Novel Food Verordnung (EC) Nr. 258/97
Kennzeichnung und Nachweisverfahren von neuartigen Lebensmitteln
KI.-D. Jany*, C. Kiener, G. Tomicic und R. Greiner*
Molekularbiologisches Zentrum der Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung, Karlsruhe
* Wissenschaftlerkreis Griine Gentechnik

Einleitung

Die Gentechnik hat in den letzten beiden Jahr-
zehnten die Biotechnik innovativ weiterentwickelt. In
einigen Wirtschaftsbereichen, wie z.B. Pharma und
Chemie, werden gentechnische Verfahren in Pro-
duktionsverfahren bereits erfolgreich eingesetzt.
Weltweit findet die Gentechnik gegenwértig in ar-
nehmendem MaRe Eingang in die Lebensmittel-
und Agrarproduktion. Nach allen Schatzungen wird
sie hier ihr groRtes Anwendungsgebiet finden, aber
gerade in der Bundesrepublik Deutschland wird
kaum ein Thema so kontrovers diskutiert wie der
Einsatz der Gentechnik im Ernahrungsbereich.

Verbraucher haben ein groRes Informationsbediirf-
nis und das Recht zu erfahren, wie ihre Lebensmit-
tel hergestellt werden und was sie enthalten.
Verbraucher erwarten und fordern deshalb, daf3
unter Einsatz der Gentechnik hergestellte Lebens-
mittel und Lebensmittelzutaten umfassend gekenn-
zeichnet werden. In der Diskussion zum Inver-
kehrbringen gentechnisch modifizierter Lebensmittel
und Lebensmittelzutaten stehen Kennzeichnungs-
pflicht und Nachweis im Vordergrund.

Novel Food Verordnung

Die Novel Food Verordnung, Verordnung (EG) Nr.
258/97 des Européischen Parlaments und des Ra-
tes Uber neuartige Lebensmittel und Lebensmittel-
zutaten, die am 15. Mai 1997 in Kraft trat und direkt
in nationales Recht Gberging, regelt in der Européi-
schen Union das Inverkehrbringen neuartiger
Lebensmittel und Lebensmittelzutaten. Mit der
Verordnung werden einerseits fiir das Inver-
kehrbringen einheitliche Bewertungsmafstabe fiir
die gesundheitliche Unbedenklichkeit der Erzeug-
nisse angewandt sowie ein umfassender vorbeu-

gender Verbraucherschutz gewéhrleistet. Die Novel
Food VO umfaf3t 15 Artikel und kann in die Bereiche
Anwendung,
Inverkehrbringen und
Etikettierung unterteilt werden.

Anwendungsbereich

Lebensmittel und Lebensmittelzutaten, die unter
den Anwendungsbereich der Novel Verordnung
fallen, miissen zwei Kriterien entsprechen: Sie diir-
fen im EU-Raum noch nicht im nennenswertem

Umfang fir den menschlichen Verzehr verwendet

worden sein und sie miissen zusatzlich unter eine

von sechs definierte Gruppen von Erzeugnissen
fallen (Art. 2). Es sind Lebensmittel und Lebens-
mittelzutaten,

a) die lebende gentechnisch verénderte Organis-
men im Sinne der Richtlinie 90/220/EWG ent-
halten oder aus solchen bestehen;

b) die aus gentechnisch veranderten Organismen
gewonnen werden, jedoch diese nicht mehr ent-
halten;

c) die neue oder gezielt veranderte primare Mole-
kilstrukturen aufweisen;

d) die aus Mikroorganismen, Pilzen oder Algen
bestehen oder aus diesen isoliert worden sind;

e) die aus Pflanzen bestehen oder aus Pflanzen
isoliert worden sind, und aus Tieren isolierte Le-
bensmittelzutaten, auBer solchen, die mit her-
kémmlichen Vermehrungs- oder Zuchtmethoden
gewonnen wurden und die erfahrungsgeman als
unbedenklich gelten kénnen;

f) bei deren Herstellung ein nicht tbliches Verfah-
ren angewandt worden ist und bei denen dieses
Verfahren eine bedeutende Verénderung in ihrer
Zusammensetzung oder Struktur bewirkt hat,
was sich auf ihren Nahrwert, ihren Stoffwechsel
oder auf die Menge an unerwiinschter Stoffen im
Lebensmittel auswirkt.
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Tab. 1: Kategorien von neuartige Lebensmittel und Lebensmittelzutaten

Gruppe von Lebensmittel

Beispiele

Gentechnisch-hergestellte Lebensmittel
(Gruppe a)

(Gruppe b)

Tomaten, Maiskomer, Apfel,Kase mit GV*-Edelschimmel,
Joghurt mit GV*-Milchsaurebakterien

Enzyme, Aminosauren, Vitamine, Hormone, Stérken, Ole,
Zucker

Zutaten mit neuen Strukturen (Gruppe c)
Lebensmittel aus nicht traditionellen Rohstoffen
(Gruppe d)

Produkten aus fremden Kulturkreisen

(Gruppe €)
Neue technische Verfahren an traditionellen Le-
bensmitteln (Gruppe )

Fettersatzstoffe, StRungsmittel, nicht Ubliche
Kohlenhydrate
Single Cell Proteine, Algen, Plankton, Lupinenmehl

Gerostete Heuschrecken, Kéferlarven, exotische Meeres-
friichte oder Obst und Gemiise

Hochdruckpasteurisierung, Oberflachensterilisierung durch
energiereiche Lichtblitze

GV - gentechnisch veréndert

In Tabelle 1 sind die Gruppen der neuartigen le-
bensmittel mit einigen Beispielen aufgefiihrt. Die
Novel Food VO stellt kein neues EU-Gesetz fiir
gentechnisch hergestellte Lebensmittel dar, son-
dern regelt das Inverkehrbringen einer groRen Pa-
lette unterschiedlichster Lebensmittel und -zutaten.

Nicht unter die Novel Food VO fallen Zusatzstoffe
(RL 89/107/EWG), Aromen zur Verwendung bei
Lebensmitteln (RL 88/388/ EWG) sowie Extrakii-
onslosungsmittel zur Herstellung / Verarbeitung von
Lebensmitteln (RL 88/344/ EWG); sie werden noch
durch die aufgefiihrten EU-Richtlinien geregelt. Fir
das Inverkehrbringen dieser Erzeugnisse missen
jedoch die gleich hohen Sicherheitsstandards wie
sie in der Novel Food VO gefordert sind, eingehal-
ten werden. Diese Erzeugnisse waren somit auch
von der Kennzeichnungsregelung (Art. 8) ausge-
nommen. Mit Inkrafttreten der Verordnung (EC) Nr.

50/2000 im Friihjahr 20000 werden jedoch nun Zu-
satzstoffe und Aromen auch von den Etikettierungs-
vorschriften nach der Novel Food Verordnung er-

faft.

Verfahren zum Inverkehrbringen

Auf die Verfahren zum Inverkehrbringen soll hier
nicht n&her eingegangen werden. Die Novel Food
Verordnung unterscheidet entsprechend der Ver-
haltnismaRigkeit und der mdglichen Gefahrdungs-
potentiale zwischen einem Anmelde- und Zulas-
sungsverfahren (Notifizierung und Genehmigung).
In beiden Verfahren sind die Regularien einzuhal-
ten. Neuartige Lebensmittel und Lebensmittelzuta-
ten dirfen nur dann in Verkehr gebracht werden,
wenn sie,
keine Gefahr fuir den Verbraucher darstellen,
keine Tauschung des Verbrauchers bewir-
ken, und
sich von traditionellen Produkten, die sie
ersetzen sollen, nicht so unterscheiden, dal
ihr normaler Verzehr Ern&dhrungsmaéngel fur
den Verbraucher mit sich bréachte. (Art. 3)
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Etikettierung

Etikettierung

In Artikel 8 sind die speziellen Etikettierungsanfor-
derungen festgelegt. Sie gelten nattirlich fir alle
neuartigen Lebensmittel; sie sind nicht speziell
auf gentechnisch modifizierte Erzeugnisse aus-
gerichtet. In Tabelle 2 sind die Kennzeichnungs-
kriterien aufgelistet.

Tab. 2: Kennzeichnung neuartiger Lebensmittel und
Lebensmittelzutaten

Gekennzeichnet werden Erzeugnisse,

+ die lebende GVO darstellen oder enthalten

+ die Allergien verursachen konnen

+ gegen die ethische Bedenken bestehen

+ die keine Gleichwertig zu vergleichbaren tradit-
onellen Produkte
» in der Zusammensetzung,

» im Nahrwert, in der nutritiven Wirkung,
> im Gebrauch, usw.

aufweisen.

Informiert werden Verbraucher uber die Verande-
rung und das Verfahren,
Die Etikettierung gilt sowohl flir verpackte als auch
fur offene Ware sowie flir Lebensmittel aus der
Gemeinschaftsverpflegung

Grundsétzlich missen alle Lebensmittel und Le-
bensmittelzutaten gekennzeichnet werden, die le-
bende GVO sind oder solche enthalten. Die ur-
springlich vorgesehene Ausnahmeregelung fir
agronomische Merkmale wurde gestrichen. Somit
missen insektenresistente Kartoffeln oder herbi-
zidtoleranter Weizen als GVO kenntlich gemacht
werden, wenn sie auf den gemeinsamen Européi-
schen Markt kommen.

Lebensmittel und -zutaten miissen gekennzeichnet
werden, die sich von vergleichbaren traditionellen
Lebensmitteln unterscheiden, d. h. wenn sie nicht
gleichwertig sind (Artikel 8, Absatz 1a). Die
Verbraucher sind zu informieren Uber ,alle Merk-
male oder Ermdhrungseigenschaften, wie Zusam-

mensetzung, Nahrwert oder nutritive Wirkungen,
Verwendungszweck des Lebensmittels, die dazu
fihren, daf ein neuartiges Lebensmittel oder -zutat
nicht mehr einem bestehenden Lebensmittel oder -
zutat gleichwertig ist.

Ein neuartiges Lebensmittel oder -zutat gilt als nicht
mehr gleichwertig im Sinne des Artikels, wenn
durch eine wissenschaftiche Beurteilung auf
Grundlage einer angemessenen Analyse der vor-
handenen Daten nachgewiesen werden kann, dal
die gepriften Merkmale Unterschiede gegeniber
konventionellen Lebensmitteln oder -zutaten auf-
weisen, unter Beachtung der anerkannten Grenz-
werte flr natiirliche Schwankungen dieser Merk-
male.

Als nicht mehr gleichwertig werden nach diesem
Artikel Lebensmittel angesehen, bei denen Unter-
schiede zu den vergleichbaren traditionellen Er-
zeugnissen bestehen. Die Unterschiede missen
sich analytisch nachweisen lassen und /oder auf der
Basis einer wissenschaftlichen Beurteilung festge-
stellt werden. Offen ist allerdings die Frage nach
den Kriterien fur die Gleichwertigkeit und den Ana-
lysenmethoden. Gerade die Analysenmethoden
mussen im Zusammenhang mit der Kennzeichnung
gesehen werden, denn aus dem Vergleich von A-
nalysendaten (traditionelles / gentechnisch modifi-
ziertes Produkt) wird die Nichtgleichwertigkeit fest-
gestellt.

Entscheidend fiir die Kennzeichnung ist die Nicht-
gleichwertigkeit, der nachweishare Unterschied im
Lebensmittel bzw. in der Zutat oder dem Zusatz-
stoff. In Bezug auf gentechnisch modifizierte Er-
zeugnisse bedeutet dies, dafll der Unterschied ur-
séchlich auf dem gentechnischen Verfahren beru-
hen muR. Unterschiede, die sich lediglich aus der
biologischen Schwankungsbreite ergeben, brau-
chen nicht kenntlich gemacht werden.

Keine Kennzeichnung ist fiir Erzeugnisse erforder-
lich, die sich als gleichwertig zu den konventionellen
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Produkten erwiesen haben, d.h. es lassen sich kei-
ne stofflichen oder erndhrungsphysiologischen Un-
terschiede zwischen den Produkten feststellen. Aus
diesem Grunde ist auch fur das nach der Novel
Food VO zugelassene raffinierte Ol aus transgenem
Raps, Mais oder transgenen Soja keine Kennzeich-
nung erforderlich; es wurde sowohl in der Sicher-
heitsheurteilung auch als in der stofflichen Zusam-
mensetzung als gleichwertig zu den jeweiligen tra-
ditionellen Olen bewertet.

In der Novel Food VO wird eine produkt- und ver-
fahrensspezifische Kennzeichnung vorgeschrieben;
diese kommt der notwendigen Verbraucherinforma-
tion naher als die oft geforderte alleinige verfah-
rensspezifische Etikettierung.

In der Prdambel zur Novel Food Verordnung wird
ausdriicklich darauf hingewiesen, dal3 auch eine
Kennzeichnung derart erfolgen kann, dal? das le-
bensmittel oder die Zutat kein neuartiges Erzeugnis
im Sinne der Verordnung darstellt. Auch eine Aus-
lobung mit ,Gentechnikfrei* ware mdglich. Diese
Kenntlichmachung kann jedoch problematisch wer-
den. Bis heute sind die Begriffe ,Gentechnikfrei”
oder ,Ohne Gentechnik” in der Europdischen Union
noch nicht einheitlich definiert und es fehlen eine
gesetzliche EU-Regelung. Gegenwartig werden die
Begriffe sehr restriktiv verstanden. Deutschland,
Osterreich, die Niederlande und die Schweiz haben
nationale Regelungen eingefilhrt. Der Produzent /
Vertreiber mul? lickenlos nachweisen kénnen, daf3
in keinem Herstellungsschritt - vom Rohstoff bis
zum Endprodukt - die Gentechnik in keinerweise
Weise bei dem Lebensmittel eine Rolle gespielt hat,
damit das Produkt als gentechnikfrei bzw. "Ohne
Gentechnik" etikettiert werden kann.

Im Laufe der Zeit wurden weitere Verordnungen
und Richtlinien zur Etikettierung erlassen. Dies war
inshesondere durch die allgemeine Verkehrsfahig-
keit von verarbeiteten Soja- und Maisprodukten aus
den entsprechenden transgenen Pflanzen notwen-
dig geworden. Hier ist die Ergdnzungsverordnung
(EG) Nr. 1813/97 und die Abldseverordnung

(EG)1139/98 hervorzuheben. Beide Verordnungen
beziehen sich zwar nur auf die Etikettierung von
Erzeugnissen aus RR-Sojabohnen und aus Bt-176
Mais, aber sie sind richtungsweisend fir alle weite-
ren Produkte, die nach der Novel Food Ordnung
zugelassen werden.

Richtungsweisend fiir die wissenschaftliche Beur-
teilung der Nichtgleichwertigkeit zwischen neuart-
gen und konventionellen Lebensmitteln und Le-
bensmittelzutaten sind die Ausfihrungen zum DNA-
und Proteinnachweis. Hiernach soll primér das Vor-
handensein der rDNA das Kriterium der Nicht
gleichwertigkeit erfiillen. Hierdurch werden ganz im
Sinne der Verbraucherinformation eine sehr groRRe
Anzahl von Lebensmitteln und Lebensmittelzutaten
erfafit.

Erst wenn die Identifikation der rDNA versagt, soll
das Proteinkriterium zum Tragen kommen. Da DNA
in  Verarbeitungsprozessen recht leicht che-
misch/enzymatisch hydrolysiert werden kann, wiirde
die Proteinanalytik den Etikettierungsumfang erheb-
lich erweitern.

Lebensmittel oder Lebensmittelzutaten aus gen-
technisch verdndertem Soja oder Mais missen
immer dann gekennzeichnet werden, wenn sich das
neueingefiihrte Protein oder die neueingefiihrte
DNA im Endprodukt nachweisen 1aRt. In diesen
Féallen muR eine Kennzeichnung mit ,aus genetisch
veranderten Sojabohnen hergestellt bzw. ,aus ge-
netisch veranderten Mais hergestellt* erfolgen. Die
Kennzeichnung muf® im Rahmen der Zutatenliste
erfolgen und die SchrifigroBe des Kennzeich-
nungswortlauts mu3 der SchriftgréfRe der Zutaten-
auflistung entsprechen.

Es miissen nicht beide neuen Komponenten nach-
gewiesen werden. Aber falls sich die neueingeflhrte
DNA nicht nachweisen laRt, muf® noch nachgewie-
sen werden, daB in dem Produkt nicht doch noch
das neue Protein enthalten ist. Erst wenn mit beiden
Nachweisverfahren keine der beiden Komponenten
nachgewiesen werden kann, entfallt eine Kenn-
zeichnungspflicht. Dies bedeutet, daf ein Lebens-
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Etikettierung

mittelhersteller ein Endprodukt nicht kennzeichnen
muf3, wenn er einen Rohstoff z.B. aus Roundup-
Ready-Soja in technischen Verfahren so modifiziert,
daR weder das neue Protein noch die neue DNA
nachweishar sind. Dies wiirde fir ein salzsdure-
hydrolysiertes Sojaprotein als Wiirze zutreffen; es
miBte somit nicht gekennzeichnet werden. Das
gleiche Sojaprotein miRte aber gekennzeichnet
werden, wenn es schonend mit Hilfe von Enzymen
in Bruchstiicke gespalten wiirde.

In der Abléseverordnung (EG) Nr. 1139/98 wurde
die Einfuhrung eines Schwellenwertes fiir die Aus-
l6sung der Kennzeichnungspflicht fir Soja- und
Maisprodukte angekiindigt. Ende Oktober 1999
wurde ein Schwellenwert von 1% gentechnisches
,Material* bezogen auf eine einzelne Lebensmittel-
zutat oder Lebensmittel aus/mit einer einzigen Zutat
fur eine zuféllige unbeabsichtigte oder technolo-
gisch unvermeidbare Kontamination mit GVO-
Bestandteilen festgelegt. Fir die Kontamination mit
GVO-Material muR der Inverkehrbringer glaubhaft
nachweisen, dal? die ,Verunreinigungen* tatséchlich
technologisch unvermeidbar waren bzw. zuféllig

Tab.3: Kennzeichnung von Lebensmitteln

und unbeabsichtigt in das Lebensmittelerzeugnis
gelangt sind.

Der Schwellenwert von 1% soll auch fir alle weite-
ren -Produkte aus GVO gelten, die entsprechend
der Novel Food Verordnung spater zugelassen
werden. Die Verordnung zum Schwellenwert von 1
% hat seit April 2000 Rechtskraft. (Verordnung (EC)
Nr.49/2000). Fir Zusatzstoffe und Aromen gilt Ver-
ordnung (EC) 50/2000. Hier ist der Schwellenwert
nicht ausdriicklich aufgefiihrt.

Fur die Vermeidung der Kennzeichnung muf3 nun
der Inverkehrbringer den Schwellenwert einhalten
und zusatzlich den Nachweis erbringen, daR die
rDNA (Protein) unbeabsichtigt bzw. technologisch
unvermeidbar in das Endprodukt gelangt ist. Damit
fallt allerdings die bewufte Nutzung von GVO-
Ausgangsmaterial nicht unter die Schwellenwertre-
gelung von 1% und entbindet nicht von einer Kenn-
zeichnungspflicht. Fir eine erhdhte Rechtssicher-
heit ware jedoch fiir alle Produkte ein Schwellen-
wert von 1% angebracht gewesen.

In Tab. 3 ist die Kennzeichnungsproblematik ent-
sprechend der Rechtslage zusammengefafit.

Lebensmittel, | ehensmittelzutaten

(Zusatzstafte, Aromen, Fnzyme }

Produkie® aus GVO sind im Lebensmitie] enthullen
OVOwurden zur Verarbeining eingesetzt.

Kontamination

“echnolooisch un-
vermeidbar

Keine bewulile Negativ- "
" Hm‘ilhrung” mir liste mil rlDINA
der Gentechnik
unbsabsichiigt
Spurcn von rDDNA s unvermeidbar
unbiahsic gl hercirng Kleiner 1 %
zufallip

Kontamination Nachweis von
mil. rINA rDNA
o oder
unbeabsichigt Protein

unvermeidbar
Bewulle Nulzung

griBer 1 % || (ivO-Produkten

Schwellenwert 1 %

"Ohne Genteebuik"

Keine Kennzeichung

Verpflichtende Kennzeichnung:
" Hergestellt aus ((7VO* )"

ol BI3E, Borm 1999
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Kennzeichnung ,,Ohne Gentechnik*

Nach der Novel Food Verordnung ist auch eine
Etikettierung ,gentechnikfrei* maglich. Einer solchen
freiwilligen Kenntlichmachung stehen grundsétzlich
keine gesetzlichen Hindernisse entgegen. Eine ra-
sche Klarung des Begriffes ,gentechnikfrei* durch
die EU-Kommission ware notwendig. Die Definition
und die Bedeutung von ,gentechnikfrei* wird stark
von der Einstellung der Offentlichkeit zur Gentech-
nik abhangen. Unter ,gentechnikfrei, kénnte ver-
standen werden, daf? das Lebensmittel

a) wahrend seiner Genese in keiner Weise mit
der Gentechnik in Bertihrung gekommen ist,
b) keine isolierten Produkte oder Bestandteile
aus GVO enthélt,
c) keine rekombinierte DNA enthdlt.
Der Punkt c) ist zwar leicht Uberpriifbar, aber wiirde
der Bedeutung von ,gentechnikfrei* nicht genlge-
leisten und sehr leicht an die Grenze der Verbrau-
chertauschung filhren. So kénnte z.B. durch eine
technische Bearbeitung ein Proteinisolat oder Leci-
thin aus transgenen Sojabohnen frei von rDNA ge-
macht werden, aber das Erzeugnis wére kein Pro-
dukt ,Ohne Gentechnik®. Ahnliches wiirde fiir Kase
gelten, bei dem die Milch mit Chymosin aus GVO
dickgelegt wurde. Bei noch weiterem Aushau der
PCR-Empfindlichkeit werden sich in naher Zukunft
generell in allen Lebensmitteln Spuren von rDNA
nachweisen lassen konnen.

Punkt b) bezieht sich auf alle mit oder aus GVO
gewonnenen Produkte (Enzyme, Vitamine, Amino-
sduren, Starke, Zucker, Ol, Protein, Lecithin). Alle
diese Produkte entsprechen gegenwartig den tradi-
tionellen Erzeugnissen; sie sind nicht gentechnisch
verandert. Eine Absicherung, dal’ solche Produkte
nicht aus GVO stammen, kénnte durch eine auf-
wendige, strenge, behérdliche Uberwachung und
technische Verfahrensumstellungen mindestens
teilweise erreicht werden. Dennoch kann kaum g-
mand eine Garantie fir die Richtigkeit der Kenn-
zeichnung ,gentechnikfrei* abgeben.

Punkt a) kéme den Vorstellungen vielen Ver-
brauchern und Kritikern der Gentechnik sicherlich am
néachsten. Allerdings ist eine solche Forderung kaum
realisierbar. Kiihe, die mit einem Futter gefiittert wer-
den, das Anteile von transgenen Pflanzen (z.B. Soja-,
Mais-, Rapsschrot) enthdlt, liefern traditionelle(s),
nicht gentechnisch veranderte(s) Milch oder Fleisch.
Sie und die davon abgeleiteten Erzeugnisse sind
gentechnisch unmodifiziert. Eine &hnliche Sachlage
ergibt sich fir die fermentative Gewinnung von E-
zymen aus konventionellen Mikroorganismen. Die
meisten Fermentationsmedien enthalten heute iso-
lierte Produkte aus GVO. Die Produktionsorganismen
verstoffwechseln diese und integrieren sie in zellei-
gene Komponenten, z.B. als Aminosauren in Proter
ne. Weder die Produktionsorganismen noch die En-
zyme sind gentechnisch modifiziert und erst recht
nicht Lebensmittel, die mit solchen konventionellen
Enzymen verarbeitet wurden. Hier stellt sich zwin-
gend die Frage, ob konventionelle Enzyme als ,gen-
technikfrei* bezeichnet werden durfen. Ahnliches
wiirde auch flir Maisstarkehydrolyseprodukte gelten,
die Lebensmitteln zugesetzt werden. Ein Erfri
schungsgetrank mit solchem Fructosesirup ist kein
gentechnisch modifiziertes Getrénk. Es wére vom
wissenschaftlichen Standpunkt als ,gentechnikfrei* zu
bezeichnen. Dennoch sind diese Produkte irgendwie
mit der Gentechnik in Berlihrung gekommen und
dirfen, im Sinne der Vermeidung von Verbraucher-
tauschung, nicht als ,Ohne Gentechnik® gekenn-
zeichnet werden.

Im Oktober 1998 trat die nationale Verordnung zur
Anderung der Neuartigen Lebensmittel- und Le-
bensmittelzutaten Verordnung in Kraft. Nach dieser
Verordnung dirfen nur Lebensmittel, die auf keiner
Stufe der Herstellung nachweislich mit der Gen-
technik in Berilhrung gekommen sind, mit ,Ohne
Gentechnik* gekennzeichnet werden. Eine Auslo-
bung mit ,gentechnikfrei* ist nicht statthaft. ,Ohne
Gentechnik* bedeutet hier, daf weder Rohstoffe
aus transgenen Pflanzen, noch Enzyme oder Zu-
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satzstoffe, Aromen usw. aus gentechnisch verén-
derten Mikroorganismen fiir die Lebensmittelher-
stellung verwendet werden diirfen.

Wie bereits erwahnt, werden bei der Fermentation
von konventionellen Hefen und Mikroorganismen
Aminosduren, Vitamine und andere Produkte aus
GVO als Nahrstoffe eingesetzt. Diese Organismen
sind damit mit der Gentechnik in Beriihrung ge-
kommen und somit auch alle weiteren Folgepro-
dukte. Dies bedeutet, daf? z. B. Bier und Hefeteig-
waren nicht mit ,Ohne Gentechnik* ausgelobt wer-
den diirfen, auch wenn alle anderen Rezepturbe-
standteile nicht aus der Gentechnik stammen. Am
Beispiel Bier soll dies verdeutlicht werden. Bislang
konnen Brauereien keine transgene Hefe, Gerste
oder transgenen Hopfen einsetzen, da diese Grund-
stoffe noch nicht zur Verfligung stehen. Das Bier
kann jedoch nicht als ,Ohne Gentechnik* gekenn-
zeichnet werden, da die Brauhefe wéhrend der
Fermentation mit der Gentechnik in Berlihrung ge-
kommen ist; das Bier ist und darf auch nicht als ein
gentechnisch veréndertes Getrénk angesehen wer-
den.

Auch in der Tierhaltung diirfen keine Futtermittel
oder Futtermittelzutaten aus GVO Organismen ein-
gesetzt werden. Ahnliches wie beim Bier gilt sicher-
lich auch fiir Lebensmittel, die Milch- oder Eipro-
dukte enthalten, da seit 1996 im zunehmenden Ma-
Re Tierfutter mit transgenem Soja (Schrot, Olpress-
kuchen), Mais (Corngluten) und Rapsélpresskuchen
verwendet wird.

Die Verwendung von Arznei- oder Impfmitteln aus
GVO fir die Gesunderhaltung des Tierbestandes
haben grundsétzlich keinen negativen EinfluR auf
die Kennzeichnung. Ein chemischer Nachweis des
Einsatzes von transgenem Futter ist im tierischen
Endprodukt nicht mdglich. Hier muf? man sich auf
die Aufzeichnungspflicht des Landwirts und den
Erklarungen der Futtermittellieferanten verlassen.
Der Landwirt ist nicht verpflichtet, DNA-Nachweise
fur die Futtermittel durchfiihren zulassen. Solange
ein Landwirt seine Nutztiere mit Futter aus nach-

weislich nicht transgenen Pflanzen oder mit Zusét
zen von Enzymen, Vitaminen oder Aminosduren
aus Nicht-GVO fiittert, kann er die Erzeugnisse mit
,Ohne Gentechnik" ausloben.

Spuren von neu eingefihrter DNA dirfen aber auch
in Lebensmitteln ,Ohne Gentechnik” vorhanden
sein, solange nachgewiesen werden kann, daf3
diese rDNA unbeabsichtigt oder aufgrund unver-
meidbarer technischer Gegebenheiten in das Pro-
dukt gelangt ist. Letztes wére z. B. beim Sammeln
und Transport von konventionellem Soja in Silos
und Schiffen, die zuvor transgenen Soja enthielten,
der Fall. Hier ist es unter wirtschaftlichen Bedingun-
gen technologisch unméglich, eine Reinigung zu
erzielen, die eine ,Gentechnikfreiheit* garantieren
wiirde.

Nur bei liickenlosem Nachweis, daf alle Lebens-
mitteloestandteile oder Zutaten usw. nie mit der
Gentechnik in Berlihrung gekommen sind, ist eine
Auslobung mit ,Ohne Gentechnik” erlaubt. Bereits
bei begriindeten Zweifeln der Gentechnikfreiheit
von Zutaten kann die Kennzeichnung ,Ohne Gen-
technik* untersagt werden.

Das unbeabsichtige Einbringen von Spuren von
rDNA bzw. der Spurennachweis wird eine besonde-
re Bedeutung fiir Lebensmittel erhalten, bei denen
rDNA z.B. iiber Pollenflug, Staublbertragung, Ver-
arbeitungswege usw. eingetragen wurde.

Gegenwartig sind kaum Erzeugnisse mit der Kenn-
zeichnung ,Ohne Gentechnik* auf dem deutschen
Markt aufgetaucht. Offensichtlich kann kein Roh-
stofflieferant oder Lebensmittelhersteller eine Ga-
rantie abgeben, daf seine Produkte absolut frei von
,Gentechnik* sind. Vereinzelt wurden in Handels-
ketten und Wochenmérkten Kartoffeln, Zwiebeln,
Apfel, Kopfsalat usw. mit der Auslobung ,Ohne
Gentechnik® vertrieben. Diese Etikettierung ist je-
doch nicht zuléssig, da solche vergleichbaren gen-
technischen Produkte entweder nicht auf dem euro-
paischen Markt erhdltlich sind oder tiberhaupt bis-
lang existieren. Diese Auslobung ,Ohne Gentech-
nik stellt eine Bewerbung mit einer Selbstversténd-
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lichkeit dar. Hier kann sich der Verbraucher nur fir
das bekannten konventionelle Gemiise bzw. Obst
entscheiden.

Fir die Kennzeichnung von Lebensmitteln bei deren
Gewinnung oder Verarbeitung gentechnische Ver-
fahren eine Rolle gespielt haben oder die Bestand-
teile aus GVO (heute noch Mais und Soja) enthal-
ten, zeichnet sich eine Mehrteilung ab (Tab. 3):

Kennzeichnungspflichtige  Erzeugnisse:
Die Produkte enthalten rDNA oder neu ein-
geflihrte Proteine, der Schwellenwert von 1 %
wurde Uberschritten oder es wurde bewuft
wurde GVO-Material verwendet;

Nicht kennzeichnungspflichtige Erzeug-
nisse: In den Produkten sind weder rDNA

noch neu eingefiihrte Proteine nachweisbar

oder der Schwellenwert von 1 % wurde nicht

Uberschritten;

Nicht kennzeichnungspflichtige Erzeug-

nisse: Die Lebensmittel enthalten Produkte

aus der noch zu erstellenden Negativliste.
Dartiber hinaus wird es noch Lebensmittel geben,
die mit ,Ohne Gentechnik" kenntlich gemacht sind.

Produkte aus dem okologischen Landbau werden
aus dem Selbstverstéandnis der Erzeuger heraus
und aufgrund der gesetzlichen Vorgaben stets ohne
(bewulRte) Verwendung der Gentechnik erzeugt
bzw. verarbeitet. Dies bedeutet aber noch nicht,
daR die Erzeugnisse grundsatzlich als Produkte
,Ohne Gentechnik" ausgelobt werden dirfen.

Nachweisverfahren fir gentechnisch verénderte Lebensmittel

Nach der Novel Food VO miissen Lebensmittel und
Lebensmittelzutaten gekennzeichnet werden, wenn
sie

lebende gentechnische modifizierte Organismen

darstellen oder enthalten,

Stoffe enthalten, die flir bestimmte Personen-

gruppen eine Beeintréchtigung ihrer Gesundheit

mit sich bringen,

Stoffe enthalten, die ethische Bedenken bei

bestimmten Gruppen auslésen kdnnen,

nicht gleichwertig zu traditionellen Lebensmitteln

sind.
Eine Etikettierungspflicht besteht nur dann, wenn
auf Grund von Analysendaten und einer wissen-
schaftlichen Beurteilung Unterschiede zu den ent
sprechenden konventionellen Erzeugnissen nach-
gewiesen werden konnen (Art. 8, (1a). Kennzeich-
nung und Uberpriifbarkeit, d. h. die Nachweisbarkeit
der gentechnischen Modifikationen und die richtige
Etikettierung sind eng miteinander verbunden.

Fir die Nachweisbarkeit gentechnisch modifizierter
Lebensmittel mufl zwischen Erzeugnissen mit und

ohne rDNA unterschieden werden. Sie konnen

grundsétzlich auf drei Ebenen identifiziert werden.

Je nach Modifizierung und der Auswirkung auf das

Produkt sowie in Abhéngigkeit zur Verarbeitungs-

tiefe des Lebensmittels eignen sich als Nachweis;
die neu eingefiihrte DNA, (rDNA) bzw. Teile
davon ( keine Selbstklonierung),

das (die) neueingefiihrte(n) Protein(e),

Anderungen in der quantitativen Zusammen-
setzung des Produkts.

Der Nachweis der rDNA erfolgt iber die Polymera-
se-Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen Primern
oder der Sonden-Technik; Proteine werden spezi-
fisch durch immunologische Verfahren erfaft, Ande-
rungen in der quantitativen Zusammensetzung
durch die géangigen analytischen Verfahren wie
Chromatographie, Spektroskopie und Enzymologie
festgestellt. Bei der PCR wird durch die enzymati-
sche Reaktion der Polymerase die Menge der
nachzuweisende DNA in Abh&ngigkeit der Reaki-
onszyklen vervielfaltigt (Tab. 4) und so die hohe
Sensitivitdt erreicht (Tab. 5). Bei anderen analyt-
schen Methoden wird die tats&chlich vorhandene
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Polymerasekettenreaktion (PCR)

Menge der nachzuweisenden Substanz erfaft und
die Empfindlichkeit des Verfahrens durch die Ver-
starkung des MeRsignals erreicht.

Tab. 4: Amplifizierung von DNA-Fragmenten

(theoretisch)
Anzahl Anzahl neuer Ziel-
der Zyklen fragmente
1 1
2 2
4 4
5 8
6 16
7 32
8 64
10 256
12 1.024
14 4,096
16 16.384
20 262.144
24 4.194.304
28 67.108.864
30 268.435.456
32 1.073.741.824

Tab. 4 Sensitivitat der PCR

Anteil in Prozent
an rekombinanter Anzahl der Zyklen
genomischer DNA 32 38 48

10 +
1 +
01 -
0,01 - -
0,001 - -
0,0001 - - -

+ + +
+ + + + +

Die Polymerasekettenreaktion

Fir den Nachweis von DNA stellt die PCR-Methode
heute aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt, Spezifitat
und Schnelligkeit die am haufigsten angewandte
Methode dar. Voraussetzung fiur den Nachweis
durch das PCR-Verfahren ist die Kenntnis der neu
eingefiihrten DNA-Sequenz (zur Ableitung der kor-
respondierenden Primer und das Vorhandensein

der rDNA in dem Produkt). Die Arbeitsschritte fiir
das gesamte Nachweisverfahren gliedern sich in:

Extraktion der DNA und Abtrennung von PCR-
Inhibitoren aus der Lebensmittelmatrix.

Die Extraktion einer PCR-geeigneten DNA stellt
bei einzelnen Lebensmitteln immer ein Problem
dar. Die Anwesenheit von Hemmstoffen
beeinflult die Sensitivitdt negativ bis hin zur
volligen Inhibierung der enzymatischen Reaki-
on. Da keine einheitlichen und fur alle Matrices
giltigen Extraktionsverfahren vorhanden sind,
kann man unterschiedliche, bis hin zu falsch
negativen Ergebnisse erhalten. Die Extraktion
beinhaltet die groRten Fehlerquellen.

PCR-Reaktion - Amplifizierung der DNA

Die PCR gliedert sich in folgende Schritte:
1. Thermische Trennung der beiden Strénge eines
DNA-Molekils (Denaturierung),

2. Anlagerung der zur Zielsequenz korrespondie-
renden Primer an die DNA-Einzelstrange @n-
nealing),

3. Enzymatische Verlangerung der Primer anhand
der Sequenzinformation der DNA-Einzelstrange
(Extension), wodurch  wieder DNA-Dop-
pelstrangbereiche erhalten werden. Hier besteht
die Gefahr des unspezifischen Bindens von
Primern, vor allem bei sehr heterogenen DNA-
Populationen.

Diese Schritte (Abb.1) werden 25 - 40mal
durchlaufen; dabei wird eine grofle Anzahl iden-
tischer Molekille gebildet, die Kopien des zu
vervielfaltigenden DNA-Bereichs darstellen. Der
PCR-Ansatz wird hinsichtiich Primer-, Nukleotid-,
Magnesiumchloridkonzentration, Zahl der Zyklen
und verschiedener Zusdtze zum PCR-
Puffersystem wie Dimethylsulfoxid, Triton X-100,
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Glycerin, Gelatine und Rinderserumalbumin opt-
miert..

Elektrophoretische Auftrennung der amplifizier-
ten DNA im Agrarose-Gel

Bei der Elektrophorese werden die DNA-
Fragmente nach ihrer Gréf3e (Kettenldnge) auf-
getrennt. Ein PCR-Produkt der erwarteten Gro-
Re kann nur als Hinweis und nicht als zuverlas-
siges Kriterium gewertet werden. ES kann
durchaus vorkommen, dal unspezifische Frag-
mente der gesuchten Kettenlénge auftreten, die
zu falsch-positiven Ergebnissen fihren.

Verifizierung der gesuchten PCR-Produkte

Durch sekundére Verfahren wie Sondenhybridi-
sierung, Restriktionsverdau, Sequenzierung,
nested PCR usw. mul} nachgewiesen werden,
dal das gebildete PCR-Produkt spezifisch fir
die gesuchte neueingefiihrte Sequenz ist.

Die Spezifitdt der PCR 4Bt sich dadurch erhéhen,
daR das PCR--Produkt einer Restriktions- oder Se-
quenzanalyse unterworfen wird. Eine Spezifitats-
und Sensitivitdtserhdhung kann durch Ubertragung
des gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-An-
satzes auf eine Nylonmembran (Southern-Blot) und
anschlieBendes Sichtbarmachen des PCR-Pro-
duktes durch Hybridisierung erreicht werden. Dazu
dient eine spezifische Gensonde, die z.B. mit einem
radioaktiven Isotop, mit Digoxygenin oder mit einem
Fluoreszenzlabel markiert ist. Spezifitat und Sensiti-
vitdt lassen sich auch dadurch erhéhen, daf in e-
nem zweiten PCR-Ansatz neue Primer verwendet
werden, die sich an die Vermehrungsprodukte des
ersten PCR-Ansatzes anlagern (hested PCR, semi-
nested PCR).

Die Schwierigkeit beim Einsatz der PCR als
analytisches Verfahren besteht in der Isolation
eines geeigneten DNA-Préparates. Die DNA muf
ausreichend gereinigt sein, da eine Reihe von
Lebensmittelbegleit- und -inhaltsstoffen die PCR
schon in sehr geringen Konzentrationen inhibieren.
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Abb. 1: Schema des PCR-Verfahrens

Dadurch konnen sich auch Probleme mit der
Ubertragbarkeit von DNA-Extraktionsmethoden von
einem Lebensmittel zu anderen ergeben. Bisher
existieren nur wenige systematische Unter-
suchungen zur Hemmung der PCR durch Lebens-
mittelbegleit- und -inhaltsstoffe. Normalerweise ent-
halt ein Lebensmittel nur wenige Substanzen in
Konzentrationen, die die PCR inhibieren. Durch das
eingesetzte DNA-Extraktionsverfahren kénnen ein-
zelne Substanzen jedoch angereichert werden. Die
Uberpriifung, ob Inhibitoren fir das MiRlingen einer
PCR verantwortlich sind, gelingt durch Anreicherung
der zur PCR eingesetzten DNA-Préaparation mit reiner
DNA des nachzuweisenden Organismus oder mittels
einer zweiten PCR auf Sequenzen, die in jedem Fall
im  nachzuweisenden  Organismus  vorkommen
mussen.

Ole, Salze, Kohlenhydrate und Aminosauren iiben
in Konzentrationen bis zu 1 % des PCR-Ansatzes
keine inhibitorische Wirkung aus. Proteine und Pep-
tide zeigen dagegen einen stark hemmenden Effekt.
Die Proteinmenge im PCR-Ansatz sollte deshalb
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0,1 % nicht Ubersteigen. Relativ geringe Mengen
Fett verstarken diese hemmende Wirkung. So wird
die PCR in Gegenwart von 0,5 % Camembertho-
mogenat (40 % Fett, 20 % Protein) vollstandig un-
terdrtickt.

Zusétzlich konnen hohe DNA-Konzentrationen die
Empfindlichkeit der PCR beeintréchtigen. Die
hemmende Wirkung der Lebensmittelbegleit- und -
inhaltsstoffe auf die PCR kann auf Ausféllen der
DNA oder auf Denaturierung bzw. Inhibierung der
DNA-Polymerase zurlickgefihrt werden. Um die
Konzentrationen der Lebensmittelbegleit- und -
inhaltsstoffe, die die PCR inhibieren, im PCR-
Ansatz zu reduzieren, sind entsprechende
Extraktions- und Anreicherungsverfahren fir die
Ziel-DNA zu erarbeiten. Zumeist ist es ausreichend,
ein géngiges DNA-Isolationsverfahren an die
entsprechende Lebensmittelmatrix zu adaptieren,
oder kommerziell ~erhéltiche  DNA-bindende
Materialien (meist auf lonenaustauschbasis) zur
DNA-Reinigung einzusetzen. Eine besonders
elegante Mdglichkeit zur Abtrennung storender
Begleitstoffe bieten spezifische biotinylierte DNA-
Sonden, die dber tragergebundenes Avidin fixiert
werden. Nur die DNA mit den entsprechenden
Zielsequenzen bindet an die DNA-Sonden und [&Rt
sich dann von anderen Lebensmittelbegleit- und -
inhaltsstoffen abtrennen.

Fir die Ableitung der Primer kénnen Sequenzen aus
dem Zielgen
den Marker- oder Selektionsgenen
den Regulatorgenen

verwendet werden (Abb.2).

Fir Screeningzwecke eignen sich Sequenzen aus
dem Promotor- und dem Terminatorbereich, da
diese bei sehr vielen transgenen Pflanzen identisch
sind. Selbstverstandlich kénnen hiermit nicht alle
transgenen Pflanzen erfalit werden und stets mu3
sich noch ein spezifischer Nachweis (z.B. Primer-
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Abb. 2: Mdgliche Gene zur Ableitung von Primer-
sequenzen

Kombinationen aus Regulator- und Zielgen) durch-
gefuhrt werden. Die Bereiche fiir das Screening- und
den spezifische Nachweis fiir Roundup-Ready® So-
jabohnen sind in Abbildung 3 gezeigt.

Die PCR kann nicht angewandt werden, wenn

die Mutation bzw. das neueingefiihrte Gen (kon-
strukt) in seiner Struktur nicht bekannt sind,
die neueingefiihrte DNA bereits endogen im
Organismus vorhanden war,

- die DNA nicht PCR-amplifizierbar ist.

Ein Problem fiir den Nachweis auf der DNA-Ebene
stellen verarbeitete Lebensmittel dar. Je tiefer der
Verarbeitungsgrad eines Lebensmittels ist, desto
schwieriger wird der Nachweis der DNA zu flihren
sein. Im Verarbeitungsprozess kann die DNA soweit
abgebaut worden sein, daf® kein Nachweis mit Hilfe
der PCR mehr mdglich ist, oder daf3 die Bruchstiick-
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Abb. 3: Nachweisméglichkeiten fiir Roundup-Ready® Sojabohnen (bp; Basenpaare)

ke so klein sind, daf® der Nachweis ihrer ,gen-
technischen Herkunft nicht mehr zuverldssig ist.
Die DNA kann z.B. durch Nukleasen-Freisetzung
aus dem Lebensmittel, saures Milieu, Scherkréfte
usw. fragmentiert werden. Auch lieRe sich durch
den exogenen Zusatz von Nuklease-Praparaten
wahrend des Herstellungsprozesses die DNA
vollstandig hydrolysieren. Die Etikettierungspflicht
konnte so umgangen werden. Deshalb sind noch
andere Nachweisverfahren z.B. auf der Protein-
ebene notwendig.

Das PCR-Verfahren 143t sich mit erheblichem Auf-
wand (semi-)quantitativ durchfiihren. Das einfa-
che" PCR-Verfahren erlaubt lediglich eine Ja/Nein
Entscheidung. Im Bereich der Nachweisgrenze
liegt eine Aussage héufig im Ermessensspielraum.
Einige Beispiele aus Deutschland und Osterreich
haben 1997 und 1998 zu Erzeugnissen mit Sojale-
cithin oder Soja aus konventionellen Sojabohnen
gezeigt, dal® im Grenzbereich die Analysenergeb-
nisse gleicher Proben von einzelnen Untersu-
chungslaboratorien  unterschiedlich  interpretiert
wurden. Heute kann die Empfindlichkeit der Me-
thode so weit gesteigert werden, daf3 sich bereits
wenige Molekille der rDNA nachweisen lassen.
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Demndchst wird sich in sehr vielen Produkten
rDNA durch carry-over Effekte und Kreuzkontami-
nationen finden lassen. Damit Lebensmittel, die
nachweislich nur unbeabsichtigt mit der Gentechnik
in Beriihrung gekommen sind, nicht gekennzeich-
net werden missen, wurde ein Schwellenwert von
1 % eingefiihrt. Dariiber hinaus wére es geboten,
im EU-Raum die Analysenverfahren zu vereinheit-
lichen. Es solite fir den gleichen Rohstoff, das
gleiche Lebensmittel eine einheitliche Probenmen-
ge, ein Aufarbeitungsverfahren, und die Anzahl der
Zyklen festgelegt werden. Es kann nicht angehen,
daf in einem Mitgliedsstaat 25 und in einem ande-
ren 48 PCR-Zyklen fiir das gleiche Produkt einge-
setzt werden.

Die hohe Sensitivitdt ist einerseits ein grofer
Vorteil der PCR, aber andererseits ist das System
dadurch sehr empfindlich gegeniiber Kontamina-
tionen. Die qualitative PCR wird heute in Scree-
ningverfahren fiir GMO verwendet. Bei positiven
Ergebnissen folgt eine quantitative Untersuchung.
In Abb. 4 ist der Ablauf der Prufung auf gentech-
nisch modifizierte Lebensmittel dargestellt.
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Abb.4: FlieRdiagramm zum Nachweis

Semi-Quantitative PCR
Kompetitive PCR

1. Ziel-DNA mit unterschizdlichen Menpen
Standard-DNA versclzen

2. PCR mit entsprechenden Primern durehfithren
3. Gelelekirophorese durchlibren

4. Vergleiche der Tntensititen der Amplikons

|

Zicl-DNA : Standard-DNA — 12 ]

Konzeot rationabxchiityung dureh Vergleiche der Banden-
intensititen ven Ziel-DNA und Standard-DNA

ERLCR LT

Abb. 5: Schema der kompetitiven PCR

Quantitative PCR-Analyse
Kompetitive PCR-Analyse

Bisher wurde der Nachweis gentechnisch pro-
duzierter Lebensmittel mit nicht-quantitativer PCR
durchgefiihrt. Der qualitative Charakter der Methode
fuhrt dazu, daf’ auch Proben mit geringsten Spuren
rekombinierter DNA durch z.B. unvermeidbare
Vermischungen, durch Transport oder Lagerhaltung
als positiv detektiert werden. Da nicht beab-
sichtigtes Einbringen von GVO bzw. daraus her-
gesteliten Produkten in technisch unvermeidbaren
Restmengen toleriert werden kann, wurde ein
Schwellenwert fir die Auslésung einer Kennzeich-
nung festgelegt. Dies setzt jedoch die Quanti-
fizierung der PCR-Produkte voraus.

Zur Quantifizierung der Menge des PCR-Produkts
(der Zielsequenz) im Lebensmittel wurde zundchst
die kompetitive PCR eingesetzt (Abb.5). Hierbei
wird dem PCR-Ansatz neben der zu unter-
suchenden DNA-Préparation (Ziel-DNA) ein syn-
thetisches DNA-Fragment in unterschiedlichen
bekannten Konzentrationen zugesetzt. Das syn-
thetische DNA-Fragment (Standard-DNA) ist in
seiner Basensequenz sehr &hnlich zur nachzu-
weisenden Zielsequenz, um eine identische Amplifi-
kationsfrequenz  zu gewdhrleisten. Das PCR-
Produkt des synthetischen DNA-Fragmentes weist
jedoch im Vergleich zum PCR-Produkt der Zielse-
quenz einen Unterschied in der GréRe auf. Beide
PCR-Produkte lassen sich somit auf dem Agarose-
gel unterscheiden. Die Quantifizierung erfolgt durch
Vergleich der Bandenstérke beider PCR-Produkte;
bei gleicher Bandenintensitét ist die Konzentration
der beiden Zielsequenzen, d. h. des synthetischen
DNA-Fragments und der zu untersuchenden DNA
im PCR-Ansatz, identisch.

In der doppelt kompetetiven PCR wird nicht nur
das Fragment fir den spezifischen Nachweis der
eingefiigten DNA amplifiziert, sondern auch ein
Fragment aus der DNA, das unspezifisch fiir die
Veranderung ist, aber auch in dem Lebensmittel
vorhanden ist. Bei der Sojabohne ist dies zum
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Beispiel ein Abschnitt aus dem Lektingen. Mit
Standards fiir beide Amplifikationen kann fir bei-
de Fragmente eine relative Kopienzahl bestimmt
werden. Setzt man die Kopienzahl zueinander in
Beziehung, so kann der relative Anteil an verén-
derter DNA angegeben werden.

Das Ergebnis der doppelt kompetetiven PCR ist
nicht so stark von der absoluten DNA-Menge des
DNA-Extrakts abhéngig wie die einfach kompete-
tive PCR. Die einfach kompetetive PCR ist ohne
spezielle Standards nicht fir verarbeitete Le-
bensmittel geeignet; auBerdem scheint ein Ein-
satz von unterschiedlichen Extraktionsmethoden
fir den Nachweis schwierig zu sein.

Die kompetetive PCR ist im allgemeinen eine
sehr sensitive Methode mit der unter 1% GMO-
DNA quantifiziert werden kann.

Realtime Quantitative PCR, Tagman-PCR

Die Realtime Quantitative PCR, auch Tagman-PCR
genannt, ist die neueste Methode zur
Quantifizierung der PCR-Produkte wéhrend ihrer
Bildung in den ReaktionsgeféRen. Hierbei wird die
5'-3" Exonukleaseaktivitdt der DNA-Polymerase zur
Erzeugung eines mefbaren Signals wéhrend der
PCR ausgenutzt. Man setzt der PCR, neben den
Ublichen PCR-Primem, eine fiir die Zielsequenz
spezifische Sonde zu, die mit zwei Fluoreszenz-
farbstoffen markiert ist; einem Reporterfarbstoff am
5"-Ende und einem Quencherfarbstoff am 3'-Ende
(Abb.6). Die Nahe des Quenchermolekils reduziert
die emittierte Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes
durch Forster-Energietransfer. Die Sonde bindet
wahrend der PCR an die denaturierte Zielsequenz
und wird durch die 5-3" Exonukleaseaktivitat der
DNA-Polymerase hydrolysiert. Dadurch werden
Reporter- und Quencherfarbstoff  voneinander
getrennt und das Reportersignal steigt an.
Anschlielend wird die Synthese des Gegen-
stranges zu Ende gefihrt. Da in jedem Zyklus
weitere Reportermolekile freigesetzt werden, steigt
das Fluoreszenzsignal proportional zur Anzahl
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synthetisierter PCR- Produkte an. Zur Quanti-

Quantitative PCR
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Abb. 6: Schema der quantitativen PCR

fizierung wird der Anstieg der Reporterfluoreszenz
wahrend der PCR gemessen. Unterschiedliche
Reaktionen  werden durch den  Zeitpunkt
charakterisiert, zu dem die Amplifikation erstmals
detektiert wird, und nicht durch die Menge des
akkumulierten Endproduktes. Je mehr Startkopien
in die PCR eingebracht wurden, desto friiher wird
ein  signifikanter ~ Anstieg  der  Fluoreszenz
gemessen. Als Parameter fiir die Bestimmung der
Startkopienzahl wird der Ct-Wert (threshold cycle)
berechnet, der die Zykluszahl angibt, bei der die
Fluoreszenz einen festgelegten Schwellenwert
uberschreitet.

In die Ebene, in der alle Kurven in die exponen-
tielle Phase (ibergehen, wird eine Gerade gelegt
(Abb.7). Die Schnittpunkte jeder Kurve mit der
Gerade sind die Schwellenwerte (Ct). Der Ct-Wert
gibt die Zyklenzahl an, bei der die Amplifikation
beginnt. Je hoher die in der PCR eingesetzte



Nachweisverfahren

Quantitative PCR Kompetitive PCR

DNA-Menge ist, desto geringer ist der Ct-Wert.
Mit DNA-Standards, die eine definierte Kopien-
zahl enthalten kann das System kalibriert werden;
der dekadische Logarithmus der Kopienzahl ver-
halt sich proportional zum Ct-Wert ( Abb. 7).

Wie bei der doppelt kompetetiven PCR wird fir
den Nachweis die relative Kopienzahl eines
Fragments, das spezifisch fiir die gentechnische
Verdnderung ist, und die relative Kopienzahl &
nes Fragments, das spezifisch fur das Lebens-
mittel ist, bestimmt. Uber das Verhéltnis dieser
beiden Werte I&sst sich schlieRlich der relative
Anteil an transgener DNA darstellen.

Die Realtime Quantitaive PCR ist sowohl fir wn-
verarbeitete als auch fir verarbeitete Lebensmit-
tel geeignet. Sie ist relativ einfach in der Anwen-

dung. Der Zeitaufwand fiir die Analyse ist relativ
gering. Die Spezifitdt und die Sensitivitét (bis 0,1
%) stellen bei entsprechender DNA-Praparation
kein Problem dar. Wie akkurat die Bestimmung
der DNA-Menge im gentechnisch verénderten
Lebensmittel ist, milssen erst noch die entspre-
chenden Ringversuche zeigen. In unterschiedli-
chen Untersuchungslaboratorien jedoch differie-
ren gegenwartig die Ergebnisse noch stark gera-
de in den unteren Grenzbereichen.

Ein grolRer Nachteil dieses Systems sind die sehr
hohen Kosten fir das Analysegerét und die Rea-
genzien und die noch fehlende Validierung des
Verfahrens.

-0,1

1 -
0,9 +— Standardkurve
081 _ife= —e—NTC-RR
0711 i —e—NTCRR
0.6 - B I1:g (rell:SDNAf;\S/Iengz§; B —a—STD1
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Abb.7: Tagman-PCR mit DNA-Standards
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Nachweisverfahren

Immunologischer Nachweis

Der Nachweis des neueingefiihrten Proteins hat in
Hinblick auf Verbraucherschutz und -information an
sich eine gréRere Relevanz als die Identifikation der
rDNA. Von einem Protein kann eine Geféhrdung fiir
Atopiker (Allergiker) ausgehen und fir diese sensi-
tive Personengruppe ware es zur Meidung dieses
Produktes wichtig zu wissen, aus welchem Orga-
nismus das neue Protein stammt. Nur die Informa-
tion, da es sich um ein gentechnisch modifiziertes
Lebensmittel handelt, ist unzureichend. Mit Hilfe
von spezifischen  Antikérpern und  immun-
chemischen Testverfahren kann das neueinge-
fuhrte Protein detektiert und in der Regel auch
quantifiziert werden. Diese immunologischen Ver-
fahren sind nicht neu; sie werden standardmé&Rig in
der Klinischen Diagnostik und Lebensmitteliberwa-
chung durchgefhrt. Viele unterschiedliche Verfah-
ren sind hier entwickelt worden. In der Regel ist es
immer eine Zweischrittechnik:

1. Bindung des Proteins an den korrespondieren-
den spezifischen Antikdrper und

2. die quantifizierbare Nachweisreaktion.

In Abb. 8 ist ein typischer ELISA-Test (enzyme linked
immunosorbent assay) schematisch dargestellt, bei
dem die Antikorper an eine Matrix gebunden sind.
Die Quantifizierung des priméren Antigen-Antikorper-
Komplexes erfolgt Uber ein an den sekundéren Ant-
kérper gekoppeltes Enzym. Speziell an gentechnisch
modifizierte Lebensmittel sind die Verfahren noch
nicht adaptiert und etabliert und fiir die meisten Pro-
teine fehlen die spezifischen Antikorper. Die Identif-
zierung der Proteine erfolgt tber die spezifische An-
tigen - Antkorper- Reaktion. Wichtig ist hierbei, daf3
die Antikdrper ganz spezifisch nur das neueinge-
fihrte Protein erkennen und keine Bindung (Kreuz-
reaktion) mit anderen, aber strukturell sehr ahnlichen
Proteinen (Peptidstrukturen) eingehen. Hierin ist
noch eines der Hauptprobleme fir den Proteinnach-
weis zu sehen. Ein weiteres Problem ist, daR das
nachzuweisende Protein tatsachlich nur aus dem
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ELISA-Testverianhren
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Abb. 8: Schema des ELISA-Testverfahren

gentechnisch modifizierten Produkt stammt und nicht
aus einer naturlichen mikrobiellen Kontamination des
Lebensmittels. Im Punkte der Spezifitdt auf eine
gentechnische Verdnderung ist der DNA-Nachweis
mit seinen (berlappenden Sequenzen aus z.B. Re-
gulator- und Zielgen dem Proteinnachweis iberle-
gen.

Heute lassen sich mit ELISA-Tests bakterielle En-
dotoxine wie z.B. das Cry1A(b)-Genprodukt aus Bt-
Mais und die CP4-EPSP-Synthase aus transgenen
Sojabohnen nachweisen. Der Bt-Toxin Nachweis in
transgenen Pflanzen ist aber problematisch, weil
Pflanzen fiir den biologischen Pflanzenschutz
groRflachig mit Bacillus thuringiensis-Ldsungen be-
spriht werden und es sehr schwierig ist, aufge-



Nachweisverfahren

Immunologischer Nachweis

spriihte Toxine von denjenigen zu unterscheiden,
die die gentechnisch verénderten Pflanzen produ-
zieren. Die Pflanzen miiRten deshalb vor der
Durchflihrung des ELISA-Tests von solchen "exter-
nen Toxinen" gereinigt werden. Ebenso kénnen am
Lebensmittel haftende Mikroorganismen, wie z.B.
Agrobakterien zu falsch positiven Ergebnissen fiih-
ren.

In pflanzlichem Rohmaterial (Sojabohne, Raps,
Mais) lassen sich die zu den neueingefiihrten DNA-
Sequenzen korrespondierenden Proteine nachwei-
sen. Voraussetzung ist, daR die neueingefiinrte
genetische Information auch exprimiert, d.h. das
entsprechende Protein auch synthetisiert wird. Die
zur Zeit erhaltliche transgene Maisvarietét (BT-176)
enthélt z.B. drei neueingefihrte Gene. Das Gen-
produkt des Ampicillin-Resistenzgens wird jedoch
in der Pflanze nicht gebildet, das Genprodukt des
Bt-Gens nur in den griinen Pflanzenteilen und in
den Pollen. Deshalb werden beide Genprodukte im
Mais nicht zu finden sein. Im Tierfutter (Sojaschrot,
Silo- und Kérnermais) kann ein Nachweis auf Pro-
teinebene prinzipiell gefilhrt werden, wahrend von
den zur Lebensmittelproduktion eingesetzten Be-
standteilen des pflanzlichen Rohmaterials ein
Nachweis auf Proteinebene nur in Sojaschrot und
den daraus gewonnen Proteinfraktionen mdglich
sein wird. In Raps- und Sojadl und in Maisstérke
und deren Verzuckerungsprodukten erscheint ein
Nachweis auf Proteinebene unmdglich. Dies gilt
auch fur verarbeitete Lebensmittel, die solche Be-
standteile enthalten.

Der immunologische Nachweis versagt natirlich
immer dann, wenn das Gen filr das nachzuweisende
Protein in dem zum Verzehr bestimmten Pflanzenor-
gan nicht / kaum exprimiert wird (z.B. Bt-Toxin im
Maiskorn). Der immunologische Nachweis wird seine
Grenzen im pMol-Bereich finden; er ist nicht so emp-
findlich wie das PCR-Verfahren. Aber solche hohen

Empfindlichkeiten sind mit der Einflhrung des
Schwellenwertes nicht mehr notwendig.

Vorteile des immunologischen Nachweises (ELISA)
sind einfache Anwendung, hohe Robustheit, hohe
Spezifitdt, hinreichende Sensitivitat, die Quantif-
zierbarkeit und die gute Kosteneffizienz. Der hohe
Aufwand fir die Erzeugung von hochspezifischen
Antikorpern, die Erzeugung von angemessenen
Standards und die hohe Empfindlichkeit gegeniiber
extremen Bedingungen (z.B. pH, Salzkonzentrat-
on, Temperatur) sind einige Nachteile des ELISA.

Durch die Empfindlichkeit gegenlber extremen
Bedingungen ist der ELISA nur auf relativ wenige
schwach verarbeitete Lebensmittel anwendbar. Bei
dem Nachweis des CP4 EPSPS-Proteins sind z.B.
Sojabohnen, Sojamehl, Flakes und Sojaproteiniso-
late einsetzbar. In einem linearen Messhereich ist
hier die Quantifizierung von einem Anteil von 0,3 -
2,0 % transgenem Soja mdglich. Bei starker verar-
beiteten Lebensmitteln ist durch die Denaturierung
der Proteine kein sensitiver bzw. oft (iberhaupt kein
Nachweis mittels ELISA mdglich.

Fur den Nachweis von gentechnisch modifizierten
Lebensmitteln steht bisher nur ein validierter ELI-
SA-Kit fiir die Detektion des CP4 EPSPS-Proteins
der Roundup Ready® Sojabohne zur Verfiigung.

Fazit

Zur allgemeinen Rechtssicherheit ist unumgénglich,
dal die Verfahren zum Nachweis gentechnisch
modifizierter Lebensmittel nach validierten, einheit-
lich vorgeschriebenen Verfahren durchgefiihrt wer-
den. Insbesondere sind hier die Probennahme, die
Probenmenge und das PCR-Verfahren zu standar-
disieren. Der Gesetzgeber sollte alsbald die EU-
einheitlichen Ausfihrungsbestimmungen erlassen.
Hinsichtlich der emotionalen Empfindlichkeiten lost
eine Senkung des Schwellenwertes die Problematik
um die Kennzeichnung nicht.

Literatur kann unter e-mail klaus-dieter.jany @bfe.uni-karlsruhe.de angefordert werden.
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Wissenschaftlerkreis Griine Gentechnik

"Raus aus dem Elfenbeinturm der Wissenschaft, hinein in die offentliche Diskussion" - dies ist das Motto des
Wissenschaftlerkreises Griine Gentechnik (WGG). Anwendungen gentechnischer Verfahren haben mittler-
weile in der Medizin breite Zustimmung gefunden, groRe Bedenken hingegen bestehen jedoch in der Offent-
lichkeit gegeniiber der "Griine Gentechnik"; den Anwendungen der Gentechnik in Landwirtschaft und Ernéh-
rung. Der Bedarf an Informationen ist sehr hoch. Hier setzt der WGG an und mdchte Informationsdefizite ab-
bauen. Ein wichtiges Anliegen des WGG ist die Neutralitat und die sachgerechte Information der Offentlichkeit
sowie Transparenz zur Griinen Gentechnik.

Die Mitglieder des Kreises eint ein optimistisches, aber nicht unkritisches Verhaltnis zur Griinen Gentechnik.
Sie bekennen sich zu einem verantwortlichen Umgang mit dieser Zukunftstechnologie und zur Verantwortung,
als Fachwissenschaftler an der kontroversen offentlichen Debatte aktiv teilzunehmen. Intensiver wollen die
Wissenschaftler ihre Kompetenz in die Diskussion einbringen und der Offentlichkeit, der Politik, der Wirtschaft
und den Medien als Ansprechpartner zur Verfligung stehen. Dem Kreis gehoren rund 80 Wissenschaftler aus
Deutschland, Osterreich und der Schweiz an. Sie vertreten die Bereiche der Emahrungswissenschaften, Al-
lergologie, Toxikologie, Lebensmitteltechnologie, Molekularbiologie, Mikrabiologie und Pflanzenziichtung.

Kontaktadresse

Wissenschaftlerkreis Griine Gentechnik

Prof. Dr. Klaus-Dieter Jany

Haid-und-Neu-Strale 9, 76131 Karlsruhe

Tel: +49 (0)721 - 66 25 455; Mobil: 0171 - 42 32 957
Fax: +49 (0)721 - 66 25 457; +49 (0)7247 - 89 611
e-malil: klaus-dieter.jany@bfe.uni-karlsruhe.de
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