Staatliche Fachschule fiir Lebensmitteltechnik Berlin

an der Emil-Fischer-Schule Berlin

Technikerarbeit

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum
Nachweis von gentechnisch
verandertem Mais

Vorgelegt von:
Christian Eckl
Berlin, April 2009



Inhaltsverzeichnis

I 01T 1T 3T 3

2. Aligemeine Einfilihrung in das Thema .........cccociiiiiimiinnccmsnnnscese e 4
2.1 Der Begriff GenteChNik ... 4
2.2 Aufbau und Struktur der zellularen DNA ... 4
2.3 Warum Gentechnik bei der Lebensmittelherstellung? ..........cccooeeeeeiiinis 6
2.4 Der Bt-Malis.....ccooiiieeieeeee 7
2.5 Anbaugebiete des Bt-Maiis...........ooooriiiiii 10
2.6 Kennzeichnung und Rickverfolgbarkeit von genetisch veranderten
Organismen (GVO) in Lebensmitteln...........cccoooe 12

3. Nachweisverfahren zur Detektion von genetisch verandertem Mais ....14
3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als qualitativer Nachweis .................. 14
3.2 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion ............cccooi 15

3.3 Empfindlichkeit und Fehleranfélligkeit der Polymerase-Kettenreaktion ...20

3.4 Positiv- und Negativkontrolle ..............eeeeeiiiiiii e 21
4. Material und Methoden ... e 22
4.1 Chemikalien und Reagenzien .........c..uueiieiiiiiiiiiiieiieee e 22
4.2 Gerate und Materialien ... 24
4.3 Durchfihrung der Polymerase-Kettenreaktion...............cccccc 24
4.4 Nachweis der PCR-Produkte mit der Agarose-Gelelektrophorese .......... 28
LT o 1= o 0 === . 31
5.1 Exemplarische Darstellung der PCR-Produkte............cccoooiiiiiiiiiniinnnns 31
5.2 Auswirkung der Anzahl der PCR-Zyklen auf die Detektion kleinster
Mengen von [Cry1A]-DNA in den Proben..........ccceeeiiiiiiiiiie 32
o = QU == [ ] o 33
L0 TR o == - T 41
AbbildungsverzeiChnis ... ———— 44
TabellenverzeiChnis ... ———— 44
QuellenverzeiChNis.........ccccveccceiirecccer e sne e e ne s e s smmn e s e e nns 45

Christian Eckl Technikerarbeit 2009



1. Einleitung

In den letzten Jahren hat der Anbau und die Vermarktung gentechnisch
veranderter Pflanzen und daraus gewonnener Erzeugnisse, insbesondere
Lebens- und Futtermittel deutlich zugenommen. Durch den Einsatz von
Gentechnologie vollzieht sich eine bedeutende Anderung im Bereich der
menschlichen Ernahrung. Im Lebensmittelbereich existieren seit langerem
Kennzeichnungsvorschriften fir gentechnisch verédnderte Organismen (GVO).
Deswegen muss bei EU-Produkten auf gentechnische Verénderung
hingewiesen werden. Inzwischen ist es flr Lebensmittelhersteller unerlasslich

geworden, ihre Produkte auf GVO zu prifen.

Die Verwendung von Gentechnik in Lebensmitteln st6Bt vor allem in der
Bevolkerung auf kontroverse Debatten und es werden klare Informationen
seitens des Endverbrauchers erwartet. Der Konsument hat das Recht zu
erfahren, wie Lebensmittel hergestellt werden und welche Inhaltsstoffe sie
enthalten. Es musste daher eine verlassliche reproduzierbare Methode
gefunden werden, die selbst geringste gentechnische  Veranderungen
aufsplrt. Genetisch verédndertes Material lasst sich auf DNA-Basis ermitteln.
Als analytisches Nachweisverfahren hat sich die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) seit ihrer Einflihrung 1985 durch Kary Mullis (MULLER, 2001) etabliert.
Die PCR-Methode setzt dort an wo die gentechnische Verénderung
durchgefuhrt wurde, namlich am Erbmaterial der Pflanzen.

Mit Hilfe der PCR-Technik kénnen gezielt "fremde" DNA-Abschnitte in einem
zyklischen Prozess vermehrt und analytisch untersucht werden.

In der vorliegenden Technikerarbeit wird anhand einschlagiger Fachliteratur die
Bedeutung und die Schwierigkeiten bei der Anwendung der PCR-Analyse, die
vor allem mit der Sensitivitdt der Methode zusammenhangen, erlautert. Hierfar
wurden verschiedene positive Proben fir das Bt-Gen Cry1a auf die Funktion
des Nachweises laboranalytisch untersucht. Es handelt sich um jenes Gen,
welches in gentechnisch verandertem Mais vorkommt und den Mais vor

Schadlingsbefall schitzen soll.
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2. Aligemeine Einfiihrung in das Thema

2.1 Der Begriff Gentechnik

Gentechnik bezeichnet ein Verfahren zur gezielten Verédnderung der
genetischen Eigenschaften eines Organismus durch Eingriffe in dessen
Erbinformation. Die gesamte genetische Information eines Organismus ist in
lebenden Zellen in Form von Desoxyribonukleinsdure (DNA) gespeichert.
Durch gentechnische Methoden kann Fremd-DNA in das Genom einer Zelle
oder eines Organismus eingeschleust werden (ENCARTA, 2009). Mit
empfindlichen Methoden ist es gentechnisch mdglich, gezielt einzelne
vorteilhafte Eigenschaften in einen Organismus einzupflanzen oder
unerwiinschte Eigenschaften daraus zu entfernen (SCHLIEPER, 2005).

2.2 Aufbau und Struktur der zellularen DNA

1953 wurde die Molekulstruktur der DNA von James Watson und Francis Crick
entschlisselt. Die Bausteine der DNA sind Nukleotide. Sie setzen sich aus
jeweils einem Zucker (Desoxyribose), einer Phosphorsdure und einer Base
zusammen. Im Zellkern hdherer Organismen verbinden sich die einzelnen
Komponenten zu einem Riesenmolekll aus zwei Nukleotidstrangen in Form
einer DNA-Doppelhelix. In jedem der beiden Strange ist durch die Abfolge
seiner Nukleotide die gesamte Erbinformation enthalten. Jene Erbinformation
ist in jeder Zelle eines Organismus, mit Ausnahme der roten Blutkdrperchen,
vollstdndig vorhanden. Eine Verbindung der beiden Strédnge erfolgt Uber die
Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thyamin (T), wobei sich immer
A mit T und C mit G paart.

Augrund der komplementaren Struktur kann die DNA bei der Zellteilung durch
enzymatische Aktivitat identisch verdoppelt werden. Sie wird zunachst in zwei
Einzelstrange geteilt, die jeweils wieder zu einem Doppelstrang erganzt
werden. Die verdoppelte DNA wird dann auf die beiden Tochterzellen
(ibertragen. Bei der Kopie der DNA zur Ubertragung der Erbinformationen auf
die Tochterzellen, 6ffnet sich die DNA an den Stellen, die von der DNA-
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Polymerase abgelesen werden. Es erfolgt dann ein komplexerer Vorgang der
DNA-Verdoppelung, an dem mehrere Enzyme beteiligt sind.

Bei der Ubersetzung der DNA in EiweiBe (Proteine) wird in einem ersten Schritt
die genetische Information in einzelstranige Ribonukleinsaure (RNA)
Ubertragen. Die RNA-Polymerase schreibt hierbei die genetische Information
der DNA-Matritze in RNA um. Es entsteht ein so genanntes mRNA-Molekdl,
das die genetische Information aus dem Zellkern weitertragt. Diese Information
wird in einem zweiten Schritt mit Hilfe der Ribosomen in das entsprechende

Protein Ubersetzt. Diese EiweiBe fuhren fast alle Aufgaben des Lebens aus.

FiOr jedes Protein ist ein Gen vorhanden, welches dessen spezifische
Information tragt, zum Teil sind es sogar mehrere Gene, die zum Aufbau eines
Proteins beitragen. Diese Gene sind in erster Anndherung nacheinander, wie
Perlen einer Perlenkette, auf der DNA aufgereiht (sie ergeben so die DNA-
Sequenz). Ein Gen bezeichnet also einen bestimmten Abschnitt auf der DNA,
der fUr ein bestimmtes Protein codiert. Der Mensch besitzt ca. 30 000 Gene.

Die Gesamtheit dieser Gene in einer Zelle wird als Genom bezeichnet.

Seit Anfang der siebziger Jahre ist es moéglich, DNA-Moleklle mit Hilfe von
Restriktionsenzymen an ganz bestimmten Stellen zu schneiden (TRANSGEN,
2009). Durch diese molekularen Scheren ist es nun mdglich ganze Gene aus
einem Organismus herauszuschneiden und sie mit einem anderen Enzym, der

so genannten Ligase in eine neue Empfanger-DNA ,einzukleben® (zu ligieren).
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2.3 Warum Gentechnik bei der Lebensmittelherstellung?

Gentechnisch veranderte Lebensmittel werden aus oder mit Hilfe von
gentechnisch veranderten Organismen hergestellt. Der Mensch nimmt pro Tag
ca. 2 g DNA mit seiner Nahrung auf. Dadurch, dass weltweit bereits ein groBer
Anteil lebenswichtiger Pflanzen gentechnisch verandert ist, enthalt auch ein
groBer Teil der daraus hergestellten Lebensmittel gentechnisch veranderte
Bestandteile.

Es werden vorwiegend landwirtschaftliche Interessen verfolgt, wenn bei
Pflanzen gentechnische Veranderungen vorgenommen werden. Die
Gentechnik soll der Landwirtschaft gréBere sowie bessere Ertrage liefern und
gleichzeitig die Arbeit erleichtern. Der Vorteil gentechnischer Methoden fur die
Landwirtschaft liegt in der gezielten Einfiihrung bestimmter Gene in das
Genom der Pflanzen. Hierdurch sollen die Produktionskosten gesenkt und die
Qualitat der Produkte gesteigert werden.

Beispiele flr gentechnisch veranderte (gv) Planzen sind Insekten-resistenter
Mais und Herbizid-resistentes Soja oder Kartoffeln die anstatt der beiden
Starkekomponenten Amylose und Amylopektin nur noch das verzweigte
Amylopektin enthalten. Zudem lasst sich die Frischhaltung von Lebensmitteln
positiv beeinflussen. Somit kénnen Tomaten dazu gebracht werden, trotz reifer

Ernte nicht so schnell zu verderben.

Andere Ziele sind die Lebensmittel durch mehr Vitamin-Gehalt gestinder zu
machen oder allergenfrei zu produzieren. Das Entfernen von Allergenen ist ein
besonders wichtiger Aspekt gentechnischer Veranderungen. Die Gentechnik in
der Landwirtschaft soll auch einen wichtigen Beitrag zum Umweltschutz liefern,
indem Pestizide sparsamer eingesetzt werden (DIALOG<>GENTECHNIK,
2009).
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2.4 Der Bt-Mais

Das Kirzel Bt steht flr Bacillus Thuringiensis. Dieses seit fast 100 Jahren
weltweit bekannte Bodenbakterium ist in der Lage ist, ein spezielles Protein zu
erzeugen, das Bt-Toxin, welches bestimmte FraBinsekten abtéten kann. Daher
eignet es sich besonders als Pflanzenschutzmittel.

Im Gegensatz zu vielen chemischen Insektiziden ist das Bt-Toxin fir den
Menschen unschadlich, da es schnell im Magen-Darmtrakt abgebaut werden
kann (AGENDA 21 TREFFPUNKT, 2009). Es sind ca. 170 natdrlich
vorkommende Bt-Toxine mit unterschiedlicher Wirkungsbreite bekannt
(TRANSGEN, 2009). Bt-Praparate sind in Deutschland seit 1964 als
Schadlingsbekampfungsmittel zugelassen und werden auch im Oko-Landbau

verwendet.

Mittels gentechnischer Verfahren ist es gelungen, spezielle Bt-Toxin-Gene aus
dem Bodenbakterium zu isolieren und in das Genom des Mais einzubauen.
Der um das Bt-Gen erweiterte Mais wird kurz als Bt-Mais bezeichnet. Bt-Mais
produziert mit Hilfe des eingebauten Bt-Gens von sich aus das Bt-Toxin und
kann dadurch eine Reihe von Schadlingen selbst abwehren, ohne dass
zusatzliche Pflanzenschutzmittel von auBen hinzugegeben werden muissen.
Auf diese Art und Weise fungiert die gentechnische Veranderung als eine Art
eingebauter Pflanzenschutz.

Um gentechnisch vermittelte Insektenresistenz zu erzeugen, werden
verschiedene Varianten von Bt-Genen Ubertragen, bei Mais Cry 1Ab, Cry1AC
und Cry9c. Diese unterscheiden sich sowohl in der Lange als auch in den
verwendeten Promotoren. Promotoren sind die Schaltstellen flir das Kopieren
der genetischen Information in RNA. Je nach Bt-Gen Variante unterscheiden
sich die transgenen Maissorten sowohl hinsichtlich der Menge des Bt-Toxins
sowie auch durch dessen Verteilung in der Pflanze. So produzieren einige Bt-
Maissorten das Bt-Toxin vor allem im Stangel, andere hingegen in allen
Pflanzenteilen (TRANSGEN, 2009).
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Auch der in Europa zugelassen Bt-Mais MON810 bildet das Bt-Toxin Cry1Ab,
das spezifisch fur einen Schéadling, den Maiszlnsler (siehe Abb. 1), giftig ist.
Nach heutigem Kenntnisstand kann Bt-Mais je nach Anbaugebiet zu einer
Verringerung des Einsatzes chemischer Pflanzenschutzmittel eingesetzt
werden (TRANSGEN, 2009). Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass der

Maiszlinsler gegen das Bt-Toxin-Gen resistent wird.

Abb. 1: Maisziinsler und Maisziinslerlarve

Gezeigt ist der wirtschaftlich bedeutendste Maisschadling, ein Klein-
schmetterling, dessen Larven zunachst an den Blattern fressen, sich
spater aber in die Stengel und Kolben der Maispflanze bohren.
(http://www.biosicherheit.de/de/lexikon)

In den Anfangen der landwirtschaftlichen Nutzung gentechnischer
Veranderung von Pflanzen wurden auch Antibiotika-Resistenzgene, die fur die
Bakterienkultur notwendig waren, unbeabsichtigt in die Pflanzen eingebracht.
Diese verwendeten Resistenzgene konnten unter Umstadnden auch von
anderen Organismen aufgenommen werden. Das wiederum kénnte dazu
fihren, dass Krankheitserreger des Menschen vermehrt Antibiotikaresistenzen
genau gegen diese Gene entwickeln kénnten. Man ist deshalb seit langerer
Zeit bemuUht, das Einbringen von Antibiotika-Resistenzgenen in Pflanzen zu

unterlassen.

Weltweit werden vorwiegend Bt-Maissorten kommerziell genutzt, die eine
Resistenz gegen den Maiszlnsler besitzen. Es handelt sich hierbei um einen
grau-braunen Falter (siehe Abb. 1), der bis zu 30 Prozent Ertragsverluste
verursachen kann. Der Vergleich von herkdmmlichen Mais mit Bt-Mais ist der

Abb. 2 zu entnehmen.
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Abb. 2: Bt-Mais und konventioneller Mais

Im Bild links ist zu sehen, dass die genveranderten
Maiskolben keine Ziinslerschaden aufweisen. Im Bild
rechts sind herkdbmmliche Maiskolben mit deutlichen
Ziunslerschaden sichtbar (TRANSGEN, 2009).

Die mdoglichen Zlinslerschaden auf einem konventionellen Maisfeld sind in der
Abb. 3 aufgezeigt. Durch das frihzeitige Welken der Blatter tritt eine starke

Ertragsminderung ein.

B\ - y.;,.

Abb. 3: Ziinslerschidden auf einem Maisfeld
Anhand der Abbildung sind die erheblichen Ertrags-
verluste durch den Maisziinsler zu sehen
(TRANSGEN, 2009).
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2.5 Anbaugebiete des Bt-Mais

In den USA wird Bt-Mais seit etwa einem Jahrzehnt groBflachig angebaut.
Dort betrug 2007 der Anteil an gvMais mit 18,4 Millionen Hektar 73% vom
gesamten Maisanbau. Bt-Mais wéachst in nennenswerten Umfang aber auch in
Kanada, Argentinien, Stdafrika und auf den Philippinen.

Osterreich, Griechenland, Ungarn, Frankreich und seit 2009 auch Deutschland
haben die EU-weite Zulassung fir MON810-Mais auBer Kraft gesetzt und
nationale Verbote erlassen. Trotzdem hat sich die weltweite Anbauflache von
Bt-Mais auf 35 Millionen Hektar erhdéht. Das entspricht der gesamten
landwirtschaftlichen Flache in Deutschland. Wéahrend weltweit bereits 24
Prozent der Maiserzeugung von Bt-Maissorten stammen, sind es in

europaischen Landern nur wenige Prozent.

Vor vier Jahren wurde in Deutschland erstmals reguldr gentechnisch
veranderter Bt-Mais angebaut. Bis zu dem gesetzlichen Verbot 2009 sind die
Flachen stetig angestiegen. Die Anbauflache betrug in Jahr 2008 etwa 3.173
Hektar- ca. 0,15% der Maiserzeugung. Vor 2005 hatte es bereits einen

begrenzten Versuchs- und Erprobungsanbau gegeben.

Die einzige gentechnisch veranderte Pflanze (gv-Pflanze), die bis vor kurzem
in Deutschland landwirtschaftlich genutzt werden durfte, war der BT-Mais von
Monsanto, MON 810. Er wurde in der EU 1998 gentechnikrechtlich
zugelassen. Die ersten Maissorten die auf MON810-Mais zurtckgehen,
wurden 2005 sortenrechtlich zugelassen. In Deutschland waren sieben dieser
Sorten im Handel. Seit der Anbausaison 2005 missen alle Flachen, auf denen
gentechnisch verdnderte Pflanzen stehen, im o&ffentlichen Standortregister
beim Bundesamt flr Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz
eingetragen werden. Das Register gibt daher detailliert Gber die mit Bt-Mais
bewirtschafteten Flachen Auskunft. Bis 2008 sind die Anbau-Standorte und
Anbauflachen stetig gestiegen, was auch anhand der Abb. 4 und Abb. 5
statistisch deutlich wird. (TRANSGEN, 2009).

Christian Eckl Technikerarbeit 2009 10



250+
2001
150
100

504

@2005 m2006 ©02007 02008

Abb. 4: Anzahl der Anbau-Standorte fur Bt-Mais
in Deutschland

Auf dem Diagramm ist ein deutlicher kontinuierlicher
Anstieg der BT-Mais-Anbau-Standorte in den letzten
Jahren zu sehen (TRANSGEN, 2009).

4000
3000+
2000
1000+

@2005 m 2006 02007 02008

Abb. 5: Anbaufléache in Hektar fir Bt-Mais in
Deutschland

Es ist grafisch ersichtlich, dass bei der Anbauflache

fir Bt-Mais von 2005 bis 2008 jahrlich ein starker Zuwachs
vorhanden war (TRANSGEN, 2009).
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2.6 Kennzeichnung und Riickverfolgbarkeit von genetisch veranderten
Organismen (GVO) in Lebensmitteln

Seit 2003 existiert in allen EU-Landern eine neue Verordnung, in der die
Zulassung von gentechnisch veranderten Lebensmitteln einheitlich und in
gesetzlich verbindlicher Form geregelt werden soll: (EG) Nummer 1829/2003
[Gber gentechnisch veranderte Lebensmittel und Futtermittel] und (EG)
Nummer 1830/2003 [Uber Ruckverfolgbarkeit und Kennzeichnung genetisch
veranderter Organismen (GVO) und aus diesen hergestellte Lebensmittel und
Futtermittel]. 2004 wurden die neuen Bestimmungen wirksam. Bis zu diesem
Zeitpunkt galten gentechnisch verédnderte Lebensmittel rechtlich als "neuartige
Lebensmittel". In dieser Verordnung wurde die Zulassung und Kennzeichnung
durch die seit 1997 gultige Novel-Food-Verordnung geregelt.

In der Novel-Food-Verordnung gibt es flr gentechnisch veranderte Lebensmittel
(gvLebensmittel) eine eigene Verordnung (1829/2003) mit verscharften
Sicherheitsanforderungen, erweiterter Kennzeichnung und Informationsrechten

fir die Offentlichkeit. Somit wurde auch das Zulassungsverfahren geandert.

Geltungsbereich: Unter die Verordnung 1829/2003 fallen Lebensmittel,

Zutaten, Zusatzstoffe und Aromen, die gentechnisch veranderte Organismen
(GVO) sind (z.B.Mais) oder solche enthalten, die mit gentechnisch veranderten
Mikroorganismen produziert werden, wenn diese noch im Lebensmittel
vorhanden sind. Ein Beispiel hierfir ist Yoghurt mit gvMilchsaurebakterien, die
selbst GVOs sind oder daraus hergestellt wurden, unabhangig davon, ob der
jeweilige GVO noch im Lebensmittel nachweisbar ist oder nicht. Maisstarke
beispielsweise oder Zucker aus gentechnisch veranderten Pflanzen waren ein

weiteres Beispiel oder Wirze aus gentechnisch veranderter Hefe.

Schwellenwert: Lebensmittel und Zutaten mit geringfligigen, unbeabsichtigten

GVO-Beimischungen sind von den Zulassungs- und Kennzeichnungs-
bestimmungen ausgenommen, wenn der Anteil der jeweiligen Menge nicht

mehr als 0,9 Prozent betragt.
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Bis zum Jahr 2003 waren gentechnisch veranderte Lebensmittel nur dann
kennzeichnungspflichtig, wenn die jeweiligen GVOs, aus denen sie hergestellt
worden waren, im Endprodukt nachgewiesen werden konnten. Jedoch ist dies
bei vielen hoch verarbeiteten Zutaten nicht der Fall, da GVO-Bestandteile bei
einigen Prozessen, wie bei der Herstellung von raffiniertem Ol, weitgehend
abgebaut werden. So wird DNA durch langere Hitzebehandlung in ihre Bausteine
zerlegt. Deswegen waren bis dato Lecithin oder Ol aus gvSojabohnen nicht
nachweisbar und nicht kennzeichnungspflichtig (TRANSGEN, 2009).

Aus Grinden des Verbraucherschutzes verordnete die Européaische Union die
Ruckverfolgbarkeit von genetisch veranderten Organismen (GVO) und von aus
GVO hergestellten Erzeugnissen Uber die gesamte Lebensmittelkette hinweg.
Anhand der Riickverfolgbarkeit von GVO wird die Kontrolle und Uberpriifung
der Angaben auf dem Etikett, die Beobachtung potenzieller Auswirkungen auf
die Umwelt sowie das Zurtckziehen von auf Mensch oder Tier gesundheitlich
schadlich wirkenden Produkten ermdglicht (EUROPAISCHE GEMEINSCHAFT,
2009). Auch das Zurlckziehen von gesundheitlich schadlichen Produkten wird
durch die Ruckverfolgbarkeit ermdglicht.

In Deutschland wird die Einhaltung der Kennzeichnungsbestimmungen
kontrolliert. Daflr sind die Bundeslander zustandig. VerstiBe gegen die
Kennzeichnungsbestimmungen kénnen mit hohen Geldstrafen geahndet

werden.
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3. Nachweisverfahren zur Detektion von genetisch verdandertem Mais

3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als qualitativer Nachweis

Fir den Nachweis des Bt-Mais auf DNA-Ebene, stellt die Polymerase-
Kettenreaktion aufgrund ihrer hohen Sensitivitdt, Spezifitdt und Schnelligkeit
die am haufigsten angewandte Methode in der Praxis dar.

Die PCR-Methode wurde 1983 von Karry Mullis erfunden (MULLER, 2006).
Seine Absicht war es ein Verfahren zu entwickeln, womit DNA durch einen sich
immer wieder wiederholenden Verdoppelungsprozess, in mehreren Zyklen so
oft kopiert wird, dass man die Produkte des Prozesses sichtbar machen kann.
Dies gelang ihm mit Hilfe des Enzyms Taqg-Polymerase, welche DNA in bis zu
55 Zyklen zuverlassig in vitro, das heif}t, im Reagenzglas, vervielfaltigt. Seit der
im Jahre 1985 von Saiki et al. publizierten ersten PCR-Veréffentlichung nahm
die Anzahl der PCR-Publikationen drastisch zu. Sieben Jahre danach wurde
Mullis 1993 der Noelpreis fiir Chemie zugesprochen (MULLER, 2009).

Der Vorteil dieser Methode fir gentechnische Analysen sei im Folgenden
erlautert: Es kann eine zusatzlich eingefiihrte DNA-Sequenz aus einem
Organismus isoliert und direkt mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
vervielféltigt werden. Die vervielfaltigte DNA wird anschlieBend durch
Gelelektrophorese aufgetrennt, sichtbar gemacht und somit detektiert.

Weil theoretisch ein einziges DNA-Molekdl in der Probenlésung ausreicht, um
den entsprechenden Nachweis zu erbringen, ist die PCR eine extrem
empfindliche Methode. Somit gelingt mit ihr der Nachweis kleinster Mengen

spezifischer DNA-Sequenzen.

Als qualitativen Nachweis versteht man eine "Ja"-oder "Nein"-Aussage, ob eine
genetische Veranderung bei der Maispflanze vorliegt. Die Quantitative PCR
erbringt zuséatzlich Aussagen Uber die genaue Menge der nachgewiesenen
DNA, ist aber etwas aufwandiger und erfordert eine spezielle Laborausristung.
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3.2 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Das Prinzip der DNA-Vervielfaltigung (Replikation), die in jeder lebenden Zelle
stattfindet, ist die Grundlage der Polymerase-Kettenreaktion. Die PCR-
Methode erlaubt eine exponentielle Vermehrung von DNA-Abschnitten auf
hochspezifische und empfindliche Weise, durch eine Abfolge biochemischer
Reaktionen, die bei verschiedenen Temperaturen in einem Reaktionsgefaf
ablaufen. Unter dem Begriff "Polymerase-Kettenreaktion" versteht man, dass
eine Reaktion die Grundlage fir die nachste Reaktion bildet; in diesem Fall der
Polymerase-Kettenreation werden kurze DNA-Sticke (als PCR-Produkte)
gebildet, die wiederum als Matrize (Kopiergrundlage) fur die nachsten
identischen DNA-Kopien dienen. Die Produkte des vorherigen Zyklus sind also
Ausgangsstoffe fir den nachsten.

Es werden fir die PCR folgende grundlegende Komponenten benétigt:

e Die Original-DNA, die den zu vervielfaltigenden Abschnitt enthalt

e Zwei Primer oder Startermoleklle, das sind zwei 18-24 Basenpaare
lange synthetische Oligonukleotide (einzelstrangige kleine DNA-Stlcke),
die Base fur Base genau zur Ziel-DNA passen missen. Man nennt
solche DNA-Fragmente auch komplementér. Diese werden im PCR-
Prozess an die Startpunkte flr die DNA-Vervielféltigung gebunden und
sie legen zugleich Anfang und Ende der DNA-Kopie fest.

e Die Tag-Polymerase, ein thermostabiles Enzym, das aus dem
hitzeliebenden Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde. Sie ist bei
hohen Temperaturen (95°C) bestandig und hat ihr Aktionsoptimum bei
72°C, wo sie den festgelegten Abschnitt zu kopieren vermag.

e Desoxynukleotidtriphosphate, welche die Bausteine fir den von der
Tag-Polymerase zusammenzubauenden (zu synthetisierenden) DNA-
Abschnitt darstellen

e Magnesiumchlorid-lonen (Mg®*), die in genau eingestellter Konzentration
notwendig fur die Funktionalitat der Tag-Polymerase sind.

e Pufferlésungen, die eine fir die DNA-Synthese geeignete Umgebung
sicherstellen

e Ultrareines Wasser
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Die PCR besteht in ihrem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten:

1. Aufschmelzen des DNA-Doppelstranges:

Durch das Erhitzen der doppelstrangigen Ziel-DNA auf 95°C werden die
Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Nukleotiden eines DNA-
Doppelstranges, wie in Abb. 6 veranschaulicht, aufgeschmolzen. Das Zucker-
Phosphat-Rickgrad der DNA, dessen Basenfolge die genetische Information
enthalt, bleibt unter diesen Bedingungen stabil. Durch anschlieBendes
Absenken der Temperatur auf einen Temperaturbereich zwischen 50°C und
60°C (siehe Schritt 2.) kénnen die exakten Bedingungen fur die Anlagerung der
Startersequenzen eingestellt werden, wobei die groBen DNA-Fragmente immer

noch aufgetrennt bleiben.

2. Anlagerung des Primers:

Durch das Herabsetzen der Temperatur auf 50-60°C, je nach Basenfolge in
der Ziel-DNA, verbinden sich die Primer (Startermolekile) mit der DNA-
Zielsequenz. Diesen Vorgang nennt man Hybridisierung. Diese Verbindung ist
nur dann stabil wenn Primer und DNA-Abschnitt sich erganzen (komplementar
sind), sich also zwischen ihren Bausteinen Basenpaare bilden kénnen. Die
Verbindung erfolgt Gber so genannte Wasserstoffbriicken, wobei sich immer
die Basen Adenin mit Thyamin und Cytosin mit Guanin paaren. Am 3’-Ende
dieses Basen-gepaarten Abschnittes beginnen die Polymerasen, sobald die
Temperatur auf das Temperaturoptimum fir das Enzym, 72°C, angehoben
wurde damit, weitere komplementdre Nukleotide anzubauen und damit die
Verbindungs-Sequenz, dem Doppelstrang zwischen Primern und Matrizen-

DNA zu verlangern.

3. Kettenverldngerung:

Die Temperatur wird nun auf 72°C erhoht. Dies ist die ideale Arbeitstemperatur
fur die verwendete Tag-Polymerase, welche weitere Nukleotide an die
entsprechenden DNA-Enden der einzelstrangigen Startermolekile, immer
passend zur DNA-Matrize, anbaut. Dabei werden die verwendeten Primer vom
3'OH-Ende beginnend in 5'>3’-Richtung verlangert. Dieser Prozess wird als

Synthese eines neuen Stranges bezeichnet.
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Die Angaben 5’ und 3’ beziehen sich auf die beiden unterschiedlichen Enden
der einzelstrangigen DNA-Startermolekile (Primer). Wenn man sich das
Zucker-Phosphat-Ruckgrad der DNA genauer ansieht, so kann man fest-
stellen, dass bei der Kettenverlangerung immer die an bestimmten C-Atomen
des Zuckers gebundenen OH-Gruppen betroffen sind. Zur Unterscheidung

werden diese VerknUpfungsorte als 5’- oder 3’-Ende bezeichnet.

Die langen Einzelstrange dienen als Matrize fur die einzelnen, an die zu
verlangernde Kette angebauten Basen. Die Primer werden nicht wieder
abgeldst, da sie den Anfang eines jeden Einzelstranges bilden und mit der
neugebildeten DNA fest verankert sind. Durch die zyklische Wiederholung
dieser drei Schritte: Aufschmelzen der DNA, Anlagern der Primer und
Synthese des neuen Stranges, verdoppelt sich jedes Mal die Anzahl an
kopierten DNA-Molekllen. Um zu gewahrleisten, dass dieser Prozess 45 Mal
ablaufen kann, muss ein riesiger Uberschuss an Primern zur Reaktion
hinzugegeben werden. Diese Moleklle sind allerdings so klein, dass sie
trotzdem mit dem bloBen Auge kaum sichtbar sind.

Der Zyklus: Aufschmelzen der DNA, Primer-Anlagerung und DNA-
Ketteverlangerung werden in einem automatischen Thermocycler fur den
Nachweis von gvMais 45-mal durchlaufen. Man kann sich dabei vorstellen,
dass nach 20 Zyklen auf diese Weise aus einem einzigen DNA-Doppelstrang
in etwa eine Million Molekiile entstehen. Daraus ergibt sich die Formel 2" fiir:
n=Anzahl der Zyklen. In der folgenden Abbildung (Abb. 5 ) ist der Ablauf der
Polymerase-Kettenreaktion in den wichtigsten Einzelschritten anschaulich

dargestellt.
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95°C Aufgeschmolzene DNA Schritt 1

60° Anlagerung der Primer Schritt 2

2 Kopien der DNA Zyklus 1

(d)

4 Kopien der DNA ZykKlus 2

Abb. 6: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (nach SUMANAS, 2009)

In dieser Abbildung ist zunachst gezeigt, wie der DNA-Doppelstrang bei 95°C
aufgeschmolzen wird (a). In diesem speziellen Falle, bei 60°C (b), lagern sich die
Primer basengenau an den Matrizenstrang an und bei 72°C (c) beginnt die
Kettenverlangerung. Es ist weiterhin gezeigt, dass nach der ersten Ableserunde aus
einem Molekil zwei Kopien entstehen (d), in der zweiten Ableserunde entstehen aus
zwei Kopien vier Kopien (e), in der 20. Ableserunde wird die Anzahl von 1 000 000
Kopien Uberschritten. Die Reaktion wird so lange durchgefiihrt, bis so viele Kopien
entstanden sind, dass man die entstandene DNA im UV-Licht sichtbar machen kann.
Die folgende, durch die Formel 2n ermittelte Tabelle (Tab. 1) gibt in Zahlen
Aufschluss Uber die Vevielfaltigungsstufen bei der Polymerase-Kettenreaktion unter
Idealbedingungen.
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Tab. 1: Anzahl der Zyklen im Verhéltnis zur Anzahl der DNA-Ziel-Bereiche
(Fragmente)

Es ist tabellarisch ersichtlich, dass anhand der Formel 2" (n=Anzahl der Zyklen)
sich die DNA-Zielbereiche mit jedem Zyklus theoretisch verdoppeln, unter
Voraussetzung eines optimalen Ablaufs der PCR.

Die Anzahl der DNA-Molekile verdoppelt sich mit jedem Zyklus. Nach etwa
einer Stunde und 30 Zyklen erhalt man 2% also tiber eine Milliarde Kopien.

Anzahl der Zyklen Anzahl der Ziel DNA-Bereiche
1 2

2 4

4 16

5 32

6 64

7 128

8 256

10 1024

12 4096

14 16384

16 65536

20 1048576

24 16777216
28 268435456
30 1073741824
32 4294967296

Zur visuellen Auswertung unter UV-Licht werden die PCR-Produkte auf ein
Agarose-Gel, das spezifische Farbstoffe fir die DNA enthalt, aufgetragen.
Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes werden die aufgetragenen DNA-
Stlcke Uber einen gewissen Zeitraum der Lange nach sortiert. Dieser Schritt
wird auch Auftrennen der DNA-Fragmente genannt. Nukleinsauren sind wegen
ihres Zucker-Phosphatriickgrates negativ geladen und wandern in einem
elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode (MULLER, 2001). Die
aufgetrennten DNA-Banden werden im Bezug auf ihre Gr6Be mit einem
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bekannten DNA-Marker (hier die KB PLUS DNA Leiter) verglichen und somit
die Lange bestimmt. Dabei werden PCR-Produkte unterschiedlicher
Basenpaarlangen aufgrund ihrer unterschiedlichen Laufgeschwindigkeit
unterschieden. Kirzere DNA-Sticke bewegen sich schneller als die langeren
durch das Gel, ahnlich als ob man verschiedene Siebe unterschiedlicher
MaschengrdBe untereinander zum sortieren unterschiedlich groBer Partikel

verwendet.

3.3 Empfindlichkeit und Fehleranfalligkeit der Polymerase-Kettenreaktion

Die exponentielle und spezifische Vervielfaltigung eines bestimmten Gen-
Abschnitts  wird mit der Polymerase-Kettenreaktion so empfindlich
durchgefihrt, dass im Idealfall ein einziges Gen nachweisbar ist. Der groBe
Vorteil der PCR ist ihre extreme Empfindlichkeit, dies ist aber gleichzeitig auch
ihr nicht zu unterschatzendes Problem. In der Praxis sind es Kkleinste
Verunreinigungen, wie sie etwa beim Pipettieren durch Ubertragene Mini-
Kondenswasser-Teilchen aus dem Pipettenschaft oder aus der Raumluft
entstehen. Diese kleinsten nicht mehr sichtbaren Feuchtigkeitstropfchen, die
die PCR-Reaktion regelrecht sabotieren kdnnen nennt man Aerosole. Aerosole
kénnen DNA in kleinsten FlUssigkeitstropfchen tragen oder auch Staubpartikel
und die Kontamination mit nur einem "falschen" DNA-Molekll kann ein falsch-
positives Ergebnis herbeiflhren.

Das Risiko falscher Resultate lasst sich durch umfangreiche VorsichtsmaB-
nahmen minimieren, was in der anschlieBenden Diskussion dieser Arbeit
genauer aufgefthrt ist. Somit ist es in der Praxis u.a. sinnvoll, geplackte
Pipettenpitzen zu verwenden, diese bei jedem Pipettiervorgang zu wechseln
und regelmaBig neue Handschuhe zu verwenden. Bedeutend ist auch die
Verwendung von aliquotierten Lésungen (Teilmengen) um

Kreuzkontaminationen zu verhindern.
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3.4 Positiv- und Negativkontrolle

Bei der PCR-Analyse muss generell eine Positiv- und Negativkontrolle
durchgefihrt werden. Die Positivkontrolle gibt bei jedem Versuch Auskunft
dartber, ob richtig pipettiert wurde und ob die Reaktion generell funktioniert
hat. Die Negativkontrolle, die jeweils auch die letzte pipettierte Probe sein
sollte, gibt Auskunft dariber, ob sauber gearbeitet wurde oder ob falsch
positive Ergebnisse zu erwarten sind. Um reproduzierbare Ergebnisse mit
dieser sehr empfindlichen Methode zu erhalten, sind bei jeder PCR diese

Kontrollen immer notwendigerweise mitzufihren.

Die Positivkontrolle sollte eine Reaktion sein, die unter den gegebenen
Bedingungen zuverlassig ablduft, und Aufschluss darUber gibt, ob alle
Reaktionskomponenten hinzu gegeben wurden und diese noch aktiv sind.

Die Negativkontrolle besteht aus einem kompletten Reaktionsansatz, jedoch
ohne die zu vervielfaltigende Ziel-DNA, zum Identifizieren mdglicher

Kontaminationen.

Das Zusammenpipettieren der Reaktionen sollte unbedingt auf Eis erfolgen.
Die Tag-Polymerase hat zwar bei Raumtemperatur nur eine sehr geringe
Polymeraseaktivitat, diese reicht jedoch aus, um den Primer zu verlangern,
welche bei dieser Temperatur auch an falscher Stelle binden und zu
unerwinschten Nebenprodukten fluhren. Verunreinigungen durch Fremd-DNA
kénnen zu irrefihrenden Ergebnissen und falschen Schlissen fuhren. So
besteht die Gefahr einer Verwechslung unbeabsichtigter Kontaminationen mit
tatsdchlicher gentechnischer Veranderung. Deswegen existieren bei dieser
Nachweismethode strenge Richtlinien zur Handhabung der Proben, um

zuverlassige Aussagen zu erhalten.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die rdumliche Trennung von Arbeiten mit
positiven Proben und Orten, an denen eine PCR-Reaktion zusammenpipettiert
wird. Nur an absolut sauberen Arbeitsplatzen kann diese Arbeit zuverlassig
gelingen, deshalb werden die PCR-Arbeitsplatze auch o6fters mit UVC-Licht
bestrahlt, das jede Fremd-DNA zerstort.
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4. Material und Methoden

Begleitend zu dem Literaturstudium wurden praktische Versuchsreihen

durchgeflhrt, bezlglich der Funktion der Polymerase-Kettenreaktion zum

Nachweis von DNA-Abschnitten, welche in gentechnisch verandertem Mais

vorkommen.

4.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien Hersteller
Hot Star Taq Master Mix Qiagen, Hilden
Wasser A. bidest. Qiagen, Hilden

LE Agarose, Seakem
TAE-Puffer

Farbstoff GelStar

Ethanol
Glycerin-Probenpuffer;

40 % Glycerin

40 mM TAE, pH 8,3

0,1 % (w/v) Xylencyanol

0,1 % (w/v) Bromthymolblau

Biozym, Hameln

Merck, Darmstadt

Cambrex Bio Science, Rockland
Roth, Karlsruhe
Emil-Fischer-Schule, Berlin
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Nukleinsauren

Hersteller

1 KB-Plus DNA-Leiter
Langenmarker,

Angabe in Basenpaaren:

100, 200, 300, 400, 500, 650, 850,
1000, 1650, 2000, 5000, 12 000
Synthetische Oligonukleotide (Primer)
100uM Primer-Stocks wurden zu
Gebrauchsstocks 1:10 verdinnt
GVO Maismehl MZ 5

(5% MON-810),

Maismehl MZ 5

Zertifiziertes Referenzmaterial
IRMM-413 Nr. 76182

Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Buchs

TIB MOLBIOL, Berlin

Tab. 2: Sequenzen der verwendeten Primer fir die PCR

Primer | Sequenz 5°-3'Richtung Nachweis | Ldnge | Referenz
(bp)
Cry1Ab | ACCATCAACAGCCGCTACAACGACC | Bt-Mais 184 Hupfer,
1998
Cry1As | TGGGGAACAGGCTCACGATGTCCAG | Bt-Mais 184 Hupfer,
1998
Ivr1A CCGCTGTATCACAAGGGCTGGTACC | Mais- 226 Ehlers,
Invertase- 1997
Gen
lvr1B GGAGCCCGTGTAGAGCATGACGATC | Mais- 226 Ehlers ,
Invertase- 1997
Gen
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4.2 Gerate und Materialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Pipettenspitzen mit Filter Roth, Karlsruhe
ReaktionsgefaBe (1,5 ml/0,5ml) Schubert, Leipzig

Gerate Hersteller

Tischzentrifuge Sigma, Osterode

Vortex Mixer Scientific Inustries, Bohemia
Thermomixer Eppendorf, Hamburg
Thermocycler Eppendorf, Hamburg
Elektrophoresekammer Bio Rad, Minchen
Power-Supply Bio Rad, Miinchen
UV-Transiumulator LTF Labortechnik, Wasserburg
Digitalkamera mit Orangefilter Kodak DC 290, Stuttgart

4.3 Durchfuhrung der Polymerase-Kettenreaktion

Fiar den Nachweis von gentechnisch verandertem Mais wurde eine PCR mit
Primern durchgefiihrt, die das Delta-Endotoxin-Gen von Bacillus thuringiensis
[CRY1A]und/oder das Invertase-Gen [IVR] erkennen.

Beim Bacillus thuringiensis [CRY1A]-Gen handelt sich um jenes Gen, welches
in genetisch verandertem Mais vorkommt und den Mais vor Schadlingsbefall
schiutzen soll. Das Invertase-Gen kommt hingegen in jeder Maispflanze vor,
unabhangig von gentechnischer Veranderung und dient somit als interner
Standard.

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden die bendtigten Mengen an Reagenzien
und Lésungen fir den PCR-Reaktionsansatz und den Mastermix berechnet.
Unter Einbeziehung des Pipettierverlustes wurde ein Proben-Ansatz zusatzlich
erstellt.
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PCR-Reaktionsansatz flir 1 Probe:

Beispiel: PCR-Reaktion fiir den spezifischen Nachweis des CRY1A-Gens

(Positivkontrolle)

Lésung/Reagenz Menge in pli Endkonzentration
Hot Star 25 ul 2,5 U Tag-Polymerase
Taqg Master Mix

Primer Cry1Ab 2ul 0,4 uM

Primer Cry1As 2ul 0,4 uM

DNA (vorgelegt) 10 pl

Wasser 11 ul

il Gesamt 50 ul

PCR-Reaktionsansatz fliir 1 Probe:

Beispiel: PCR-Reaktion fiir den spezifischen Nachweis des /VR-Gens

(Positivkontrolle)

Lésung/Reagenz Menge in pli Endkonzentration
Hot Star 25 ul 2,5 U Tag-Polymerase
Taq Master Mix

Primer Ivr1A 2 pl 0,4 uM

Primer Ivr1B 2 pl 0,4 uM

DNA (vorgelegt) 10 pl

Wasser 11 pl

ul Gesamt 50 pl
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Voraussetzung fir die Durchfihrung der fir die PCR notwendigen
Pipettiervorgdnge war die Sicherstellung von sterilen Arbeitsflachen, um

Kontaminationen der Proben zu verhindern.

Die fur die PCR-Reaktion bendtigten tiefgekihlten Reagenzien wurden auf ca.
4°C unter gelegentlichem Schitteln in einem Kihlblock aufgetaut:

e Ultrasauberes Wasser

e Primerpaare, spezifisch fir das nachzuweisende Gen

e Hot Star Tag Master Mix mit den bendtigten Puffersubstanzen,
Nukleotiden und Salzen

Speziell bei dem Hot Star Taq Master Mix musste das Auftauen auf 4°C mittels
eines Eppendorf Thermomixers und standigem Mixen bei 750 upm erfolgen,
damit vor allem die darin enthaltene Magnesiumchlorid-lonen gel6st werden.
Die bendtigten ReaktionsgefaBe mussten ebenfalls auf einem Kuhlblock stets
auf vorgeschriebener Kihltemperatur von 4°C gehalten werden.

Pipettiervorgange:

Es wurde ein Master-Mix hergestellt, welcher alle bendtigten Reagenzien,
auBer die zu vermehrende DNA enthielt (dies ist generell bei mehreren PCR-
Reaktionen sinnvoll, um sich unnétiges Pipettieren zu ersparen). Hierfar wurde
der Hot Star Taq Master Mix, mit der enthaltenen Tag-Polymerase, den
Puffersubstanzen, Nukleotiden und Salzen in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3
gegeben. Die fur die PCR-Reaktion spezifischen Primer sowie hochreines
bidestilliertes Wasser wurden hinzugefigt. Die Mastermix-Komponenten
wurden mit einem Vortexer vorsichtig vermischt und kurz zentrifugiert, damit

die Reagenzien nicht am GefaBrand verbleiben.

Christian Eckl Technikerarbeit 2009 26



Der berechnete Reaktionsmix wurde zu gleichen Teilen auf die bereits in
kleinen 0,5 ml PCR-ReaktionsgefaBen vorgelegten DNA-Proben wie folgt
pipettiert:

e Positivkontrolle
¢ DNA-Probe

¢ Negativkontrolle

Als Negativkontrolle wurde eine flr die eine fiir die PCR wichtige Komponente,
zumeist hochreines PCR-Wasser oder eine fir das [CRY1A]-Gen von Bacillus
thuringiensis negative DNA verwendet. Danach wurden die PCR-Ansatze
sorgfaltig vermischt und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben in
einen auf 95°C vorgeheizten Thermocycler gestellt und das PCR-Programm flr
Mais gestartet (Tab. 3).

Tab. 3: Verwendetes Thermocycler-Temperaturprogramm fir Bt-Mais
Der Eppendorf-Thermocycler ist in der Lage Temperaturzyklen einer Polymerase-
Kettenreaktion automatisiert durchzufiihren.

Deckeltemperatur = 105 °

Blocktemperatur Zeit

1 T=95° 0:15:00 min

2 T=95° 0:00:45 min

3 T=60° 0:00:45 min

4 T=72° 0:00:35 min

5 Zurtckkehren zu 2 Wiederholung 45 mal
6 T=72° 0:05:00 min

7 T= bei4°
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4.4 Nachweis der PCR-Produkte mit der Agarose-Gelelektrophorese

FOr den spezifischen qualitativen Nachweis der PCR-Produkte, wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt. Dabei wurden die PCR-Produkte mit
den enthaltenen DNA-Fragmenten auf einem 2 %igen Agarosegel
entsprechend ihrer GréBe im elektrischen Feld bei konstantem Strom
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte, DNA-Fragmente von

definierter GréBe, auf einem UV-Transimulator sichtbar gemacht.

Durchfiihrung:

Zur Herstellung eines 2 %igen Agarose-Gels, wurde in einem Laborkolben
0,56 g LE-Agarose eingewogen und unter Schitteln in 40 ml 1xTAE-Puffer
homogen vermischt. Die Mischung wurde in einer Mikrowelle fir 2 Minuten
unter gelegentlichem leichtem Schutteln auf héchster Stufe erhitzt. Nach
anschlieBendem Abkihlen des Gels auf ungefédhr 45-50°C wurden 2 pl
GelStar-Farbstoff hinzugegeben und die Suspension leicht geschwenkt.
Danach wurde das flussige Gel zlgig und mdglichst luftblasenfrei in einen
daflir vorgesehenen Geltrager mit eingesetztem Kamm gegossen.

Nachdem das Gel bei ca. 15-20minUtiger Stehzeit ausreichend polymerisieren
konnte (Monomere reagieren zu Polymere), wurde es in eine daflir
vorgesehene Elektrophorese-Kammer gegeben und mit TAE-Laufpuffer bis zur

vollstandiger Bedeckung des Gels beschichtet.

Far die Vorbereitung der PCR-Ansatze wurden 10ul Auftragspuffer mit je 50pl
PCR-Ansatz in den kleinen ReaktionsgeféaBen gemischt und die Flissigkeiten
durch "Herunterschleudern" zusammengefihrt. Zusatzlich wurden 10pl
Ladungspuffer mit 10ul DNA-Leiter gemischt. Der Ladungspuffer diente hierbei
zum einbringen von Indikatorfarbe zur Kontrolle des Gellaufs und Beschweren
der PCR-Produkte damit die Proben zuverlassig in die Geltaschen absinken.
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Sobald die PCR-Ansétze fiir die Gelelektrophorese vorbereitet waren, wurde
der zu dem Geltrdger gehdérende Gelkamm entfernt. Die so erzielten
Geltaschen wurden mit je 20 pl Probe beladen. 20ul KB-Leiter wurden als
Langenstandard in die entsprechenden Geltaschen aufgetragen. AuBerdem
musste eine Kontrolle durchgeflihrt werden, die gezeigt hat, dass bei der PCR-
Reaktion keine Verunreinigungen vorhanden waren. In der PCR-Kontrolle ohne
DNA-Zugabe (Negativkontrolle) durfte kein Reaktionsprodukt zu sehen sein,
welches fur transgenem Mais spezifisch ist. Sobald alle Proben in den
Geltaschen aufgetragen waren, wurde das Elektrophorese-Programm gestartet

Nach ausreichender Auftrennung der DNA-Fragmente (ca. 20-30 Minuten) bei
konstantem Strom (110 mA) wurden die DNA-Banden auf einem UV-
Transiumulator sichtbar gemacht und anschlieBend photographisch am PC
dokumentiert. Der gesuchte DNA-Abschnitt galt als nachgewiesen, wenn die
Trennung der Fragmente mittels der Gelelektrophorese soweit erfolgt war,
dass aufgetrennten DNA-Banden im Vergleich zum Langenstandard (Abb. 6)
eindeutig der GréBe des zu erwartenden PCR-Produktes zugeordnet werden
konnten. Die Lange der gesuchten DNA-Sequenzen wurde ausgewertet.
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Abb.7: Darstellung einer 1Kb Plus DNA-Leiter

Die 1Kb Plus DNA-Leiter besteht aus einem Gemisch von DNA-Stréangen
aufsteigender Lange. Sie ist der im Genlabor der Emil-Fischer-Schule am haufigsten
benutzte LAngenmarker bei der Agarose-Gelelektrophorese. Die Lange der DNA-
Sequenz des PCR-Produktes in Basenpaaren kann durch sie bestimmt werden. Bei
der gvMais-PCR waren die Fragmente von 100 bis 300 Basenpaaren wichtig fur die
Zuordnung der spezifischen Fragmentlangen.
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5. Ergebnisse

5.1 Exemplarische Darstellung der PCR-Produkte

Im ersten Experiment (Abb. 8) wurde ein GrdBenvergleich des Bacillus
thuringiensis [Cry1AJ-Gens und des und Invertase-Gens [IVR] vorgenommen.
Man sieht deutlich, dass die Auftrennung bei der Agarose-Gelelektrophorese
eine gewisse Laufstrecke zurlckgelegt haben muss, damit man beide
Fragmente aufgrund ihrer Ld&nge voneinander unterscheiden kann. Die DNA-
Fragmente werden mit dem Langenstandard, der KB Plus DNA-Leiter
verglichen, sie sind kurz unterhalb im Falle von gvMais und kurz oberhalb der

200 bp-Bande im Falle des Invertase-Gens zu sehen.

2% Agarose/Ge 1Star

= 3000-12000
=1650/2000

= 850/1000

- 650
- 500
- 400

- 300
- 200

Abb. 8: Durch PCR vervielfachte DNA-Abschnitte des Delta-Endotoxin-
Gens von Bacillus thuringiensis [Cry1A] und des Invertase-Gens [IVR]
von Mais.

Spur # 1: PCR-Fragmente furCry 1A, 184 bp

Spur # 2:Langen-Marker ist die Kb-Plus-Leiter

Spur # 3: PCR-Fragmente fur /VR, 226 bp

Auf dem Gel ist gut sichtbar, dass die DNA-Abschnitte fir CRY7A und IVR
unterschiedliche Langen besitzen. Bei 380 bp in der Spur # 1 und bei 420 bp in
der Spur # 3 sind im Hintergrund unspezifische DNA-Fragmente zu sehen,
was auf fehlerhafter Primerbindung (Random-Priming) zurlckzufihren ist.
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5.2 Auswirkung der Anzahl der PCR-Zyklen auf die Detektion kleinster
Mengen von [Cry1A]-DNA in den Proben

Eine offensichtlich mit Aerosolen kontaminierte Probe wurde einer PCR mir
dem [Cry1A] Primersatz unterzogen (Abb. 9).

12345

- . o= =

2% Agarose/GelStar

=1650-12000

=850/1000
-650
=400/500
-300

-200

-160

27 35 45 Zyklen

Abb. 9: PCR mit drei Negativkontrollen
und einer Positivkontrolle fiir den DNA-
Abschnitt des Delta-Endotoxin-Gens von
Bacillus thuringiensis [Cry1A] von
genverandertem Mais.

Spur # 1:

Negativ-Kontrolle fir Cry1A/ 27Zyklen
Spur # 2:

Negativ-Kontrolle fir Cry1A/ 35 Zyklen
Spur # 3:

Kontaminierte Negativkontrolle far Cry1A/
45 Zyklen

Spur # 4:

Langen-Marker ist die Kb-Plus-Leiter

Spur # 5:

Positiv-Kontrolle fur Cry1A,184bp

Bei der zweiten Mais-PCR wurden drei Negativkontrollen mit unterschiedlicher
Zyklenzahl durchgefihrt sowie eine Positivkontrolle des vervielfachten DNA-
Abschnitts des Delta-Endotoxin-Gens von Bacillus thuringiensis [Cry1A] mit
regularer Zyklenanzahl. Das Ergebnis zeigt, dass die PCR alle
Verunreinigungen sichtbar macht, sobald man Uber einen Schwellenwert, die
so genannte Nachweisgrenze gekommen ist. Bei 27 und 35 Zyklen war noch
keine Kontamination sichtbar, da man unterhalb der Nachweisgrenze liegt.
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Jedoch war bei 45 Zyklen eine deutliche Kontamination mit Aerosolen
festzustellen.

Somit ist ersichtlich, dass durch die Erhdéhung der Zykluszahlen die
Empfindlichkeit der PCR deutlich gesteigert wird. Im Vergleich der Spur #3
und Spur #5 ist bei der Positivkontrolle ein deutlich starkeres Signal vorhanden,
als bei der kontaminierten Negativ-Kontrolle, weil bei der Positivkontrolle

eindeutig mehr DNA-Menge vervielfacht wurde.

6. Diskussion

Die Polymerase-Kettenreaktion als analytisches Nachweisverfahren gewinnt in
der Lebensmittelindustrie zunehmend an Bedeutung, durch den vermehrten
Anbau von gentechnisch verdnderten Pflanzen und damit bestehender
Kennzeichnungspflicht innerhalb der EU.

Durch die PCR-Analytik lassen sich bereits kleinste Mengen DNA-Material in
Lebensmitteln nachweisen. Trotz scheinbarer Einfachheit der Methode
erfordert die PCR Sorgfalt und Erfahrung bei der Durchflihrung und bei der
Interpretation der Ergebnisse. Umfangreiche Kenntnisse und Erfahrungen mit
molekularen Verfahren, sorgféaltigste Einhaltung von VorsichtsmaBnahmen

sowie umfangreiche Kontrollreaktionen bei der Durchfiihrung sind notwendig.

Es kann zahlreiche Grinde geben wieso die PCR nicht klappt. Fir eine
erfolgreiche PCR missen verschiedene chemische sowie physikalische
Parameter eingehalten werden. Leider passiert es sehr oft, dass die
gewunschten Resultate nach einer PCR nicht erhalten werden. So einfach die
Durchfuhrung einer PCR erscheint, so komplizierter kann die Fehlersuche sein,
wenn das gewilnschte Amplifikat nicht erhalten wird oder unspezifische
Fragmente auftreten (MULLER, 2001). Fir die Fehlersuche findet man im
Trouble-shooting-Teil (Fehlersuche) verschiedener Hersteller von PCR-Kits

viele Hinweise.
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Da sich durch die PCR bereits geringste Mengen DNA nachweisen lassen, ist
es enorm wichtig, Verunreinigungen der PCR-Reaktionsansatze durch PCR-
Produkte vorausgegangener Versuche oder "Fremd-DNA" aus anderen

Quellen zu vermeiden.

Einen der kritischen Faktoren in der Praxis stellen Aerosole (Mini-Teilchen in
unserer Luft) dar. Kleinste Verunreinigungen, etwa durch das Pipettieren
Ubertragene Mini-Teilchen in unserer Luft, Staubpartikel und die Kontamination
mit nur einem "falschen" Molekll kdnnen zu einem falsch-positiven Ergebnis
herbeifihren. Bei dem Pipettiervorgang bewegt sich eine Flissigkeit durch die
enge Offnung der Pipettenspitze. Dabei kénnen Aerosole entstehen, welche
z.B. winzigste DNA-Bereiche enthalten. Diese kénnen dennoch die Pipetten

kontaminieren und somit auf eine andere Probe Ubertragen werden.

Anschaulich erklart, kann z.B. ein einziges Mini-Tropfchen aus der Luft
(Aerosol), das sich beim Offnen eines ReaktionsgefaBes nach der PCR bildet,
zehtausende Kopien der zu vervielfaltigenden DNA-Sequenz enthalten. So
besteht die Gefahr dass sich Spuren vorheriger PCR-Analysen im Labor
verteilen und somit in den Primern, Nukleotiden oder Polymerasen landen
kénnen. Selbst kleinste Verunreinigungen durch Trépfchen an Handschuhen,
Pipettenspitzen oder achtlos weggeworfene PCR-GefaBe kénnen gravierende
Folgen haben. Werden VorsichtmaBnahmen bei der PCR nicht genauest
eingehalten, entstehen haufig unspezifische PCR-Produkte, wie multiple
Banden oder unerwlinschte Bandenschmier. Diese haufig auftretenden Fehler
entstehen meist durch eine Fehlpaarung der Primer (Oligonukleotide) in Folge
einer bereits geringen Erwdarmung der PCR-GefaBe bei den
Pipettiervorgéangen. Diese Molekile binden entweder an unspezifischen Stellen
oder kdnnen auch als sogenannte Primer-Dimere miteinanander verknifen.
Obwohl die optimale Reaktionstemperatur der Polymerase bei 72°C liegt, ist
sie auch bei Zimmertemperatur bereits aktiv und beginnt Nukleotide an die
Primer anzubauen. Das stort die spatere Reaktion erheblich, weshalb das
Ansetzen der PCR zwingend auf Eis erfolgt. In Tabelle 4 sind verschiedene
Kontaminationsquellen aufgeflihrt, die bei der PCR-Analyse durch besondere
VorsichtmaBnahmen beachtet werden sollten.
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Tab. 4: Mégliche Kontaminationsquellen bei der PCR (MULLER, 2001)

Biologisches Material | Verbrauchsmaterial Arbeitsplatz

Methode der ReaktiongefaBe Laborgerate

Probengewinnung

Matrize Pipettenspitzen Homogenisatoren

Zellsuspensionen "Steriles A.bidest" Hood-Filtereinsatze

Aerosole Verwendete Pipetten
Reagenzien

Das Risiko falscher Resultate kann durch das Einhalten von verschiedenen
VorsichtsmaBnahmen im Laborbetrieb minimiert werden:

Somit Iasst sich die Gefahr von Kreuzkontaminationen verhindern, indem man
raumliche Bereiche vor der DNA-Vervielfaltigung von Arbeitsbereichen far
Arbeiten nach der DNA-Vervielfaltigung trennt. Diese Arbeiten sollten in
separaten Raumen erfolgen. Um freigesetzte Aerosole als
Kontaminationsquelle zu vermeiden ist eine Verwendung von Filterspitzen
sinnvoll, also Pipettenspitzen, die im oberen Durchgang zur Pipette hin einen
Filter enthalten.

FUr jeden Pipettiervorgang ist das Verwenden von frischen Pipettenspitzen
zwingend erforderlich, um eine Kontamination der Reagenzien sowie der PCR-
Ansatze zu vermeiden. Zudem ist es sinnvoll die Handschuhe bei den
Arbeitsvorgangen haufiger zu wechseln und eine sterile Sicherstellung der
Arbeitsflachen mit Ethanol zu gewéhrleisten.

Dariber hinaus sollten stets neue und sterilisierte ReaktionsgeféaBe und
Lésungen benutzt und diese stets ordnungsgeman beschriftet werden, um

Kontaminationen eindeutig nachzuvollziehen.
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Im oben dokumentierten Versuch wurde exemplarisch eine Kontamination
nachgewiesen und gezeigt, dass ein Schwellenwert iberwunden werden muss,
um die Kontamination nachzuweisen. Dieser Schwellenwert ist abhangig von
der Menge des eingetragenen kontaminierenden Materials. Befindet sich die
Menge an Ziel-DNA unterhalb des Schwellenwertes, so handelt es sich um
eine falsch-negative Probe, die durch weitere Schritte erkannt werden kénnte.
Nach 45 Zyklen konnten in dieser Arbeit Kontaminationen mit Aerosolen durch
die anschlieBende Agarose-Gelelektrophorese sichtbar gemacht werden. Dies
zeigt, dass es sinnvoll ist bei Lebensmittelkontaminanten, die auch in Spuren
nachgewiesen werden mussen, die Anzahl der Zyklen zu erhdhen.

Das Gel in Abb. 10 zeigt die unterschiedlichen Nachweisgrenzen der PCR am
Beispiel einer DNA-Probe aus gvMais, erstellt aus verschiedenen
Verdinnungen (vergl. Dissertation von Tim Reuter, 2003, verandert).
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Abb. 10: Nachweisgrenze der PCR am Beispiel einer DNA-
Probe aus gvMais, erstellt aus verschiedenen Verdiinnungen
Die erste Spur (M) zeigt den Langenmarker. Der hier verwendete
Langenmarker besitzt die FragmentgréBen 1116, 883,692,501,404,
331, 242, 190, 147, 111, 67 und 34 bp. Die PCR-Reaktionen wur-
den mit je 2 pul DNA durchgefiihrt. Nach 40 Zyklen jeweils wurden

8 pl Probe, versetzt mit 2 pl Ladungspuffer, auf ein 2%iges Agarose-
Gel aufgetragen. Die Proben wurden mit Ethidiumbromid angefarbt.

In der Spur (8) ist ein PCR Fragment der gv Mais-DNA-Ausgangs-
konzentration von 0,8 ng/ul aufgetragen, in der Spur 9 sind 0,08 ng/ul
und in der Spur (10) sind 0,008 ng/ul aufgetragen worden. Die Ver-
mehrung der DNA in der Spur (11) liefert kein sichtbares Ergebnis,
ein zu erwartendes ist Signal kann unter den gegebenen Nachweis-
bedingungen nicht mehr sichtbar gemacht werden. Spur (12) zeigt
die Negativkontrolle.

(Quelle: Dissertation von Tim Reuter, 2003, verandert)

Zur Erklarung: Auf diesem Gel kann man die Abnahme der Signale fir jede
Verdiinnung von DNA-Ausgangslésungen, die als Basis fir eine nachfolgende PCR
dienen, gut verfolgen. Bei genauer Betrachtung dieses Gels wird deutlich, dass in
Spur (11) die DNA-Konzentration nur unterhalb der Nachweisgrenze liegt und dass
man nicht davon ausgehen kann, dass nichts mehr vorhanden ware.

Die Nachweisgrenze fir ein mit Ethidiumbromid angefarbte Gele liegt bei ca. 50
ng/Spur, wenn DNA aufgetragen wird, die im Signal darunter liegt, ist die DNA zwar
da, aber man sieht sie nicht. Das von uns verwendete Farbereagenz GelStar ist unter
unseren Bedingungen 5-10 Mal empfindlicher.
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Wichtig ist immer, dass bei jedem Reaktionsansatz Kontrollreaktionen
mitgeflhrt werden. Die Positivkontrolle gibt Auskunft, ob die Reaktion generell
zuverlassig abgelaufen ist, die Negativkontrolle gibt Auskunft dartber, ob man
sauber gearbeitet hat.

Auf Basis einschlagiger Fachliteratur und der begleitenden praktischen
Versuche lasst sich schlussfolgern, dass die PCR in der Praxis eine sehr
empfindliche Nachweismethode zum Nachweis von genetisch verédndertem
Material ist, der eine saubere und exakte Durchfihrung zu Grunde liegt. Es

mussen viele Regeln beachtet werden, um genaue Ergebnisse zu erhalten.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Technikerarbeit werden anhand einschlagiger Fachliteratur
und eigener Experimente mit gvMais die Bedeutung und die entstehenden
Komplikationen bei der PCR-Analyse von gvLebensmitteln besprochen.
Verschiedene Proben des Bt-Gens Cry1a wurden laboranalytisch untersucht.
Es handelt sich um jenes Gen, welches in genetisch verandertem Mais
vorkommt und vor Schadlingsbefall schitzen soll. Die Polymerase-
Kettenreaktion ist die empfindlichste Methode zum Nachweis gentechnischer
Veranderungen in Lebensmitteln. Diese Empfindlichkeit ist zugleich der Grund
fur die Stéranfalligkeit der PCR, vor allem bei ungelbten Experimentatoren.
Die Anwendung dieser Methode wird am Beispiel des Nachweises von
transgenem Mais besprochen. Diese Studie konzentriert sich auf die
wichtigsten Probleme, die bei der Durchflihrung von PCR-Reaktionen auftreten
kénnen. In Bezug auf gvMais-Nachweise ist die PCR die in der Praxis am
meisten angewandte Methode, speziell aufgrund ihrer hohen Sensitivitat,
Spezifitat und Schnelligkeit. Ihre extreme Empfindlichkeit ist zugleich auch ihr
groBtes Problem in der Praxis. Kleinste Verunreinigungen, die durch Aerosole
oder Staubpartikel hervorgerufen werden kénnen, fihren leicht zu falschen
Resultaten. Das Risiko falsch positiver oder falsch negativer Ergebnisse Iasst
sich durch umfangreiche VorsichtsmaBnahmen minimieren, dies wird in der
Diskussion in dieser Arbeit genauer besprochen. Wichtig ist immer, dass bei
jedem Reaktionsansatz Kontrollreaktionen mitgeftihrt werden, um genaue
Ergebnisse zu erhalten. Die Positivkontrolle gibt Auskunft, ob die Reaktion
generell zuverldssig abgelaufen ist, die Negativkontrolle gibt Auskunft darlber,
ob man sauber gearbeitet hat. Akribische Arbeitstechniken sind bei der

Durchfihrung der Reaktionen unerlasslich.
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8. Summary

The objective of the present study was to investigate pitfalls of the polymerase
chain reaction (PCR). Hands-on experiments, recent publications, and relevant
technical literature are utilized in this thesis. PCR is the most sensitive method
to detect genetically modified food contamination. This study focuses on most
relevant problems connected with the PCR technique. Different samples of the
specific bt-maize-fragment Cry1a were examined in terms of sensitivity and
susceptibility for adverse reactions of the polymerase chain reaction. The
Cry1a mutation was created in order to protect maize from pests. The biggest
advantage of the PCR-analysis, its extreme sensitivity, is responsible for the
biggest occurring problems in practical application by lay people. The smallest
impurities, for example aerosols caused by pipetting, dust particles, and
contaminations with only one false molecule can cause false results. The risks
of false positive or false negative results can be minimized by various
precautions, which are discussed in detail in this study. Control reactions must
always be included to obtain reliable results. The positive control allows us to
see whether the reaction has worked, and the negative control shows that the
method was conducted correctly. Most important is to work precisely and to

avoid contaminations of any kind.
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9. Glossar

Aerosole:
Kleinste Minitrépfchen in der Luft. Sie bestehen aus einem Gemisch aus festen
oder flissigen Schwebeteilchen

Bacillus Thuringiensis (bt):

Bodenbakterium, das fur FraBinsekten ein giftiges Kristallprotein bildet. Es wird
als biologisches Schadlingsbekampfungsmittel eingesetzt

Basen:
Bausteine der Nukleinsduren DNA und RNA

Chromosom:

Trager der Erbinformationen im Zellkern

DNA:
(Engl. Desoxiribonucleotidacid) In allen Lebewesen vorkommendes
Biomolekul. Tragerin der Erbinformationen

Elektrophorese:

Methode zur Trennung von Molekllgemischen; die Elektrophorese liefert das
typische Bandenmuster, mit denen das Vorhandensein bestimmter Gene
sichtbar gemacht wird

Enzyme:
Sind EiweiBstoffe, die als Biokatalysatoren chemische Reaktionen in

biologischen Systemen bewirken

Gen:

Definierter Abschnitt der DNA und Trager der Erbinformationen.
Gene enthalten die verschlisselte Information zur Herstellung von RNA
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Genom:

Gesamtheit der Erbinformationen in einer Zelle

GVO:
Gentechnisch veranderte Organismen

In Vitro:

Bezeichnet Vorgange auBerhalb des lebenden Organismus

Maisziinsler:

Wirtschaftlich bedeutender Maisschadling

Nukleotide:

Kleinste Bausteine der DNA

Polymerase-Kettenreaktion (PCR):

Verfahren mit dem in einer Kettenreaktion kleinste Mengen eines DNA-

Abschnitts vervielfaltigt werden kdnnen

Plasmide:
In Bakterien vorkommende kleine DNA-Molekule, sie werden unter naturlichen

Bedingungen zwischen verschiedenen Zellen ausgetauscht
Primer:
Kurzes DNA-Stlck, das fur den Nachweis von bestimmten DNA-Abschnitten

mit der PCR erforderlich ist

Proteine (EiweiBstoffe):

Aus Aminosauren aufgebaute Molekile, verantwortlich fur die Struktur und
Funktion einer jeder lebenden Zelle

Christian Eckl Technikerarbeit 2009 42



RNA:

Abktrzung fur Ribonukleinsaure (engl. Ribonucleacid), wichtige Substanz fiir

die Umsetzung der Erbinformation

Ruckverfolgbarkeit:

Méoglichkeit gentechnisch veranderte Produkte Uber die gesamte Vertriebs- und

Produktionskette zurtickverfolgen zu kdnnen

Taq-Polymerase

Thermostabiles Enzym, es dient zum Kopieren eines festgelegten DNA-

Abschnitts bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Transgen:
Gen, das mit gentechnischen Verfahren in das Erbgut eines Organismus einer

anderen Art eingebracht wurde.

Transkription:

Der erste Schritt bei der Ubermittlung der Erbinformation

Begriffe von:
(DAS HUMANOGENPROJEKT, AUSGABE JANUAR 2003, z.T. verandert)
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