 1 [++4] 2 [+H+] 0 [-/-]® 0,1 [*/4] 2 [+-1 0,1 [*/*9]
L 2 [+ 2 [+HH4] 0,1 [*/+] 0 [+/+] 0,1 [+/+] 1 [+H+4]
M 1 [++] 01 [-/4] 0 [+H+] 1 [+4] 0,1 [*/+] 2 [+4]

% Pro Probe wurde nur eine statt zwei Extraktionen durchgefiihrt. b Ergebnis: RR-positiv, Zuordnung erfolgte
nicht, da die Abweichung vom Mittelwert des Quotienten der Test-Proben mit der Abweichung vom Mittelwert
des Signal-Quotienten der 0,5 % GVO-Referenz liberlappte. ¢ Keine Evaluierung moglich, Inhibition der PCR
durch DNA-Extrakte. ¢ Ausfall wichtiger Kontrollen, Abwesenheit des Kompetitor-Signals. ® Falsch positives
Ergebnis, der Gehalt der Probe wurde als kleiner bezuglich des Schwellenwertes klassifiziert. " Falsche
Klassifizierung, der RR-Gehalt einer korrekt als positiv erkannten Test-Probe wurde jedoch als kleiner
bezuglich des Schwellenwertes klassifiziert. ¥ GVO-positiv, Ergebnisse der Extraktion 1 und 2 fiir diese Probe
differieren und kdnnen nicht evaluiert werden; eine fur diesen Fall vorgeschriebene, dritte Extraktion wurde
nicht durchgefiihrt.

Bei Evaluierung nach Typ A werden fiir die besonders interessante Gruppe der 0,1 % RR-
haltigen Proben nur 36 % der Proben korrekt klassifiziert (Tab. 13). Die Bezugsgrof3e (100%)
ist hierbei die Zahl aller ausgegebenen Proben. Werden lediglich diejenigen Test-Proben
betrachtet, die eindeutige Ergebnisse zeigten (15 Proben), sind mit 8 geringfigig GVO-
positiven Proben 53 % korrekt bestimmt worden. Sieben Proben konnten hier wegen
differierender Ergebnisse der Doppelbestimmungen nicht evaluiert werden. Bei der Evalu-
ierung aller ausgegebenen Proben nach Typ B ist die relative Anzahl der korrekt klassifiziert
innerhalb der Gruppe der 0,1 % RR-haltigen Proben mit 91 % wesentlich gréRer. Daruber
hinaus konnten hier lediglich zwei Proben mit 0,1 % RR-Gehalt nicht eindeutig klassifiziert
werden. Alle evaluierten Proben (20) mit einem RR-Gehalt von 0,1 % wurden bei der
Evaluierung Typ B korrekt als positiv und unterhalb des Schwellenwertes von 0,5 % RR-
Gehalt erkannt (100 % korrekt). Von den 11 evaluierten Proben, die kein RR-Mehl enthielten,
wurden 10 Proben richtig erkannt (91 % korrekt); in einem Fall trat eine schwache Kontami-
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nation einer Test-Probe auf. Nach den PCR-ELISA Ergebnissen ordnete Labor K diese Probe
als GVO-positiv, jedoch unterhalb des Schwellenwertes ein. Die Gruppe aller Proben uber
dem Schwellenwert (1 und 2%, N= 33) wurde zu insgesamt 97 % korrekt erkannt. Eine
einzige Probe (Nummer 5, 2 % RR-Gehalt ) wurde von Labor K korrekt als positiv erkannt, sie
wies aber einen zu geringen Signal-Quotienten (Qprobe 5 < Qo,5 % Referenz) aUf und wurde somit
bei Evaluierung nach Typ B inkorrekt als kleiner dem Schwellenwert klassifiziert. Ein
moglicher Grund daflr kann eine zu geringe Templatmenge in der PCR zu Probe 5 gewesen
sein.

Tab. 13 Die Ergebnisse des Hauptversuches in der Ubersicht

Auswertung der Daten der semiquantitativen, kompetitiven PCR des Hauptversuchs.
Zusammenfassung der Daten aus Tab. 12. Daten der Labore H und | sind nicht berticksichtigt.

Evaluierungstyp Zahl der Proben
0% 0,1 % 1% 2%
gesamt 11 22 14 19
korrekt A 10 8 14 19
B 10 20 14 18
falsch A 1 7 - -
B 1 - - 1
nicht evaluiert A - 7 - -
B - 2 - -
relative A 91 % 36 % 100 % 100 %
Korrektheit® B 91 % 91 % 100 % 95 %

& prozentuales Verhaltnis von korrekt klassifizierten Proben zur Zahl der ausgegebenen Proben

Statistische Parameter

Die Daten der Proben mit 0,1 % RR Gehalt wurden zur Ermittlung statistischer Parameter
herangezogen. Die Signal-Quotienten dieser Auswahl (N = 42 Einzelwerte, entsprechend der
Daten in Abb. 54) reprasentieren am besten das gewiinschte Verhaltnis (Q = 1, urspriinglich
fur den Schwellenwert) von Target- und Kompetitor-Signal am Aquivalenzpunkt.

Jede Bestimmung der optischen Dichte im PCR-ELISA wurde als Doppelbestimmung
durchgefiihrt (OD = ¥20D;+ %20D;). Die durchschnittliche prozentuale Abweichung vom
Mittelwert der PCR-ELISA Doppelbestimmung (DOD = |OD-OD1|) mit der Target-Sonde
betrug (4,6 £ 4,2) % und unterschied sich nicht deutlich von der relativen Messungenauigkeit
der ODs der Kompetitor-Sonde (4,9 * 4,4 %). Zur Berechnung der Signal-Quotienten (Qs; =
OD+/ ODx) einer Probe wurde von dem jeweiligen OD-Wert des Target- oder Kompetitor-
Signals der ELISA-Hintergrundwert abgezogen, dieser ist gering (ODgjank = 0,03 bis 0,1) und
seine Abweichung vom Mittelwert trug nicht signifikant zur Ungenauigkeit des berechneten
Signal-Quotienten bei. Die relative Abweichung eines Signal-Quotienten, betrugt fur die
Auswahl durchschnittlich DQsi/Qsi = (9,5 % 6,0) %.
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Bei eigenen PCR-ELISA Analysen von PCRs mit Normierungsplasmiden wurden Variations-
koeffizienten der Signal-Quotienten von CV = 8 bis 16 % (N = 3) ermittelt. Diese stellen,
wegen der Fixierung des T- zu K-Templat Verhéltnisses die Schwankung des Mittelwertes
nach PCR und PCR-ELISA dar. Diese Reproduzierbarkeit des Signal-Quotienten ist unab-
hangig von der Probenextraktion, UV-Quantifizierung und individueller Handhabung der
Proben-DNA und der Kompetitorlésung. Da jedem Teilnehmer zwei Proben mit 0,1 % RR-
Gehalt als Test-Proben zugeteilt wurden, konnte je Teilnehmer die Reproduzierbarkeit des
Quotienten innerhalb des Assays ermittelt werden. Es wurde die Abweichung der ermittelten
Signal-Quotienten der zwei Proben mit gleichem Gehalt aufeinander bezogen. Beide Proben
wurden bei 10 Teilnehmern evaluiert (Labore: A, B, C, D, F, G, J, K, L und M). Die Signal-
Quotienten, mit durchschnittlich (33 + 27) % Abweichung, lagen deutlich weiter auseinander
als die relative Abweichung der Signal-Quotientenbestimmung (9,5 £ 6,0)% und der selbst
ermittelten Variationskoeffizienten bei Analysen von PCRs mit Normierungsplasmiden (8 -
16%). Der Vergleich von zwei unabhangigen, gleichen Proben spiegelt die geringe
Reproduzierbarkeit aller Schritte des Verfahrens, von der Qualitdt der DNA-Extraktion, tber
die kompetitive PCR bis zur Ungenauigkeit der OD-Bestimmung im PCR-ELISA, wider.

10

Signal-Quotient (OD, /0D, )

2 2

Abb. 55 Reproduzierbarkeit der Signal-Quotientenbestimmung im PCR-ELISA

Signal-Quotienten fiir PCR-Produkte der Target-Kontroll PCR (125 ng Referenz-DNA / 10* Kopien
Kompetitor) bei wiederholter PCR-ELISA Analyse im Vorversuch (O) und Hauptversuch (@). Der RR-
Gehalt der Referenz-DNA betréagt 0,5 %. Je Labor sind die Mittelwerte fir den Quotienten (Doppelbe-
stimmung) und dessen Abweichung aufgetragen. *Ausnahme wegen Probenverwechslung bei
Labor J: 0,1 %-RR.

Die Produkte der Target-Kontroll-PCR des Vorversuchs wurden erneut im PCR-ELISA des
Hauptversuchs aufgetragen. Diese Produkte enthielten Target- und Kompetitor-Amplikon und
entstammten einer PCR, durchgefiihrt mit dem zugesandtem DNA-Referenz Extrakt und
Kompetitor. Da der gewtinschte Signal-Quotient nach PCR-ELISA flur Proben mit 0,4 % RR-
Gehalt bei Qs; = 1 liegen sollte, sollten die Produkte der Target-Kontroll-PCR (0,5 % RR)
ursprunglich einen Signal-Quotienten von circa Qs; = 1,25 erzeugen, dieser wurde jedoch in
der Mehrzahl der Falle Uberschritten (Abb. 55). Darlber hinaus differierte der Signal-Quotient
deutlich von Labor zu Labor. Diese geringe Vergleichbarkeit zeigte, dass vorjustierte DNA-
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Losungen nach Lagerung und Versand in fremden Laboren zu unterschiedlichen Ergebnissen
fUhrten.

Mit Hilfe der Daten in Abb. 55 Iasst sich ebenfalls eine Aussage zur Reproduzierbarkeit von
PCR-ELISA Messungen bei wiederholter Analyse eines PCR-Produktes machen. Die
Mittelwerte der Quotienten unterschieden sich bei wiederholter Auftragung bis zu 80 %
(mittlere Schwankung (20 £ 21) %). In der Regel (Ausnahmen Labor A und L) stimmten die
Messwerte beider Signal-Quotienten fur ein betrachtetes Labor aber gut Gberein oder zeigten
mindestens Uberlappende Ergebnisse. Diese Reproduzierbarkeit des Qsi-Wertes fir ein
PCR-Produkt (20 + 21) % war besser als die Genauigkeit der Qsi-Wertbestimmung zweier

unabhangig extrahierter, gleicher Proben ((33 £ 27) %). Sie war aber schlechter als die

Messungenauigkeit des Qs;i-Wertes flr verschiedene Proben (9,5 + 6,0)%.

Zusammenfassung der Ringversuchs-Ergebnisse

Mit dem vorgestellten Protokoll wurde gezeigt, dass das Analysesystem bestehend aus
semiquantitative, kompetitiver PCR und PCR-ELISA geeignet ist, die Abwesenheit von
Inhibition sicherzustellen (interne Amplifikationskontrolle) und eine Klassifizierung von gen-
technisch veranderter Soja, die in einer vorgegebenen Matrix vorliegt (Sojamehl) zu
ermoglichen. Der PCR-ELISA ist auch in Handen von ungeiibten Anwendern robust. Das
Justieren samtlicher Versuchs-Materialien und die einfache Auswertung (Typ A) gelangen nur
bedingt. Eine komplexere Auswertung (Typ B) unter Bezug auf eine Kontrollprobe wurde
erfolgreich angewendet. Alle evaluierten 0,1 % RR-Proben wurden korrekt klassifiziert, die
Unterscheidung von geringflgig und konzentriert GVO-haltigen Proben gelang. Alle Ziele des
Ringversuches wurden erreicht.

6.2.8.3 Bestimmung der Soja-DNA Konzentration in Extrakten

Die Extraktion von amplifizierbarer DNA aus beliebigen Proben stellt in der Regel kein grol3es
Problem dar. Die exakte Bestimmung der eingesetzten DNA-Menge ist jedoch fir die
semiquantitative, kompetitive PCR von entscheidender Bedeutung. Die in dieser Arbeit bisher
verwendete Methode der DNA-Quantifizierung durch Bestimmung der UV-Absorption bei 260
nm kann nur bei Protein-freien DNA-Praparationen (OD2e0/280 ~ 1,8) angewandt werden.
UngleichmaRige Proteinverunreinigungen der Standards oder Proben stellen eine
Fehlerquelle dar. Die im vorangehendem Kapitel beschriebenen, semiquantitativen Unter-
suchungen wurden an reinen Soja-Proben durchgeflihrt. Besteht eine Probe jedoch aus einer
Mischung von Soja und weiteren Organismen, wird von letzteren ebenfalls DNA extrahiert. In
Unkenntnis dieser Tatsache wirde nach simpler UV-Messung eine von allen vorhandenen
Organismen stammende Gesamtmenge DNA, und entsprechend ein zu geringer Soja-DNA
Anteil, in der PCR eingesetzt werden. Dieses Vorgehen muss im Vergleich zu reinen Soja-
Standards zu Unterbestimmungen des RR-Gehaltes der Mischprobe fiihren. Da eine Probe
nach den gultigen EU-Verordnungen bei einem Massengehalt des GVO von groRer 1%
bezogen auf die Summe des Organismus (Wildtyp und GVO) als GVO-haltig gekennzeichnet
werden muss, ist der Sojaanteil der extrahierten DNA relevant. Im Folgenden wird die
Bestimmung des Soja-DNA Gehaltes in Extrakten durch semiquantitative PCR und
Kalibration mit UV-quantifizierter, reiner Soja DNA beschrieben. Es wird dariber hinaus
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gezeigt, welchen Einfluss die Prozessierung der Lebensmittel durch Fragmentierung der
DNA auf die UV-spektroskopische Quantifizierung und kompetitive PCR hat.

Die klassischen Methoden zur Charakterisierung einer gemischten Auswahl von DNA-
Extrakten sind in Abb. 56 dargestellt. Unverdiinnt aufgetragene Extrakte aus Sojamehl
Standard Proben (S1-S4) und von Test-Proben (P1-P8) zeigten im Agarosegel DNA unter-
schiedliche Fragmentierung. Der Quotient der UV-Absorptionen (ODggo/280) diente als
Indikator fUr Proteinverunreinigungen. Die DNA-Konzentration wurde anhand der ODygg
bestimmt. Die Proben enthielten Wildtyp-Soja und -Mais, RR sowie transgenen Bt176 Mais,
letzterer beinhaltet unter anderem ein cry-Gen und den CaMV35S-Promotor.
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Abb. 56 Gel- und UV-spektroskopische Analyse von DNA verschiedener Proben

Nach dem Wizard Ill-Protokoll wurde DNA aus 100 mg Probenmaterial gewonnen und im Agarosegel
(A, 1 %, 10 pl unverdinnter Extrakt, Ethidiumbromid-Farbung) und durch UV Spektroskopie (B)
analysiert. S1-4, Soja DNA aus Referenzmehlen (Fluka): S1, 0 % RR, 3,8 ug; S2, 0,1 % RR, 3,3 ug; S3,
0,5% RR, 2,9 ug; S4, 2 % RR, 3,2 ug. DNA aus Proben: P1, ganze, gequollene RR-Bohne, 0,9 ug; P2,
2 % Bt176-Maismehl, 2,1 pg; P3, hitzesterilisierte, gemahlene Bt176-Maiskorner, 0,3 ug; P4, Mehl-
Mischung: 1 % Bt176-Mais, 49 % wt-Mais, 50 % RR, 2,8 ug; P5, Bt176-Mais Griel3, 1,2 ug; PS6,
texturiertes Soja-Protein, incl. 2 % RR, 2,5 ug; P7, RR Tofu, 2 pg; P8, Tofu mit 2 % RR, 2,3 ug;
Mengenangaben nach UV-Messung; M, DNA Marker | llI.

Referenz Sojamehle mit RR-Gehalten von 0 % bis 2 % sind zum Zwecke der Kalibrierung
oder Nachweisgrenzenbestimmung kommerziell erhéltlich. Hieraus extrahierte DNA war im
Fall der Wildtyp-Soja (0 % RR, S1) hochmolekular, wéhrend die RR-haltigen Proben (S2, S3,
S4) deutlich fragmentiert sind (Abb. 56A). Dies ist offensichtlich auf die intensive Mschung
(UltraTurrax) bei der Herstellung zurtckzufiihren (Abschnitt 5.3, Seite 27). Aus den fein
gemahlenen Mehlen (S1-S4) liel3 sich, im Vergleich zu den Test-Proben, mit hoher Ausbeute
DNA isolieren (Abb. 56B). Im Extrakt aus ganzen Sojabohnen (P1) liegt DNA ebenfalls
hochmolekular vor. Probe P2, ein Referenz Mais-Mehl mit 2% Bt176-Mais (Fluka), wies
sowohl hochmolekulare als auch fragmentierte DNA auf. Die Herstellung erfolgte wie bei Soja
Referenzmehlen. Aus hitzesterilisierten, gemahlenen Mais-Kdrnern (P3) lie3 sich nur sehr
wenig DNA isolieren, so dass keine Aussage zur Fragmentierung gemacht werden konnte.
Aus einer Mais/Soja-Mehlmischung (P4) liel3 sich eine gro3e Menge hochmolekularer DNA
isolieren, die allerdings eine deutliche Proteinverunreinigung aufwies. DNA aus Griel3 (P5),
einem von Spelzen und Keimlingen befreiter, gemahlener Mais, war ebenfalls deutlich
fragmentiert. Texturiertes Sojaprotein (P6) ist ein stark prozessiertes Lebensmittel. Aus ihm
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lied sich zwar recht viel DNA (hoher ODggo-Wert) gewinnen, diese war allerdings stark
fragmentiert. Der DNA-Schmier von unter 1000 bp GrofRe war im Gel zwar sichtbar, rief
jedoch trotz eines annahernd gleichen DNA Gehaltes wie Probe S3 nur, eine verschwindend
geringe Farbung im Gel hervor. Beide Tofu-Proben (P7 und P8) enthielten wie die Proben S2-
S4 stark fragmentierte DNA. Der Anteil hochmolekularer DNA im Tofu (P8 mit 2% RR) ist
wahrscheinlich durch weniger stark gemahlenen Ausgangsmaterialien im Vergleich zu Tofu-
Probe P7 (100 % RR) bedingt.

Es zeigte sich allgemein eine mit dem Prozessierungsgrad der Probe steigende
Fragmentierung der DNA. Proben, die feiner zerkleinert vorlagen (S1-4), wiesen eine hohere
Extraktions Ausbeute auf als eine mit einem Pistill zerstoRene, gequollene Bohne (P1). Mit
einer Ausnahme (P4) fuhrte das gewahlte Extraktionsprotokoll zu spektroskopisch reiner DNA
(OD 2601280= 1,7-1,8). Die Frage, ob die isolierte DNA ausschlie3lich aus Soja stammt, ob
noch weitere Organismen in der Probe vorhanden waren oder ob die DNA amplifizierbar ist,
kann jedoch mit diesen Methoden nicht beantwortet werden.

Eine Aussage uber den Soja-DNA Gehalt in DNA-Extrakten kann mit einer PCR auf ein
Pflanzenart-typisches Referenzgen der Soja erhalten werden, in diesem Fall das Soja Lektin-
Gen. In einem kompetitiven PCR-Ansatz wird dazu die Soja-DNA Menge durch Vergleich mit
Kalibrator-DNA aus reiner Soja (UV-quantifiziert) bestimmt. Dieses Vorgehen ist sowohl flr
Mischungen von Soja mit anderen Organismen, als auch bei fragmentierter oder durch
Prozessierung in der Amplifizierbarkeit reduzierter DNA sinnvoll. Nur derjenige DNA-Antell
wird quantifiziert, der aus Soja stammt, amplifizierbar ist und somit in den weiteren PCRs
einen Beitrag zum potenziellen Nachweis des gentechnischen RR-Konstruktes liefern kann.

Die Kalibration mit Soja DNA durch semiquantitative PCR mit einer konstanten Kompetitor
Konzentration (Abb. 57A) unterscheidet sich nicht wesentlich von der Kalibration mit
verschiedenen Extrakten (Abb. 51, kompetitive CaMV35S PCR); hier wurde jedoch nur ein
einziger Extrakt in mehreren Verdinnungen eingesetzt. Der technisch optimale Messbereich
wurde durch geeignete Wahl der Kompetitormenge erreicht und liegt um den Signal-
Quotienten 1, da sich hier die OD’s fur Target- und Kompetitor-Amplikon gleichen.

Von den Proben S2-S4 und P1-P8 wurden anhand der UV-Messungen 100 ng fur die kompe-
titve PCR eingesetzt. PCR mit den Primern GMO04-bio/GMO01 ergab Target- (234 bp) oder
Kompetitor-Amplikons (219 bp), die im PCR-ELISA durch spezifische Hybridisierung in sepa-
raten Vertiefungen bestimmt wurden. Wie erwartet flihrte die Abwesenheit von Soja DNA
dazu, dass fur die Proben P2 (Maismehl), P3 (hitzesterilisierte, gemahlene Maiskdrner) und
P5 (Maisgrie3) kein Target-Signal gemessen wurde. Da jedoch gleichzeitig ein hohes
Kompetitor-Signal erhalten wurde, konnte ein falsch negatives Ergebnis durch Inhibition der
PCR sicher ausgeschlossen werden. Das Resultat erlaubt den Ausschluss der Proben von
weiteren Untersuchungen auf das Vorhandensein von RR, da die GM04-bio/GM01-PCR fur
RR und Wildtyp-Soja ein Produkt ergeben hatte. Fir die restlichen Proben konnte anhand der
Kalibration mit reiner Soja-DNA der Soja DNA-Gehalt bestimmt werden (Abb. 57B).
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Abb. 57 Bestimmung des Soja-DNA Gehaltes in Extrakten mit Nicht-Soja-DNA

A, Kalibration der kompetitiven PCR (Primer GMO04-bio/GM01) mit 1,8*10" Kompetitor Kopien
(PCR RRKGMK) und einer steigenden DNA Mengen aus Soja-Mehl (Extraktion S1, Abb. 56). B, Aliquots
der Extrakte P1 - P8 (Abb. 56) wurden in der selben kompetitiven PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte
wurden gemalR PCR-ELISA vermessen. Berechnung des Soja DNA-Gehaltes gemafd Kalibration (R =
0,996). Die DNA-Extrakte wurden UV-spektroskopisch quantifiziert und auf 100 ng/5 pl eingestellt.
PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 50 Zyklen 95°C /30 s, 61°C / 30 s, 72°C / 60 s;
finale Elongation 72°C / 5 min. Bezeichnungen: neg, kein signifikantes Target-Signal detektiert, Probe
enthélt keine Soja-DNA; pos, Detektion eines signifikanten Target-Signals, die Probe enthéalt Sja-
DNA, Quantifizierung war nicht méglich, da der Signal-Quotient unterhalb der Kalibratorwerte lag.

Die DNA-Extrakte der drei weiteren Referenz-Sojamehle (S2-S4) wiesen deutlich geringere
Soja-DNA-Konzentrationen (55-68 ng/5pl) als die Probe S1 auf, die fir die Kalibration gewahlt
worden war. Dies kann mit deutlichen Unterschieden in der Fragmentierung korreliert werden
(Abb. 56A). Die Mehle der Proben S2-S4 wurden bei ihrer Praparation haufiger durch Turrax-
Behandlung gemischt. Die dadurch verursachte geringere Fragmentlange der isolierten DNA
der Proben S2-S4 fiihrt vermutlich zu einer Uberbestimmung des fiir die kompetitive PCR
relevanten DNA-Gehaltes durch UV-Bestimmung. Strangbriiche zwischen den
Primerbindungsstellen zerstéren Matrizen fur die PCR, ohne die UV-relevante Gesamtmenge
DNA zu reduzieren. Ein weiterer Grund kdonnte Hypochromie, also ein geringerer Extinktions-
koeffizient, der héher geordneten, nativen DNA im Vergleich zur fragmentierten DNA, weniger
geordneten Struktur sein.

Aus ganzen RR-Bohnen (P1) isolierte DNA zeigt als einzige der untersuchten Proben in der
Quantifizierung durch kompetitive PCR annédhernd den gewiinschten Soja-DNA Gehalt (Abb.
57). Sie gleicht somit in UV-Eigenschaften und PCR-Verhalten der Referenzprobe (S1). Wie
die zur Kalibration verwendete DNA des 0 %-RR Referenzmehls S1 besteht die P1-DNA
ebenfalls fast ausschlie3lich aus hochmolekularer DNA (Abb. 56). Der Extrakt der Probe P4,
die je zur Halfte aus Mais- und Soja-Mehl besteht, weist eine grol3e Menge Soja-DNA auf, die
mehr als der Halfte der eingesetzten 100 ng Gesamt-DNA (nach UV-Bestimmung) entspricht.
Durch die kompetitive PCR wurden (79,6 £ 4,8) ng Soja-DNA bestimmt. Vermutlich liegt die
Ursache in einer bevorzugten Extraktion von DNA aus Soja. So kénnte das beigemischte
Sojamehl beim Probenaufschluss wegen unterschiedlicher Korngré3en besser zugénglich
sein. Mdglicherweise unterscheidet sich auch der individuelle DNA-Gehalt bezogen auf die
jeweilige Mehlmasse. Daraus folgt, dass aus den Verhaltnissen der extrahierten DNA nicht
unbedingt auf die Verhaltnissen in der urspriinglichen Probe geschlossen werden kann.
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Der Extrakt der Probe P6 (texturiertes Soja-Protein) enthalt Soja DNA, wie aus dem
signifikanten Target Signal abgeleitet werden kann. Da dies jedoch im Vergleich zum
Kompetitor Signal gering ist, bleibt der Quotient unterhalb des Kalibrationsbereiches. Eine
Extrapolation der Kalibration unter den Wert des kleinsten Standards (12,5 ng/5ul) ergab ~3,5
ng/5ul DNA. Die Tofu-Proben (P7, P8) wiesen ebenfalls Soja DNA-Gehalte auf, die deutlich
niedriger als die eingestellten 100 ng/ 5ul lagen. Alle drei Proben zeigten im Agarosegel eine
augenfallige, starke Fragmentierung der DNA, die zu einer Uberbestimmung des DNA-
Gehaltes durch UV-Spektroskopie im Vergleich zur kompetitiven PCR fiihrte.

Screening und spezifische Analyse einer gemischten Probenauswahl

Die quantitativen Ergebnisse der Soja-DNA Bestimmung lassen sich gemeinsam mit jenen
der semiquantitativen PCRs, die den CaMV35S-Promotor oder das RR-Genkonstrukt
nachweisen, nutzen. Bei einem GVO-Gehalt von groRer 1% bezogen auf die Summe
(Wildtyp und GVO) muss ein ganz oder teilweise daraus bestehendes Lebensmittel als GVO-
haltig gekennzeichnet werden. Proben, die dieses Kriterium deutlich tberschreiten, kdnnten
schon nach den hier ausgearbeiteten Analysen als GVO-haltig gekennzeichnet werden. Eine
weiteres, auf doppeltkompetitiver PCR beruhendes Verfahren zur Bestimmung des genauen
GVO-Gehaltes im Bereich des Schwellenwertes, wird anschlielend im Abschnitt 6.2.8.4

vorgestellt.
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Abb. 58 CaMV35S-Screening und RR-spezifische PCR-ELISA Analyse

Die in Abb. 56 charakterisierten DNA-Extrakte wurden in zwei semiquantitativen PCRs mit je 100
Kopien Kompetitor ()CR RRKGMK) pro 100 ng DNA-Extrakt (hach UV-Bestimmung) eingesetzt. PCR-
Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 50 Zyklen 95°C / 30 s, 55°C /30 s, 72°C / 60 s; finale
Elongation 72°C / 5 min. Die PCR-Produkte der CaMV35S-PCR (A) und der RR-PCR (B) wurden im
PCR-ELISA analysiert. K, PCR nur mit Kompetitorplasmid zur Bestimmung der Kreuzhybridisierung.
Weitere Probenbezeichungen siehe Legende zu Abb. 56, Seite 117.

Zur Screening- und zur spezifischen-Analyse wurden wiederum je 100 ng DNA der Proben
(UV-Bestimmung) zusammen mit einer konstanten Menge Kompetitor in der jeweiligen PCR
eingesetzt und die Produkte durch PCR-ELISA analysiert (Abb. 58). Die Referenz-Sojamehl-
Proben weisen erwartungsgemafl mit steigendem RR-Gehalt steigende Signal-Quotienten
auf (S2-S4). Im Fall der kompetitiven CaMV35S Screening PCR und des PCR-ELISA zur
Auswertung ist keine Kreuzhybridisierung messbar; im Falle des RR-spezifischen PCR-
ELISA liegt sie bei 6 %. Sie wurde durch Analyse einer PCR, die nur Kompetitor-Plasmid
enthielt, ermittelt. Die RR-freie Soja Probe (S1, 0 % RR) erzielte in den PCR-ELISA Analysen
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Werte fir den Signal-Quotienten, die den Werten fur Hintergrund oder Kreuzhybridisierung
entsprachen. Bei allen betrachteten Test-Proben (P1 bis P8) wurde in der Screening-Analytik
die DNA-Sequenz des CaMV35S Promotors nachgewiesen (Abb. 58A). Er diente als Indikator
fur die Anwesenheit gentechnisch veranderter Organismen. Die Proben P1, P4, P5 und P7
wiesen dabei sehr hohe Quotienten auf, ein Hinweis auf Proben mit hohem GVO-Anteil. Die
Proben P2, P3 und P8 ergaben etwas niedrigere Quotienten, in der gleichen Gré3enordnung
wie die des 2 % RR-Standard (S4). Der Quotient der Probe P6 gleicht demjenigen des 0,5 %
RR-Standards (S3). Im Sinne des analytischen Konzepts des GVO-Nachweises (Abb. 1) ist
das Ergebnis dieses Screenings ein zwingender Grund weitere Analysen mit den Proben
durchzufuhren.

Der spezifische Nachweis des RR-Genkonstruktes durch semiquantitative PCR (Abb. 58B)
zeigte, dass die Proben P1, P4 und P7 einen viel héheren Anteil RR-DNA im Extrakt
aufweisen als die 2 % RR-Standard-Probe. Trotz eines etwas niedrigeren Quotienten zeigte
die Analyse der Probe P8 deutlich RR-DNA an. Die Proben P2, P3, P5 und P6 haben
Quotienten unterhalb des kleinsten Referenzmehles (S2, 0,1 % RR) und weisen daher keine
oder nur eine geringe Menge RR-DNA in den Extrakten der Proben auf.

Die Deutung der Ergebnisse im Hinblick auf die tatséchliche Zusammensetzung gibt fur die
Probe P1 ein eindeutiges Bild. Fur diese RR-Bohnen wurde die eingesetzte DNA Menge
korrekt als Soja DNA identifiziert (Abb. 57). Der sehr hohe Quotienten nach CaMV35S-PCR
zeigt deutlich die prinzipielle Anwesenheit eines GVO an. Der Quotient des RR-PCR-ELISA
ist ebenfalls sehr hoch und zeigt, dass die Probe hauptsachlich aus RR besteht. Diese Probe
muss nach den gultigen Verordnungen als GVO-haltig gekennzeichnet werden.

Das unterschiedliche Verhalten der DNA-Extrakte der Proben P2, P3 und P5 im CaMV35S-
Screening und in der RR-spezifischen Bestimmung tritt besonders hervor. Wie fir Proben,
die als einzigen GVO Bt 176 Mais enthalten erwartet, wird nur die CaMV35S Sequenz, nicht
jedoch die RR-Sequenz gefunden. Hier tréagt der Soja-Nachweis zur Klarung bei, da
nachgewiesen wurde, dass keine Soja DNA im Extrakt vorlag (Abb. 57, Seite 118) und daher
ebenfalls keine RR-DNA vorhanden sein kann. Im Sinne einer vollstandigen GVO-Analyse
wirde der Nachweis einer anderen Pflanzenart (hier Mais) und eine spezifische Bestimmung
eines anderen GVO-Konstruktes folgen.

Mischprobe (1 % Bt-Mais, 49 % wt-Mais, 50 % RR) P4 zeigte ein ahnliches Verhalten wie
Probe P1. Der DNA-Extrakt enthielt eine grofl3e Menge Soja DNA (circa 80 ng/PCR); in der
extrahierten DNA konnte die CaMV35S Promotor- und die RR-Sequenz nachgewiesen
werden. Der Sojabestandteil der Probe stammt folglich zu hohen Anteilen aus RR und die
Probe muss wegen ihres RR-Gehaltes als GVO-haltig gekennzeichnet werden. Im
analytischen Routinebetrieb wirde eine CaMV35S-Promotor haltige Probe weiteren Unter-
suchungen unterzogen. So wirde in qualitativen PCRs wahrscheinlich ebenfalls auf das
Vorhandensein von Mais oder anderen Pflanzenarten analysiert. Nach der Bestimmung von
Mais als Bestandteil wiirde anschlieRend speziell auf Anwesenheit von GVO-Mais getestet.
Dies wirde gegebenenfalls einen zweiten Anlass zur Kennzeichnung geben.

Probe P6 zeigte im Screening nach dem CaMV35S-Promotor einen positiven Befund. Da bei
der vorherigen Bestimmung wenig Soja-DNA gefunden wurde (< 12,5 ng) und in der RR-



122 Ergebnisse

Analytik nur ein Signal unterhalb der Nachweisgrenze erhalten wurde, wére eine
weitergehende Analytik notwendig. Wenig Soja-DNA im Extrakt kann zum einen durch einen
geringen Soja-Anteil in der Probe aber auch durch eine geringe Amplifizierbarkeit der
extrahierten DNA bedingt sein. Eine Ermittlung von DNA weiterer Organismen in der Probe
bliebe hier ohne Erfolg (texturiertes Soja Protein ist ein reines Soja Produkt). Eine Erhéhung
der Matrizen-DNA Menge, auf eine Verénderung dieses Parameters weisen schon die
Ergebnisse der kompetitiven GM0104-PCR hin, flhrte zum deutlichen Nachweis von RR-
DNA.

Die DNA-Extrakte der Tofu Proben 7 und 8 enthielten deutliche Mengen an Soja-DNA. Wie fur
RR haltigen Tofu erwartet, konnte sowohl der CaMV35S-Promotor als auch die RR-Sequenz
nachgewiesen werden. Im Einklang mit den unterschiedlichen Gehalten (100 bzw 2 % RR)
hat Probe 7 bei @hnlichem Soja-DNA Gehalt im Extrakt einen héheren Anteil an CaMV35S-
und RR-DNA als Probe 8. Beide Proben missen als GVO-haltig gekennzeichnet werden.

In den vorgestellten Analysen wurde die kompetitive Lektin-Gen PCR und der zugehdrige
PCR-ELISA nicht zur Justierung des DNA-Gehaltes auf einen bestimmten Wert genutzt,
sondern lediglich zur parallelen Kontrolle der DNA-Menge und zur Pflanzenart-Bestimmung.
Ein solches Vorgehen ist in analytischen Routinelabor aus Zeitgriinden ebenfalls sinnvoll 2].
An der sehr heterogenen Auswahl von unterschiedlich stark verarbeiteten Proben konnte
gezeigt werden, dass die UV-spektroskopische Bestimmung der einzusetzenden Soja DNA
eine Fehlerquelle darstellt, die mit dem Pflanzenart-spezifischen GM-PCR-ELISA aufgedeckt
werden konnte. Der Anteil amplifizierbarer DNA war umso geringer, je héher der Fragmen-
tierungsgrad war. Die korrekte, einfache Abschatzung des GVO-Gehaltes unter Bezug auf
Referenz DNA-Extrakte, wie in der semiquantitativen GVO-Gehalt Bestimmung bei RR-
Mehlen (Abschnitt 6.2.8.2), ist bei den hier dargestellten semiquantitativen PCRs (Abb. 58)
wegen der unterschiedlichen Probenbeschaffenheit nicht moglich. Eine exakte Bestimmung
des GVO-Gehaltes einer Probe kann daher nur durch Einbeziehen der Amplifizierbarkeit der
Pflanzenart-spezifischen Sequenz (Lektin-Referenzgens) in die Quantifizierung eines GVO-
Gens moglich sein. Dies wird in der doppeltkompetitiven PCR umgesetzt.

6.2.8.4 Doppeltkompetitive PCR

Die quantitative, kompetitive PCR in der klassischen Ausfuhrung stellt das Titrieren eines
DNA-Extraktes mit einer steigenden Menge eines Kompetitors und die Bestimmung der zum
Erreichen der Aquivalenz von Target- und Kompetitor-Produkt benétigten Kopienzahl dar.
Diese Ausfuhrung bedarf im Gegensatz zur semiquantitativen PCR mehrerer paralleler
Reaktionsansétze. Sie erlaubt die Beobachtung des regelmafigen Verlaufs des Stoffmengen-
Quotienten Qs; aus Target- und Kompetitor-Amplikon nach PCR und dessen Erreichen von

st = 1, oder der Interpolation auf diesen Wert. Die prinzipielle Anwendung dieser Methode ist
beispielsweise in den Abb. 40, 48 und 49 zu sehen. Die Bildung des Signal-Quotienten aus
PCR-ELISA Signalen (Qs;) spiegelt, wegen der unterschiedlichen Hybridisierungseffizienzen
der Target- und Kompetitor-Sonden nicht unmittelbar den Quotienten der Produkt-
Stoffmengen wieder. Durch den Einsatz von Normierungsplasmiden in der PCR und Analyse
der resultierenden Produkte im nachfolgenden PCR-ELISA kann jedoch ein geeigneter Signal-
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Quotient zur Ablesung des Aquivalenzpunktes ermittelt werden (Abschnitt 6.2.6.7, Seite 88).

Die Ermittlung der Kopien am Aquivalenzpunkt fiir einen Proben-DNA Extrakt stellt zwar eine
absolute Messgrof3e dar, sie ist aber von zu vielen Faktoren abhangig, um mit ihr eine
absolute Quantifizierung des GVO-Gehaltes zu erlauben. Der Bezug der ermittelten Kopien
des Target-Gens am Aquivalenzpunkt auf die initiale Templatmenge in Kopien, berechnet mit
Hilfe der absoluten Genomgro3e des untersuchten Organismus (ein Soja Genomaguivalent
entspricht 1,155 pg, [122]), ist daher kein Erfolg versprechender Ansatz. Fir zuverlassige
Berechnungen des GVO-Gehaltes kann daher nicht die einfache Quantifizierung durch tber
eine UV-Messung verwendet werden, die Quantifizierung der Pflanzenart-typischen DNA
muss, wie bereits in Abschnitt 6.2.8.3 praktiziert, ihre Amplifizierbarkeit bertcksichtigen.
Ferner tragen die Schwankungen der Kompetitorpraparation ebenfalls zur Ungenauigkeit des
so entstandenen absoluten Ergebnisses bei (Abschnitt 6.2.7.5 und 6.2.7.6).

Der Einsatz eines einzigen Doppelkompetitors (hier pPCR RRKGMK) stellt wegen der gerin-
geren statistischen Schwankungen in Hinblick auf Material- und Zeitaufwand eine groR3e
Vereinfachung des experimentellen Ablaufes dar. Er stellt in der doppeltkompetitiven PCR
sicher, dass in den beiden kompetitiven PCRs, die im Folgenden aufeinander bezogen
werden, per Definition exakt die gleiche Anzahl Matrizen-Molekile des jeweils bendtigten
Kompetitors vorliegen. Die Schwankungen der Kompetitorpréparation durch individuelle
Restriktion, UV-Bestimmung und Verdinnung haben daher keinen Einfluss mehr. Die
primaren Ergebnisse in Form der Kopien am Aquivalenzpunkt konnen einfach durch prozen-
tualen Bezug der GVO-Gen-Kopienzahl auf die Referenzgen-Kopienzahl zur Berechnung des
GVO-Gehaltes genutzt werden. Eine Kalibration oder der Vergleich mit einer Referenzprobe,
wie bei dem zuvor vorgestellten Vorgehen, ist nicht mehr notwendig.

6.2.8.5 Ausfiihrung einer doppeltkompetitiven PCR mit RR-Bohnen

Far die Machbarkeit der quantitativen Analytik mit doppeltkompetitiver PCR und PCR-ELISA-
Auswertung wurde als geeigneten Realprobe ein DNA-Extrakt aus ganzen RR-Bohnen
gewahlt. Es wurden vier Serien kompetitiver PCR mit dem Doppelkompetitor pPCR RRKGMK
durchgefiihrt. Diese Messungen stellten zum einen eine direkte und elegante Mdglichkeit dar,
die vier in dieser Arbeit vorgestellten kompetitiven PCRs (CaMV35S, RR, GM0304, GM0104)
untereinander zu vergleichen und reprasentiert zum anderen eine Realproben-Messung. In
dem DNA-Extrakt und Genom der RR-Bohne, liegen die nachzuweisenden Sequenzen des
CaMV35S Promotors, des Ubergangs von Promotor zum chloroplastidaren Transitpeptid
(RR-PCR) sowie das Lektin-Gen (GM0304 und GM0104 PCRs) im gleichen Verhaltnis vor
(Kopienzahl GVO-Gen zu Referenzgen = 1:1, GVO-Gehalt = 100%). Diese Probe hat also die
Eigenschaften eines Ur-Titers. Eine Forderung an die vier verschiedenen analytischen
Systeme war daher, dass fir alle quantitativen, kompetitiven PCRs die gleiche Kompetitor-
menge zur Erreichung des Aquivalenzpunktes benétigt wird. Der GVO-Gehalt, ermittelt als
prozentuales Verhaltnis von Kopienzahl des GVO-Gens am AP zur Kopienzahl des Referenz-
Gens am AP, muss bei Abwesenheit von systematischen Fehlern gleich 100 % sein. Dieser
Versuch demonstriert ebenfalls an einem Ubersichtlichen
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Beispiel die zu erwartenden relativen Ergebnisse und deren Fehler im Vergleich von PCR-
ELISA und optischer Gelauswertung. Den Ergebnissen der kompetitiven PCR werden jene
aus Realzeit-PCR mit SYBR-Green gegenubergestellt.
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Abb. 59 Kompetitive PCR eines RR-DNA-Extraktes mit vier PCR Systemen

Roundup Ready DNA (125 ng, nach Wizzard lll-Protokoll aus ganzen Bohnen isoliert) wurde in vier
Reihen kompetitiver PCR jeweils mit steigenden Mengen des Doppelkompetitors pPCR RRKGMK (103
bis 3,3710° Kopien/25ul  Reaktion) eingesetzt. T/K kennzeichnet PCRs mit den
Normierungsplasmiden (2 10* Kopie/25ul Reaktion; pCR RRTK, oberes Gel; pCR GMTK, unteres
Gel). K, PCR mit Doppelkompetitor (2 10* Kopie/25pl Reaktion) als Matrize ohne RR-DNA; T, PCR nur
mit RR-DNA als Matrize. In dem PAGE-Gel (Ethidiumbromid-geférbt) sind zwei analoge Reaktionen (je
1 ul) zusammen in einer Spur aufgetragen. Da sich die Produkte ausreichend unterschieden, wurde
die Zahl der benotigten Gele so zu Gunsten der Ubersichtlichkeit halbiert. PCR-Programm: Initiale
Denaturierung 95°C / 10 min; 50 Zyklen 95°C /30 s, Tamea / 30 s, 72°C / 60 s; finale Elongation 72°C /
5 min. Tamea flr RR- und CaMV35S-PCR, 55°C; T annea fUr GM0304- und GM0104-PCR, 61°C.

In allen vier Reihen der kompetitiven PCRs, mit konstanter Menge RR-DNA-Extrakt und
steigender Kompetitormenge ist die Abnahme der Intensitét der Target-Amplikon Bande und
Steigerung der Intensitdt der Kompetitor-Amplikon Bande mit zunehmender Anzahl
Doppelkompetitor-Molekile zu erkennen (Abb. 59). Als Referenz fir das Vorliegen einer
gleichen Anzahl von Target- und Kompetitor-Matrizen, wurde je eine PCR mit den
Normierungsplasmiden pCR RRTK und pCR GMTK aufgetragen. Reine Target- und
Kompetitor-Produkte dienten spater zur Bestimmung der maximal erreichbaren Signal-
Quotienten im PCR-ELISA. Die PCR wurde mit 50 Zyklen durchgefiihrt und befand sich somit
in der Sattigung der Produktbildung.
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Abb. 60 Graphische Auswertung der kompetitiven PCRs mit Gel- und ELISA-basierten
Verfahren

Die in Abb. 59 beschriebenen Reaktionsansatze wurden mit Hilfe des PCR-ELISA W) und der
optischen Gelauswertung @) analysiert. Die Signal-Quotienten der (Qs, Target/Kompetitor) sind
logarithmisch gegen die eingesetzte Kopienzahl aufgetragen. Ref, Target (T)- und Kompetitor (K)-
Produkt sind als Referenzen fir maximal erreichbare logQs-Werte aufgetragen. Die waagerechte
Hilfslinien in Hohe der logQg-Werte der Normierungsplasmide (T/K, AP) dienen zur Ablesung. Am
Schnittpunkt (durch Pfeile gekennzeichnet) mit der Regressionsgeraden der Serie kompetitiver PCRs
(jeweils fir ELISA oder optische Gelauswertung) ist das Lot auf die Abszisse gefallt und gibt die zur
Erreichung des AP benétigte Anzahl Kompetitor-Molekiile an. Notiert ist der Logarithmus der
Kopienzahl am AP und die Ableseungenauigkeit, letztere ist durch Ablesen am 68 %-Konfidezintervall
(nicht eingezeichnet) der linearen Regression ermittelt.

In Abb. 60 sind die Auswertungen der Serien kompetitiver PCRs mittels optische Auswertung
der Bandenintensitaten (Abschnitt 5.5.6, Seite 36) und PCR-ELISA fir die vier untersuchten
Systeme parallel dargestellt. Nach doppeltlogarithmischer Auftragung und linearer Regression
erfolgte die Ablesung der am Aquivalenzpunkt vorliegenden Anzahl Kompetitor-Molekiile bei
dem Signal-Quotienten der PCR-Produkte des Normierungsplasmids, anhand einer Hilfslinie.
Die Fehler der Kopienzahl am Aquivalenzpunkt wurden graphisch ermittelt. Sie wurde durch
die Grenzen des Konfidenzintervalles (68 %) um die Regressionsgerade bestimmt (Abb. 9,
Seite 46), die hier aus Grinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt sind. Die Abweichungen
vom Mittelwert spiegeln die Gute der Regression wider und nicht die statistische Schwankung
des Ergebnisses bei wiederholter Messung. Letztere wird in Abschnitt 6.2.8.6 behandelt.
Weiterhin sind in Abb. 60 Messungen von reinem Target- und Kompetitor-Amplikon als
Referenzwerte fur die maximale Spannweite des Messbereiches gezeigt. Sie reprasentieren
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die begrenzenden Quotienten von niedrigen und hohen Signalen (z. B. fur eine Hybridisierung
von passender Target-Sonde an das Target-Amplikon) und dem korrespondierenden
Hintergrundsignal (Hybridisierung der Kompetitor-Sonde an das Target-Amplikon) im PCR-
ELISA. Diese Referenzwerte resultieren aus Kreuzhybridisierung und unspezifischer Bindung
des anti-Dig-AP Konjugates an Oberflachen. Fir die gleiche Grenzwertbetrachtung bei
optischer Gelauswertung wurde der Quotient von Peak-Hohe und dem Rauschen der
Basislinie gebildet. Durch die logarithmische Darstellung in Abb. 60 sind Qsj-Werte £ 0 nicht

eingezeichnet (Abschnitt 5.5.4, Seite 34).

Bei Betrachtung der erhaltenen Regressionen (Abb. 60, Tab. 14) wird erneut deutlich, dass
die PCR-ELISA-Auswertung im Vergleich zur optischen Auswertung zu geringeren Steigun-
gen fuhrt (vergleiche ebenfalls Abb. 37, Seite 86 und Abb. 40, Seite 89). Daraus resultiert fur
den ELISA prinzipiell ein groBerer Messbereich bei gleichzeitig niedrigerer Sensitivitat. Im
Gegenzug sollten daher die ermittelten Fehler der ELISA-Messungen gréRRer sein als
diejenigen der optischen Auswertung. Dieser erwartete Effekt wird aus den in Abb. 60
ermittelten Aquivalenzpunkten und ihren Fehlern nicht deutlich. Die durchschnittlichen
prozentualen Fehler des positiven, groReren Fehlerintervalls (Tab. 14, D+/AP) betragt fur die

PCR-ELISA-Auswertung (12,5 + 4,4) % und fur die optische Gelauswertung (10,0 + 3,4) %.
Sie unterscheiden sich offensichtlich nicht signifikant.

Tab. 14 Nummerische Auswertung der vier kompetitiven PCRs nach PCR-ELISA

Die Daten sind Abb. 60 entnommen und beschreiben die Analyse einer 100 % RR-haltigen Soja
Probe. Die Kompetitor-Kopien am Aquivalenzpunkt (AP) sind als delogarithmierte Werte pro 125 ng
RR-DNA angegeben, ebenso wie die positive und negative Abweichung vom Mittelwert O+/-). Die
Steigung @=-DiogQs/Dlog Kompetitor Kopie * SD), der Korrelationskoeffizient (R) der linearen
Regression und der durchschnittliche, relative Fehlerintervall sind je nach Auswertungsart der
kompetitiven PCR @bb. 60) notiert. Auler bei der gekennzeichneten (*, N = 5), sind in alle
Regressionen N = 6 Messwerte eingegangen. Der Mittelwert der positiven, gréReren Fehlerintervalle
um den jeweiligen Aquivalenzpunkt in Prozent ist notiert.

PCR-System PCR-ELISA opt. Gelauswertung

CaMV35S AP = 15650, D(+2150/ -1890) AP = 14405, D(+1020/ -952)
d= (0,796 + 0,045), R =0,994 d= (1,400 £ 0,044), R = 0,998

RR AP = 13833, D(+2501/ -2119) AP = 12077, D(+ 1048/ -965)
d= (0,772 + 0,056), R = 0,989 d=(2,076 + 0,089), R = 0,997*

GMO0304 AP = 15171, D(+1618/ -1462) AP = 15428, D(+2302/ -2003)
d=(0,415 +0,019), R=0,996 d= (0,687 + 0,043), R = 0,992

GMO0104 AP = 14294, D(+1095/ -1017) AP = 19318, D(+ 1803/ -1649)

d= (0,734 +0,024), R = 0,998

d= (1,783 + 0,070), R = 0,997

pos. Fehlerintervall

AP-Mittelwert

D+/AP =125 + 4,4 %

D+/AP =10,0 + 3,4 %

AP = 14737 + 824 (+ 5,5 %)

AP = 15307 + 3019 (+ 19,7 %)

Auffallig ist die geringere Steigung (d, Tab. 14) der Regressionen des kompetitiven GM0304

PCR-Systems im Vergleich. Sie betragt nur etwa die Halfte (52 - 56 %) der Steigungen der
drei weiteren Systeme. Der Effekt tritt sowohl bei PCR-ELISA, als auch bei der optischen
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Gelauswertung auf und ist somit in der PCR an sich begrundet. Im Laufe der Arbeit wurde die
Variabilitdat dieser Steigungen bereits beobachtet aber nicht detailiert untersucht, eine
Abhangigkeit von der PCR-Zyklenzahl und von Rehybridisierungs-Verhalten der Amplikons in
der PCR sind jedoch wahrscheinlich.

Die Gleichheit von Signalen (Qs; = 1) kann, nur in erster Naherung als Auswertekriterium
dienen. Die Ablesung des Logarithmus der Kopienzahl am AP erfolgt fir PCR-ELISA und
Gelauswertung bei differierenden, meistens geringfiigig von logQs; = 0 verschiedenen
Quotienten. Auf einer logarithmischen Skala scheint dieser Unterschied gering, beim
Delogarithmieren der Werte sind diese Auswirkungen jedoch grof3 und unregelméRig von
einem PCR-ELISA zum anderen. Im Falle der CaMV35S-PCR-ELISA Auswertung ergabe
sich beispielsweise ein AP bei 10046 D(+1415/-1323) Kopien/125 ng statt bei 15650, wie

nach Nutzung des Normierungsplasmids (Tab. 14). Die Korrektur und Normierung tragt der
unterschiedlichen Fluoreszenz Rechnung, die bei der Gel-Analytik je nach Amplikonlange
gefunden werden. Beim PCR-ELISA weisen Target- und Kompetitor-Sonden differierende
Hybridisierungseffizienzen oder Kinetiken auf, die beriicksichtigt werden mussen.

Der Signal-Quotient einer PCR mit den Normierungsplasmiden stellt keinen konstanten Wert
dar. Er schwankt von Versuch zu Versuch geringflgig mit der Hybridisierungstemperatur, der
Pufferzusammensetzung oder der Dauer von Inkubations- und Waschschritten. Er muss, wie
die Kalibration eines klassischen ELISAs, jeweils individuell bestimmt werden. Das Gleiche
gilt prinzipiell fur die maximal erreichbaren Signal-Quotienten fir reines T- oder K-Amplikon.
Diese Quotienten sind im PCR-ELISA durch Kreuzhybridisierung bedingt und schwanken
ebenfalls von Versuch zu Versuch. Im vorliegenden Experiment erzeugte reines RR-
Kompetitor Produkt eine relativ hohe und bewusst tolerierte Kreuzhybridisierung (6 % des
Kompetitor Wertes, log Qs = -1,22). Dieser Effekt ist aus friheren Experimenten bekannt und
auf die hohe Probenmenge, die zu geringen Entwicklungszeiten der Farbreaktion flir den RR-
PCR-ELISA flhrt, zurtickzufihren. Der Signal-Quotient des Normierungs-Plasmids ist im
Gegensatz dazu, speziell in der doppeltkompetitiven PCR mit Kompetitorreihen, von gréRerer
Bedeutung, da er der Ablesung des Ergebnisses dient.

Den Ergebnissen der kompetitiven PCRs, ermittelt durch optische Gelauswertung und durch
PCR-ELISA (Tab. 14), werden Ergebnisse gegenibergestellt, die mit Realzeit-PCR mit
SYBR-Green (Abschnitt 6.2.7.2, Seite 93) der gleichen RR-DNA-Praparation und einer
externen Kalibration des Doppelkompetitorplasmids erhalten wurden (Abb. 61). Die Richtigkeit
der Gehalts-Bestimmung drtickt sich durch die Nahe zum 100 % Soll-Wert aus, da die
amplifizierten Sequenzen in allen vier PCR-Systeme im gleichen Verhdltnis vorliegen. Als
gemeinsamer Bezugspunkt, in Kopien des Referenzgens pro ng Gesamt-DNA, aller Messun-
gen wurde das Ergebnis des GM0304-Systems gewahlt, daher ist die Prozentangabe flr
dieses System nicht aussagekratftig.
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Abb. 61 Vergleich der RR-Quantifizierung durch kompetitive und Realzeit-PCR

Vergleich von kompetitiver PCR, ausgewertet durch PCR-ELISA oder Gel und Realzeit-PCR mit
externer Kalibration. Das prozentuale Verhaltnis der Kopienzahlen am Aquivalenzpunkt ist fur jede
Analyseart der vier PCR-Systeme auf das Ergebnis der GM0304-PCR (*, Basis) ermittelt worden. Die
Daten veranschaulichen die PCR-ELISA- (l) und Gelauswertung (@) der in Abb. 59, Abb. 60 und Tab.
14 gezeigten kompetitiven PCR im Vergleich mit Daten der Realzeit-PCR mit SYBR-Green @&).
Wiederfindung (Sollwert = 100%), Préazision (GréRe der Abweichungen vom Ergebnismittelwert) und
das Fehlen systematischer Abweichungen (Ergebnisse streuen um den 100%-Wert) kdnnen
abgelesen werden. Die Abweichungen stellen bei PCR-ELISA- und Gelauswertung die Ableseunge-
nauigkeit dar; bei der Realzeit-PCR mit externer Kalibration ist die Standardabweichung von drei
Messungen bei unterschiedlichen DNA-Konzentrationen (vgl. Abb. 43) eingezeichnet.

Die Auswertung der kompetitiven PCR mittels PCR-ELISA fiihrt zu geringeren Abweichungen
vom erwarteten 100 %-Wert (CaMV35S: 103 %, RR: 94 % und GM0104: 91 % Wiederfin-
dungsrate) als die optische Gelauswertung (CaMV35S: 93 %, RR: 78 % und GM0104: 125 %
Wiederfindungsrate). Die auf einem anderen Messprinzip beruhende Realzeit-PCR zeigt die
geringsten Abweichungen (CaMV35S: 98 %, RR: 93 % und GMO0104: 92 % Wiederfin-
dungsrate). Die Fehler der Endergebnisse sind wegen des graphischen Vorgehens nur flr
jene nach ELISA- und Gel-Auswertung vergleichbar (siehe Abb. 7 und 60). Die ermittelten
Fehler bewegen sich fir beide Auswertungssysteme in der gleichen Grof3enordnung, der
durchschnittliche Fehler nach oben bzw. unten betragt + 25/- 20 %. Bei der Realzeit-PCR
wurde der Mittelwert und die Standardabweichung aus drei Messungen verwendet.

Da die RR-Bohne gewissermal3en als Ur-Titer flr ein aquimolares Verhdltnis von Referenz-
und GVO-Gen dient, beruhen die Abweichungen in diesen Messungen auf experimentellen
Fehlern. Prinzipiell kdnnte die Kopienzahl je ng DNA jedes beliebigen PCR-Systems als
BezugsgrofRe gewdahlt werden. Um die maximale Abweichung von den Erwartungen zu
betrachten, muss daher beispielsweise das Ergebnis der Gelauswertung fur das RR- und
das GM0104-System beachtet werden. Die Kopienzahl am AP differiert ohne Uberlappung
der Fehlerintervalle, was zu dem falschen Schluss fihrt, der Gehalt an RR-DNA sei um
37,5% kleiner als der Soja-DNA Gehalt. Bei der ELISA-Auswertung hingegen tritt bei
Vergleich von RR- und CaMV35S die gré3te Ungleichheit der Einzelergebnisse auf (Differenz
= 11,6 %). Zwar Uberlappen die Intervalle noch, dennoch misste interpretiert werden, dass
zusatzlich zur DNA mit RR-Sequenz weitere DNA, die ausschliel3lich CaMV35S-Sequenz
enthalt, quantifiziert wurde. Beide Schlussfolgerungen entsprechen nicht der Probe, da reine
RR-DNA eingesetzt wurde. Als logische Konsequenz kann man fir dieses individuelle
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Experiment einen experimentell ermittelten, maximalen Fehler der Methode formulieren. Er ist
mit 37,5 % flr die optische Auswertung des Geles dreimal so gro3 wie fir die PCR-ELISA-
Auswertung (11,6 %). Fir die Realzeit-PCR wurde durch Vergleich fiur die Paarung
CaMV35S/GM0304 (91,7 %) ein maximaler, experimenteller Fehler von 8,3 % ermittelt.

Der Mittelwert der absoluten Kopienzahlen pro DNA-Masse der vier unterschiedlichen PCR-
Systeme liegt im kompetitiven Ansatz bei Auswertung mit dem PCR-ELISA (118 + 7 Kopien /
ng RR-DNA) und bei Gelauswertung (122 + 24 Kopien / ng RR-DNA) circa 35 % unter dem
Mittelwert der Realzeit-PCR (183 + 7 Kopien / ng RR-DNA). Diese Tatsache darf nicht
irritieren, da die Versuche zu unterschiedlichen Zeitpunkten, mit verschiedenen Kompetitor-
verdunnungsreihen und mit zwei unterschiedlichen Messprinzipien durchgefuhrt wurden.
Ausschlaggebend ist lediglich die Ubereinstimmung der Kopienverhaltnisse (GVO-Gehalte),
die durch Verwendung eines einzigen Doppelkompetitor-Plasmids erreicht wurde.

6.2.8.6 Prazision und Wiederfingung in der doppeltkompetitiven PCR

Zur Beurteilung der Préazision und Wiederfindung einer doppeltkompetitiven PCR, mit PCR-
ELISA-Detektion diente UV-quantifizierte, nach dem CTAB II-Protokoll isolierte DNA aus 2 %
RR-haltigem Sojamehl (Fluka, zertifiziertes Referenzmehl). Zum Vergleich wurde die
optische Auswertung von Bandenintensitdten nach Polyacrylamidgel-Elektrophorese und
Ethidiumbromidfarbung herangezogen.

In der RR spezifischen PCR (Primer 35S3-bio/petu-rl) wurde 150 ng, in der Soja Lektin-Gen
spezifischen PCR (Primer GMO04-bio/GM01) 3 ng DNA zusammen mit 6 verschiedenen
Doppelkompetitor-Mengen eingesetzt. Die unterschiedlichen Mengen an Matrizen-DNA (1:50)
gleichen das, in diesem Fall bekannte, Verhdltnis von Referenzgen und dem zu
quantifizierenden 2 %-GVO-Gen aus. Der Aquivalenzpunkt ist folglich bei der gleichen
Kompetitor Kopienzahl zu erwarten und der experimentelle Ablauf wird vereinfacht, da die
selbe Reihe von Doppelkompetitor Verdinnungen genutzt werden kann. Die kompetitiven
PCRs, 3 unabhéngige Reihen je PCR System, wurden mit je einer, separat aus einer
einzigen Stammlésung (10° Kopien/ul) verdiinnten Doppelkompetitor-Reihe durchgefiihrt. Die
Auswertung der kompetitiven PCRs erfolgte unter Bezug auf das jewellige
Normierungsplasmid pCR RRTK und pCR GMTK wie zuvor in Abschnitt 6.2.8.5 beschrieben
und ist in Tab. 15 zusammengefasst. Als Prazision des Messverfahrens wird die Streuung
der individuellen Ergebnisse in Prozent um den Ergebnis-Mittelwert angegeben. Als Wieder-
findung wird die Abweichung des Ergebnisses von dem bekannten RR-Gehalt der kommer-
ziell erhaltlichen Standardprobe angegeben.

Bei den 3 unabhéngigen Messungen fanden sich die Aquivalenzpunkte der Messungen, je
nach Auswertung, bei verschiedenen absoluten Kompetitor Kopienzahlen. Die dem Gel durch
optische Auswertung entnommenen Kopienzahlen am AP, weisen mit 22 und 26 % Streuung
eine geringere Prazision auf als die durch PCR-ELISA gewonnen Ergebnisse (8,0 und 8,3 %
Streuung). Die resultierenden RR-Gehalte (in Prozent) wiesen jedoch eine vergleichsweise
geringe Streuung um den Mittelwert auf. Die Prézision der PCR-ELISA-Auswertung beztiglich
des GVO-Gehaltes der kompetitiven PCR ist wiederum mit 5,4 % deutlich besser als
diejenige der optischer Gelauswertung (9,1 %). Die Wiederfindung beider Auswerteverfahren
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ist ungefahr gleich (75 %, 77 %). Die Abweichung des Messergebnisses vom Wert 2 % als
RR-Gehalt, der als wahrer Wert angenommenen wurde, ist wahrscheinlich durch das Refe-
renzmaterial, die vorgeschalteten Verdinnungsschritte und die kompetitive PCR bedingt und
nicht durch die unterschiedlichen Auswerteverfahren.

Tab. 15 Doppeltkompetitive PCR mit DNA aus 2 % RR-Mehl

Drei identisch durchgefuihrte, unabhéngige Serien kompetitiver PCR (pCR GMKRRK; 8000, 4000,
2000, 1000, 500, 250 Kopien/ PCR) wurden der optischen Gelauswertung und dem PCR-ELISA
unterzogen. PCR-Programm: Initiale Denaturierung 95°C / 10 min; 40 Zyklen 95°C / 30 s, Tamea/ 30 s,
72°C /60 s; finale Elongation 72°C / 5 min; RR-PCR, 150 ng DNA, Tamea = 55°C; GM0104-PCR, 3 ng
DNA, Tawnea = 61°C. Die Signal-Quotienten am Aquivalenzpunkt (AP) wurden durch Werte aus
parallelen PCR-Ansatzen mit dem jeweiligen Normierungsplasmid festgelegt. Die Kopienzahlen am
AP fir jedes PCR-System sind angegeben, die Berechnung des prozentualen RR-Gehaltes erfolgte
unter Beriicksichtigung des 1:50 Verhaltnisses beim Einsatz der Matrizen DNA in der kompetitive PCR.

AP-Ermittlung: optische Gelauswertung PCR - ELISA

RR-PCR GM-PCR  GVO-Gehalt RR-PCR GM-PCR GVO-Gehalt
Messung 1 1356 1665 1,63 % 1832 2353 1,56 %
Messung 2 1339 1928 1,38 % 1831 2599 1,41 %
Messung 3 2061 2556 1,61 % 2096 2777 1,51 %
Kopien + SD 1585+ 412 2050 + 458 1920 + 153 2576 + 213
Prazision, Kopie 26 % 22 % 8,0 % 8,3 %
RR-Gehalt (%) 154 +0,14 1,49 + 0,08
Prazision, GVO 9,1% 54 %
Wiederfindung 77 % 75 %

Fur diejenige Analyse, die mit dem gleichen Vorgehen das Uberschreiten des 1% GVO-
Schwellenwertes (EU-Verordnung) und somit die Uberprifung der Kennzeichnungspflicht
ermoglichen soll, ist eine 1:100 Verdinnung des DNA-Extraktes fir die Quantifizierung des
Referenz-Gens (z.B. 1,5 ng) verglichen mit dem Extrakt fur die GVO-Gen Quantifizierung
geeignet (z.B. 150 ng). Fur die GVO-Gen PCR sollten 10 - 150 ng DNA pro PCR eingesetzt
werden. Da die Nachweisgrenze von RR-DNA in einer CaMV35S-, RR- und GM0304-PCR
mit 35 Zyklen bei circa 10 - 50 pg Soja-DNA liegt (Daten nicht gezeigt), ware bei einer 0,1 %
RR-haltigen Probe (125 ng entsprechen ~ 100 Kopien) messbar, dass sie zwar GVO-haltig
ist aber ihre Konzentration weit unter dem Grenzwert (1 %) liegt. Die Gerade fiur das GVO-
Gen ware jedoch im Vergleich zur Geraden fur das Referenz-Gen zu geringen Quotienten
verschoben. Bei Einsatz der gleichen Kompetitor-Verdinnungsreihe (siehe Legende Tab. 15)
fur beide PCRs lage jedoch der Aquivalenzpunkt der kompetitiven GVO-PCR bei einer
Kopienzahl unterhalb der kleinsten Kompetitor Menge (< 250 Kopien).
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7 Diskussion

Zu Beginn des EU-Projektes Development of Methods to identify foods produced by means
of genetic engineering, in dessen Rahmen diese Promotionsarbeit durchgefiihrt wurde, war
der quantitative Aspekt der GVO-Analytik noch zweitrangig. Ebenso war noch offen, ob der
Nachweis von Proteinen oder Nukleinsauren zur Beurteilung herangezogen wuirde. Erst mit
Festlegung der zulassigen Schwellenwerte (10.01.2000, EG/49/2000, [B]) trat der qualitative
Aspekt in den Hintergrund. Auf beiden analytischen Gebieten, demjenigen der Proteinanalytik
und der Nukleinsédureanalytik von gentechnisch verénderten Organismen, konnten innerhalb
dieser Arbeit quantitative Nachweise mit Erfolg an Realproben durchgefiihrt werden. Dabei
wurden die grundsatzliche Eignung und die Grenzen bei unterschiedlichen Fragestellungen
herausgearbeitet. Fur den Proteinnachweis wurde dazu das Enzym NPTIl rekombinant
hergestellt, um Antikdrper in Kaninchen zu erzeugen und zu isolieren und um als Standard im
ELISA zu dienen. Das Gewicht lag hier weniger auf der Etablierung des Immunoassays, der
eine Standardtechnik darstellt. Vielmehr stand die Anwendbarkeit auf unverarbeitete und
prozessierte Lebensmittel im Mittelpunkt. Die quantitative Nukleinsaureanalytik durch
kompetitve PCR und PCR-ELISA ist im Gegensatz dazu keine weit verbreitete
Routinemethode. Auf diesem Gebiet mussten die Voraussetzungen der quantitativen Analyse
in Bezug auf Koamplifikation von DNA-Spezies und Amplikonnachweis durch PCR-ELISA
Uberprift werden. Zuerst wird im Folgenden jeder Bereich separat diskutiert, anschlielend
werden die beiden Methoden vor dem Hintergrund der Routineanalytik besprochen.

7.1 Proteinanalytik

Ausgehend von dem rekombinanten Protein (Neomycinphosphotransferase 1) [70] konnte
eine grofRe Menge polyklonaler Antikdrper erzeugt und affinitatsgereinigt werden. Sie wurden
teilweise biotinyliert und in einem Sandwich-ELISA sowie im Western-Blot eingesetzt. In
friheren Untersuchungen hatten Fuchs et al. [123] nachgewiesen, dass sich in Bakterien
rekombinant hergestellte NPTII nicht von der in transgenen Pflanzen (Baumwolle) exprimier-
ten unterscheidet. Das rekombinante Protein konnte daher zur Analyse der transgenen
Tomaten (Realproben) als Standard eingesetzt werden.

In ersten Western-Blots mit Antiserum und Protein A-Peroxidase Konjugat wurde eine
Nachweisgrenze von 6 bis 16 ng NPTII erreicht, die zur Detektion von NPTII in transgenen
Tomaten nicht ausreichend war. Zur Steigerung der Sensitivitat wurden affinitatsgereinigte
Antikorper biotinyliert und die hohe Biotin/Streptavidin Bindungsaffinitat genutzt, um auf eine
Membran transferierte NPTIl mit einem Streptavidin-alkalische Phosphatase-Konjugat zu
visualisieren. Mit einer unteren Nachweisgrenze von 100 pg pro Spur wurde dabei ein
niedriger Wert erreicht. Im BioRad Blotting-Handbuch [124] wird der gleiche Wert als typische
Untergrenze bei der Detektion in einem vergleichbaren Aufbau mit einem alkalische
Phosphatase-konjugierten Zweitantikbrper angegeben. Der Nachteil der empfindlicheren
Detektion bestand in Hintergrundsignalen durch das SAv-AP-Konjugat, die jedoch mit
zusatzlichen Blockierungsschritten reduziert werden konnten.
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Im optimierten Western-Blot war aus transgenen PGIP-Tomaten stammende NPTII bei der
Auftragung von 6 pg Gesamtprotein detektierbar. Die nachgewiesene Menge liegt dabei
deutlich unter 1 ng NPTII. In einem parallelen Sandwich-ELISA wurden fur die gleiche Probe
ein NPTIl Gehalt von circa 0,18 ng bestimmt, so dass die beiden Techniken prinzipiell
vergleichbare Ergebnisse lieferten. Der Western-Blot eignet sich im Gegensatz zum NPTII-
ELISA allerdings nicht fur geringer konzentrierte Proben, da sich die Analysen bereits im
Bereich der Nachweisgrenze bewegen.

Die Extraktion von NPTII aus den Proben ist ein kritischer Punkt. Es zeigte sich eine Empfind-
lichkeit gegenuber der mechanischen Belastung bei dem Aufschluss von Probenmaterial, so
dass hohere Gesamtproteinkonzentrationen und somit die Auftragung einer gréReren Menge
Protein im Western-Blot auf diesem Wege schwierig erscheinen. Eine Mdglichkeit, die
eingesetzte Proteinmenge pro Analyse zu erhéhen, besteht durch Konzentration der Extrakte
mittels Salzprézipitation oder durch Nutzung von Ultrafiltrationskartuschen. Eine fraktionierte
Ammoniumsulfatfallung von NPTII wurde bereits bei der Aufreinigung von rekombinanter NPTII
genutzt [70] und kann alternativ leicht zur quantitativen Fallung umgewandelt werden. Beide
Moglichkeiten bedeuten jedoch einen Mehraufwand und sind eventuell mit Proteinverlust
verbunden. Eine Aussage uber den NPTII-Gehalt in Relation zum Gesamprotein ist in diesen
Fallen mit grol3eren Fehlern behaftet. Die weiterflhrenden Arbeiten konzentrierten sich daher
auf den ELISA, der einen hoheren Probendurchsatz ermdglicht und eine bessere
Nachweisgrenze aufweist.

Die Nachweisgrenze des Sandwich-ELISA lag nach Optimierung bei einer Konzentration von
0,03 ng" mI* entsprechend einer absoluten Menge von 3 pg NPTII. Sie ist damit vergleichbar
mit der Nachweisgrenze eines kommerziellen NPTII-ELISA-Kits mit gleichem Sandwich Auf-
bau (Fa. 5’Prime® 3'Prime) und eines Sandwich-ELISA mit Peroxidase konjugierten Detek-
tionsantikorper [113]. Durch Verlangerung der Inkubation mit dem zweiten Antikérper im hier
entwickelten Protokoll konnte die Nachweisgrenze noch einmal auf 0,011 ng” mI™* verbessert

werden. Bei extrahiertem Gesamtprotein mit einer Konzentration von 100 pg” ml*, dem

Durchschnittswert aus eigenen Extraktionen, und einer 1:10 Probenverdiinnung entspricht
dies einer Nachweisgrenze von 1 bis 3 ppm.

Die quantitative Bestimmung der NPTII durch den ELISA unterlag Stérungen durch das
mechanisch unterstiitzte Extraktionsverfahren, mit dem mdglichst viel Gesamtprotein freige-
setzt werden sollte. Der Einsatz von Scherkraften durch Ultraschall oder Turrax-Behand-
lungen erwies sich dabei als gleich effektiv. Durch wiederholten Aufschluss wurde zwar die
Proteinmenge des Extrakts leicht erhoht, jedoch sank der relative NPTII-Anteil. Dies kann
durch Solubilisierung weiterer Proteine, wahrscheinlicher aber durch die Denaturierung der
bereits freigesetzten NPTIl verursacht sein. Ein schonender Aufschluss durch Inkubation in
Puffer und intensivem Schdtteln fihrte zwar zu vergleichsweise wenig Protein im Extrakt, das
jedoch einen hohen NPTII-Anteil aufwies. Aus diesen Ergebnissen kann auf eine
mechanische Empfindlichkeit der NPTII geschlossen werden.

Um die vorliegenden, geringen NPTII-Gehalte zu bestimmen, sollte eine mdglichst grof3e
Probenmenge fur dem ELISA gewahlt werden. Ein 20 %-Anteil des Extraktes aus Wildtyp-
Tomaten in Probenpuffer fuhrte jedoch schon zu einer Erhéhung der ELISA-Hintergrundwerte.
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Der Matrixeffekt war im typischen Kalibrationsbereich (0 bis 0,8 ng” mI™) konstant und konnte
durch Begrenzung der Probenmenge auf 10 % eliminiert werden. Diese Begrenzung
bestimmte somit die Nachweisgrenze des Assays.

Als in den 1980er Jahren der Einsatz der NPTIl zur Selektion transgener Pflanzen popular
wurde [113], kamen fir die NPTII-Bestimmungen, alternativ zu den vorgestellten immunolo-
gischen Nachweisen, Enzym-Aktivitatsassays [125, 126, 127] zum Einsatz. Das Prinzip war
die Ubertragung von ¢*-Phosphat aus markiertem ATP auf Neomycin, das anschlieRend mit
verschiedenen Methoden abgetrennt und quantifiziert wurde. Diese Methoden waren zeit- und
kostenintensiv, verursachten erhéhten Entsorgungsaufwand fiir die radioaktiven Stoffe und
waren wegen instabiler enzymatischer NPTII-Aktivitat storanfallig [128, 70]. Sie waren darlber
hinaus teilweise nur auf quantitative Aussagen ausgelegt und im Gegensatz zur
immunologischen Bestimmung nicht fir Messungen mit hohem Durchsatz geeignet.

Weitere, in der neueren Literatur beschriebene und fir den GVO-Nachweis relevante
Immunoassays sind ein ELISA zur Quantifizierung des d-Endotoxin CrylA(b) aus Bt176 Mais
(Cry-ELISA) [129] und ein ELISA zur Quantifizierung der bakteriellen CP4-EPSPS aus RR
[130]. Der Cry-ELISA ist ein Sandwich-ELISA mit polyklonalen Kaninchen- und Ziegen-
Antikbrpern. Er hat im Vergleich zu dem NPTII-ELISA eine recht hohe, absolute
Nachweisgrenze von 50 pg pro Vertiefung. Die durchschnittliche Expression von CrylA(b) war
im Blatt mit 12,8 pg/mg loslichem Protein wesentlich hoher als die NPTIlI Expression in
Tomatenfruchtfleisch (Zeneca Tomate: 3 ng/mg). Auch der Nachweis von CrylA(b) in
Maiskornern, die einen geringeren Gehalt aufwiesen (1% des Blatt-Gehaltes), gelang mit
diesem ELISA gut [129]. Neben der relativ hohen Konzentration des Analyten ist die
naturbedingte Stabilitdt des kristallin in der Pflanze vorliegenden Cry-Proteins ein weiterer
Vorteil im Vergleich zur cytosolisch vorliegenden NPTII. Diese ist thermisch (Abb. 14, Seite
52) und mechanisch (Abb. 13, Seite 51) empfindlich und konnte nach Ernte der Frucht
ebenfalls natirlichen Abbauprozessen unterliegen.

Der EPSPS-ELISA zur Identifizierung von RR verwendet immobilisierte monoklonale
Antikdrper aus Maus (Fénger) und aus Kaninchen (Detektor), die das Enzym CP4-EPSPS
detektieren. Dieser Sandwich-Aufbau wird mit einem biotinylierten Maus-anti-Kaninchen-Anti-
korper Uber ein Neutravidin-Peroxidase-Konjugat detektiert. Die absolute Nachweisgrenze lag
bei 2,5 pg CP4-EPSPS /Vertiefung. Die Freisetzung von EPSPS aus gemahlenen
Sojabohnen wurde durch Scherkréfte (Turrax) und einen Kochprozess in Gegenwart von
Detergenzien (SDS) bewirkt. Es konnte damit noch ein 0,25 % RR-Anteil in Wildtyp-Soja
detektiert werden [130]. Bezogen auf die durchschnittliche Gesamtprotein-Extraktion aus
Tomaten Fruchtfleisch (650 pg Protein/ g Einwaage) ergibt sich auf Grund der eigenen
Messungen fir die hohere NPTII-Konzentration in der PGIP-Tomaten N2 und N3 (30 ng
NPTII/ mg Protein) ein NPTII-Gehalt von circa 20 ng/g Fruchtfleisch. Dies ist verglichen
mit der CP4 ESPSP-Konzentration in Roundup Ready Soja (210 ug/g Bohne, [L30]) sehr
gering. Neben allgemeinen Positionseffekten im Genom der beiden unterschiedlichen
Pflanzen und dem unterschiedlichen Wasseranteil der untersuchten Gewebe lassen sich die
enormen Unterschiede wahrscheinlich auf den Gebrauch des starken CaMV35S-Promotors
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im Falle der RR im Gegensatz zum Nopalinsynthase Promotor in den transgenen Tomaten
zuruckfihren [131].

Desidario et al. [96] bestimmten durch Southern-Blots mit DNA der gentechnisch veranderten
PGIP-Tomaten, dass bei Linie 3 wenigstens 3 Insertionen des Transformationsvektors, dieser
trug das PGIP-Gen und die NPTIl Resistenz, aus dem Agrobacterium tumefaciens
stattfanden dagegen nur eine einzige bei Linie 6. Erstaunlicherweise war trotz mehrfacher
Insertion die erwartete PGIP-Aktivitat in einem enzymatischen Test bei Linie 6-Tomaten um
ein Drittel niedriger als bei Linie 3-Tomaten. Dieses unabhangige Ergebnis stimmt tendenziell
mit den eigenen Untersuchungen uberein. Der NPTII-Anteil am Gesamtprotein ist bei den
single copy-Linien (30 = 3 ng/ug und 33 £ 5 ng/pg) deutlich héher als bei der multi copy-Linie
(12 £ 1 ng/ug). Ein absoluter Vergleich ist nicht sinnvoll mdglich, da auch untransformierte
Tomaten neben der transgenen eine basale PGIP-Aktivitdt zeigen und die Sequenzen von
NPTII und PGIP in der transgenen PGIP-Tomate unter Einfluss verschiedener Promotoren
stehen.

Der Verwendungszweck der Zeneca-Tomate mit geandertem Reifeverhalten ist laut US-FDA
Zulassungsunterlagen ] eine verbesserte Verarbeitung zu Tomatenmark. Da der direkte
Konsum von erntefrischen Tomaten also nicht beabsichtigt ist, wurde mit rekombinanter
NPTII die Auswirkung verschiedener Verarbeitungsschritte simuliert. Bei der Herstellung des
Tomatenmarks werden Tomaten bei 70°C zerkleinert und bei 90°C abgefullt [L14]. Zwar ist

NPTIl in der sauren Umgebung (pH Wert von Tomatenmark) bei Raumtemperatur tber
lAngere Zeit (2 h) stabil, sie prazipitiert jedoch bei Erhitzung sofort. Auch in neutraler
Umgebung ist eine starke Reduktion des mittels ELISA messbaren Gehaltes zu erkennen.
Wahrend dieser Prozess bei 70°C erst nach 10 min vollstdndig abgeschlossen war, flihrte
die Behandlung bei 90°C in weniger als 5 min zu einem sehr niedrigen Niveau. Fur den
ohnehin geringen NPTII-Gehalt der Zeneca-Tomate ist anzunehmen, dass sowohl die saure
Fallung, als auch die thermische Behandlung ausreichend sind, um die immunologisch
nachweisbare NPTIl Menge unter das Detektionslimit zu senken. Ein Nachweis von
prozessierten Tomaten mit immunologischen Methoden war daher nicht zweckmaRig.

Von den wenigsten NPTII exprimierenden GVOs sind bis heute in Europa Proben zu erhalten.
Das Gleiche gilt fur Daten Uber relative NPTII-Gehalte fur Pflanzen, die Uber die
entsprechende Resistenz selektioniert wurden. Ausnahmen bilden transgener Flachs der
Universitat Saskatchewan, Kanada (0,4 ng/mg in Samen), Kirbis der Fa. Agritope Inc. (Linie
A 77 ng/mg, Linie B 16 ng/mg) und Radiccio rosso der Fa. Bejo Zaden (3 Linien 50-220
ng/mg). Hier wurde im Zuge der US-FDA-Zulassungen [6] der Gehalt an NPTII pro Gramm
Gesamtprotein der Pflanze berichtet. Das npt/l-Gen ist unter verschiedenen Promotoren
unterschiedlich stark exprimiert. Diese Arbeit und die bekannte Literatur zeigen, dass NPTII in
GVO-Pflanzen in jedem Fall mit einem NPTII-ELISA nachgewiesen werden kann und dieser
somit zum Screening den Organismen eingesetzt werden kann.
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7.2 Nukleinsaureanalytik

DNA-Extraktionsmethoden

Die DNA-Extraktion stellt sowohl fir die qualitative als auch fur die quantitative PCR einen
entscheidenden Schritt dar. Die Konzentration der extrahierten DNA bestimmt die untere
Nachweisgrenze der PCR, ausgedrickt im prozentualen GVO-Gehalt. Wird viel Gesamt-DNA
in der PCR eingesetzt, kann trotz geringer GVO-Gehalte noch ein Amplikon erhalten werden.
Daneben ist die Qualitat der extrahierten DNA ein ebenso wichtiger Parameter. Sie lasst sich
in die Kriterien Quantifizierbarkeit (behindert durch RNA- und Protein-Verunreinigung) und
PCR-Inhibition (Stérung durch Extraktionsreagenzien [132] oder koextrahierte Substanzen
[133]) der Probe, aufteilen. Da RNA- und Protein-Verunreinigungen bei der gangigen UV-
Quantifizierung stéren und zu Uberbestimmung der tatsachlichen DNA-Menge fiihren, sollten
diese moglichst effektiv entfernt werden. Die Wirkung von Inhibitoren der PCR tritt
unregelmafig zu Tage; eine PCR mit geringer Amplikonausbeute kann sowohl eine geringe
Templat-Menge, als auch eine geringe Effizienz anzeigen. Eine konsequente Untersuchung
dieses Parameters, z. B. durch Realzeit-PCR [L34], ist aufwandig. Da von den meisten
Inhibitoren angenommen werden kann, dass ihre Wirkung linear mit der Konzentration
abnimmt, lasst sich deren Einfluss durch grof3ztigige Verdiinnung abschwéachen, wéahrend
die verringerte Templat-Menge durch die enorme Vervielfaltigung in der PCR kompensiert
wird [135]. Dies ist ein weiterer Grund, eine hohe Extraktionsausbeute anzustreben.

Vor dem Hintergrund der Ausbeute, der Reinheit, der Fahigkeit Inhibitoren abzutrennen und
der Geschwindigkeit sind die vorgestellten Extraktionsmethoden im Folgenden bewertet. Es
empfiehlt sich das Wizzard llI-Protokoll als universelle Methode fir unverarbeitete und
prozessierte Lebensmittel. Fur die semiquantitative PCR ist die korrekte UV-Quantifizierung
der als Templat eingesetzten Gesamt-DNA essentiell, daher sind Methoden ohne gezielte
RNA-Entfernung (CTAB |, InViTek | und Wizard [) prinzipiell nicht geeignet, obwohl mit ihnen
groRe Mengen Nukleinsduren isoliert werden kénnen. Fir qualitative PCR-Analysen bietet
sich die Wizard I-Methode jedoch an, da diese Extraktionsmethode eine hdhere Ausbeute,
bestimmt durch Absorption bei 260 nm und Pico-Green-Bestimmung, aufweist und damit den
groRBeren Spielraum fur Verdinnungen zur Inhibitionspravention bietet. Wizard I-Extrakte, die
im Vergleich weniger RNA und Proteine enthalten (Tab. 7), wurden flr qualitative Analysen
erfolgreich in einer 1:10-Verdinnung eingesetzt (Abb. 18B). Der Zeitbedarf ist mit 4 h 20 min
zwar hoher als fur die CTAB I-Methode (2 h 20 min), jedoch ist darin eine 3 h Inkubation
enthalten, so dass die tatsachliche, effektive Arbeitszeit geringer ist.

Zimmermann et al. [119] berichteten bei einem systematischen Vergleich der Re-extraktion
von zuvor quantifizierten Extrakten gleiche Wiederfindungsraten (20 %) fur die Wizard | und
CTAB I|-Methode. Nach Durchfihrung des CTAB-Protokolls wurde jedoch eine deutliche
PCR-Inhibition beobachtet. Die Qualitéat einer Extraktion wurde dort durch PCRs mit ver-
schiedenen Extrakt-Verdinnungen ermittelt. In Fallen, bei denen bei hohen Konzentrationen
Inhibition auftrat, konnte bei mittleren ein Produkt erhalten werden, da der Inhibitor verdinnt
wurde. Bei geringen Konzentrationen trat, wegen fehlender Matrizenmolekile, kein Produkt
mehr auf. Das CTAB-Reagenz trat hier zuerst als Inhibitor der PCR auf und fuhrte abh&ngig
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von der Verdinnungsstufe zu falsch negativen Ergebnissen. Es muss durch Isopropanol-
Fallung und Ethanol-Waschschritte sorgfaltig entfernt werden, was offensichtlich nicht immer
gelingt. SDS ist ebenfalls ein potenzieller PCR-Inhibitor [132] und wird im Extraktionspuffer
der Wizard I-Methode eingesetzt. Hier treten jedoch seltener Inhibitionen auf. Dies lasst den
Schluss zu, dass das Waschen der an das Wizard-Harz gebundenen DNA im Gegensatz
zum Waschen des DNA-Pellets im Zuge des CTAB I-Protokolls ausreichend effektiv verlauft.

Prinzipiell ergaben sich mit den beiden Methoden, bei denen DNA an Tragermaterial gebun-
den und nach Waschschritten eluiert werden (Wizard und InViTek), hthere Ausbeuten als bei
Protokollen mit Fallung der DNA aus Extraktionslosungen (CTAB). Zudem ist eine Fallung mit
groRerem Zeitaufwand verbunden und erfordert mehr Erfahrung in der Handhabung. Diese
Argumente sprechen fir eine Tragermaterial-unterstitzte Extraktion. Andererseits mussten
Zimmermann et al. [119] bei Anwendung der Wizard | Methode feststellen, dass das Anbinden
von nicht-fragmentierter hochmolekularer DNA an das Harz nicht moglich war. Das
verwendete Tragermaterial, ein Harz, dient urspriinglich zur Reinigung von Plasmid-DNA und
vermeidet durch eine obere Ausschlussgrenze von 20 kbp die Isolierung von genomischer
Bakterien-DNA. Eine kurze Ultraschallbehandlung des Extraktes vor dem Bindungsschritt ist
jedoch ausreichend, um die enthaltene DNA zu fragmentieren. Verarbeitete Lebensmittel und
Mehle enthalten bereits fragmentierte DNA, so dass diese Behandlung zur Steigerung der
Extraktionsausbeute nicht notwendig ist.

Zur sicheren Beseitigung von Proteinverunreinigungen ist, unabhéngig vom Probenaufschluss
und der DNA-Selektions Methode (Fallung oder Bindung) eine Chloroform-lsoamylalkohol-
Extraktion unerlasslich. Als weiterer Vorteil ist, dass neben Proteinen ebenfalls potenzielle
Inhibitoren entfernt werden [116]. Die Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion geht Uber die
Protokollschritte, die die Anbieter entsprechender Extraktions-Kits empfehlen, hinaus, da
Chloroform und Isoamylalkohole mindergiftig sind und aus Sicherheitsgriinden gemieden
werden. Ist die Probenmatrix (z. B. Mais) bekannt, kann abh&ngig von Probeneigenschaften,
wie Protein- oder Starke-Gehalt, bei der Extraktion jedoch auf diesen Schritt verzichtet
werden. Schon das Wizard II-Protokoll ergab fur Maismehle DNA in guter Qualitat und
Quantitdt, so dass eine zusatzliche Chloroform-Extraktion nicht notwendig war. Die in
InViTek-Protokollen genutzte Matrix erlaubt zwar eine schnelle Extraktion, unerwinschte
Proteine wurden jedoch deutlich starker gebunden und eluiert als durch das Wizard-Harz. Auf
eine mogliche Optimierung durch zusatzliche Chloroform-lsoamylalkohol-Extraktion wurde
hier verzichtet.

Das CTAB II- und Wizard IlI-Protokoll ergab DNA in guter Qualitat, die fur die quantitative PCR
geeignet war. Im Falle des Wizard lll-Protokolls war die Ausbeute doppelt (Sojamehle) bis
vierfach (Auswahl prozessierter Lebensmittel) hoher. Die effektive Arbeitszeit beider
Methoden unterschied sich nicht wesentlich, jedoch waren die Wizard Materialien deutlich
teurer. Die Nutzung von CTAB ist ebenfalls eine sinnvolle Alternative, wenn z. B. die offizielle
Methode einer Behdrde (835 LMBG) unabhangig von einem bestimmten Hersteller sein soll.
Die Verwendung des potenziellen Inhibitors CTAB stellt zwar eine Gefahr dar, diese sollte
jedoch durch zwei verschiedene Fallungen und durch einen Ethanol-Waschschritt minimiert
werden. Bei der Mehrzahl der Teilnehmer des PCR-ELISA Ringversuches trat bei
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Verwendung des CTAB II-Protokolls keine Inhibition auf. Lediglich bei Teilnehmer H wurde
Inhibition aller extrahierten Proben beobachtet (Abschnitt 6.2.8.2), was wegen der in der
kompetitiven PCR eingeschlossenen Inhibitionskontrolle jedoch nicht zu falsch negativen
Ergebnissen fihrt. Allgemein wurde einer schwachen Inhibition durch regelmafige
Anwendung vieler PCR-Zyklen entgegengewirkt.

Neben den in dieser Arbeit verwendeten und den bei Zimmermann et al. [119] behandelten
Extraktionsmethoden wurden eine Vielzahl weiterer spezifischer Methoden publiziert. Sie sind
fur stark raffinierte Proben, wie Lezithin [136], kakaohaltige Lebensmittel [L37] oder Ol [138,
139], fur fermentiertes Material, wie Silomais [140] oder Wirste [141] und fUr hitzebehandelte
Produkte, wie Polenta [142] und Brot [143], angepasst. Haufig unterscheiden sie sich von den
genannten Verfahren nur durch den initialen Schritt, bei dem eine Hauptkomponente oder
bekannte Inhibitoren abtrennt werden oder bei dem der Extrakt weiter konzentriert wird.

PCR

Die angewendeten PCRs wurden dahingehend optimiert, spezifisch das gewtinschte Produkt
in Gegenwart grof3er Mengen an Hintergrund-DNA zu erzeugen. Der wesentliche Schritt war
die Wahl einer hot-start Polymerase (AmpliTaq Gold), die die Amplifikation von Nebenpro-
dukten und Primer-Dimeren minimiert (Abschnitt 6.2.3). Die spezifische Amplifikation der
Zielsequenzen bei kompetitiver PCR (Target und Kompetitor), ebenso wie bei qualitativer
PCR (ausschlieBlich Target), konnte so auch ohne Steigerung der Annealing-Temperatur
sichergestellt werden.

Qualitative PCR mit PCR-ELISA Auswertung

Der CaMV35S PCR-ELISA wurde zur Veranschaulichung des Potenzials fur das qualitative
Screening nach genetischen Elementen, die typisch fiur GVOs sind, ausgewahlt. Das Ver-
fahren ermdglicht, bei gleichzeitiger Bestatigung der Amplikonidentitat durch Hybridisierung im
Mikrotiterplattenformat, die bequeme, parallele Analyse vieler Proben. Das digitale Ergebnis
ermoglichte, im Gegensatz zur optischen Gelauswertung, die einfache Anwendung der
Signifikanzkriterien. Quantitative Aussagen Uber die untere Nachweisgrenze sind, abhangig
von der Ausfihrung der PCR, nur unter bestimmten Bedingungen mdglich. Die vorgestellten
Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass Inhibitions- und Amplifikationskontrolle unerlasslich sind.

In den Versuchen wurden zwei Varianten vorgestellt. Bei Anwendung vieler PCR-Zyklen
waren nur zwei Signalniveaus moglich: Es wurden ODg4s-Werte fiir das Hintergrundsignal
erhalten, wenn die untersuchte Probe GVO-negativ war und ein hohes Signal bei einer GVO-
positiven Probe. Auf diese Weise war keine Unterscheidung von hohen und niedrigen GVO-
Gehalten moglich; die PCR wurde bis in die Plateauphase gefiihrt. Die Wahl einer geringeren
Zyklenzahl barg dagegen das Risiko, Proben mit geringen GVO-Gehalten durch Unter-
schreiten der Nachweisgrenze als falsch-negativ zu deklarieren. Hier lag die untere
Nachweisgrenze bei £ 0,1 % RR-Gehalt. Diese ist nur durch Analyse mehrerer bekannter
Proben zu ermitteln und schwankt wahrscheinlich von Versuch zu Versuch. Die Nachweis-
grenze hangt ebenfalls von der Menge amplifizierbarer DNA ab, die als Templat in die PCR
gegeben wird und hier nicht auf einen bestimmten Gehalt eingestellt ist; sie ist vermutlich
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nicht fur alle Proben gleich. Der sichere Nachweis von geringen GVO-Gehalten und die
gleichzeitige Quantifizierung sind einander entgegengesetzte Ziele, die nicht mit einfacher
PCR verwirklicht werden kénnen.

Gutierrez et al. [144] bezeichnen eine analoge Analyse aus PCR und anschlieBendem PCR-
ELISA zur Bestimmung bakterieller Verunreinigungen in Fleisch-Proben als quantitativ. Sie
konnten eine lineare Korrelation der OD-Werten nach PCR-ELISA mit der Zahl der Kolonie-
formenden Einheit (cfu, colony forming unit), wie sie mit klassischen mikrobiologischen
Methoden ermittelt werden, aufzeigen. Die Methode sieht aber keine Normierung der DNA-
Menge, die in die PCR gegeben wird, und keine interne Kontrollen vor. Bei Gutierrez et al., wie
bei den eigenen Versuchen beruht die Korrelation wahrscheinlich auf einer implizierten
Gleichbehandlung der Proben und darauf, dass die PCR den Bereich exponentieller
Amplifikation nicht verlasst, wodurch eine hohe untere Nachweisgrenze und somit falsch
negative Ergebnisse in Kauf genommen werden. Man kann annehmen, dass die Reprodu-
zierbarkeit der vorgestellten Versuche gering ist. Diese und analoge Methoden kdnnen daher
nur unter Vorbehalten als quantitativ bezeichnet werden.

Inhibition als ein mogliches Problem und die Verdiinnung von DNA-Extrakten als préaventive
GegenmalZnahme wurden gezeigt (Abb. 18A), letztere setzt jedoch die Nachweisgrenze (in %
GVO) herab. Es empfiehlt sich eine Inhibitionskontrolle durch interne Kontrollen, z. B. durch
Zugabe eines GVO-positiven Extraktes, in einer parallelen PCR oder eines internen
Standards in derselben PCR. Dariiber hinaus muss die prinzipielle Amplifizierbarkeit von DNA
des Extraktes mit einer zweiten, Pflanzenart-typischen PCR sichergestellt werden. Daher
konzentrierten sich die weiteren Arbeiten auf quantitative, kompetitive PCRs.

Konstruktion von Kompetitoren

Aus den vielféltigen Mdglichkeiten einen Kompetitor zu klonieren wurden fur die gezielte
Mutagenese die looped-Oligo Methode und die Overlap-PCR gewadhlt. Die looped-Oligo
Methode fuhrt unter Verwendung eines langen Mutageneseprimers bei wenigen Arbeits-
schritten schnell zum Ziel. Diese Methode wurde in der Literatur genutzt, um Sondenbereiche
einzufihren, die direkt an einen der Primer grenzen [66, 67]. Die in dieser Arbeit festgelegten
Kriterien fur einen Kompetitor sehen jedoch vor, dass der Bereich in 3'-Richtung vor dem
Primer in der Target- und Kompetitorsequenz gleich sein soll (Wildtyp-DNA-Spacer, 8 bp), da
vermutet wurde, dass dem Synthesestart der Polymerase in Bezug auf die Effizienz eine
hohere Bedeutung zukommt. Der erzeugte CaMV35S-Kompetitor weist die gleichen
Amplifikationseffizienzen wie die Targetsequenz auf. Es wurde experimentell jedoch nicht
belegt, dass die Spacer-Sequenz einen Einfluss auf die Amplifikations-Effizienz hat. Zur
systematischen Absicherung ware dazu das Klonieren einer Vielzahl von Kompetitoren
notwendig gewesen. Das Nichtbeachten dieses Kriteriums fuhrt jedoch nicht zwingend zu
ungeeigneten Kompetitoren. Bei davon abweichend konstruierten, literaturbeschriebenen
Kompetitoren 66, 67] wurde ebenfalls von gleicher Amplifikationseffizienz fir Target und
Kompetitoren berichtet. Dennoch bietet es sich an, bei der Klonierung der Kompetitoren den
potenziellen Einfluss des Spacers zwischen Primer- und mutierter Sequenz zu berick-
sichtigen, da dies nur einen geringen Aufwand (8 nt-langerer Mutageneseprimer) bedeutet.
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Die Overlap-PCR [64, 65] wurde in dieser Arbeit ebenfalls erfolgreich eingesetzt. Sie ist durch
mehrere PCRs und die Kombination von PCR-Produkten geringfiigig aufwandiger. Sie war
jedoch besser geeignet als die looped-Oligo Methode weiter innen liegende Bereiche einer
Sequenz zu modifizieren. Bei der Overlap-Methode ist das Beibehalten des 3’-Bereichs vor
einer Primerbindungsstelle (Wildtyp-DNA- Spacer) direkt eingeschlossen.

Bei Wahl der Hybridisierung als Detektionsmethode nach einer kompetitiven PCR ist auf
jeden Fall ein Austausch der Wildtyp-Sequenz an der Sonden Bindungsstelle notwendig. Dies
kann durch eine Mutation der Wildtyp-DNA allein oder durch Deletion gefolgt von Insertion
fremder DNA geschehen. Zu diesem Zweck muss eine Sequenz gefunden werden, die die
zukunftige Sondenregion darstellt. Kriterien fur deren Auswahl sind tblicherweise der gleiche
Schmelzpunkt der Sonden oder die Abwesenheit der Sequenz im Genom des Organismus
[64]. Es werden jedoch oft nur die grundséatzlichen Forderungen an den Kompetitor in Bezug
auf das Amplifikationsverhalten gestellt (gleiche Primer, Ladnge, GC-Gehalte) [51, 58, 63]. Auf
eine detaillierte Erlauterung der Auswahlkriterien, die ausschlaggebend fir das
Hybridisierungsverhalten sind, wird in der Regel in den Veroffentlichungen zu Gunsten der
Darstellung der Funktionalitat (gleiche Signalhbhen pro ng Amplikon, fehlende
Kreuzhybridisierung) verzichtet [65, 66, 67, 68, 145, 146].

Die in dieser Arbeit gewéhlten Kriterien waren gleiche Schmelzpunkte, gleicher GC-Gehalt,
gleiche Selbsthybridisierungsparameter und eine randstandige Hybridisierungsstelle im
Amplikon. Die terminale Lage der Hybridisierungsstelle sollte die Mobilitdét des fixierten
Stranges nach Immobilisierung an der Oberflache der Mikrotiterplatte erhdhen und somit die
Hybridisierungs-Kinetik verbessern. Bei der Planung betrachtete Selbsthybridisierung von
Sonden durch interne Komplementaritat zielt auf deren maximale Verfugbarkeit fur die Hybri-
disierung mit dem in den Einzelstrang Uberfuhrten Amplikon. Diese Betrachtungsweise
entspricht den Bedingungen der Primerauswahl fur die PCR. Primer, die eine hohe Komple-
mentaritdt des 3'’-Terminus mit der internen Sequenz haben, sind ineffektiv, da sie an sich
selbst hybridisieren und eine Elongation ermdéglichen. Dadurch werden sie fur die Erzeugung
des gewlnschten Amplikons unbrauchbar und finden sich als niedermolekularer Schmier im
Agarosegel. Analog entzieht sich eine Sonde, die mit sich selbst statt mit dem
einzelstrangigen Amplikon hybridisiert, der Signalerzeugung im PCR-ELISA.

Nach Wahl der Sondenbereiche der Target-Sequenzen und der Konstruktion der Kompe-
titoren sind wesentliche Charakteristika der Detektionssysteme festgeschrieben. Ziel der
vorausgehenden Uberlegungen war es, neben der notwendigen Gleichheit in der Amplifi-
kationseffizienz, die jeweilige Hybridisierung der Kompetitor-Sonde und der gegebenen
Wildtyp Target-Sonde gleich zu gestalten. Die Daten zur PCR-ELISA Charakterisierung
(Abschnitt 6.2.6) zeigten, dass letzteres Ziel nicht erreicht wurde. Target- und Kompetitor-
Sonde wiesen in beiden Systemen unter jeweils gleichen Bedingungen eine unterschiedliche
Hybridisierungskinetik auf. Das Verhalten der entsprechenden RR-Sonden @Abb. 25) unter-
scheidet sich dabei untereinander weniger als das der GM-Sonden (Abb. 29). Die
Eigenschaften der einzelnen PCR-ELISA mussten daher durch verlangerte Inkubationszeiten
und Variation der Hybridisierungstemperatur angeglichen werden.
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Ein Grund fir die Abweichungen der Hybridisierungseigenschaften kénnte eine unterschied-
liche Sekundarstruktur der einzelstrangigen DNA auf der Mikrotiterplatten-Oberflache sein. Sie
kann sich einstellen, nachdem der Gegenstrang des Amplikons im Denaturierungsschritt
entfernt und mit Puffer gewaschen wurde. Fir die Bildung von Sekundarstrukturen im RR-
Kompetitor-Amplikon spricht, dass sich durch Temperatursteigerung (25°C ® 37°C) im

Hybridisierungsschritt das PCR-ELISA-Signal verdoppelte (Abb. 26). Die Temperatursteige-
rung kénnte dabei die Zuganglichkeit des Sondenbereiches durch Schmelzen einer partiellen
Selbsthybridisierung erhdhen.

Zum Zeitpunkt der Planung war fur einzelstréngige DNA noch kein Programm zur Begut-
achtung von Sekundarstrukturen, wie der Ausbildung eines doppelstrangigen Stammes
(hairpin) oder von Schleifen (Joops) verfugbar. Mit dem Internet-gestitzen Programm ,mfold*
sind Berechnungen auf Grund der freien Energien und Nachbarschafts-Wechselwirkungen
moglich [L03]. Mit ihrer Hilfe kann beispielsweise das Hybridisierungsverhalten von DNA-
Sekundarstruktur-abhangigen Sonden geplant und interpretiert werden. Diese wurden
beispielsweise analytisch zur Genotypisierung von Hepatitis C Virus-Varianten von Dong et al.
genutzt [147]. Dabei hybridisierten verschiedene Biotin-markierte Sonden, bei 37°C in Losung
mit alkalisch denaturierten, Fluorescein-markierten PCR-Produkten. Diese Hybride bildeten
sich je nach Genotyp unterschiedlich aus, da Sequenz-abhangig unterschiedliche
Sekundarstrukturen ausgebildet werden. Sie wurden tber Biotin an Streptavidin-beschichtete
Mikrotiterplatten gebunden und mit einem Konjugat von anti-Fluorescein-Antikorper mit
alkalischer Phosphatase nachgewiesen. Zwei urspriinglich nicht direkt aufeinander folgenden
Sequenzen (je 8 nt in einer 18mer Sonde) hybridisierten unter Ausbildung einer Bricke mit
Sequenzen, die einen mit dem Programm ,mfold“ vorausgesagten hairpin des einzel-
strangigen Amplikons flankieren. Die Ausbildung eines hairpin ist dabei von einzelnen
Punktmutationen, die die Virustypen unterscheiden, abhangig.

Analysiert man die Sequenz des GM0304-PCR-Produktes fur Target und Kompetitor mit dem
Programm ,mfold”, kann man die erhaltenen Strukturen dahingehend interpretieren, dass sich
im einzelstrangigen Target-Amplikon nur eine geringe Zuganglichkeit fur die Sonde ergibt. Von
den 20 nt, die mit der Target-Sonde hybridisieren sollen, gehen nach der Strukturvoraussage
15 nt eine intramolekulare Wechselwirkung ein (Abb. 62A). Hier muss fir eine Hybridisierung
mit der betreffenden Sonde zuerst ein doppelstréngiger Bereich aufgebrochen werden. Nach
energetischen Gesichtspunkten erklart sich die geringe Triebkraft der Reaktion mit der Sonde
dadurch, dass in der Summe lediglich die Hybridisierungsenergie von 5 zuséatzlichen
Basenpaarungen gewonnen wird. Diese Effekte konnten Ursache fir die grol3ere Menge der
im PCR-ELISA bendtigter GM-T-Dig Sonde (200 nM) sein. Fur das Kompetitor-Amplikon
werden unter den gleichen Voraussetzungen nur 9 nt durch interne Basenpaarung belegt
(Abb. 62B). Dies lasst eine bessere Zuganglichkeit der Hybridisierungsstelle und eine
gunstigere Energiebilanz vermuten. Im Einklang mit dieser Erklarung wurde fur diese
Hybridisierung tatséchlich ein schnelles Erreichen der Signalsattigung im PCR-ELISA schon
bei 1 nM Kompetitor Sonde beobachtet. Die hohe Target-Sondenkonzentration dient,
entsprechend dem Massenwirkungsgesetz, als zuséatzliche Triebkraft, um die Hybridisierung
der Sonde an dem Einzelstrang zu erzwingen.
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Abb. 62 Strukturvorhersagen fur einzelstrangige DNA

Anwendung des Programmes “mfold“ auf die Sequenz des biotinylierten Stranges des Target- (A) und
Kompetitor-Amplikon (B) der Soja Lektin-Gen PCR (GM0304). Die Pfeile symbolisieren die Lage der
Sonden, die im PCR-ELISA hybridisieren. Simulierte Bedingungen: 37°C Hybridisierungstemperatur,
750mM NaCl (5xSSC).

Die Hybridisierungs-Kinetik einer Sonde ist daher Uber ihre eigenen Eigenschaften hinaus
stark von der Sequenz des immobilisierten, einzelstrangigen Amplikons bestimmt. Aus
diesen Betrachtungen folgt, dass fur zukinftige Hybridisierungs-Experimente die Kriterien zur
Wahl der Sondensequenz um die Betrachtung der Sekundarstruktur-Bildung erweitert werden
sollte. Einschlagige eigene Erfahrungen oder Literaturdaten dazu fehlen jedoch noch [L48].
Die mfold-Voraussagen beziehen sich auf eine Hybridisierung in Losung, wahrend der in
dieser Arbeit angewendete PCR-ELISA eine Fixierung an einer Oberflache vorsieht. Der
biotinylierte 5’-Terminus in der Streptavidinbindungstasche ist fir die Hybridisierung teilweise
unzuganglich. Daher ist fraglich, ob sich dieser Teil der Sekundarstruktur (7 Wechselwirkun-
gen) der einzelstrangigen DNA, wie sie in Abb. 62A zu sehen ist, Uberhaupt bilden kann.
Zudem koénnten bei sehr dichter Belegung der Oberflache neben den intramolekularen auch
intermolekulare Wechselwirkungen eine Rolle spielen. Ein Hinweis darauf ist die beobachtete
Veranderung des Hybridisierungseigenschaften bei Koimmobilisierung weiterer DNA
(Abschnitt 6.2.6.5).

Hintergrundsignale, Kalibrationskurven und Nachweisgrenze des PCR-ELISA

Geringe Hintergrundsignale des PCR-ELISA sind fur eine aussagekraftige Auswertung
wichtig. Sind sie erhoht, geht wegen des begrenzten Aufldsungsvermogens und Mess-
bereichs des ELISA-Lesegerates die Dynamik (Spannweite méglicher Signal-Quotienten) der
Auswertung verloren. Das Hintergrundsignal im PCR-ELISA bei Auftragung von Puffer als
Probe ist bei Hybridisierung mit allen Sonden sehr gering (Abb. 32). Wird bei Auftragung von
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Amplikons, die keine passende Sequenz fir eine Hybridisierung aufweisen, ein Hintergrund-
signal erhalten, spricht man von Kreuzhybridisierung. Dieses erhdhte Signal kann bei fehlen-
den Kontrollen ein falsch positives Ergebnis vortduschen. Um eine Fehlinterpretation zu ver-
meiden, missen reine Target- oder Kompetitorprodukte als Kontrollen aufgetragen werden
und mit der jeweils anderen Sonde hybridisiert werden. In Abb. 40 ist auf diese Weise die
Spannweite mdoglicher Messwerte des CaMV35S-PCR-ELISAs ermittelt worden, die sich
nicht von derjenigen der ALF-Referenzmethode unterschied. Besonders deutlich trat die
Kreuzhybridisierung bei der GM-K Sonde auf, die ein Signal mit dem GM-T Amplikon lieferte.
Durch Reduktion der Sonde-Menge (1 mM) konnte dieser Effekt auf ein tolerierbares Mal3
minimiert werden (Abb. 30). Dies war moglich, da die GM-K Sonde, im Vergleich zur GM-T
Sonde, die hoher konzentriert eingesetzt werden muss (200 mM), effektiv und schnell
hybridisiert.

Eine weitere Kreuzhybridisierung trat im RR-PCR-System auf. Die RR-T Sonde zeigt ein
geringes Signal mit dem reinen RR-K Amplikon. Diese Kreuzhybridisierung (0,5 %) wird
deutlich erhéht (bis zu 6 %), wenn die Probenmenge zu Gunsten einer schnelleren Farbreak-
tion gesteigert wird. Daraus folgt eine Verschlechterung der Detektionsgrenze in der
semiquantitativen kompetitiven PCR; geringe Target Amplikon Mengen konnten nicht von der
groBen Kompetitor-Amplikon Menge einer gering konzentrierten GVO-positiven Probe
unterschieden werden. Die Nachweisgrenze des RR-PCR-ELISA liegt bei 0,1 % RR-Gehalt
eines Sojamehles, wahrend sie beim CaMV-35S PCR-ELISA, bei dem keine stérende
Kreuzhybridisierung auftrat, deutlich darunter lag (Abb. 58). Daher wird bei verlangerter
Farbreaktion eine geringere Probenmenge (£ 2 pl) fir den RR-PCR-ELISA empfohlen. Bei der
guantitativen PCR mit einer Serie kontinuierlicher Kompetitorverdiinnungen, bei der bei
Gleichheit von Target- und Kompetitormenge abgelesen wird, kommt der Effekt nicht zum
Tragen. Der Aquivalenzpunkt, der in der der Néhe des Signal-Quotienten 1 liegt und durch ein
Normierungsplasmid festgelegt wird, ist fernab der geringen Signal-Quotienten der
Kreuzhybridisierung. Die Kreuzhybridisierung kann zu Gunsten von geringerer Analysedauer
in Kauf genommen werden.

Die Kalibrationskurven aller PCR-ELISAs (Abb. 33) wiesen nur einen begrenzten linearen
Bereich auf. Die Abnahme der Steigung bei hohen Konzentrationen ist problemlos durch
Erschopfung der Biotin-Bindungkapazitat der Kavitaten zu erklaren, wahrend die progressive
Anfangssteigung ungewohnlich erscheint. Hier konnten erneut Sekundarstrukturen eine Rolle
spielen, die bei geringen Amplikonkonzentrationen eine geringere Effektivitdt der Hybridi-
sierung bedingen. Dies entsprache einer Selbsthemmung, die bei dichterer Belegung der
Oberflache aufgehoben wird. Dabei kdnnten intramolekulare von intermolekularen Wechsel-
wirkungen abgelost werden. Fir diesen Erklarungsansatz spricht der beobachtete,
kooperative Effekt (Abschnitt 6.2.6.5), bei dem durch Immobilisierung zusatzlicher DNA, die
jedoch keine passende Hybridisierungsstelle aufweist, eine deutliche Signalerh6hung erzielt
wurde. Ein weiterer Erklarungsansatz ist eine Steigerung der Attraktivitat der Oberflache fur
beispielsweise die T-Sonde. Die dichtere Belegung mit beliebiger DNA konnte die Verweil-
dauer von Sondenmolekilen aus der Lésung an der beschichteten Oberflache erhéhen und
durch die raumliche Nahe deren spezifische Hybridisierung an die T-Amplikons begunstigen.
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Die Form der Kalibrationsksurve ist fur die Analyse kompetitiver PCRs, auf3er bei der
Festlegung der minimalen und maximalen Probenmenge, nicht von Bedeutung. Die Form der
Kurve unterscheidet sich wegen des kooperativen Effekts unter Bedingungen, bei den zwei
Produkte erscheinen deutlich von derjenigen, bei der ein einzeln vorliegendes Amplikon mit
Wasser verdinnt wird (Abb. 37). In einer Serie kompetitiver PCRs sinkt die Menge des ko-
immobilisierten Amplikons (z. B. Target), wahrend die Menge des korrespondierenden
zweiten Amplikons (z. B. Kompetitor) umgekehrt proportional steigt. Diese wechselseitige
Beeinflussung kann mit den vorliegenden Daten nicht quantitativ beschrieben werden. Jedoch
zeigt ein Experiment mit Mischungen aus reinen Amplikons (Abb. 37), dass sowohl mit
separat immobilisierten, als auch mit gemischten Amplikons eine lineare Abhéngigkeit des
Logarithmus des Quotienten vom Verhaltnis der Amplikons erhalten wird. Diese Linearitét, bei
unterschiedlichen Steigungen, ist in beiden Fallen gegeben und ist somit unabhangig vom
kooperativen Effekt. Sie ist Voraussetzung fur den Einsatz des PCR-ELISA bei der Analyse
kompetitiver PCRs.

Die Eignung des PCR-ELISAs zur Auswertung kompetitiver PCRs wird ebenfalls durch die
mit einer realen Proben-DNA durchgefiihrten, vergleichenden PCR-ELISA- und ALF- Mes-
sungen deutlich. Da fiir diese unabh&ngige Uberpriifung des PCR-ELISA spezielle, fluores-
zenzmarkierte Primer bendtigt wurden, erfolgte die Demonstration nur exemplarisch an dem
CaMV35S-PCR System. Die ALF-Messung ist anders als der PCR-ELISA unabhangig von
einer Hybridisierung und im Gegensatz zur Gel-Auswertung nach Ethidiumbromid-Farbung
massenunabhangig. Die theoretisch geforderte, lineare Abhéngigkeit des Logarithmus des
Signal-Quotienten vom Logarithmus der zugegebenen Kompetitormenge [68] wurde experi-
mentell bestétigt. Die lineare Regression erlaubt die Bestimmung von Aquivalenzpunkten, die
nicht zwingend genau auf dem Schnittpunkt liegen. Die unterschiedlichen Steigungen der
Geraden spiegeln dabei die unterschiedliche Sensitivitat der beiden Messsysteme wider. Die
graphische Ablesung des Aquivalenzpunktes der kompetitiven PCR fiihrte fir beide Methoden
zum gleichen Ergebnis in Form von Kopien pro eingesetzter DNA-Menge.

Ebenso wie die Kurvenform ist auch die absolute Nachweisgrenze fir die einzelnen
Amplikons nicht von auf3erordentlicher Bedeutung. Die Nachweisgrenzen sind fir die
Produkte aller PCR-Systeme im PCR-ELISA deutlich besser als im Agarosegel mit
Ethidiumbromid-Farbung. Daruber hinaus war das Gel wegen seines unzureichenden
Trennungsvermodgens nicht zur Auswertung kompetitiver PCRs mit Produkten, die sich nur
minimal in der Grol3e unterschieden, geeignet. Fiur den CaMV35S-PCR-ELISA wurde
exemplarisch gezeigt, dass die Nachweisgrenze fur reines Target-Amplikon bei 0,11 + 0,04
ng/ Vertiefung liegt (Abb. 39). Dieser Wert ist um den Faktor 16 niedriger als in der
Agarosegelelektrophorese. In Literatur-beschriebenen PCR-ELISAs wurde bei gleichem
ELISA-Aufbau (immobilisiertes Amplikon, Denaturierung, Hybridisierung mit markierter Sonde,
Immundetektion und photometrische Auswertung) Nachweisgrenzen bis zu 0,02 ng/
Vertiefung berichtet [149]. Der in dieser Arbeit genutzte CaMV35S-PCR-ELISA weist also eine
vergleichbare Empfindlichkeit auf.

In einer quantitativen PCR mit kontinuierlichen Kompetitorreihen ist der Aquivalenzpunkt fir
die Auswertung durch das Vorliegen gleich grol3er Mengen an Target- und Kompetitor-
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Amplikon definiert. Es handelt sich dabei immer um vergleichsweise grof3e Amplikonmengen,
da die PCR mit 30-50 Zyklen durchgefuihrt wird. Je niedriger die Nachweisgrenzen fiir ein
Amplikon ist, desto geringer kann sein Anteil in einem PCR-Produkt-Gemisch sein. Somit
konnen auch Signal-Quotienten fernab des Aquivalenzpunktes bestimmt werden. Mit den eta-
blierten PCR-ELISAs lassen sich die Produkte von kompetitiven PCRs, bei denen die Kompe-
titor-Konzentration 3 Dekaden Uberstreicht, bequem analysieren (vgl. Abb. 40 und 60). Eine
Erweiterung dieser Spanne durch niedrigere Nachweisgrenzen ist nicht notwendig.

Validierung der Kompetitoren

Die grof3te Bedeutung bei der Auswahl eines Kompetitors kommt der Gleichheit der
Amplifikationseffizienz von Kompetitor und Target zu [50, 58, 59, 61, 62, 63, 121, 150].
Theoretische Berechnungen und experimentelle Belege zeigen, dass bei Ungleichheit
massive Uber- oder Unterbestimmungen eintreten [59, 62]. Die Korrektur ungleicher
Effizienzen ist aufwandig und gelingt nur unter bestimmten Umstanden fir relative Vergleiche
von initialen Templatmengen (nach 0 PCR-Zyklen, z.B. T,"°"®! > T,"™P®?) eine absolute
Quantifizierung (z.B. To = 10° Kopien/ng DNA) ist nicht méglich [150].

Die Konstruktion der in dieser Arbeit verwendeten Kompetitoren erfolgte unter sorgfaltiger
Berlicksichtigung der entscheidenden, publizierten Kriterien. Diese sind identische Primer-
bindungsstellen, gleiche Amplikonldngen, gleiche GC-Gehalte und eine méglichst geringe
Veranderung der internen Sequenz [121, 150]. Ein weiteres Kriterium, das Beibehalten der
Wildtyp-DNA direkt vor dem 3'-Bereich eines Primers, wurde zusatzlich gewdahlt. Aus der
Vielzahl der Veroffentlichungen zu Kompetitoren lasst sich ableiten, dass das Erfillen dieser
Kriterien keine Garantie fur die erfolgreiche Konstruktion von Kompetitoren darstellt und
immer eine gezielte, experimentelle Uberpriifung erfolgen muss.

Eine haufig verwendete Methode die Gleichheit der Effizienzen zu uUberprifen, ist die
Ermittlung der Steigung der doppeltlogarithmischen Auftragung des Stoffmengen-Quotienten
(Qst, n, Nach n Zyklen) der Produkt-Mengen gegen die Kompetitormenge. Diese Mdglichkeit
wird aus Gleichung 9 deutlich, die durch Logarithmieren und Umformung von Gleichung 4
gewonnen wird. Die initiale Target-Matrizenmenge T, ist fur eine Serie kompetitiver PCRs
konstant und damit auch dessen Llogarithmus. Wenn die Effizienzen fir Target (E') und
Kompetitor (EX) tatséchlich gleich sind, nimmt der Zyklen-abhangige, letzte Term den Wert O
an. Der Stoffmengen-Quotient der Amplikon-Mengen hangt dann nur von dem Logarithmus
der Kompetitor-Matrizenmenge K, ab, daher wird eine Steigung von -1 vorausgesagt.

-
Gleichung 9 Iog(Q sm) =log(Ty) - log(Ky)+n~ Iogg'i:EK%

Diese Methode kann jedoch nur angewandt werden, wenn die Stoffmengen Uber einen
groRen Bereich gemessen werden kdnnen. Bei einer Auswertung durch Agarosegelelektro-
phorese mit Ethidiumbromid ist wegen der Farbung des Hintergrundes und der Signalsatti-
gung bei hohen Konzentrationen [150] und bei dem PCR-ELISA wegen der variablen Hybridi-
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sierungs-Effizienzen (nicht lineare Kalibration, Abb. 33) diese systematische Voraussetzung
nicht erfullt.

Auf Grund theoretischer Voraussagen kam Raeymaekers [58] unter Einbeziehen von Zyklus-
abhangigen Effizienzen zu dem Schluss, dass, bei Abwesenheit von systematischen Fehlern
der Produktquantifizierung, das Steigungskriterium QOlogQsi/DlogK, = -1) ein notwendiges
aber nicht ausreichendes Kriterium zur Kontrolle der Effizienzgleichheit ist. Weiterhin wurden
spater dynamische Effekte der PCR beschrieben (variable Effizienzen durch Produktanrei-
cherung), die erklaren, warum dieses Steigungskriterium nicht uneingeschrankt anwendbar
ist. In einer fortgeschrittenen PCR, bei der ein Amplikon (z.B. das Target) in groRer Uberzahl
vorliegt, wird seine Amplifikation durch eine Konkurrenzreaktion behindert. Die Rehybridisie-
rung der in hoher Konzentration vorliegenden Einzelstrange unterdriickt eine Hybridisierung
mit den Primern. Unabh&ngig von der gegebenen Effizienzgleichheit der beiden Matrizen bei
Beginn der PCR wird dadurch die individuelle Amplifikationseffizienz des Targets bei fortge-
schrittener PCR gesenkt. Infolgedessen unterliegt der gering konzentrierte Kompetitor zur
gleichen Zeit einer Bevorzugung (E*>E', [151, 152]). Der hintere Term der Gleichung 9
nimmt daher einen Wert ungleich 0 an. Diese Aweichung tritt erst ab einer bestimmten
Produktmenge auf und fuhrt trotz korrekter, initialen Amplifikationseffizienzen zu Steigungen
(DlogQs/DlogKo), die einen anderen Betrag als 1 aufweisen.

In dieser Arbeit wurden zwei weitere Wege zur Kontrolle der Effizienzgleichheit aufgezeigt,
die in der Literatur noch nicht beschrieben wurden (Abschnitt 6.2.7.1). Die Simulation des
Aquivalenzpunktes durch ,molekulares Fixieren* des initialen Target/Kompetitor-Verhéltnisses
in Form eines NormierungsPlasmids ist zwar naheliegend, aber bei den Anwendern der
kompetitiven PCR nicht etabliert. Sie ermoglicht auf elegante, einfache Weise eine Kontrolle
gerade des Amplikonverhaltnisses, dem die gréf3te Bedeutung bei der Auswertung zukommt.
In dieser Arbeit wurden Normierungsplasmide (To = Kp) fur alle fraglichen PCRs erzeugt. Mit
ihnen konnte gezeigt werden, dass unabhangig von der absoluten, initialen Matrizenzahl im
Rahmen der Messgenauigkeit gleiche Produktmengen fir Kompetitor und Target erzeugt
werden (Abb. 41). Die Versuche wurden mit hoher Zyklenzahl (n) durchgefiihrt, so dass bei
ungeeigneten Kompetitoren (E" * EX) eine deutliche Abweichung (log Qs; 1 0) offensichtlich

geworden ware (vgl. Gleichung 9). Die erzeugten Kompetitoren erfillen folglich die an sie
gestellten Anforderungen. Da die Normierungsplasmide in der PCR gleiche T und K-
Amplikonmengen erzeugten, konnten sie weiterhin sinnvoll zur Bestimmung des Signal-
Quotienten am Aquivalenzpunkt im PCR-ELISA genutzt werden. Dieser Signal-Quotient
unterliegt durch Schwankungen der Sondenkonzentrationen, Pufferzusammensetzungen,
Inkubationsdauer und Temperaturdifferenzen gewissen Interassay-Schwankungen und kann
auf diese Weise individuell bestimmt werden.

Ein einfacher Weg die Effizienz einer PCR direkt zu bestimmen, ist die Realzeit-PCR mit
unterschiedlichen, initialen Matrizen-Mengen (Abschnitt 6.2.7.2). Die lineare Abhangigkeit des
Grenzwertzyklus Ct vom Logarithmus der eingesetzten Mengen erlaubt eine Berechnung
Uber den Steigungsfaktor (Gleichung 8) [L34]. Bei diesen Untersuchungen wurden keine
signifikanten Unterschiede in den Effizienzen der vier kompetitiven PCRs (CaMV35S, RR,
GMO0304, GMO0104) gefunden. Die Effizienzen belegten jedoch, dass kleinere Amplikons
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tendenziell effizienter amplifiziert wurden. Der Kontrolle der Effizienzgleichheit von Target und
Kompetitor einer kompetitiven PCR auf diesem Wege liegt die unbestatigte Hypothese zu
Grunde, dass Effizienzen, die unter Umstanden ermittelt werden, unter denen nur ein Produkt
erzeugt wird (Esimplex), gleich denjenigen Effizienzen sind, die bei der gleichzeitigen
Produktion von zwei verschiedenen Amplikons (Epypiex) realisiert werden. Die Ergebnisse
mussen daher so interpretiert werden, dass fur den Fall, dass in den Simplex-PCRs fur
Target oder Kompetitor eine von einander abweichende Effizienz gefunden wirde, dies
wahrscheinlich auch fir die kompetitive PCR gilt. Da jedoch gleiche Simplex-Effizienzen
ermittelt wurden, sind durch die Realzeit-PCR-Experimente mdgliche Vorbehalte ausgeraumt
worden. Letztere Prifung allein wére zur Validierung jedoch nicht ausreichend.

Auler der kompetitiven PCR kann die Realzeit-PCR mit SYBR-Green zur Quantifizierung von
DNA eingesetzt werden (Abb. 43). Sie fiihrt unter kontrollierten Bedingungen zu Ergebnissen,
die zur Uberprifung der Ergebnisse der kompetitiven PCR mit PCR-ELISA-Auswertung
dienen konnten (Abb. 61). Bei Verwendung einer Kalibration durch bekannte DNA-Mengen
stellt sie eine bequeme Methode mit einem weiten Einsatzfeld dar, da mit kommerziell
erhaltlichen Materialien ohne Planung, Klonierung und Validierung von Kompetitoren
Ergebnisse erhalten werden kdnnen. Es muss dabei lediglich die Abwesenheit von Inhibitoren
in der Proben-DNA durch Analyse mehrerer Verdiinnungsansatze sichergestellt werden. Die
Realzeit-PCR mit SYBR-Green schlief3t jedoch keine sequenzspezifische Bestatigungs-
reaktion ein, eine Forderung die immer Teil der gerichtsfesten Methoden nach 835 LMBG ist.

Neben der gezielten Mutagenese von Target-Sequenzen, die zu homologen Kompetitoren mit
neuen Sondenregionen fiihrte, wurde in einer PCR mit geringer Stringenz ein Artefakt
erzeugt, das kloniert als heterologer Kompetitor diente (Plasmid pCR 35SArte, Abschnitt
6.2.5.5). Dieser erfillt die meisten Anforderung an einen Kompetitor, abgesehen von der
Tatsache, dass die interne Sequenz zwischen den Primern keine Homologie zu der Target
Sequenz aufweist. Er weist die gleichen Primerbindungsstellen (35S1/35S3-bio) und die
gleiche Amplikon-Lange (Target 195 bp/ Arte 184 bp) bei ahnlichem GC-Gehalt (Target
49,7 % / Arte 50,5 %) auf.

Nach Siebert und Larrick [63] sind diese heterologen Kompetitoren ebenfalls gut zur
kompetitiven PCR geeignet. Der nach ihrer MIMICS-Methode (Clontech, Palo Alto, CA) herge-
stellte Kompetitor weist ein nicht-lineares Verhalten und eine Steigung von (DlogQsi/Dlog
Kompetitor = -0,35) auf. Er ist laut Raemaeykers [B8] zur absoluten Quantifizierung unge-
eignet. Der verwendete Kompetitor unterscheidet sich deutlich in der Groé3e (300/550 bp) und
hat eine vom Target verschiedene interne Sequenz.

Es ist nicht ausgeschlossen, dass heterologe Kompetitoren das Kriterium der Effizienz-
gleichheit erfullen kdnnen. Dennoch scheint die Wahrscheinlichkeit dafiir geringer als bei der
Konstruktion eines homologen Kompetitors. Abschnitt 6.2.7.4 zeigt, dass der Artefakt-
Kompetitor in der kompetitiven PCR eine deutlich hohere Amplifikationseffizienz als die
CaMV35S-Target- und Kompetitorsequenzen aufweist. Zum Nachweis wurden die entspre-
chenden Sequenzen gemeinsam in ein Plasmid kloniert, um wiederum die initalen
Verhaltnisse (1:1:1) auf molekularer Ebene zu fixieren. Wahrend die Paarung von Target- und
gezielt klonierter Kompetitor-Sequenz zu gleichen Produktmengen fihrte, wurden diese



Diskussion 147

Amplikons in Gegenwart des Artefaktkompetitors unterproportional amplifiziert (Abb. 48). Der
Artefaktkompetitor kann somit nicht zur quantitativen, kompetitiven PCR eingesetzt werde.
Eine Zyklus-abhangige Verschiebung des Aquivalenzpunktes und eine Ungleichheit der
Quotienten von initialer Target/Kompetitor-Menge zur Target/Kompetitor-Menge nach Amplifi-
kation wére die Folge (vgl. Gleichung 9) [62, 58, 61, 150]. Dartiber hinaus ist die Darstellung
eines Kompetitors durch PCR mit geringer Stringenz ein Zufallsprozess, der unter
Umsténden eine aufwandige Durchmusterung vieler Klone erfordert.

Aufgrund der fehlenden Sequenziibereinstimmungen besitzt der heterologe Artefakt-
Kompetitor dennoch einen Vorteil. Wahrend bei den homologen Kompetitoren am Aquivalenz-
punkt die Bildung zweier Heteroduplex-Spezies auftrat, wurde dieses Phanomen bei der
Gelanalyse kompetitiver PCRs mit dem Artefakt (Abb. 44) nicht beobachtet. Die Hetero-
duplices aller Target- und Kompetitor-Paare dieser Arbeit lie3en sich in der PAGE gut von den
Banden der normalen Homoduplex Produkte trennen. In einigen Arbeiten, bei denen die
Trennung der Amplikons einer quantitativen, kompetitiven PCR durch Gelanalyse erzielt
wurde, berichteten die Autoren von einem stérenden Einfluss der Heteroduplices,
insbesondere bei Unterscheidung der Produkte durch Restriktion B9, 121, 153, 154]. Die
Heteroduplex-DNA, die sich gemafll einer binomischen Verteilung aus Target- und
Kompetitor-Amplikon bildet, ist gerade am Aquivalenzpunkt, der fir die Auswertung die groRte
Bedeutung besitzt, maximal. So entziehen sich relevante und unterschiedlich grol3e Anteile
der Analyten der korrekten Erfassung [153].

In allen Fallen wurden die Heteroduplex Produkte retardiert und erschienen wie héhermole-
kulare Amplikons. Die Ausbildung einer Schlaufe einzelstrangiger DNA in der Heteroduplex
pragte vermutlich das Verhalten bei dem Durchwandern des engmaschigen Polyacrylamid-
Geles. Neben dem Laufverhalten war ein weiteres Merkmal der Heteroduplex-DNA ihre
fehlende Restringierbarkeit in den Bereichen, die zur Kompetitor Konstruktion mutiert wurden
[153]. Dies wurde an verschiedenen Restriktionsstellen im RR- und GM0104-PCR-Produkt
zum Beleg der Annahme einer Heteroduplex-Struktur demonstriert @Abb. 46). Die Hetero-
duplex-DNA bestand demnach hauptsachlich aus doppelstrangigen Bereichen, die restringiert
werden konnten und einzelstréngigen Bereichen, die nicht durch Endonukleasen vom Typ I
restringiert werden konnten. Die einzelstrangigen Bereiche verliehen den Heteroduplices im
Gegenzug die Fahigkeit mit Sonden zu hybridisieren, ohne dass die DNA zuvor zum
Einzelstrang denaturiert werden musste (Abb. 47). Ein geringes Signal war bei Durchflihrung
des PCR-ELISA auch ohne Denaturierungsschritt wegen des Einschubs von konzentriert
vorliegender Sonde in die normale Homoduplex-DNA detektierbar. Die Ausbildung einer
Schlaufe erhdhte jedoch die Zuganglichkeit und damit das Signal fiur Produkte mit
Heteroduplexstruktur um ein Mehrfaches.

Semiquantitative, kompetitive PCR

Die semiquantitative, kompetitive PCR erlaubt bei genauer Kontrolle der Gesamt-Menge der
PCR eingesetzten Proben DNA eine relative Bestimmung des GVO-Gehaltes an Hand von
Standardproben. Mit einer einzigen Standardprobe kann eine Aussage lber das Uber- oder
Unterschreiten eines durch sie definierten Schwellenwertes getroffen werden, Kalibrationen
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mit mehreren Standards sind aber ebenso mdglich. Der Messung liegt ebenfalls eine
Kompetition wie sie Gleichung 5 beschreibt zu Grunde. Eingeschrénkt wird die Aussagekraft
des Verfahrens durch Schwankungen in den eingesetzten Proben DNA-Mengen. Diese sind
durch Protein- und RNA-Verunreinigung, Fragmentierung der DNA oder Verdiinnungsunge-
nauigkeiten, wie sie im Zuge der DNA-Quantifizierung und Extraktion auftreten, bedingt. Der
Variationskoeffizient der Signal-Quotienten einer PCR-ELISA-Kalibration einer semiquantitati-
ven PCR (Abb. 51) war daher grof3er (CV q = 37 %) als bei PCR und PCR-ELISA-Analyse
eines Normierungsplasmids (CV q = 8 bis 16 %). Dennoch lassen sich beispielsweise Soja-
Mehl Proben mit um den Faktor zwei differierenden GVO-Gehalten unterscheiden.

Wahrend bei der Intra-Assay Betrachtung (Vergleich unterschiedlicher Proben innerhalb eines
semiquantitativen PCR-Experiments) die Qualitdt und Quantitat der DNA in Extrakten von
groRRer Bedeutung ist, ist bei dem Inter-Assay Vergleich (mehrere unabhangige Messungen
einer Probe) die Reproduzierbarkeit der Praparation des Kompetitors ausschlaggebend. Um
die als Plasmid vorliegenden Kompetitoren fiir den PCR-Prozess voll zuganglich zu machen,
mussten sie durch Restriktion von der spiralisierten in eine lineare Form Uberfihrt werden
(Abschnitt 6.2.7.5). Zudem musste die Plasmidlésung nach UV-Quantifizierung bis zu 10*°-
fach verdinnt werden. Diese Schritte kbnnen von Praparation zu Praparation inhomogen
verlaufen. Experimentell wurde dafiir eine Reproduzierbarkeit von 24 % (Schwankungsbreite
der benétigte Kopien zum Erreichen eines bestimmten Signal-Quotienten bei vier
unabhangigen Verdinnungsreihen mit derselben Proben-DNA) ermittelt. Diese verbessert
sich auf circa 8,0 %, wenn Verdiinnungssreihen aus einer einzigen Kompetitor-Stammldsung
hergestellt werden. Daraus folgt, dass es nicht problemlos méglich ist eine quantitative oder
semiguantitative PCR mit hoher Prazision bei der selben absoluten Kopienzahl oder bei dem
selben Quotienten in einem unabhangigen Versuch zu wiederholen. Fur reproduzierbare
Messergebnisse muss auf die selbe Praparation zuriickgegriffen werden. Als Konsequenz
aus den Schwankungen der Proben-DNA- und Kompetitor Préparation sollte in einer
semiquantitativen PCR eine Referenzprobe mit bekanntem Gehalt mitgefiihrt werden.

Semiquantitative, kompetitive PCR im Ringversuch

Auf der Konferenz der Teilnehmer des EU-Projektes DMIF-Gen (Rom, 1998) wurden Daten
dieser Arbeit zur NPTII-Analytik und zur semiquantitativen DNA-Analytik vorgestellt. Von den
Teilnehmern wurde die semiquantitative Screening-PCR mit Roundup Ready Sojamehl fur
einen Ringversuch ausgewahlt, so dass dieses Verfahren durch unabhangige Labore
getestet wurde. Bei der Planung des Ringversuches wurden dessen Ziele schrittweise
aufeinander aufbauend formuliert; sie konnten ohne Einschrankung erreicht werden. Zum
ersten Mal wurde erfolgreich ein PCR-ELISA in der GVO-Analytik eingesetzt; er erwies sich
als robust und sicher in der Handhabung. Die Nutzung des Kompetitors als interne Kontrolle
ergab in einem Fall wertvolle Indizien fir das Vorliegen von Inhibition. Das anspruchvollste
Ziel, die Klassifizierung von Proben in drei Gruppen: negativ; positiv, aber unterhalb eines
Schwellenwertes und positiv, oberhalb eines Schwellenwertes, wurde ebenfalls erreicht. Der
Ringversuch gab weiterhin Ansto3e zur Verbesserung der Kompetitorlagerung und lieferte
statistische Daten Uber den Gesamtprozess der Analyse von DNA-Extraktion bis zur ELISA-
Auswertung, die eine bessere Einschatzung von Ergebnissen erlaubt.
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Die Extraktion der DNA erwies sich als Schwankungs-anfalliger, als dies aus eigenen
Versuchen bekannt war. Die Ausbeuten und die Proteinverunreinigung schwankten deutlich
sowohl innerhalb der Proben eines Teilnehmers, aber auch von Teilnehmer zu Teilnehmer.
Die Klassifizierung des GVO-Gehaltes beruhte auf semiquantitativer, kompetitiver PCR,
daher war die Homogenitat der eingesetzten DNA-Isolate in puncto korrekter Quantifizierung
und Qualitat entscheidend. Da die Test-Proben mit geringer (0,1 % RR) und hoher (1 %, 2 %
RR) Konzentration dem 0,2-fachen respektive dem 2-/4-fachen des Schwellenwertes (0,5 %
RR) entsprechen, wirkte sich die beobachtete Inhomogenitat jedoch nicht stark aus. Nur eine
einzige evaluierte Probe (2 % RR, Labor K, Probe 5) wurde, vermutlich auf Grund dieser
Schwankungen, als GVO positiv und gering konzentriert und somit falsch eingeordnet.
Weiterhin trat eine falsch-positive Probe auf Grund von Kontaminationen auf, sie wurde durch
das semiquantitative Verfahren aber lediglich als gering konzentriert eingeordnet und somit
zumindest in der Auswirkung begrenzt.

Bemerkenswert war, dass eine neue Charge des Referenzmaterials der Fa. Fluka mit 1%
RR-Gehalt bei einem Kontrollversuch der Ringversuchsreagenzien wiederholt einen héheren
Gehalt als die 2 % RR-Proben aufwies. Diese Chargeninhomogenitat fihrte dazu, dass zwei
anndhernd gleiche Gehalte (2 bis 2,7 % RR) die Klasse der héher konzentrierten Proben
bildeten. Diese Beobachtung deckt sich mit Resultaten anderer Mitglieder des 835 LMBG-
Arbeitskreises und schweizer Analyselabore zu dieser Zeit (T. Borchers und P. Hubner,
personliche Mitteilung).

Die urspriinglich vorgesehene, fur den Anwender einfachere Evaluierung (Typ A, Schwellen-
wert bei Qs; = 1, ohne Bezug auf eine mitgefiihrte Referenz) basiert darauf, dass mit einer
vorjustierten Kompetitorlésung und den individuell vom Teilnehmer extrahierten DNAs exakt
ein bestimmtes Verhaltnis Kompetitor/DNA-Menge in allen Laboren erreicht werden kann.
Dies war nicht der Fall. Zu der Variation in der Qualitat und Quantitat der DNA-Extrakte kam
eine Instabilitéat der Kompetitor-Praparation, die erstmalig wahrend des Ringversuches auftrat.
In 7 der 11 Labore mit auswertbaren Ergebnissen wurden dennoch bei Evaluierung nach Typ
A alle Proben richtig klassifiziert. Dies zeigt, dass die Methode robust ist und das Vorjustieren
der Materialien, insbesondere des Kompetitors, zwar nicht vollstdndig, aber prinzipiell gelang.
Dennoch wurde letztlich der Evaluierungstyp B, der eine vom Teilnehmer mitgefihrte
Referenzprobe vorsieht, gewahlt, da hier eine Kontrolle des eingestellten Verhaltnisses beim
Schwellenwert (0,5 % RR) eingeschlossen ist. Diese ,Ein-Punkt Kalibration* durch den
Anwender erlaubt eine Korrektur moglicher Abweichungen. Beim Evaluierungstyp B wurden
100 % der evaluierten gering GVO-haltigen Proben korrekt klassifiziert. Die Gruppe der héher
konzentrierten GVO-haltigen Proben wurde zu 97 % korrekt klassifiziert. Diese Daten zeigen
eindeutig, dass die entwickelte Methode zur Klarung der Frage, ob der GVO-Gehalt einer
unbekannten Sojamehl Probe ober- oder unterhalb eines Schwellenwertes liegt, geeignet ist.

In der Beschreibung von Ringversuchen, die ebenfalls semiquantitative Untersuchungen
durch kompetitive PCR zur Schwellenwertbestimmung darstellen, die allerdings durch
Gelanalytik ausgewertet wurden, kommt Hibner et al. [53] zu ahnlichen Ergebnissen. Es
wurden Proben, die ober- oder unterhalb eines Schwellenwertes lagen, korrekt identifiziert.
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Die Methode war auch hier zur Begutachtung des GVO-Gehaltes unbekannter Proben
geeignet.

Die statistischen Daten zum Ringversuch bestatigen, dass sich die Ungenauigkeit der OD-
Bestimmung fur die T- und K-Amplikons direkt in der Ungenauigkeit des Signal-Quotienten
einer Probe niederschlagt. Diese betragt durchschnittlich (9,5 + 6,0) %. Im Gegensatz zur
logarithmischen Darstellung bei Einsatz dekadischer Kompetitorverdiinnungen (beispiels-
weise Abb. 37) sind die Ergebnisse hier auf der Ebene delogarithmierter Werte formuliert,
was bei der Beurteilung der Schwankungsbreiten von Ergebnissen beachtet werden muss.
Die Abweichung bei wiederholter Ermittlung des Quotienten fur ein zuvor erzeugtes PCR-
Produkt ((20 = 21) %) in zwei unabhangigen PCR-ELISAs ist héher und spiegelt die
Interassay Variabilitdt wider. Verglichen damit ist die Reproduzierbarkeit der Quotienten
zweier paralleler Analysen der selben Probe mit (33 = 27) % geringer. Diese grof3ere
Intraassay Variabilitat zeigt, dass die Variation des gesamten Testverfahrens zu grof3en
Teilen in der Extraktion und der kompetitiven PCR begriindet ist und eine Prézisierung des
Verfahrens angebracht ist. Diese Prazisierung wurde durch den Bezug auf das Ergebniss
einer weiteren kompetitiven PCR zur Ermittlung des Soja-DNA Anteils erreicht.

Soja-DNA-Anteil in Extrakten prozessierter oder gemischter Proben

FUr eine aussagekréftige Bestimmung des GVO-Gehaltes einer Probe nach der vorgestellten
semiquantitativen Methode darf fur die als Templat in die PCR gegebene DNA-Menge nur
derjenige DNA-Anteil angerechnet werden, der aus Soja stammt, amplifizierbar ist und somit
in den weiteren PCRs einen Beitrag beim potenziellen Nachweis des gentechnischen RR-
Konstruktes liefern kann. Neben der zuvor besprochenen potenziellen Verunreinigung von
DNA-Extrakten mit RNA oder Proteinen, die zur Uberschatzung der zur PCR zugegebenen
DNA-Menge fuhrt, stellt die Fragmentierung von DNA oder die Mischung von Soja mit weiteren
Pflanzenarten in einer Probe eine weitere Unsicherheit bei der semiquantitativen Bestimmung
nach UV-Quantifizierung der Gesamt-DNA dar.

Um die relevante Soja-DNA Menge fraglicher Proben zu bestimmen, diente eine Kalibration
mit UV-quantifizierter, reiner Soja-DNA in einer kompetitiven PCR auf das Soja Lektin-Gen bei
konstanten Kompetitor-Mengen. Die erhaltenen Produkte wurden im optimierten GM-PCR-
ELISA analysiert. Die lineare Abhangigkeit des Signal-Quotienten von der eingesetzten Menge
wurde mit DNA aus einem Soja-Referenzmehl gezeigt, das laut Agarosegel-Analyse nur
gering fragmentiert war. Weitere Soja-Referenzmehle wiesen im Gegensatz dazu, wegen der
intensiven Mischung bei der Herstellung, starker fragmentierte DNA auf. Ein Unterschied
zwischen den Extrakten der formal gleichen Mehle wird ebenfalls bei der Quantifizierung
durch kompetitive PCR deutlich (Abb. 57). Der experimentell bestimmte Soja-Gehalt der
starker fragmentierten DNA-Extrakte war um ein Drittel geringer als derjenige der Kalibrator-
DNA, obwohl die Konzentrationen mittels UV-Spektroskopie gleich eingestellt wurden. Grund
ist vermutlich die geringere durchschnittiche Fragmentlange der isolierten DNA.
Strangbruche zwischen den Primerbindungsstellen, die Matrizen fir die PCR zerstéren, ohne
jedoch die UV-quantifizierbare Gesamtmenge DNA zu reduzieren, kommen haufiger vor. Ein
weiterer Grund konnte die Hypochromie des hdher geordneten Zustandes von DNA sein, die
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zu einem geringeren Extinktionskoeffizienten von nativer DNA fihrt [155]. Beide Effekte
weisen in die gleicher Richtung. Wie grol3 der jeweilige Beitrag ist, ist nicht klar. Vom
Standpunkt der Amplifizierbarkeit tritt eine Uberbestimmung des Gehaltes von fragmentierter
DNA auf.

Mit der kompetitiven GM0104-PCR zum Nachweis des fir Soja charakteristischen Lektin-
Gens und dem angeschlossenen PCR-ELISA (Abb. 57) konnte ebenfalls die Abwesenheit
oder Anwesenheit von Soja-DNA in Extrakten einiger Mais-haltiger Proben bestimmt werden.
Dieses Vorgehen ist bei Proben mit unbekannten Inhaltsstoffen zweckmafig. Die Anwendung
einer kompetitiven statt einer einfachen, qualitatven PCR ist hier sinnvoll, um
auszuschliel3en, dass Inhibition der Grund fir ein ausbleibendes Signal ist. Wird DNA aus
Gemischen von Organismen, z. B. Soja und Mais, isoliert, stellt die kompetitive PCR mit
konstanten Kompetitor-Mengen und einer Kalibration eine Mdglichkeit dar, gezielt den Soja-
Anteil zu bestimmen. Dies wurde an einer Mehl-Probe, die je zur Halfte aus Mais und Soja
besteht, demonstriert. Bemerkenswert ist hier, dass mehr als die Halfte der isolierten DNA
aus Soja (80 %) stammte. Somit wird unterstrichen, dass nicht aus dem Verhaltniss der
extrahierten DNA auf die urspriingliche Zusammensetzung einer Probe geschlossen werden
kann. Ebenso muss auch bei bekannter Zusammensetzung einer Misch-Probe der relevante,
Pflanzenart-typische DNA-Anteil selektiv quantifiziert werden.

Neben der kompetitiven GM0104-PCR, bei der ein Target-PCR-Produkt von 219 bp entsteht,
war die GM0304-PCR (Target Produkt 118 bp) ebenfalls geeignet, den Soja DNA-Gehalt
eines Extraktes nach dem gleichen Messprinzip zu bestimmen. Da ein kleinerer Teil des
selben Gens amplifiziert wird, muss bei Vernachldssigung des Einflusses des Fragmen-
tierungsgrades das gleiche Ergebnis erhalten werden. Die Messungen an einer 100 % RR-
Probe (Tab. 14, DNA ist aus ganzen Bohnen isoliert) machen dies deutlich. Beide kompetitive
PCRs weisen den gleichen Aquivalenzpunkt auf. Bei sehr stark fragmentierter DNA, wie sie
aus Proteinisolaten erhalten wirde, ist zu erwarten, dass durch die GM0304-PCR, wegen
des kleineren Produkts eine hohere Soja-DNA-Konzentration gemessen wird als mit der
GMO0104-PCR. Experimentelle Daten zur GroRRe dieses Effektes wurden allerdings nicht
gezeigt.

Die vorgestellte kompetitive PCR mit Kalibration zur Bestimmung der Soja-DNA ermdoglicht
durch Kombination mit den Ergebnissen des semiquantitativen CaMV35S Screenings und
des spezifischen RR-Nachweises deren sichere Interpretation. Es konnten Soja-Proben von
Nicht-Soja-Proben unterschieden werden und die geringe Amplifizierbarkeit stark prozes-
sierter DNA aufgedeckt werden. Das gleichzeitige Bearbeiten der drei kompetitiven PCRs und
der PCR-ELISA ist bequem, da identische Arbeitsschritte mit nur teilweise verschiedenen
Losungen durchgefuhrt werden missen. Die Nutzung von Multipetten und automatischem
ELISA-Waschgeréat erlaubt dabei rationelles Arbeiten mit hohem Probendurchsatz, wie es flr
Routinelabore zweckmalig ist.

Doppeltkompetitive PCR

Mit der doppelkompetitven PCR konnten mehrere Probleme der GVO-Quantifizerung
ausgerdaumt oder umgangen werden. Wird nicht nur das GVO-Gen durch kompetitive PCR
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erfasst, sondern auch ein Pflanzenart-typisches Referenz-Gen, ist sichergestellt, dass sich
die Messung nur auf die amplifizierbare und relevante DNA bezieht. Fragmentierung durch
Prozessierung und Mischungen von DNAs mehrerer Organismen fihren nicht mehr zu
systematischen Fehlern, wie sie bei UV-Quantifizierung der Gesamt-DNA auftreten kénnen.
Der Einsatz eines klonierten Doppelkompetitors, stellt dabei zweifelsfrei sicher, dass exakt
die gleiche Kopienzahl des GVO-Kompetitors und des Referenz-Gen-Kompetitors in der
verwendeten Verdiinnungsreihe vorliegt. Unterschiede der individuellen Verdinnungsreihen
durch Restriktion oder Handhabung bei der Praparation fallen so fort. Damit wurde das
gleiche Prinzip der ,molekularen Fixierung“ wie bei den Normierungsplasmiden eingesetzt.

Die Wahl eines reinen RR DNA-Extraktes als Probe erlaubt auf elegante Weise die
Uberpriifung der kompetitiven PCR bei einem 100 % GVO-Gehalt. Die Ergebnisse aller vier
beschriebenen PCRs missen bei dieser bekannten Probe die gleiche Kopienzahl am
Aquivalenzpunkt ergeben. In der Tat wurde dieses Resultat im Rahmen der Messgenauigkeit
erzielt und somit bestétigt, dass die klonierten Kompetitoren und die PCR-ELISAs zum
Nachweis der Produkte der kompetitiven PCR alle notwendigen Anforderungen erfillen.
Keines der individuellen Ergebnisse (als Kopien/ng DNA) wich signifikant vom Mittelwert der
anderen drei Ergebnisse ab. Das Ergebnis der vier Reihen kompetitiver PCRs schwankte
um * 5,5 % bei der PCR-ELISA-Auswertung um den Mittelwert (118 Kopien/ng DNA) und
um + 19,7 % bei der optischen Gelauswertung (122 Kopien/ng DNA). Die Ergebnisse dieser
beiden verschiedenen Auswertungsverfahren unterschieden sich also nicht signifikant. Mit der
100 % RR Probe als ,Ur-Titer" in der kompetitiven PCR wurde ein maximaler, experimenteller
Fehler fur die Auswertungsverfahren durch Bezug des niedrigsten auf das hdchste Ergebnis
formuliert. Fir die Gelauswertung betrug in diesem Experiment die gro3te Abweichung vom
wahren Wert -37,5 %. Diese Unterbestimmung ist circa dreimal so
grof3, wie die maximale Abweichung der Auswertung der kompetitiven PCR durch den PCR-
ELISA (11,6 %).

Als weiterer Bezug wurde den kompetitiven PCRs die Realzeit-PCR mit SYBR-Green
gegenuber gestellt (Abb. 43 und 61). Mit diesem technisch aufwandigen System konnte unter
Verwendung von Kalibrationen fir jede der vier PCR-Systeme ebenfalls bestimmt werden,
dass die fraglichen Sequenzen in gleicher Kopienzahl im Extrakt vorlagen. Da keine interne
Inhibitions-Kontrolle eingeschlossen war, wurde der Extrakt in mehreren Verdinnungen
amplifiziert, um durch eine spezielle Auswertung die Effizienz zu bestimmen. Ist diese
konstant, ist sichgestellt, dass die Probe Inhibitor-frei ist. Nur nach dieser Kontrolle ist eine
korrekte Quantifizierung anhand einer Kalibration mit Inhibitor-freien Plasmidverdinnungen
moglich. Das Ergebnis der vier Realzeit-PCRs schwankte mit + 3,7 % weniger um den
Mittelwert von 183 Kopien/ng DNA, als die PCR-ELISA-Auswertung der kompetitiven PCRs.
Der maximale, experimentelle Fehler betrug 8,3 % und war im Vergleich ebenfalls geringer.

Bei der Gegenuberstellung von PCR-ELISA und optischer Gelauswertung zeigten beide in
allen vier kompetitiven PCRs gleiche Korrelationskoeffizienten der linearen Regression und
formal gleiche Ablesefehler in der Auftragung der Daten (log Signal-Quotient versus log
Kompetitormenge). Diese Auftragung wies fur den PCR-ELISA geringere Steigungen als flr
die Gelauswertung auf, ein Effekt, der in der Verstarkung der Hybridisierung gering konzen-
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trierter Amplikons durch ko-immobilisierte DNA begriindet ist. Diese Experimente zeigten
deutlich die Bedeutung der Normierungsplasmide, die Target- und Kompetitor-Sequenz im
gleichen Verhéltnis aufweisen. Die Ablesung muss bei individuell ermittelten Signal-Quo-
tienten fur jedes PCR-ELISA System erfolgen. Die Annahme, dass der Aquivalenzpunkt
einem Signal-Quotient Qs; = 1 dem Stoffmengen-Quotient Qs; = 1 entspricht gilt fir den PCR-
ELISA offensichtlich nur in erster Naherung. Es wurden allgemein Signal-Quotienten von 1,0 £

0,4 gefunden.

Weiterhin wurde bei der Auswertung der GM0304-PCR eine geringere Steigung als bei den
anderen Systemen ermittelt. Dies ist wahrscheinlich durch besonderes Rehybridisierungs-
Verhalten der akkumulierten GMO0304-Amplikons in den fortgeschrittenen Zyklen bedingt.
Mathieu-Daudé et al. [151] beschrieben diesen Effekt theoretisch und zeigten an Beispielen,
dass er in RT-PCRs zu einer tberproportionalen Detektion von gering konzentrierter mRNA
fuhrte. Konzentriert vorliegende Amplikons (Majoritat) rehybridisieren schneller zu doppel-
strangiger DNA als gering konzentrierte. Die Halbwertszeit der Rehybridisierung ist unge-
kehrt proportional zur DNA-Konzentration [L51]. Dieser Effekt beglnstigt das Annealing von
Primern an Amplikons der Minoritat und deren effektivere Amplifizierung. Das Verhéltnis der
Produkte wird nivelliert, eine Abflachung der Steigung ist die Folge. Der im Vergleich mit den
anderen PCRs deutlich starkere Effekt wird eventuell durch die geringe Grofl3e der PCR-
Produkte (118/103 bp) verursacht, die gunstigere Diffusionseigenschaften aufweisen.

Nachdem gezeigt wurde, dass mittels doppelkompetitiver PCR die Konzentration einer 100 %
RR-haltigen Probe richtig bestimmt werden konnte, wurde eine 2 % RR-haltige zertifizierte
Referenzmehl-Probe zur Ermittlung von Prazision und Wiederfindung der Methode
vermessen (Tab. 15). Wieder wurde gezeigt, dass mit dem PCR-ELISA und der optischen
Gelauswertung grundsatzlich gleiche Ergebnisse erzielt wurden. Das Ergebnis der optischen
Gel-Auswertung war mit (1,54+0,14) % GVO-Gehalt jedoch unpraziser (CV = + 9,1 %) als das
Ergebnis des PCR-ELISA mit (1,49 % 0,08) % GVO-Gehalt (CV = = 54 %, N = 3). Die
Wiederfindungsrate der Messung in Bezug auf den nominalen Gehalt von 2 % RR war im
Falle von PCR-ELISA (75 %) und der optischen Gel-Auswertung (77 %) annahernd gleich. Sie
wurde wesentlich durch die kompetitive PCR oder Charakterisika der Proben bestimmt und
betrifft nicht die Auswertungsmethode.

Dieses Abweichen um -25 % vom richtigen Wert (2 % RR) lag deutlich Gber der im Abschnitt
6.2.8.5 ermittelten maximalen experimentellen Abweichung (PCR-ELISA 11,6 %) und war
insofern unerwartet, da alle bisherigen Uberpriifungen einen systematischen Fehler aus-
schlossen. Da die kompetitive PCR an sich nicht die Ursache fiir eine so gro3e Abweichung
sein kann, lag die Vermutung nahe, dass die Fragmentierung der DNA, eine fehlerhafte
Mischung der Referenzprobe oder Variation in der Handhabung, einzeln oder in Kombination,
der Grund sind. Eine geringe Varianz ist auch durch den Gebrauch von Pipetten zum Mischen
der 1:50-Verdiinnung der DNA (um den AP bei der gleichen Kompetitor Verdiinnungsstufe zu
erreichen) denkbar. Die Folgen unterschiedlicher Fragmentierung der DNA fir die
Referenzproben wurde bereits in Abschnitt 6.2.8.3 behandelt. Trotz gleichen DNA-Gehalts
nach UV-Quantifizierung wurden unterschiedliche Ergebnisse in der PCR erzielt. Das PCR-
Produkt der Soja Lektin-Gen PCR (Referenzgen, 234 bp) in der Bestimmung der 2% RR-
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Probe ist kleiner, als das Produkt des GVO-Gens (RR, 313 bp). Daher kénnte die Kopienzahl,
die fur letzteres ermittelt wird, starker von Fragmentierung betroffen sein und so falschlich die
Messung eines zu geringen Gehaltes verursachen.

Eine fehlerbehaftete Mischung der Referenzprobe (Fluka, erste Generation) kommt am
wahrscheinlichsten in Frage, da bereits bei den semiquantitativen Bestimmungen in der
kompetitiven CaMV35S-PCR (@Abb. 53) eine Chargen-abhangige UhregelmaRigkeit bei den
GVO-Gehalten auftrat. Die 1 %-Probe einer Charge wies héhere Signal-Quotienten in der
semiquantitativen Bestimmung des CaMV35S-Promotors als eine 2 % GVO-Probe einer
anderen Herstellungscharge auf. Als méglicher Grund kommt eine starkere Fragmentierung
der 2 % Probe in Frage, was sich in einer geringeren Zahl initialer Matrizen auswirkt. Das
Joint Research Centre, Geel publizierte kirzlich [156], dass nach veranderten Herstellungs-
bedingungen die Referenzmaterialien (derzeit dritte Generation) nun Uber alle Gehaltsstufen
homogen verteilt, weniger stark fragmentierte DNA enthalten.

Mit der TagMan-Technologie, ebenfalls eine Realzeit-PCR, kann wie mit der Realzeit-PCR
mit SYBR-Green der GVO-Gehalt einer Probe gemessen werden; sie ist im folgenden Absatz
dargestellt. Wurtz et al. [54] bestimmten mit diesem Verfahren fir eine 2% RR-haltige
Referenzprobe einen GVO Gehalt von (1,8 = 0,02) %. Ebenso zeigte ein weiterer
Ringversuch innerhalb des 835 LMBG-Arbeitskreises zur Entwicklung von Methoden zum
Nachweis von GVOs in Lebensmitteln (Organisator: Bundesinstitut fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin, BGVV, Berlin; T. Borchers, personliche Mitteilung)
eine deutliche Unterbestimmung von 2 % RR Referenzproben. Der Mittelwert bei Doppelbe-
stimmung durch neun Teilnehmer lag bei (1,61 £ 0,18) % RR, also rund 20 % unter dem Soll-
Wert.

TaqMan-Technologie

Eine Alternative zur quantitativen, kompetitiven PCR ist die TagMan-Methode, eine spezielle
Realzeit-PCR, die in der GVO-Analytik in kurzer Zeit eine weite Verbreitung gefunden hat. Sie
stellt einen 5'-3'-Nuklease Assay [L57] dar und basiert, wie die Realzeit-PCR mit SYBR-
Green, auf der Detektion der entstehenden Amplikons im Verlauf der PCR. Hier wird jedoch
nicht die Einlagerung eines Fluoreszenz-Farbstoffes, sondern der Abbau einer intern hybridi-
sierten Sonde verfolgt. Die Sonde ist mit terminalen Modifikationen, einem Fluoreszenz-
Reporter und einem Fluoreszenz-Ldscher versehen. Der Reporter kann nur detektiert wer-
den, wenn er raumlich von dem Ldscher entfernt wird; dies ist der Fall, wenn beide Molekle
getrennt in Losung vorliegen. Wahrend der Primerextension in der PCR wird die Sonde, die
wie die Primer an einen Einzelstrang hybridisiert, jedoch am 3’-Terminus nicht verlangert
werden, kann durch die 5’-Nukleaseaktivitit der Polymerase abgedaut (Abb. 63). Die
Auswertung der im geschlossenen Gefal3 detektierten Fluoreszenz kann wie in Abschnitt
6.2.7.2 erfolgen. Das Verfahren impliziert eine spezifische Hybridisierung und somit die Be-
statigung der Amplikon-Sequenz, die nach 835-LMBG fiir DNA-Nachweismethoden gefordert
wird.
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Abb. 63 Schema der Siganlerzeugung nach dem TagMan-Prinzip

Bei der Elongation eines Primers verdrangt die Polymerase eine mit Fluoreszenz-Reporter (R) und
-Ldscher (Q, Quencher) markierte Sonde und daut sie durch ihre 5’-Exonukleaseaktivitat ab. Liegen
Quencher und Reporter-Farbstoff getrennt in Losung vor, kann letzterer detektiert werden.

Verschiedene Firmen bieten Kits an, die alle notwendigen Reagenzien zur Bestimmung des
RR-Gehaltes unter Verwendung der TagMan-Methode gebrauchsfertig beinhalten (GeneScan,
Berlin; ConGen, Berlin). Diese Systeme detektieren unter Verwendung von Kalibrationen mit
DNA aus einem RR-Referenzmehl beispielsweise eine RR-spezifische und eine Soja-
spezifische Sequenz, deren Mengen aufeinander bezogen werden. Die TagMan-Technologie
ist jedoch wie die PCR von der Fa. Hoffman La Roche patentiert. Der notwendige
Thermocycler mit optischer Detektionseinrichtung (z.B. Gene Amp 7700 oder Lightcycler)
und die Reagenzien stellen einen erheblichen Kostenfaktor dar.

Bei einem systematischen Vergleich der TagMan-Realzeit-PCR (RR Quantifizierung) und der
guantitativen, kompetitiven PCR (Mais Bt176 Quantifizierung nach [94]) kamen Hibner et al.
[158] zu dem Ergebnis, dass sich die Variationskoeffizienten bei Messungen im Bereich des
Schwellenwertes nicht unterscheiden und beide Methoden bei Einsatz von 200 ng Proben
DNA eine ahnliche untere Bestimmungsgrenze von 0,1 % GVO aufweisen. Unterhalb dieses
Gehaltes ist wegen einer geringen absoluten Kopienzahl der GVO-Sequenz keine statistisch
gesicherte Aussage mehr mdoglich 158, 159, 160]. Da in der gquantitativen, kompetitiven
Bestimmung Serien von PCRs durchgefihrt und analysiert wurden (optische Gelauswertung,
[94]), wahrend bei der Realzeit-PCR die gesamten Messungen in einem Gefal3 durchgefuhrt
wurden, war die Handhabung hier prinzipiell aufwéndiger.

Unter Abwéagung von Kosten und Leistungen der Methoden empfiehlt sich der Einsatz der
TagMan-Realzeit-PCR beispielsweise zur Ermittlung gerichtsfester Daten oder Analysen im
Rahmen hoheitlicher Uberwachungsaufgaben. An die Analysen solcher Proben werden
andere Anforderungen gestellt als an die routinemaRige Uberwachung von Waren Ein- und
Ausgangen im industriellen Mafl3stab. Im letzteren Fall bietet sich eine preisglnstige
semiquantitative Screening- oder GVO-spezifische kompetitive PCR mit PCR-ELISA
Auswertung an. Eine exakte Quantifizierung einzelner Proben durch doppeltkompetitive PCR
erscheint fir den Routineablauf nur bei weitergehender Automatisierung vertretbar.

7.3 Schlussbetrachtung

Bei direktem Vergleich zeigen Analysedauer, Probendurchsatz und Reproduzierbarkeit des
NPTII-ELISA die prinzipiellen Vorteile der Immun-Analytik gegeniiber der kompetitiven PCR,
auch mit PCR-ELISA Auswertung, auf. Letztere weist jedoch den Vorteil eines wesentlich
groRBeren Messbereiches und eine relativ geringe Empfindlichkeit gegen Probendenaturierung
auf. Im Falle der Immundetektion ist die Etablierung jedes neuen Tests fur Proteine neuer
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GVOs mit grolierem zeitlichen und materiellen Aufwand verbunden, als bei den kompetitiven
PCR-Methoden. Die Bereitstellung eines geeigneten Analyseverfahrens oder Referenz-
materials im Zuge der Zulassung von GVOs ist derzeit nicht verpflichtend vorgesehen,
wahrend die genetischen Elemente der Veranderungen bekannt sind. Daher ist das Design
von Primern und die Klonierung von Kompetitoren im Vergleich zur Erzeugung eines GVO-
spezifischen Proteins und dagegen gerichteter Antikdrper vergleichsweise unproblematisch.
Aus Grunden der grol3eren Flexibilitat haben sich die PCR-Methoden im Vergleich zu den
immunologischen Methoden zunachst in der Anwendung durchgesetzt.

Als zukinftige Nutzung der Proteinnachweise ist eine rasche, qualitative Vor-Ort-Analytik z.B.
fur Stichproben bei Waren Ein- und Ausgange denkbar. Auf dem NPTII-ELISA aufbauend
kénnte durch immunchromatographische Methoden, also durch Teststreifen wie sie bei-
spielsweise zum Schwangerschaftsnachweis genutzt werden, eine einfache Kontrolle
bestimmter, frischer Gemuse durchgefuhrt werden. Solche Systeme wurden bereits fur
Proteine der RR entwickelt und erfolgreich getestet [161].

Die DNA-Analytik erlaubt das Screening und den spezifischen Nachweis bis in den Bereich
der Spurenanalytik. Ihre herausragende Bedeutung bei Nachweisen von GVOs in komplexen,
prozessierten Lebensmitteln, die sich aus verschiedenen Pflanzen zusammensetzen ist
offensichtlich. Dabei ist die Verdrangung der qualitativen Verfahren zu Gunsten quantitativer
Methoden in der Zukunft auf Grund der geltenden EU-Schwellenwerte wahrscheinlich p4].
Wegen der Vielzahl von GVOs mit unterschiedlichen genetischen Elementen, existiert der
Bedarf diese in einem lickenlosen Screening nach allen enthaltenen Pflanzenarten und allen
potenziellen GVO-Genen parallel nachzuweisen. Die Entwicklung von Multiplex-PCRs ist
daher sinnvoll. Die technischen Moglichkeiten der Realzeit-PCR durch die TagMan-
Technologie beschranken sich zu Zeit jedoch auf vier PCRs, die durch Wahl geeigneter
Fluorophore unterscheidbar durchgefuhrt werden kénnen (Gene Amp 7700). Ihr Einsatz bleibt
daher wahrscheinlich auf die exakte Quantifizierung von Gehalten nach qualitativem
Nachweis beschréankt. Die Auswertung der Multiplex-PCRs, die gegebenenfalls auch
kompetitiv ausgefiihrt werden kodnnen, kann durch Hybridisierung auf Oligonukleotid-
Mikrochips erfolgen. Ein richtungsweisendes Beispiel in rein qualitativer Ausrichtung ist der
GVO-Chip der Fa. GeneScan (GVO-Symposium, Frankfurt 2002). Es stinden nach DNA-
Extraktion, kompetitiver Multiplex-PCR und Chip-Analyse schnell semiquantitative Ergebnisse
Uber in der Probe vorhandene Pflanzenarten und potenzielle GVOs zur Verfligung, mit deren
Hilfe man Uber die Notwendigkeit exakter Quantifizierung durch TagMan- oder kompetitive
PCR entscheiden kann. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erfahrungen dber den
Hybridisierungsnachweis von PCR-Produkten kdnnen als Vorarbeiten dienen und lassen sich
prinzipiell direkt auf die Chip-Technologie Gbertragen.
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9 Anhang

9.1 Vektorkarten

Den in dieser Arbeit klonierten Plasmiden liegen kommerzielle Klonierungsvektoren zu
Grunde, die in transformierten Bakterien mit hoher Kopienzahl vorliegen.

Der pGEM T Easy-Vektor der Fa. Promega erlaubte das Einklonieren von PCR-Fragmenten
mit 3’ A-Uberhangen; Produktplasmide, die aus ihm hervorgegangen sind, beginnen mit der
Bezeichnung ,pGEM®. Der pCR Skript-Vektor der Fa. Stratagene diente zum Einklonieren von
PCR-Produkten mit glatten Enden, er ist mit dem Ampicillin- oder Chloramphenicol-
Resistenzgen ausgestattet, die Bezeichnungen von Produktplasmiden beginnen jeweils
mit ,pCR".

Weiter gilt die Konvention, dass die enthaltene DNA-Sequenz, bezeichnet nach derjenigen
PCR (35S: CaMV35S-PCR, RR: RR-PCR, GM: GM0304- und GM0104-PCR), die zu einem
Produkt fuhrt und die Information, ob das Target- oder/und Kompetitor-Produkt entsteht, im
Namen angezeigt wird. Die Artefaktsequenz wurde mit der Bezeichnung ,Arte” gekenn-
zeichnet.

,ECoRI,52
Xmnl,172
j' ,EcoRV,214

[ECORI,267 P8 ECORV 353
1,ECORI,359
¥ .Smal,371
¢/ .EcoRV,424
_.Xmnl,462

RR T-Dig 4 3552

_Notl,590

RR T-Dig
2494, Xmnl._.,

pGEM 35T _ 4
3215 bps

pCR 35ST

3156 bps “Pwull, 828

2202, Xmnl’
Ampicillin
ColE1 Ori

Vektorkarten 1: Plasmide mit der Target Sequenz der CaMV35S-PCR

Die moglichen Primer und die Target-Sondenbindungsstelle (RR T-Dig) des pGEM 35ST (Klonierung
S.67) und pCR 35ST (Klonierung S.89) sind eingezeichnet. Vom Primer 35S1 ausgehend, vier Basen
zur Insertmitte verschoben, kann ebenfalls der Primer 35S3-bio binden.
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Pwull,28
i EcoRV,196

i ! ECoRI,202
Notl 432

-Xmnl,558
¢ ,ECORV,600
-Smal,653
" EcoRV,671

RR T-Dig

”~
35582

35S1
~

-Smal,857

Xmnl, .
2953

PCR 35STK
RR K-Di

3772 bps Ig‘ & Xmnl,983

3552 "Notl, 1049

ColE1 Ori /

Vektorkarten 2: Kompetitor- und Normierungsplasmid der CaMV35S-PCR
Die mdglichen Primer und die Kompetitor-Sondenbindungsstelle (RR K-Dig) des pCR 35SK

(Klonierung S.68) und pCR 35STK (Klonierung S.89) sind eingezeichnet. Vom Primer 35S1
ausgehend, vier Basen zur Insertmitte verschoben, kann ebenfalls der Primer 35S3-bio binden.

pCR 35SK

2310,Xmnl 3129 bps
ColE1 Ori
“
Pwull, 1287
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Puil28 ,Pwull,28
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| .. ECORI,202 ! LEcoRI,202
i i Smal 214 ! ¥ pstl, 208
Il BamHI,220 I
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_Xmnl,744
Pyull, =\ _ECoRV,786
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pCR 35SArte PCR 35STArte ", .=
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IPvull,28
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Xmnl 514 i Smal 616
3552 g £ EcoRI,628
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3551 47 £.Smal,820
3552 ¥ BamHI,826
-
Xmnl,. PCR 35SKArte —Notl, 840 PCR 35STKArte ~ B xmnio11
2744 35510 RR T-Dig
3563 bps Ampicilin 3762 bps i
Ampicillin Notl, 1039
Pwull, 1078
.
Pwull, 1277

ColE1 Ori
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Vektorkarten 3: Heterologer Artefakt-Kompetitor und seine Kombinationen mit
homologen CaMV35S Target- und Kompetitor-Sequenzen

Die moéglichen Primer und die Target- (RR T-Dig) oder Kompetitor-Sondenbindungsstelle (RR K-Dig)
der pCR 35SArte (Klonierung S.72), pCR 35STArte (Klonierung S.101), pCR 35SKArte (Klonierung
S.101) und pCR 35STKArte (Klonierung S.101) sind eingezeichnet. Aul3er bei der Artefakt-Sequenz
kann vom Primer 35S1 ausgehend, vier Basen zur Insertmitte verschoben, ebenfalls der Primer 35S3-
bio binden. Beim Artefaktinsert sind daher die 35S1-Primer gekennzeichnet (*).
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Vektorkarten 4: Target-, Kompetitor- und Normierungs-Plasmid der RR-PCR

Die mdglichen Primer und die Target- oder Kompetitor-Sondenbindungsstelle der pCR RRT
(Klonierung S.69), pCR RRK (Klonierung S.68) und pCR RRTK (Klonierung S. 91) sind eingezeichnet.
Vom Primer 35S1 ausgehend, vier Basen zur Insertmitte verschoben, kann ebenfalls der Primer 35S3-
bio binden. Diese Plasmide kénnen sowohl in der CaMV35S-PCR (Primer 35S3-bio/35S2) als auch in

der RR-PCR (Primer 35S-bio/ petu-rl) eingesetzt werden.
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Vektorkarten 5: Target-, Kompetitor- und Normierungs-Plasmide der GM-PCRs

Die moglichen Primer und die Target- oder Kompetitor-Sondenbindungsstelle der pCR GMT
(Klonierung S.70), pCR GMK (Klonierung S.71) und pCR GMTK (Klonierung S.91) sind eingezeichnet.
Diese Plasmide kénnen sowohl in der GM0304-PCR (Primer GM03/GM04-bio) als auch in der

GMO0104-PCR (Primer GM01/GMO04-bio) eingesetzt werden. Der Primer GM-Z diente lediglich zur
Konstruktion der Plasmide.
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Vektorkarten 6: Doppelkompetitoren
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Die mdoglichen Primer und die Target- oder Kompetitor-Sondenbindungsstelle der pCR 35SKGMK
(Klonierung S.71) und pCR RRKGMK (Klonierung S.71) sind eingezeichnet. Diese Plasmide kdnnen
jeweils in zwei PCRs als Matrize dienen. Vom Primer 35S1 ausgehend, vier Basen zur Insertmitte
verschoben, kann ebenfalls der Primer 35S3-bio binden.
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9.2 EU-Ringversuchsprotokoll

Interlaboratory trial: PCR-ELISA RR-Soja 1-

SMT4-CT96-2072 Partner 5, ICB-Miinster

Interlaboratory trial , Semiquantitative detection of soybean flour containing
RoundUpReady" soybean by a PCR-ELISA for the CaMV35S promoter”

1. Concept and scope

This interlaboratory trial has three different aims: 1. For the first time a PCR-ELISA [1] based on hybridisation of Dig-
labelled oligonucleotide probes will be used in an interlaboratory trial for detection of genetically modified organisms
(GMOs). 2. In contrast to earlier ringtrials, an internal amplification control will be used instead of a second PCR (e.g.
with the lectin gene as target) usually performed as external amplification control. For this an internal DNA-standard
(competitor) is added to the DNA extract of the sample. This competitor is characterised by the same primer binding
sites and amplification efficiency as the target. Both PCR products can be detected by hybridisation with their respective
DNA probes. 3. Moreover, by adding defined amounts of internal standard and genomic DNA to the amplification mix,
classification of soybean samples with different contents of RoundUp Ready” into three groups will be possible. Samples
are GMO negative if only the competitor probe (internal amplification control), but not the target probe yields an ELISA
signal. A threshold level is defined by equivalency of ELISA signals for target and competitor probe and under the
conditions of this ringtrial is set to approximately 0.4% GMO. Thus samples with a target signal lower or higher than the
competitor signal have GMO contents below or above the threshold level, respectively.

DNA is extracted from soybean flour according to the CTAB precipitation method [2]. Of this protein- and RNA free DNA
preparation 125 ng (UV-measurement) are used in the competitive PCR. A part of the CaMV35S promoter (191 bp) is
amplified using a 5 -biotinylated forward primer. Prior to the main ringtrial with unknown samples the PCR conditions
and the subsequent ELISA will be established in a short pretrial. In the main trial the mastermix contains 10* copies of
the internal standard (competitor) per sample. Of each sample two extracts will be prepared. With each of these one
PCR will be performed and the PCR products will be analysed in duplicate in a streptavidin coated microtiter plate with
both Dig-labelled oligonucleotide probes in different wells. Single stranded DNA is generated by alkaline treatment and
hybridised to the Dig-labelled T- or C-probes (specific for target and competitor, respectively). For detection an anti-Dig-
alkaline phosphatase conjugate is bound and enzymatic conversion of the substrate p-nitrophenylphosphate is
monitored with an ELISA reader at 405 nm. The samples are classified by comparison of target and competitor signals.

Construction of competitor DNA, development of the semi-quantitative PCR procedure and the PCR-ELISA will be
described elsewhere [3].

2. Samples

Each participant receives the following material:

- 6 vials with soybean flour of unknown RoundUpReady" content (1 g).

- 1 negative control flour with 0% RoundUpReady" soybean (1 g)

- 1 positive control flour with 0.5% RoundUpReady" soybean (1 g)

- 1 reference DNA extract prepared from flour with 0.5% RoundUpReady" soybean (30 pl x 25 ng/ul)
- internal standard-DNA (competitor): 2 x 10* copies/pl (20 pl)

other materials provided:

- RNAse A (1.1 ml x 20 mg/ml)

- Proteinase K (1 ml x 0.6 Anson-U/ml)

- 2 streptavidin coated microtiter plates (strips)

- AmpliTagq Gold DNA polymerase with 10 x buffer (5 pl)
- dNTP mix

- Primer 35S3-bio (150 pl x 5 pmol/ul)

- Primer 35S2 (150 pl x 5 pmol/ul)

- T-probe (15 pl x 20 pmol/pl)

- C-probe (15 pl x 20 pmol/pl)

- Blocking reagent (1 g)

- Bovine serum albumin (BSA) (200 mg)

- Anti-Dig-F,-alkaline phosphatase conjugate (30 pl)
- pNPP tablets (5 pcs)

Competitor DNA, primer and probes may only be used in this ringtrial!
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3. Reagents

In general, reagents suitable for molecular biology should be used. Water should be bidestilled (or of comparable quality)
and sterile. Buffers for DNA extraction should be autoclaved.

3.1 DNA-extraction

Hexadecyltrimethylammoniumbromide (CTAB)

Chloroform/isoamylalcohol (24:1)

Ethylenediamine tetraacetic acid, disodium salt (Na,-EDTA)

Isopropanol

Ethanol (70% v/v)

Sodium chloride (NaCl)

Hydrochloric acid (HCI)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris-base)

RNAse A (20 mg/ml): Inactivate DNAses by incubation at 70°C (30 min). Store at 4°C (up to 1 week) or at -20°C

Proteinase K (0.6 Anson-U/ml, Merck): store at 4°C!

CTAB-extraction buffer: CTAB (20 g/l), NaCl (1.4 mol/l), Tris-base (0.1 mol/l), Na,-EDTA (20 mmol/l),
adjusted to pH = 8.0 with HCI

CTAB-precipitation buffer: CTAB (5 g/l), NaCl (40 mmol/l), do not adjust pH

NaCl-solution (1.2 mol/l)

Tris-HCI (2 mM, pH 8.5)

3.2PCR

Tag-DNA polymerase (5 U/ul): AmpliTag Gold (PE Biosystems)

PCR buffer solution (10 x): GeneAmp 10 x PCR buffer, containing MgCl, (15 mmol/l)

dNTPs (2.5 mmol/l each)

Primer 35S3-bio (5 pmol/ul): 5-Biotin-CTACAAATGCCATCATTGCG-3"

Primer 35S2 (5 pmol/pl): 5 -GATAGTGGGATTGTGCGTCA-3’

Competitor DNA (2 x 10 copies/pl):  For pretrial prepare 20 pl of a 1 x 10° copies/ul solution
by 1:10 dilution with Tris-HCI (2 mmol/l, pH 8.5, see 3.1)

optional: mineral oil

Water, suitable for PCR

3.3 ELISA

Disodium hydrogenphosphate (Na;HPO,)

Monopotassium dihydrogenphosphate (KH,POy,)

Sodium chloride (NaCl)

Potassium chloride (KCI)

Sodium citrate

Sodium hydroxide (NaOH)

Hydrochloric acid (HCI)

Tween-20

Bovine serum albumin (BSA)

Blocking reagent (Roche Diagnostics)

N-Lauroylsarcosine

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

T-probe (20 pmol/ul): 5°-Digoxigenin-TTGCTTTGAAGACGTGGTTG-3"

C-probe (20 pmol/pl): 5-Digoxigenin-TTCGATGTTAGCAAGCTCCA-3’

Anti-Dig Fa-alkaline phosphatase (Roche Diagnostics)

Sodium bicarbonate (NaHCO3)

Sodium carbonate (Na,COs)

p-Nitrophenyl phosphate, disodium, tablets (pNPP, 5 mg/tablet)

Magnesium chloride (MgCl,)

Streptavidin coated microtiter strips, 16-20 pmol biotin-binding capacity per well

10x Phosphate buffered saline (10x PBS): NacCl (1.37 mol/l), KCI (26.8 mmol/l), Na,HPO,4 (79.9 mmoll/l),
KH,PO, (14.7 mmol/l), pH 7.4. Dilute 1:10 to prepare PBS-T.

PBS-T: 1x PBS containing 0.1% (v/v) Tween-20

PBS-T-BSA: PBS-T containing 0.5% (w/v) BSA
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Denaturation solution: NaOH (0.2 mol/l), check pH =13,3

5x Sodium saturated citrate (5x SSC): NaCl (750 mmol/l), sodium citrate (75 mmol/l), pH 7.0 with HCI

Hybridisation buffer: 5x SSC, 0.1% (w/v) N-lauroylsarcosine, 0.02% (w/v) SDS, 1% (w/v) blocking reagent.
Prepare 0.5 | of 5 x SSC with N-lauroylsarcosine and SDS and use 50 ml of this to dissolve 0.5 g blocking reagent
by heating (e.g. several pulses in a microwave oven, do not boil). Stir until the blocking reagent is completely
dissolved (opaque solution).

Substrate buffer: NaHCOj3 (35 mmol/l), Na,CO; (15 mmol/l), MgCl, (3 mmol/l), pH 9.6

Substrate solution: prepare always fresh by dissolving 2 pNPP-tablets in 10 ml substrate buffer

Stop solution: NaOH (0.75 mol/l)

Prepare PBS-T-BSA fresh or store at maximum for 2 days at 4°C. Hybridisation buffer may be stored at - 20°C, sterile
5x SSC at room temperature.

4. Equipment

4.1. DNA extraction

sterile, aerosol protected filtertips; 2 ml and 1.5 ml reaction vessels; micro centrifuge; block-heater for incubations at
65°C; UV-photometer; quartz-microcuvettes.

4.2 PCR
Thermocycler (with or without heated lid); thin-walled reaction vessels; sterile, aerosol protected filtertips.

4.3 ELISA

Multichannel pipet or Multipette; optional: ELISA-washer; microtiter plate reader equipped with 405 nm filter; incubator or
hybridisation oven for 37°C incubations.

5. Procedure

Precautions to prevent contaminations have to be thoroughly followed. E.g. three separate rooms and dedicated
laboratory coats and pipets should be used for extraction, PCR assembly and in particular post-amplification steps like
the hybridisation ELISA. Only aerosol protected filtertips may be used for DNA-extraction and PCR.

5.1 DNA-extraction

This DNA extraction procedure is similar to that described in ref. [2]. The two extractions (A and B) should not be
performed at the same time. All centrifugations have to be carried out at 12 000 - 15000 g. In our laboratory the
following protocol yields DNA extracts with concentrations ranging from 75 to 120 ng/pl.

5.1.1 fill 100 mg homogeneous sample in 2 ml reaction vessel

5.1.2 add 600 pl CTAB-extraction buffer, 20 pl proteinase K und 20 pl RNAse A and mix well
5.1.3 incubate for >2 h at 60 to 65°C, mix from time to time (or permanently)

5.1.4 centrifuge for 10 min

5.1.5 transfer aqueous solution (approx. 300 pl) into new 1.5 ml vessel

5.1.6 add 350 pl chloroform-isoamylalcohol and mix by vortexing

5.1.7 centrifuge for 10 min to separate phases

5.1.8 transfer aqueous solution (approx. 250 pl) into new vessel

5.1.9 add 2-fold volume CTAB-precipitation buffer

5.1.10 incubate for 60 min at room temperature (RT)

5.1.11 centrifuge for 10 min

5.1.12 discard supernatant

5.1.13 dissolve precipitate in 350 pl NaCl-solution and add 3 pl RNAse A, incubate for 5 min at RT
5.1.14 add 350 pl chloroform-isoamylalcohol

5.1.15 centrifuge for 10 min to separate phases

5.1.16 transfer aqueous solution (approx. 300 pl) into new vessel

5.1.17 add 0.8-fold volume isopropanol and mix

5.1.18 let precipitate for 30 min at RT

5.1.19 centrifuge for 10 min
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5.1.20 discard supernatant thoroughly

5.1.21 wash pellet with 500 pl 70% (v/v) ethanol

5.1.22 centrifuge for 5 min

5.1.23 discard supernatant thoroughly

5.1.24 dry DNA-pellet (be careful not to overdry)

5.1.25 dissolve DNA-pellet for 20 min at 60°C in 100 pl Tris-HCI (2 mmol/l, pH 8,5)
5.1.26

5.2 Quantitation of DNA by UV-spectrometry

In order to use each time the same amount of genomic DNA in the semi-quantitative PCR, the DNA concentration of the
extract has to be determined as precisely as possible. In this ring trial quantitation by UV-spectrometry will be used.
Estimation of DNA concentration by means of an agarose gel is not sufficient. The DNA should be free from those
impurities that affect UV-quantitation. This is indicated by a ratio of the absorptions at 260 nm and 280 nm (OD,g
/OD5g) close to 1.8. The DNA-solution used for UV-quantitation must not be used for PCR to prevent contaminations!

5.2.1 centrifuge DNA obtained in step 5.1.25 (10 min, 15 000 g)

5.2.2 transfer 90 pl (at the most) of the supernatant without disturbing the pellet into a new reaction vessel

5.2.3 dilute an aliquot 1:15 with Tris-HCI (2 mmol/l, pH 8.5), choose volume sufficient for quartz-microcuvette.

5.2.4 record ODygp, ODygp and OD3y0 using Tris-HCI (2 mmol/l, pH 8.5) as reference. Subtract OD3yo from OD,go and
OD.g, for baseline correction (Tab. 7).

5.2.5 calculate DNA concentration according to: OD,g = 1 for 1 cm optical path and a DNA-concentration of 50 ng/pl

5.2.6 adjust one aliquot of the remaining DNA-solution to 25 ng/ul by dilution with Tris-HCI (2 mmol/l, pH 8.5).

5.3 PCR

For PCR AmpliTaq Gold polymerase (Perkin Elmer) is used in an assay volume of 25 pl. In the pretrial a PCR (3
reactions) with 10* copies of competitor in the absence (competitor control) and presence (target control) of a reference
DNA extract from 0.5% GMO soybean flour (provided with the ringtrial material) will be done. As a master mix control a
PCR without any template DNA is included (Table 1). For the main trial (20 reactions) a reaction mix containing 10*
copies internal standard-DNA (competitor) per reaction is pipetted as described in Table 2. DNA from both extractions
(A and B) of the samples is analysed in parallel by PCR (using the same master mix for a total of 20 PCRs, Tab. 4 B). To
each 20 pl mastermix intended for the flour samples 5 pl DNA extract (125 ng, step 5.2.6) is added. As a reagent control
(RC A, RC B) the Tris-HCI buffer of step 5.1.25 is used. The reference DNA extract (from 0.5% GMO flour) is also
included in both PCR sets. As additional extraction controls soybean flours with 0% and 0.5% GMO content are
provided.

In PCR-cyclers without heated lid the reaction mixture is overlaid with mineral oil. The PCR-program (Tab. 3) is suitable
for most PCR-cyclers, an optimisation of the annealing temperature should normally not be necessary for the ringtrial.
For quantitation of amplicons the hybridisation ELISA (5.4) will be used. No detection of PCR products by agarose gel
electrophoresis is necessary.
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Table 1: Pretrial PCR

A) Master mix (without competitor)

reagent concentration amount  volume/ reaction  volume/

4 reactions
H,0 6.4 l 25.6 pl
dNTP mix 2.5 mmol/l 5 nmol 2u sul
10x buffer 10 x 25 10 W
Primer 35S3-bio 5 pmol/ul 10 pmol 2yl 8ul
Primer 3552 5 pmol/ul 10 pmol 2 pl sul
AmpliTaq Gold 5 U/l 05U 0.1u 0.4 ul

B) pipetting scheme

number reaction master mix  Tris-HCI (pH 8.5) template

| master mix control 15 pl 10 pl -

1] competitor control 20 ul 5u 5 ul competitor”

i target control 20l - 5 ul competitor” + 5 I

reference DNA extract

Y2 x 10° copies/pl, see 3.2.

5.4 ELISA

As a post-PCR analysis the ELISA like the agarose gel electrophoresis requires the usual precautions to prevent
contaminations!

The PCR products of the pretrial will be analysed with both probes in a hybridisation ELISA (Table 4 A). The
arrangement of the PCR products obtained in the main trial is shown in Table 4 B. PCR products of both extractions are
analysed in duplicate in the same hybridisation-ELISA. Amplicons bound in the wells of the plate are analysed with the
C-probe and T-probe, respectively. Thus for one PCR 4 wells are needed, each receiving 2 pl of the PCR product. To
reduce pipetting errors, 10 pl of the PCR product are diluted with 490 pl PBS-T. Of this prediluted mix 100 pl are added
to each of the 4 wells. In all subsequent incubations a volume of 100 pl is used as well. Between steps the wells have to
be washed three times with at least 200 pl PBS-T (using either an ELISA-washer or a multichannel pipet/Multipette). The
ELISA procedure is described in detail in Table 5.
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reagent concen-
tration
H.O
dNTP mix 2.5 mmol/l
10 x buffer 10-fold
primer 35S3-bio 5 pmol/ul
primer 35S2 5 pmol/pl
competitor DNA? 2 x 10*
copies/ul

AmpliTaq gold 5 U/ul
Tris-HCI (pH 8.5) 2 mmol/l
DNA extract 25 ng/ul

amount

5 nmol

10 pmol

10 pmol

10* copies

05U

125 ng

volume/
reaction

10.9 ul
2 ul
2.5l
2ul

2 ul
0.5 pl

0.1ul
5ul
5ul

Table 2: Scheme for pipetting of the PCR for the main trial

for 21
reactions

228.9 ul
42 pl
52.5 ul
42 pl
42 pl
10.5 pl

2.1 4l

CIERS

Omaster mix
(20 pl/reaction)
0

O
reagent control?
samples, reference DNA

1

Table 3: PCR program

final elongation 05:00

step time / min:s
initial denaturation 10:00
denaturation 00:30
annealing 00:30
elongation 01:00

temperature / °C

94
94
55
72
72

competitor DNA as provided with the reagents
2 reagent controls RC A and RC B contain only buffer used for dissolving the DNA

O

050 cycles

g
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Table 4: Arrangement of the samples on the plate

blank:
RC:
0%:
0.5%:
Ref:

PBS-T instead of PCR-products as ELISA blank
PCR-reagent control

Negative control, 0% GMO

Positive control, 0.5% GMO (close to the threshold level)
Reference DNA extract (0.5% GMO)

Note that ELISA strips should be labelled to allow identification.

A) pretrial

1 2
A blank O
B pretrial | (TT-probe
C pretrial Il O
D pretrial 11l O
E [bank o
F pretrial | 0C-probe
G pretrial Il O
H pretrial 11l O
B) main trial

T-probe C-probe

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A blank 1 Sample 1A  Sample5A |blank 1 Sample 1A Sample 5 A
B blank 2 Sample 1B Sample 5B |blank 2 Sample 1B Sample 5B
c RC AY Sample2A  Sample 6 A |RCAY Sample 2A  Sample 6 A
D RC BY Sample 2B Sample 6B |RC BY Sample 2B Sample 6 B
E 0% A Sample 3A Ref AV 0% A Sample 3A Ref AY
F 0% B Sample 3B RefBY 0% B Sample 3B Ref B
G 0.5% A Sample 4 A Pretrial I1? 0.5% A Sample 4 A Pretrial 11
H 0.5% B Sample 4B Pretrial II” |0.5% B Sample 4B Pretrial III?

Ytwo PCRs with

the same solution (Tris/HCI or template)

Irepeated measurement of PCR product from pretrial (additional control of ELISA)
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Table 5: ELISA procedure

No step solution incubation®

1 predilution mix 10 pl PCR product with 490 pl PBS-T

2 binding add 100 pl prediluted PCR mix 30 min, RT

(= 2 yl PCR product) to wells

3 x wash? PBS-T RT

3 denaturation 0.2 mol/l NaOH 5 min, RT
3 x wash PBS-T RT

4 hybridisation 20 pmol/ml T- or C-probe in hybridisation buffer 30 min, 37°C
4 x wash PBS-T RT

5 immuno anti-Dig-Fap-AP-conjugate 1:1000 in PBS-T-BSA 30 min, RT
detection
4 x wash PBS-T RT

6 colour reaction pNPP (1 mg/ml) in substrate buffer”; measure 20 - 60 min, 37°C

plate at 405 nm after 20 min; repeat until highest
OD4o5 values (e.g. reagent controls with C-probe)
are above 1

7  stop 0.75 mol/l NaOH RT
8 final reading document absorptions at 405 nm”®

Y Incubations (100 pl) may be done with or without shaking.

2 All wash steps should be done with at least 200 pl. After incubations or washing steps
the microtiter wells are emptied by means of an ELISA washer or by flicking the plate
over a sink. To remove residual washing buffer after the last wash step, plates should
be hit on a wad of paper towels. Always use a fresh paper towel on top.

3 dilute stock solution (20 pmol/l) 1:1000 in hybridisation buffer. Pipet probes as
indicated in Table 4.

4 prepare fresh (10 min before use)

% ELISA-blanks are typically < 0.1 ODags.
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7. Evaluation

7.1 UV-quantitation
Results of the UV-measurements have to be documented in Table 7.

7.2 ELISA measurements

From each ELISA double determination (OD1", OD2 for T-probe, OD1¢, OD2° for C-probe) means OD" and OD® and
deviation from mean AOD' = 0OD'™-OD1'0 (and analogous for AOD) are calculated. These are documented in Table 8.
In the pretrial no significant signal should be obtained with both probes for the pretrial | product. Product Il should yield a
significant signal only with the C-probe, product Il with both probes. In the main trial, the reagent blank (RC A and RC B)
and the 0% control flour should give a signal close to the ELISA blank (Table 8B) with the T-probe (OD"). On the other
hand, here the C-probe should yield a signal (OD°) clearly above the blank (internal amplification control). Signals with
both probes are considered as significant if OD > 2 X ODg sabiank- Since ELISA blanks are slightly different with both
probes, signals have to be compared with their corresponding blanks (OD"gyisa piank OF OD eLisa biank). Moreover, signals
for the positive controls (0.5% flour and reference DNA extract) have to be significantly higher than ELISA blanks for
both, the T-probe (OD") and the C-probe (OD°).

7.3 Criteria for evaluation

In preliminary experiments a threshold level, defined as the GMO content yielding identical signals for both probes in the
PCR-ELISA (OD" = OD), of 0.4% + 0.2% has been established. This trial aims to classify soybean flour containing 0%,
0.1%, 1% and 2% GMO into three different categories relative to the threshold level by simply comparing oD"and OD°
(Tab. 6). Since close to the threshold level of 0.4% no reliable discrimination is possible by this approach, flour with 0.5%
GMO is only included as positive control. The final classification of the samples has to be indicated in Table 9.

Table 6: Classification of samples

criterion® category

OD" = OD g s piank aNd ODE >> OD g isapak  GMO-free samples

ODeusabiank < OD'< OD® GMO content < 0.4%, but GMO positive
oD' > oD° GMO content > 0.4%

Yfor criteria of significance see 7.2

7.4 Troubleshooting

1. If OD1 and OD2 for one sample deviate so much, that a clear classification becomes impossible, analysis by ELISA
has to be repeated.

2. If samples without target signal yield no significant competitor signal or if results for extractions A and B lead to
different classifications, the PCR should be repeated (including RC and 0.5% positive control). This is not necessary
for the positive control flour (0.5% GMO) and the reference DNA extract, due to the chosen threshold level.

3. If for a certain sample still no unambiguous result is obtained, a third DNA extraction has to be performed to reach a
decision. All three extracts of this sample have then to be analysed simultaneously by PCR-ELISA (including controls
as above). Moreover, DNA extractions have to be repeated as well, if an insufficient amount of DNA has been
isolated.
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8. Documentation
Please send results to:

Dr. Torsten Borchers

Institut fur Chemo- und Biosensorik
Mendelstr. 7

48149 Munster

Germany

Fax: +49-251-980 2890

Laboratory:

Thermocycler:
Microtiterplate reader:

Table 7: UV-quantitation

Sample OD260 corr/ OD2gocor  DNA conc. (ng/pl)
0% AY : : :
———————— ]
0% B | | |
| | |
________ L |
0.5% A | | I
———————— T
0.5% B | I |
———————————————————— |
Sample 1 A ! I I
———————————————————— e |
Sample 1B ! I I
———————————————————— oo
Sample 2 A ! I I
———————————————————— oo
Sample 2B ! I I
———————— et S s
Sample 3A ! I I
———————— ]
Sample 3B ! ! !
———————————————————— B |
Sample 4 A | I I
———————————————————— e
Sample 4B | I I
———————————————————— |
Sample 5 A | I I
———————————————————— |
Sample 5B | I I
———————————————————— oo
Sample 6 A ! I I
———————————————————— oo
Sample 6 B : I I

YOD 260 con= OD260-OD320, OD2g0 con= OD20-OD3zo
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-11-

oD2° oD® aoD°

ob1°

min
ob"  poD"

op2’

op1’

time for colour reaction: ..........

Sample

ELISA blank

T S A

e S E

pretrial |

R Tl CEE R

pretrial Il

T R

pretrial 11l

Table 8 B: ELISA results for main trial

min

time for colour reaction: ..........

oDp2° obp®  aoD°

oD1°

op2" ob" aoD’

ob1’

Sample

see below

see below

r——"T T T T T T~

Sample 1 A
Sample 1B
Sample 2 A
Sample 5 A
Sample 5B
Sample 6 A
pretrial 11l

=4):

mean = SD of ELISA blanks (n

e e e |
DL L e

e B R B E . |
L L e I |

+l

C .
OD™eusablank -+

ODEvisa biank © -+
please document repeated experiments accordingly
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Table 9: Classification of samples

please indicate (X) your final decision according to results of Tab. 8 and criteria of Tab. 6 taking into account both
extractions and any repeated experiment (see 7.4):

Sample GMO content 0%  GMO content GMO content
< 0.4%, but positive > 0.4%

1
0% control 1 | | |

T S Fom Fo—mm - 1
0.5% control” ! ! ! !
1 | i i i
__________ .- ___ - - ____1
- - — A
2 1 | | |
__________ .- - 1
- - - i
3 1 1 1 1
—————————— et I e
4 1 1 1 1
—————————— e e
5 1 | | |
—————————— R S
6 1 1 1 1
1 | | |
Yextractions A and B for the 0.5% control sample may lead to different classifications due the chosen threshold level
of 0.4%.

Date Signature
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Elektronischen Version: keine weitere Daten dargestellt
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