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ei der Herstellung von Lebensmitteln werden weltweit immer hdufiger gentechni-
sche Verfahren angewandt. Die Verbraucherinnen und Verbraucher haben ein be-
rechtigtes Interesse, Gber Art und Beschaffenheit der Produkte, die sie konsumie-
ren, informiert zu werden. Aus diesem Grund wurde seitens der EU-Administration eine
Verordnung erarbeifet, die den Umgang mit sogenannten ‘neuartigen Lebensmitteln
(novel food)” europaweit regelt. Kern dieser Verordnung, die ab Mitte Mai 1997 fir alle

Mitgliedstaaten der Europdischen Union ilt, ist eine Kennzeichnungspflicht fiir gentech-

nisch veriinderte Lebensmittel.

Jahrelang war die Verabschiedung
der Novel-Food-Verordnung véllig un-
gewi, da sich in der Europdischen
Union kein Konsens Uber die Art und
den Grad einer Kennzeichnung von
Lebensmitteln, die mit Hilfe der Gen-
technik hergestellt werden, erzielen
lieh. Die jetzt verabschiedete Kom-
promiPformel sieht vor, daP Llebens-
mittel immer dann — aber auch nur
dann = ,als mit Hilfe der Gentechnik
hergestellt” gekennzeichnet werden
muissen, wenn sie
m selbst lebende gentechnisch veran-

derte Organismen sind (z.B. Obst

oder Gefreide) bzw. solche Orga-
nismen enthalten (z.B. Bakferien in
fermentierten Milchprodukten),
oder

® gegeniber vergleichbaren ‘kon-
ventionellen’ Lebensmitteln wissen-
schaflich nachweisbar verandert
sind.

Um diese Regelungen kontrollieren
zu kénnen, missen die fir die Uber
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wachung  zusidndigen Lebensmittel-
unfersuchungscmter — Uber  enfspre-
chende Nachweismethoden  verfi-
gen. In Deutschland sieht der § 35
des Lebensmittel- und Bedarfsgegen-
stondegesetzes (LIMBG) eine Samm-
lung solcher standardisierter Nach-
weismethoden vor, mit denen sich
gentechnisch vercénderte Lebensmittel
identifizieren lassen.

Die zusténdigen laboratorien wer
den sich auf eine véllig neve Qualitat
von Unfersuchungen einstellen mis-
sen, die letzflich nur noch mit mo-
demsten  Methoden der  Mole-
kularbiologie zu gewdhrleisten ist.
Um hier sowohl eine Richtschnur als
auch methodische Hilfestellung zu ge-
ben, wird unter der Koordination des
Bundesinstituts  fir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veferingrmedi-
zin (BgVV) und mit Beteiligung ver-
schiedener  Forschungslabors  von
Bund, Landern und Wirtschaft die Ent-
wicklung entsprechender § 35-IMBG-
Methoden  vorangetrieben.  Dabei
werden Nachweisverfahren erarbei-
fet, die speziell auf einzelne Produkte
(z. B. gentechnisch verénderte Kartof-
feln) zugeschnitten sind. |hre Hand-
habbarkeit und Zuverlassigkeit wird
in Ringversuchen an mehreren Labors
gefestet. Bewdhrt sich dabei ein Ver-
fahren — wie bei der Kartoffel ge-
schehen —, so wird es in die amfliche
Sammlung nach § 35 IMBG aufge-

nommen und steht der Lebensmittel-
Uberwachung zur Verfigung.

MOGLICHKEITEN
DES NACHWEISES

Eine gentechnische Verdnderung
laBt sich — grob vereinfacht — in fol-
gende drei Ebenen untergliedern:
Die Erbsubstanz [DNS] der Zellen
wird veréndert, entweder durch Inak-
fivieren oder durch Hinzufigen be-
stimmter Gene. Diese Gene sind in

Von der Bundesforschung wurden Me-
thoden zum Nachweis gentechnisch ver-
iinderter Bakterien erarbeitet




der Zelle Matrizen fir bestimmte Pro-
teine. Die Proteine wiederum, z.B.
Enzyme oder Stitzproteine, bestim-
men die Eigenschaften und die Struk-
tur der jeweiligen Zellen.

Nachweisverfahren fir gentechni-
sche Veranderungen kénnen im Prin-
zip auf alle drei der genannfen Ebe-
nen abzielen, also auf die DNS, die
direkten Genprodukte (Proteine] und
die Figenschaften der Zellen (Vercin-
derung ihrer physiologischen oder
biochemischen leistungen). Welches
Nachweisverfahren letztendlich zum
Finsatz kommt, hangt von dem zu un-
tersuchenden Produkt ab: Enthélt das
Lebensmittel keine lebenden Zellen
(z. B. Mehl), ist ein Nachweis allen-
folls Gber DNS oder Proteine mog-
lich. Handelr es sich hingegen um ei-
nen lebenden Organismus (z. B. To-
maten) oder um ein lebensmittel, das
lebende Zellen enthdlt (z. B. Joghurt,
Rohwurst], so ist auch ein Nachweis
verénderter Eigenschaften dieser Zel-
len prinzipiell méglich. Hieraus wird
klar, dafd es eine Universalmethode
for den Nachweis samilicher gen-
technischer Veranderungen in Lebens-
mitteln nicht geben kann. Der Nach-
weis wird sich auf das einzelne Le-
bensmittel beziehen mussen; allen-
falls lassen sich einige Produkte mit
vergleichbaren  Verdnderungen  zu
Gruppen zusammenfassen.

Eine Maglichkeit, mit der sich ver
laBliche Aussagen erzielen lassen, ist
der spezifische stoffliche Nachweis
des Molekils, das in den genfech-
nisch veranderten Zellen neu ist. So
6Bt sich beispielsweise die Herbizid-
resistenz einer Pflanze mit immunolo-
gischen Methoden eindeutig auf ein
Protein bakferiellen Ursprungs zuriick-
verfolgen. Diese Methodik versagt al-
lerdings in solchen Féllen, bei denen
lediglich die Synthese eines natirli-
cherweise im Organismus vorkom-
menden Proteins unterbunden wurde
(z.B. bei der ,Anti-Matsch-Tomate”,
die ein bestimmtes zellwandab-
bauendes Enzym nicht mehr bildef]
oder aber die Syntheserate eines sol-
chen Proteins erhoht ist. Allein der
Gehalt an einem bestimmten Protein

kann kein Nachweis fir eine gen-
technische Verénderung sein. In sol-
chen Féllen 1663t sich ein Nachweis
nur auf der Ebene der DNS fihren.
Hieraus folgt, daB das sicherste
Nachweisverfahren  dasjenige ist,
das direkt auf die gednderte geneti-
sche Information - also die DNS — ab-
zielt. Voraussetzung ist allerdings,
dab das Lebensmittel Gberhaupt nach-
weisbare Mengen an DNS enthlt.

PUNKTGENAUE
VERANDERUNGEN
MOGLICH

Bei Bakterien sind die Maglichkei-
ten der gentechnischen Verénderun-
gen am weitesten fortgeschritten. Ma-
nipulationen lassen sich mit absoluter
Prazision und Sequenzgenauigkeit
am vorbestimmten Ort durchfthren.
Héufig werden Verdnderungen an
Plasmiden vorgenommen, ring-
férmigen  DNSMolekilen,
die in den Bakferienzellen
neben dem eigentlichen Bak-
ferienchromosom  vorliegen.
Diese Plasmide lassen sich
verhalinismabig leicht in die
gewinschten Bakferienzellen ein-
schleusen. Aber auch das Bakferien-
chromosom selbst l&Pt sich gezielt
manipulieren. Dabei geht die Genau-
igkeit mittlerweile so weit, da® sich
einzelne DNS-Basenpaare an spezifi-
schen Stellen des bakteriellen Chro-
mosoms austauschen lassen.

JOGHURT mIT

GENTECHNISCH
VERANDERTEN
BAKTERIEN ALs MODELL

Joghurt und @hnliche Produkie wer-
den durch Fermentation der Milch mit
mindestens zwei verschiedenen Bak-
ferienstdmmen  hergestellt. Fir den
Klassischen Joghurt sind dies Strepfo-
coccus thermophilus und Lactobacil-
lus  delbrueckii  subsp.  bulgaricus
(meist kurz Lactobacillus bulgaricus
genannt]. Im folgenden soll anhand
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eines konkreten Beispiels — dem Mo-
dellsystem Joghurt mit genfechnisch
verdndertem  Strepfococcus  thermo-
philus — dargestellt werden, wie sich
eine  genfechnische  Verdnderung
nachweisen lGBt.

Der uns von der Industrie zur Verfu-
gung gesfellte Teststamm  Streptococ-
cus thermophilus St11-Cat ist do-
durch charakterisiert, dafd in sein
Chromosom ein Resistenzgen fiir das
Antibiotikum  Chloramphenicol  (cat
Gen) eingefigt wurde, und zwar
ohne daf dabei irgendwelche tech-
nischen  Sequenzen wie Plas
mid- oder andere Markersequenzen
im Chromosom verblieben sind. Die-
ses neve Gen liegh genau zwischen
zwei Genen des Lakiose=Stoffwech-
sels (lacS und lacZ) und
wird zusammen mit ih-
nen abgelesen

[Abb. 1, ndchste Seite). Ein Stamm
mit - ChloramphenicolResistenz  hat
natiirlich keine Bedeutung fir die Her
stellung von Milchprodukten; er wird
daher auch niemals kommerziell ein-
gesefzt werden. Seine Bedeutung
liegt vielmehr darin, daf er sich ganz
hervorragend  als  Ausgangsstamm
zur Herstellung anderer gentechnisch
verdnderter Bakferienstdmme eignet,
die Verwendung in lebensmitteln fin-
den kénnten. Denn dieses Resistenz-
gen 1&Pt sich relativ einfach durch ein
beliebiges anderes Gen oder durch
mehrere Gene ersefzen. Auch solche
neu konstruierten Bakferienstdmme
wirden dann weder Plasmid- noch
Markersequenzen — enthalten  (und
natirlich auch nicht mehr das Chlor
amphenicolResistenzgen).
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Die besondere Eignung entspre-
chender Stamme ergibt sich aus fol-
genden Aspekten:

1. Die gentechnische Verdnderung ist
in die chromosomale DNS inte-
griert. Dieses bewirkt eine hohere
Stabilitat der erzeugten Verande-
rung und eine im Vergleich zur
Plasmid-DNS  geringere  Wahr
scheinlichkeit der Teilnahme an
Gentransfervorgdngen.

2.Das lakiose-Operon — also die
Funkfionseinheit der beiden Gene
lacS und lacZ - ist fir die Bakteri-
en essentiell, da es fir den Milch-
zuckerabbau und damit fir das
Wiachstum in Milch verantwortlich
ist. Die Integration eines neuen
Cens an dieser Stelle beugt also
einem Verlust oder einer Inakfivie-
rung der neu erworbenen Eigen-
schaft vor, da Bakterienzellen mit
fehlerhaftem Lakiose-Operon nicht
in Milch wachsen kénnen. Da-
durch ist die zusatzliche Infegration
eines MarkerGens, das lediglich
zur Auffindung erfolgreich manipu-
lierter Zellen dient, unnétig.

Wie 1aft sich nun erkennen, ob
eine Joghurtprobe den genfechnisch
veranderten  Bakterienstamm  St11-
Cat enthdli?  Eine entsprechende
Nachweismethodik wurde am Institut
fir Mikrobiologie der Bundesanstalt

Abb. 1:

for Milchforschung  entwickelt und
im Verbund mit dem Staatlichen
Lebensmitteluntersuchungsamt Braun-
schweig sowie anderen Labors opti-
miert.

NACHWEIS DER
NAHTSTELLE IN DER DNS

Der Nachweis eines normalerwei-
se in einem Organismus nicht vor-
kommenden Gens kann in vielen Fél-
len lediglich als Hinweis, nicht aber
als Beweis fir eine gentechnische
Vercénderung dienen (das Gen kénnfe
auch durch einen selienen biologi-
schen Gentransfer in den Organis-
mus gelangt sein). Von besonderem
Inferesse sind daoher die Verknip-
fungsstellen, an denen ein fremdes
Gen gezielt in die DNS eingebaut
wurde. Dort liegen wirklich einzig-
artige und fir die gentechnische Ver-
dnderung  absolut indikative  Se-
quenzbereiche vor. Im Falle des
Streptococcus thermophilus St11-Cat
sind es die linke und die rechte Fusi-
onsstelle des catGens im Lakiose-
Operon.  Diese  DNS-Sequenzen
kommen in dieser Nachbarschaft in
der Natur sonst nicht vor.

Zum Nachweis selbst: Die Strecke
zwischen einer bestimmten Position

Gentechnische Veriinderung in Streptococcus thermophilus ~ St11-Cat:

Raster-EM Avfnahme von S. thermophilus und Darstellung des Laktose-Operons (P, ) mit

eingefiigtem  Chloramphenicol-Resistenz-
gen (cat). Die unterstrichene Sequenz stellt
die Bindestelle fiir das Oligonukleotid in
der sogenannten Bestiitigungsreaktion dar
(Erkliirung s. Text)

cak LacE
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X" im catGen und einer anderen fest
definierten Stelle 'Y’ im bakteriener-
genen lacZGen beschreibt ein DNS-
Fragment mit einer genau definierten
GroBe (hier: 623 Basenpaare), wel
ches nur in dem Stamm St11-Cat und
sonst in keinem anderen natiirlichen

Streptococcus  thermophilus-Stamm
existiert [Abb.1). Ein solches Frag-
ment 653t sich heutzutage in einer viel
félig angewandten Reaktion nach-
weisen, namlich der Polymerase-Ket
tenreaktion (PCR). Mit ihrer Hilfe loft
sich ein exakt definierfes Stick DNS
im Reagenzglas exponentiell vermeh-
ren. Es ist dann mit relativ einfachen
Methoden nachzuweisen und in sei-
ner GréPe bestimmbar.

Die Spezifitat der PCR-Reaktion
kommt dadurch zustande, dafy die
Neusynthese der DNS von bestimm-
fen Ansatzpunkten der zu kopieren-
den DNS-Stréinge aus erfolgt — in die-
sem Fall von den Punkien X" und 'Y’
der cat und lacZGene. Dieses ge-
schieht durch kurze, einzelstréngige,
synthefische DNS-Stiickchen — soge-
nannte Primer. Sie bestehen aus etwa
15 Nukleotiden (den Einzelbaustei-
nen der DNS) und sind in ihrer Se-

quenz exakt komplementdr zu vorher



ausgewdhlten Abschnitten auf der
DNS, hier also den Abschnitten, die
bei den Punkfen X" und "Y' beginnen.
Die Wahrscheinlichkeit, dal® eine Pri-
merBindungsstelle mit einer Llénge
von 15 Nukleotiden zuféllig auch an
einer anderen Stelle der DNS vor-
kommt, ist 1 : 4'5, entsprechend
etwa 1 zu einer Milliarde. Da das
Erbgut eines Bakteriums aber nur aus
etwa 2 bis 6 Millionen Nukleotid-
paaren besteht, kann man davon
ausgehen, daB eine solche Bin-
dungsstelle dort maximal einmal vor-
kommt. Das durch die PCRReakfion
von Streptococcus thermophilus St11-
Cat DNS vermehrte Fragment ist ex-
akt definiert durch seine Grébe und
durch die Abfolge der Nukleotide
(DNS-Sequenz). Im allgemeinen ist
die Gréfe des Fragments als Nach-
weis vollkommen ausreichend. Dieser
Nachweis ist in Abb. 2A dargestellt.
In Zweifelsfallen, die eventuell auftre-
ten  konnten,  laPt  sich  in
einer zweiten Reakfion — der Besfditi-
gungsreaktion — aber auch die Se-
quenz des vermehrten DNSFrag-
menfs ausnutzen. Hier kommt wieder-
um ein kiinstlich hergestellter, einstrén-
giger DNS-Strang — ein synthetisches
Oligonukleotid — zum Einsatz, nun
aber in einer Bindungsreaktion. Das
Oligonukleotid wurde so konstruiert,
dab es quasi das Spiegelbild eines
der DNS-Strénge darstellt, die erwar-
fet werden (vgl. Abb. 1). Nur wenn
die DNS aus der PCR diesen Erwar-
fungen entspricht, bindet sie sich an
das Oligonukleotid, was mit Hilfe be-
stimmter Defeklionsmolekiile nachge-
wiesen werden kann (Abb. 2B).

BEDEUTUNG VON
KONTROLLREAKTIONEN

Joghurt enthalt neben Streptococ-

cus thermophilus auch laciobacillus
bulgaricus und méglicherweise ande-
re Bakterien, die zum Beispiel nach
dem Offnen der Verpackung in das
Produkt gelangt sein kénnen. Um si-
cherzustellen, daf® in der Nachweis-

reaktion auch Strepfococcus thermo-

philusDNS und nicht nur die DNS ir-
gendwelcher anderer Bakferien zur
Verfigung steht, wird eine Kontroll
PCR-Reakfion durchgefthrt. In dieser
Reaktion sind die Primer so gewahl,
daB ein bestimmter DNS-Abschnitt
nur dann vermehrt wird, wenn die
DNS aus Streptococcus thermophilus
(gentechnisch veréindert oder nicht
veréndert) stammt. Alle anderen bak-
teriellen Nukleinsduren werden, so-
weit bekannt, ausgeschlossen. Im
konkreten Fall handelt es sich um eine
Sequenz aus dem lacZCen, die
968 Basenpaare umfabt (vgl. Abb.
1).

Nur wenn das entsprechende
Kontrollfragment vermehrt wird, 1683t
sich durch die Nachweisreaktion ent-
scheiden, ob eine genfechnische Ver-
anderung vorliegh oder nicht. Bei
Nichtaufireten des Kontrollfragments
ist keine Aussage moglich, da unklar
ist, ob die gewinschte DNS Uber
haupt isoliert wurde. Wird das Kon-
frollfragment vermehrt, nicht aber das
Nachweisfragment (Abb. 2A, Probe
2), dann 1&Pt sich eine gentechnische
Verdnderung mit groPer Sicherheit
ausschlieben.

NUR NACHWEISBAR,
WAS BEKANNT IST

Mit der Entwicklung von §35-
IMBG-Methoden werden die Voraus-
sefzungen (Aufarbeitung und Extraki-
on des Lebensmittels, durchzufihren-
de Kontrollen, prinzipieller Ablauf der
Nachweismethode) fir den Nach-
weis gentechnischer Verénderungen
in einzelnen lebensmitieln oder le-
bensmittelgruppen geschaffen. Fir je-
den speziellen Fall missen allerdings
spezifische Anpassungen der Metho-
de erfolgen. Hieraus folgt, daB eine
genaue Kenninis der jeweiligen gen-
technischen Anderung notwendig ist.
Die Entwicklung von §351MBG Me-
thoden zum ,Nachweis der mit Hilfe
der Gentechnik hergestellien Lebens-
mittel” darf also nicht verstanden wer-
den als der Versuch, ein Instrumentari-
um zu schaffen, das den Verbraucher

968 bp
6dd bp

623 bp

Abb. 2: Analyse vermehrter PCR-Fragmen-
te der Kontroll- und Nachweisreaktion mit-
tels Agarose-Gelelektraphorese (oben) und
Bestiitigung des Nachweisfragments durch
Southern”-Hybridisierung (unten).

vor unbekannten gentechnischen Ver-
anderungen schijtzen soll. Unbekann-
te Veranderungen sind nur in sehr ein-
geschréinkiem Mafe nachweisbar!
Was  die  §351MBG-Methoden
leisten konnen, ist die Uberpriifung,
ob angegebene gentechnische Ver-
anderungen auch fafsachlich in der
entsprechenden Form vorgenommen
wurden und in dieser Form immer
noch vorhanden sind. Sie leisten da-
mit durchaus einen wichtigen Beitrag
zum Schutz des Verbrauchers vor Ire-
fihrung. Daf3 solch ein Schutz sogar
lebenswichtig sein kann, 168t sich am
Beispiel von Lebensmittelallergien
aufzeigen. Zur Zeit werden in ver
schiedenen landern der Erde An-
strengungen  unfernommen,  AQus
Grundnahrungsmitteln, die als aller-
gen bekannt sind, die Hauptallerge-
ne mit Hilfe der Gentechnik zu entfer
nen. Allergiker, die solche Llebensmit-
tel dann zu sich nehmen, missen sich
darauf verlassen kénnen, dafd die ent
sprechenden Allergene nicht mehr
gebildet  werden, da  sonst
lebensbedrohliche Situationen (ana-
phylakfischer Schock| eintreten kon-
nen. Routineiiberprifungen mit Hilfe
der §35IMBG-Methoden sind hier
ein wichtiger Beitrag zum Gesund-
heitsschutz. n
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