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DIN EN ISO 21569:2005-09

Nationales Vorwort

Diese Europaische Norm wurde von der Arbeitsgruppe 11 ,Gentechnisch modifizierte Lebensmittel* des
Technischen Komitees CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytk — Horizontale Verfahren“ (Sekretariat:
Deutschland) erarbeitet. Auf Grund der Ergebnisse der parallelen Abstimmung im Rahmen der Wiener
Vereinbarung ist diese Norm ebenso als Internationale Norm 1ISO 21569:2005 erschienen.

Die Mitarbeit des DIN in der Arbeitsgruppe 11 des CEN/TC 275 wird Uber den Arbeitsausschuss
~Gentechnisch modifizierte Lebensmittel des Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschaftliche
Produkte (NAL) wahrgenommen.

Fir die im Abschnitt 2 zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden Deutschen
Normen hingewiesen:

ISO 21571 siehe DIN EN ISO 21571
ISO 24276 siehe DIN EN ISO 24276

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 24276 Lebensmittel — Auf Nukleinsduren basierende Verfahren zum Nachweis von
gentechnisch modifizierten Organismen und ihren Produkten — Allgemeine Anforderungen und Definitionen

DIN EN ISO 21571 Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen
und ihren Produkten — Nukleinséureextraktion
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EUROPAISCHE NORM EN ISO 21569
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Juni 2005

ICS 67.050
Deutsche Fassung
Lebensmittel —
Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten
Organismen und ihren Produkten —
Qualitative auf Nukleinsauren basierende Verfahren
(ISO 21569:2005)
Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of Produits alimentaires — Méthodes d’analyse pour la
genetically modified organisms and derived products — détection des organismes génétiquement modifiés et des
Qualitative nucleic acid based methods produits dérivés — Méthodes qualitatives basées sur

(ISO 21569:2005) I'utilisation des acides nucléiques
(ISO 21569:2005)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 6. Juni 2005 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage
erhéltlich.

Diese Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-
Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Danemark, Deutschlar)_d, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland,
Irland, Island, Italien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Schweden, der
Schweiz, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: rue de Stassart, 36 B-1050 Briissel

© 2005 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN ISO 21569:2005 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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EN ISO 21569:2005 (D)

Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 21569:2005) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittel-
analytik — Horizontale Verfahren®, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird, in Zusammenarbeit mit dem
Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products” erarbeitet.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Dezember 2005, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen missen bis Dezember 2005 zuriickgezogen werden.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europadische Norm zu Ubernehmen: Belgien, Danemark, Deutschland, Estland,
Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande,
Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische
Republik, Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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Einleitung

Die Uberpriifung von Zutaten auf gentechnische Modifikationen wird nach folgenden Schritten nacheinander
(oder gleichzeitig) durchgefiihrt. Nach der Probenahme werden die Nukleinsauren aus der Teilprobe extrahiert.
Die extrahierten Nukleinsauren kénnen bei oder nach dem Extraktionsverfahren weiter gereinigt werden.
Danach werden sie quantitativ bestimmt (falls erforderlich), verdinnt (falls erforderlich) und analytischen
Verfahren (wie z. B. der Polymerase-Kettenreaktion [PCR]) unterzogen.

Diese Schritte werden ausfuhrlich in der vorliegenden Internationalen Norm und in folgenden internationalen
Normen mit dem allgemeinen Titel Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten
Organismen und ihren Produkten behandelt:

— Probenahme (ISO 21568)
— Quantitative auf Nukleinsauren basierende Verfahren (ISO 21570)
— Nukleinsaureextraktion (ISO 21571)

Weitere Angaben zu allgemeinen Gesichtspunkten und Definitionen zu allen oben angeflihrten Schritten sind
zusammengefasst in ISO 24276.

Der qualitative Nachweis von DNA-Zielsequenzen (=Targetsequenzen) wird durchgefiihrt, um eine positive
oder negative Antwort auf die Frage zu erhalten, ob eine bestimmte Zielsequenz, bezogen auf geeignete
Kontrollen und innerhalb der Nachweisgrenzen des angewendeten analytischen Verfahrens und der
untersuchten Teilprobe, nachgewiesen wurde oder nicht.

Die Spezifitat der Verfahren, wie in den Anhangen A bis D beschrieben, reicht von Screening-Verfahren zum
Nachweis gemeinsamer DNA-Sequenzen, die fur GMOs charakteristisch sind, bis zur spezifischen
Identifizierung eines Genkonstrukts oder eines bestimmten Transformationsereignisses.

Die Internationale Organisation fir Normung (ISO) lenkt die Aufmerksamkeit auf den Sachverhalt, dass der
Anspruch erhoben wird, dass die Einhaltung des vorliegenden Dokumentes mit der Anwendung eines
Patentes Uber die PCR-Technologie verbunden sein kann.

ISO nimmt keine Stellung in Bezug auf Nachweis, Gultigkeit und Geltungsbereich dieses Patentrechtes.

ISO wurde dartiber informiert, dass Applied Biosystems, Roche Molecular Systems Inc. und F. Hoffmann-La
Roche Ltd. Halter von Patentrechten beziiglich der PCR-Technologie sind. Diese Firmen haben ISO
zugesichert, dass sie bereit sind, Uber Lizenzen zu verniinfligen und nicht diskriminierenden
Geschaftsbedingungen mit Antragestellern in der ganzen Welt zu verhandeln. In diesem Zusammenhang ist
die Erklarung der Halter dieser Patentrechte bei ISO registriert. Informationen sind erhaltlich bei:

Licensing Department

Applied Biosystems

850 Lincoln Centre Drive
Foster City, CA 94404
USA

und

Roche Molecular Systems, Inc.
Licensing Department

1145 Atlantic Avenue
Alameda, CA 94501

USA

Es wird auf die Méglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte berlihren kénnen,

ohne dass diese vorstehend identifiziert wurden. ISO ist nicht daftr verantwortlich, einige oder alle
diesbeziglichen Patentrechte zu identifizieren.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm beschreibt das Verfahren zum qualitativen Nachweis gentechnisch modifizierter
Organismen (GMOs) und ihrer Produkte durch Analyse der aus der zu untersuchenden Probe extrahierten
Nukleinsauren. Der Schwerpunkt dieser Norm sind Amplifikationsverfahren auf der Grundlage der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Sie gibt allgemeine Anforderungen an den spezifischen Nachweis und die Identifizierung von Target-Nuklein-
sauresequenzen (DNA) und an die Bestatigung der Identitat der amplifizierten DNA-Sequenz.

In dieser Internationalen Norm angefiihrte Anleitungen, Mindestanforderungen und Leistungskriterien sind
dafir vorgesehen, sicherzustellen, dass in verschiedenen Laboratorien vergleichbare, genaue und
reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden.

Diese Internationale Norm wurde fir Lebensmittelmatrices erarbeitet, konnte jedoch auch auf andere Matrices
angewendet werden (z. B. Futtermittel und aus der Umwelt entnommene Pflanzenproben).

Typische Beispiele der Verfahren sind in den Anhangen A bis D angegeben.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fur die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlief3lich aller Anderungen).

IS0 21571:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products — Nucleic acid extraction

IS0 24276:-1), Foodstuffs — Nucleic acid based methods of analysis for the detection of genetically modified
organisms and derived products — General requirements and definitions

3 Begriffe

Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach 1ISO 24276.

4 Kurzbeschreibung des Verfahrens

41 Allgemeines

Die qualitative Analyse umfasst den spezifischen Nachweis von Target-Nukleinsauresequenzen in der Unter-
suchungsprobe. Bei jedem Verfahren muss die Zielsequenz festgelegt sein.

Ein qualitatives Ergebnis muss eindeutig das Vorhandensein oder Fehlen des untersuchten genetischen Ele-
ments nachweisen, bezogen auf geeignete Kontrollen und innerhalb der Nachweisgrenzen des angewen-
deten analytischen Verfahrens und der untersuchten Teilprobe.

1)  Zu verdffentlichen
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4.2 PCR-Amplifikation

Die Amplifikation der Zielsequenz erfolgt in vitro durch eine Reaktion, die von einer DNA-Polymerase in
Gegenwart von Oligonukleotid-Primern und Desoxyribonukleosid-Triphosphaten in einer festgelegten Reak-
tionspufferiosung [1], [2] katalysiert wird. Eine entscheidende Voraussetzung fir die Amplifikation der
Zielsequenz ist, dass das Reaktionsgemisch keine Polymerase-Inhibitoren enthalt. Die Amplifikation der DNA
ist ein zyklischer Prozess, der Folgendes umfasst:

— Auftrennen (Denaturieren) der Doppelstrang-DNA zur Einzelstrang-Nukleinsdure durch Erwarmen;

— Anlagerung (Annealing) der Primer an die Zielsequenz bei einer geeigneten Temperatur, und

— Verlangerung (Elongation) der Primer, die an beide Einzelstrdnge gebunden sind, durch eine fur PCR
geeignete DNA-Polymerase bei einer geeigneten Temperatur.

4.3 Nachweis und Bestatigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte werden durch Gel-Elektrophorese oder ein geeignetes alternatives Verfahren nachgewiesen,
gegebenenfalls nach Isolierung durch ein geeignetes Trennverfahren.

Die Identitat einer beliebigen nachgewiesenen Zielsequenz kann durch ein geeignetes Verfahren, z. B. durch
Restriktionsenzymanalyse, Hybridisierung oder DNA-Sequenzanalyse, verifiziert werden.

Bei Real Time-PCR-Analysen erfolgen Amplifikation und Nachweis gleichzeitig.

5 Reagenzien

Falls nicht anders festgelegt, ist es im Allgemeinen ratsam, die fur das Analysenverfahren notwendigen
Reaktionsldésungen bei etwa — 20 °C aufzubewahren.

Es wird auch empfohlen, die fir das Analysenverfahren notwendigen Reaktionslésungen zu aliquotieren, um

zu vermeiden, dass die Losungen einem wiederholten Wechsel von Gefrieren und Auftauen ausgesetzt
werden, und/oder um die Wahrscheinlichkeit von Kontaminationen zu verringern.

5.1 Target-DNA/Kontrolle

5.2 Wasser

5.3 Desoxyribonukleosid-Triphosphat (dNTP)-Lésung, die dATP, dCTP, dGTP und dTTP oder dUTP
enthalt

ANMERKUNG Die Verwendung von dUTP kann sich storend auf die Restriktionsenzymanalyse von PCR-Produkten
auswirken.

5.4 PCR-Pufferlosung

Die PCR-Pufferlésung wird gewohnlich zusammen mit der DNA-Polymerase geliefert und kann MgCl, in Kon-
zentrationen, die von Hersteller festgelegt sind, enthalten, braucht aber nicht. Die endglltigen Konzen-
trationen von MgCl, sind verfahrensspezifisch und deshalb im jeweiligen Anhang angefihrt. Gebrauchsfertige
Reagenzien sind mdglicherweise im Handel erhaltlich. Die Gebrauchsanweisungen des Herstellers sollten
berlcksichtigt werden.

5.5 Thermostabile DNA-Polymerase

5.6 Forward Primer
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5.7 Reverse Primer

6 Prufeinrichtungen
Zu Details, siehe 1ISO 24276 und die Anhange A bis D.

7 Verfahren

7.1 Qualitat, Unversehrtheit und Amplifizierbarkeit von Nukleinsdureextrakten

Die Nukleinsaure-Losung muss fir die anschlielRende Analyse ausreichend rein sein [3]. Die Qualitat und die
Menge von Nukleinsaure, die unter Anwendung eines gegebenen Verfahrens aus einer gegebenen Matrix
extrahiert wurde, muss wiederholbar und reproduzierbar sein.

ANMERKUNG Die Qualitat, Unversehrtheit und Menge an DNA beeinflussen das Ergebnis der PCR und folglich die
erhaltenen Analysenergebnisse. Die Nachweisgrenze eines bestimmten Verfahrens kann demzufolge davon abhéngen,
ob das Untersuchungsgut verarbeitet oder raffiniert wurde, und vom Grad der Zersetzung (Degradierung) der DNA im
Untersuchungsgut.

Nukleinsauren fir die Anwendung in der PCR sollten im Wesentlichen frei von PCR-Inhibitoren [4] sein.
PCR-Inhibitionskontrollen sind wie in ISO 24276 beschrieben einzubeziehen.

7.2 Leistungskriterien
Die allgemeinen Leistungskriterien sind in ISO 24276 beschrieben.

Die Werte fur die Leistungsmerkmale sind fur jedes in den Anhangen A bis D aufgefihrte Verfahren
angegeben und sollten die GenomgréRen berlcksichtigen, siehe [5].

Die Reaktionsbedingungen, besonders die MgCl,-Konzentration und die Einstellwerte des Thermocyclers,
sollten fir jedes Primerpaar und/oder —system optimiert werden. Wenn ein Primersystem das erste Mal
angewendet wird, ist es notwendig, im Voraus nachzuweisen, dass die fur die bestimmte zu untersuchende
Matrix ausgewahlten Zyklusbedingungen unerwiinschte konkurrierende Produkte verhindern, die sonst die
Empfindlichkeit der PCR-Detektion verringern wirden.

Bei einer optimalen Reaktion sind weniger als 40 Zyklen erforderlich, um > 10 Target-Moleklle zu
amplifizieren und damit ein Produkt zu erhalten, das mit genormten Verfahren zuverlassig nachweisbar ist.
Wenn die Anzahl der Zyklen erhdht wird, kdnnen die unspezifischen Produkte zunehmen. Die optimierte PCR
sollte in der Lage sein, in 40 PCR-Zyklen von einer reinen Referenzprobe mit 100 Kopien an Matrizen-DNA
ausreichend Kopien des PCR-Produktes zu vervielfaltigen, damit es nachweisbar wird. Das charakteristische
Temperatur-Zeit-Profil  fir jedes Primersystem, das fir die angewendete Apparatur geeignete
Reaktionsgemisch und die Anzahl der Zyklen sind streng einzuhalten.

Im Allgemeinen sollte die Spezifitat der Reaktion so weit wie moglich erhéht werden (z. B. durch Anwendung
von hot-start-PCR). Als Verfahren zur Verringerung der Nebenreaktionen, wie z. B. die Amplifikation von
Sequenzen in der Hintergrund-DNA, die keine Targetsequenzen sind, (falsche Anlagerung des Primers,
en: mispriming) und Oligomerisierung der Primer, wird hot-start-PCR empfohlen (so wird die Spezifitdt erhoht).

Die aus der Validierungsuntersuchung stammenden Werte gelten moglicherweise nicht fir andere Konzen-
trationsbereiche des Analyten und andere Matrices als in den betreffenden Anhangen angegeben.

7.3 Aspekte bei der Durchfiihrung der PCR

7.3.1 Allgemeines

Weil das Leistungsverhalten jeder spezifischen PCR mit anderen spezifischen PCRs vergleichbar sein sollte,
sind folgende Aspekte bei der Durchfuhrung der PCR zu berlcksichtigen.
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7.3.2 GroRe von PCR-Produkten

Die Grofie der Targetsequenz sollte so ausgewahlt werden, dass sie im Bereich der relativen Molekilmasse
liegt, der im zu analysierenden Nukleinsaureextrakt vorliegt.

BEISPIEL Bei stark denaturierter DNA aus verarbeiteten Lebensmitteln liegt die Grofe des PCR-Produktes
idealerweise im Bereich 60 bp bis 150 bp. Bei unverarbeitetem Untersuchungsgut ist ein breiterer Bereich von
PCR-Produkten, z. B. bis zu 250 bp, anwendbar.

Wenn jedoch Vorversuche zur Bestimmung der Giltigkeit von Primer-Sets durchgefiihrt werden, die zu
PCR-Produkten von unterschiedlicher GroR3e fliihren, kdnnen diese bei der Matrix angewendet werden, fur die
sie validiert wurden.

7.3.3 Primer

7.3.3.1 Allgemeines

Informationen Uber Primersequenzen sind in den Anhangen A bis D enthalten.

7.3.3.2 Primeraufbau
Wenn praktisch durchfihrbar, sollten die Primer-Sequenzen vorzugsweise die folgenden Merkmale haben:
— Lange eines Primers: 18 Nukleotide bis 30 Nukleotide;

— optimale Annealing-Temperatur ~ 60 °C (sollte experimentell bestimmt werden), d.h. geschatzte
Schmelztemperatur < 65 °C;

— Verhaltnis von GC : AT = 50 : 50, wenn mdglich, sonst mdglichst nah an diesem Verhaltnis;

— hohe innere Stabilitét; (Eine Konzentrierung von Gs und Cs in kurzen Segmenten von Primern ist zu
vermeiden)

— minimale Komplementaritat des 3"-Endes, um die Bildung von Primer-Dimeren zu vermeiden;
— minimale Sekundarstruktur;

— minimale Dimerbildung mit spezifischen Nachweissonden, die fur die PCR ausgelegt sind.
Zur Unterstitzung bei der Bestimmung des Primeraufbaus stehen Software-Pakete zur Verfigung.
7.3.3.3 Validierung von Primern

7.3.3.3.1 Allgemeines

Die Eignung von Primern zum Nachweis der Targetsequenz muss validiert sein.

Die Validierung der Primer sollte in zwei Schritten erfolgen: zuerst eine theoretische Bewertung, dann eine
experimentelle Bewertung.
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7.3.3.3.2 Theoretische Bewertung der Spezifitait

Eine theoretische Bewertung bedeutet, dass mindestens eine Uberpiifung auf gleichartige Sequenzen (z. B.
FastA, Blast®2)) im Vergleich zu einer der groRen Nukleinsduresequenz-Datenbanken (z.B. EMBL,
GenBank®?2)) erfolgen muss. Homologe Gensequenzen kénnen in Sequenz-Datenbanken gefunden und
systematisch verglichen werden (aligned), um die Chance abschatzen zu kénnen, dass ahnliche Sequenzen
in der taxonomischen Zielgruppe oder anderen Organismen zu finden sind.

7.3.3.3.3 Experimentelle Bewertung der Spezifitat

Ungeachtet der angewendeten Kriterien fir den Aufbau muss die Spezifitdt der Primer immer experimentell
bewertet werden, um die Fahigkeit des Primers, zwischen den Target- und nahe verwandten Nicht-
Zielsequenzen (Non-Targetsequenzen) zu unterscheiden, zu bestatigen.

Bei Primern, die fir den Nachweis taxonspezifischer Targetsequenzen ausgelegt sind, sollte nachgewiesen
sein, dass der Nachweis dieser Sequenzen in einer reprasentativen Anzahl unterschiedlicher Mitglieder der
taxonomischen Gruppe zuverlassig erfolgt.

7.4 Beschreibungen von PCR-Targets

Je nach Art der untersuchten Matrices und/oder den Anforderungen der Analyse kdnnen zum qualitativen
Nachweis und zur Identifizierung von GMOs verschiedenartige PCR-Priifungen durchgefiihrt werden. Diese
Analysen konnen auf Sequenzen, die fir taxonomische Zielgruppen spezifisch sind, Genkonstrukte und
Transformationsereignisse sowie auf Elemente, die flir Screening-Zwecke geeignet sind, ausgerichtet sein.

7.5 Kontrollen

Da das Risiko besteht, falsch positive und/oder falsch negative Ergebnisse zu erhalten, missen geeignete
Kontrollen in jedes Diagnose-PCR-Assay einbezogen werden (siehe ISO 24276).

Wenn sie zur Verfligung stehen und geeignet sind, sollten zertifizierte Referenzmaterialien als positive und
negative Kontrollen Anwendung finden.

7.6 PCR-Ansatz, Nachweis und Bestiatigung von PCR-Produkten
Einzelheiten zu den spezifischen PCR-Verfahrensschritten stehen in den Anhange A bis D.

ANMERKUNG Im Fall des Nachweises von PCR-Produkten durch Gelelektrophorese kann die Grofle des PCR-
Produktes mit einem geeigneten DNA-Gréf3enmarker von bekannter Lange abgeschéatzt werden, der parallel mit den zu
untersuchenden PCR-Produkten lauft.

In einigen Fallen ist es mdglicherweise winschenswert, ein positives oder negatives Ergebnis hinsichtlich
einer einzelnen gentechnischen Modifikation zu bestatigen. Das kann erreicht werden, indem Primer zu einer
anderen Targetsequenz verwendet werden, das ist besonders fiir die Bestatigung von Priifergebnissen eines
Screenings geeignet.

Eine positive Identifizierung von spezifischer Target-DNA-Sequenz darf durch ein geeignetes, sich von der
Bestimmung der Grolie des PCR-Produktes unterscheidendes, Verfahren bestatigt werden, z. B. durch:

— Hybridisierung des PCR-Produktes mit spezifischen Sonden oder

— Durchfiihrung von Restriktionsanalysen des PCR-Produktes: Die Lange der sich ergebenden Fragmente
muss der erwarteten Lange des Target-DNA-Sequenz nach der Restriktion entsprechen oder

— Sequenzierung des PCR-Produktes oder

— eine andere gleichwertige Bestatigung.

2) Blast und Genbank sind Beispiele fiir geeignete handelstibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung
der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fihren.
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Wenn die verwendeten Primer fir den Nachweis von Sequenzen ausgelegt sind, die von infektiosen Organis-
men stammen (ein natirlich vorkommender, nicht gentechnisch modifizierter Organismus, wie z. B. ein Virus
oder ein Bakterium), dann ist sehr zu empfehlen, dass sicher gestellt ist, dass die nachgewiesene DNA
tatsachlich vom GMO stammt. Das kann durch Uberpriifungen des Fehlens anderer DNA erfolgen, die vom
infektiosen Organismus stammt.

BEISPIEL Der 35S-Promotor stammt aus dem Blumenkohlmosaik-Virus (cauliflower mosaic virus, CaMV) und
folglich konnte der CaMV-35S-Promotor durch das Vorliegen von DNA nachgewiesen werden, die entweder aus dem
GMO und/oder dem CaMV stammt [6]. Bei der Uberpriifung auf das Vorliegen weiterer, aus dem CaMV stammender,
DNA ist es moglich, die GMO-Herkunft des CaMV-35S-Promotors zu bestatigen, wenn keine weitere vom CaMV
stammende DNA nachgewiesen werden konnte.

8 Auswertung

8.1 Allgemeines
Das PCR-Ergebnis ist entweder

a) positiv, wenn ein spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen wurde und samtliche Kontrollen zu Ergeb-
nissen gefiihrt haben, wie sie in Tabelle 2 von ISO 24276 festgelegt sind, oder

b) negativ, wenn kein spezifisches PCR-Produkt nachgewiesen wurde und samtliche Kontrollen zu Ergeb-
nissen gefiihrt haben, wie sie in Tabelle 2 von ISO 24276 festgelegt sind.

ANMERKUNG Ereignisspezifische Zielsequenzen kénnen manchmal zusammen mit weiteren ereignisspezifischen
Sequenzen in einem einzelnen GMO vorliegen, (z. B. durch Ansammlung von Transgenen ["gene stacking"]) [7].

Wenn die Ergebnisse nicht eindeutig sind, muss das Verfahren wiederholt werden, siehe ISO 24276.

8.2 Verifizierung

Die Verifizierung von positiven oder negativen Ergebnissen in Bezug auf Zielsequenzen darf wie in 7.6
beschrieben durchgefihrt werden.

9 Angabe der Ergebnisse und Qualitatssicherung

9.1 Allgemeines
Die Ergebnisse missen eindeutig angegeben werden, d. h. nicht in Form von ,+/-*.
Ein negatives Ergebnis darf nie als ,GMO nicht vorhanden® angegeben werden.

Im Idealfall sollte die Bestimmungsgrenze (Limit of detection [LOD]) in Bezug auf die Untersuchungsprobe
angegeben werden. Das erfordert jedoch besondere Materialien, DNA von auf3ergewdhnlich hoher Qualitat
und/oder die Anwendung von anspruchsvoller Laborausriistung, die nicht allen Laboratorien zur Verfligung
steht. Als Folge davon kann die Analyse sehr arbeitsintensiv und/oder teuer werden und deshalb ist das fir
Routinezwecke praktisch nicht anwendbar.

Die LOD ist mindestens in Bezug auf ein Referenzmaterial anzugeben und als ein relativer Wert, der auf einer

bestimmten Matrix basiert (vorzugsweise eine gegebene Menge einer genomischen DNA-LOsung, z. B.
100 ng von 0,01 % GTS 40-3-2-DNA).
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9.2 Angabe eines negativen Ergebnisses
Der folgende Text muss im Untersuchungsbericht erscheinen:
.Bei der Probe X wurde keine Zielsequenz Y nachgewiesen.
Die LOD des Verfahrens ist x %, bestimmt mit ABC (Angaben zum Referenzmaterial).”

Wenn nicht nachgewiesen werden kann, dass die Menge an Target-DNA, die bei der PCR enthalten ist,
ausreichend ist, damit die LOD angewendet werden kann, muss der folgende Satz hinzugefligt werden:

,Die Menge der aus der Art X extrahierten Target-DNA war jedoch mdglicherweise/war jedoch unge-
nigend, um die LOD auf diese Probe anwenden zu kénnen.®

ANMERKUNG Die LOD der Probe wird bestimmt durch die Menge an DNA der Art, die in die Analysenreaktion
einbezogen wird (Anzahl der Kopien) und das Verhaltnis der absoluten LOD des GM-Targets (Anzahl der Kopien) zu der
Kopienzahl der erstgenannten DNA [7].

9.3 Angabe eines positiven Ergebnisses
Der folgende Text muss im Untersuchungsbericht erscheinen:
.Bei der Probe X wurde die Zielsequenz Y nachgewiesen.”

Die Identitat des GMO kann einbezogen werden, falls sie verflgbar ist.

9.4 Anforderungen an die Qualitatssicherung

Die Ergebnisse der beiden Teilproben missen widerspruchsfrei sein. Wenn eine Teilprobe zu einem positiven
Ergebnis und die andere zu einem negativen Ergebnis fluhrt, muss die Analyse wiederholt werden (siehe
ISO 24276), wenn mdglich unter Erhdhung der Menge an Nukleinsaduren-Vorlage in der Reaktion, um fur
beide Teilproben widerspruchsfreie Ergebnisse zu erhalten. Aullerdem sollte zumindest die Reinheit der

Nukleinsauren-Vorlage durch Einbeziehen einer PCR-Inhibitionskontrolle Gberprift werden. Andere Kontrollen
zur Uberprifung der Lange und Unversehrtheit der Nukleinsduren-Vorlage kdnnen zweckmaRig sein.

10 Untersuchungsbericht

Der Untersuchungsbericht muss nach ISO 24276 erstellt werden und mindestens die folgenden zusatzlichen
Angaben enthalten:

— die Nachweisgrenze und die zur Feststellung der Nachweisgrenze verwendete Matrix;
— Beschreibung der Spezifitat des Analysenverfahrens;

— das Ergebnis, wie in Abschnitt 9 angegeben.
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Anhang A
(informativ)

Fur die taxonomische Zielgruppe spezifische Verfahren

A.1 Fiir die taxonomische Zielgruppe spezifisches Verfahren zum Nachweis von
Bestandteilen aus Sojabohnen

A.1.1 Anwendungsbereich

Dies ist ein Routineverfahren zum Nachweis eines artspezifischen Single-copy-Gens, das in Sojabohnen
(Glycine max) vorkommt.

Dieses Verfahren darf zur Beurteilung der Amplifizierbarkeit der DNA von aus Sojabohnen hergestellten
Produkten angewendet werden.

A.1.2 Validierungsstatus und Leistungskriterien
A1.21 Ringversuch

Dieses Verfahren wurde in Ringversuchen [8], [9] validiert, die von der Arbeitsgruppe ,Entwicklung von
Methoden zum Nachweis mit Hilfe gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel“ des Bundesinstitutes
fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) Deutschlands nach § 35 des LMBG
organisiert wurde. Fur die DNA-Extraktion wurde das in EN ISO 21571:2005, A.3 angeflhrte CTAB-Verfahren
(jedoch mit einer Teilprobe von 100 mg) angewendet.

Die Daten der Ringversuche sind in Tabelle A.1 angegeben.

Tabelle A.1 — Ergebnisse der Ringversuche

Jahr des Ringversuches 1997 [8] 1998/1999 [9]

Anzahl der Laboratorien 25 27

Anzahl der Laboratorien, die Ergebnisse vorgelegt 22 20

haben

Anzahl der Proben je Laboratorium 10 3

Anzahl der angenommenen Ergebnisse 220 60

Anzahl der Proben, die Soja enthalten 220 50

Falsch positive Ergebnisse 0 1(2 %)

Falsch negative Ergebnisse 0 1(2 %)
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A1.2.2 Molekulare Spezifitat
A1.221 Allgemeines
Dieser Anhang erfiillt die in Abschnitt 7 angefihrten Anforderungen.

Dieses Verfahren wurde fiir eine Zielsequenz entwickelt, die unter der GenBank®3) Eintrag-Num-
mer KO0821 = M30884 beschrieben ist.

A1.22.2 Theoretisch
Das aus Gen-Datenbanken erhaltene Soja-Lektin-Gen Le1 [10] wurde als Zielsequenz ausgewahlt.

Es wurde keine Ahnlichkeit der Sequenzen mit DNA-Sequenzen anderer Kulturpflanzen (Hulsenfriichte,
Getreide, Gemiise) festgestellt (NCBI BlastN®3) Recherche, European Molecular Biology Laboratory (EMBL)-
Datenbank, 28. September 2001). GMO03 stimmt jedoch zu 100 % mit den Sequenzen in den folgenden
Datenbankeintrdgen Uberein: AX033509 (Sequenz 17 vom Patent DE19906169), AX033507 (Sequenz 15
vom Patent DE19906169) und AX033501 (Sequenz 9 vom Patent DE19906169), wahrend GM04 nur mit
Eintrag Nr. AX033509 (Sequenz 17 vom Patent DE19906169) Ubereinstimmt. Es ist anzumerken, dass die

Eintrag-Nummer M30884 dieselbe ist wie K00821, ein GenBank® Eintrag, der urspriinglich 1993 angemeldet
wurde.

Die Anzahl der Kopien der Zielsequenz wurde nicht bestimmt, es wird jedoch vermutet, dass es sich um ein
Single-copy-Gen handelt.

A.1.2.2.3 Experimentell

Bei der Verwendung von DNA aus anderen Kulturpflanzen (Hulsenfriichte, Getreide, Gemuse) und aus Rind-
und Schweinefleisch wurde keine Amplifikation festgestellt. Das Sojabohnen-PCR-Assay erweist sich als sehr
spezifisch fur Sojabohnen-DNA [10], [11].

A1.2.3 Nachweisgrenze (LOD)

Die absolute LOD wurde nicht bestimmt, es wurde jedoch nachgewiesen, dass mit dem Verfahren mindestens
0,1 ng Sojabohnen-DNA fluorimetrisch nachgewiesen werden kénnen.

A.1.3 Anpassung

Es sind keine besonderen Angaben vorhanden.

A.1.4 Kurzbeschreibung

Ein 118-bp-Fragment des Soja-Lektin-Gens wird durch PCR amplifiziert und durch Agarose-Gelelektro-
phorese aufgetrennt.

A.1.5 Reagenzien

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe 1ISO 24276.

3) Blast und Genbank sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung
der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fihren.
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A1.51 Wasser

A.1.5.2 PCR-Pufferlésung (ohne MgCly), 10x4) (10-fach)

A1.53 MgCl,-L6ésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/Il

A.1.54  dNTP-L6sung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l (von jedem)

A.1.5.5 Oligonukleotide

A.1.5.51 Forward Primer

Soja-Lektin-Gen (GenBank® Eintrag-Nummer K00821)

Primer GMO03: 5'-gCC CTC TAC TCC ACC CCC ATC C-3'

A.1.5.5.2 Reverse Primer

Soja-Lektin-Gen (GenBank® Eintrag-Nummer K00821)

Primer GM04: 5'-gCC CAT CTg CAAgCC TTT TTg Tg-3'

A.1.5.6 Thermostabile DNA-Polymerase (fiir hot-start-PCR), 5 [U/pl

A.1.5.7 Hybridisierungssonde (GM)

5’-ggT AgC gTT gCC AgC TTC g-3’

A.1.5.8  Natriumchlorid-Natriumcitrat-Pufferlosung (SSC) 5-fach, pH-Wert 7,0

Eine flnffach konzentrierte SSC ist eine Losung, die 0,75 mol/l NaCl und 0,075 mol/l Natriumcitrat enthalt.
A.1.5.9 Prahybridisierungslésung

Enthalt 5-fach konzentrierte SSC, 0,1 % (Massenvolumenkonzentration) N-Lauroylsarcosin, 0,02 % (Massen-

volumenkonzentration) Natriumdodecylsulfat (SDS) und 1 % Blockingreagenz® oder 5 % (Massenvolumen-
konzentration) Magermilchpulver [12].

A.1.5.10 Hybridisierungslosung

Enthalt 10 pmol der Hybridisierungssonde in 2,5 ml Prahybridisierungslésung (A.1.5.9). Die Hybridisierungs-
temperatur ist 50 °C. Weitere Angaben zu den Hybridisierungsbedingungen sind in [12] anflhrt.

A.1.6 Priifeinrichtung
A.1.6.1 Thermocycler

A.1.6.2 Elektrophoresekammer, mit Netzanschluss

4) 10x% bedeutet 10-fach, d. h. eine PCR-Pufferlésung, die 1,5 mol/l Tris-Cl enthalt, mit einem pH-Wert von 8.3.

5) Blockingreagenz ist ein Beispiel flr ein geeignetes handelstiibliches Produkt, das bei Boehringer, Mannheim bezogen
werden kann. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet
keine Anerkennung dieses Produktes durch I1SO. Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie
nachweisbar zu identischen Ergebnissen flhren.
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A.1.7 Durchfiihrung
A1.7A1 PCR-Ansatz

Die Verfahrensbeschreibung gilt fur ein Gesamtvolumen je PCR-Ansatz von 25 pl mit den in Tabelle A.2
angegebenen Reagenzien. Die PCR kann auch in einem gréReren Volumen durchgefihrt werden, wenn die
Losungen entsprechend angepasst werden. Die in Tabelle A.2 angegebenen Endkonzentrationen der
Reagenzien haben sich als geeignet erwiesen.

Tabelle A.2 — Zugabe von Reagenzien

Reagenz Endkonzentration Volumen je Probe (§)

DNA-Probe 10 ng bis 50 ng 1

Wasser 15,9

10-fache PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,) 1fach 2,5
MgCl,-Ldsung?, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5
dNTP-Lésung, 10 mmol/l 0,8 mmol/l 2

Primer GMO03, 5 umol/l 0,2 pmol/l 1

Primer GMO04, 5 pumol/l 0,2 umol/l 1
Tag-DNA-Polymerase, 5 1U/ul 0,51U 0,1

@ Falls ciie”tPCR-Pufferlbsung schon MgCl, enthalt, wird die Endkonzentration an MgCl, im Reaktionsgemisch auf 1,5 mmol/l

eingestellt.

A1.7.2 PCR-Kontrollen

Als positive Kontrolle kdnnen zertifizierte Referenzmaterialien von GTS 40-3-2, hergestellt vom Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM) Geel, Belgien (IRMM-410), verwendet werden.

Alle weiteren geeigneten Kontrollen sollten wie in ISO 24276 beschrieben einbezogen werden.

A1.7.3 Temperatur-Zeit-Programm

Das in Tabelle A.3 angegebene Temperatur-Zeit-Programm wurde bei der Validierungsuntersuchung ange-
wendet, wobei die Thermocycler GeneAmp® 2400 oder GeneAmp® 9600 und AmpliTag Gold®-DNA-
Polymerase®) eingesetzt wurden. Bei der Anwendung anderer Thermocycler kann eine Anpassung erforder-
lich sein. Die Zeit fir die Aktivierung/initiale Denaturierung hangt von der verwendeten Polymerase ab. Falls
eine hot-start-Polymerase verwendet wird, sollten die Empfehlungen des Herstellers eingehalten werden,
sofern in der Vorschrift nicht anderes festgelegt ist.

6) GeneAmp® 2400 und 9600 sowie AmpliTag Gold®-DNA-Polymerase sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche
Produkte, die bei Applied Biosystems, vormals Perkin EImer/Applied Biosystems, bezogen werden konnen. Diese
Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung
dieser Produkte durch ISO. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen
Ergebnissen fuhren.
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Tabelle A.3 — Temperatur-Zeit-Programm

Aktivierungl/initiale Denaturierung 10 min/95 °C
30s/95°C
Amplifikation 30 s/60 °C
60 s/72 °C
Anzahl der Zyklen 35
Abschlielsende Elongation 3 min/72 °C

A.1.8 Identifizierung

Da dieses Verfahren nur als ein Kontrollverfahren zur Bestimmung der Qualitdt der extrahierten DNA
festgelegt ist, basiert die Identifizierung nur auf der Grof3e des PCR-Produktes.

Wenn das Verfahren zu anderen Zwecken als vorstehend angefuhrt genutzt wird, darf die Identitdt des
amplifizierten Produktes durch Southern-Hybridisierung mit einer Digoxygenin-markierten Oligonukleotid-
Sonde GM (A.1.5.7 bis A.1.5.10) oder durch Sequenzierung des PCR-Produktes und Vergleich mit den in
A.1.5.5. angegebenen GenBank®-Eintragen nachgewiesen werden.

A.1.9 Allgemeine Qualitatssicherung und Auswertung der Ergebnisse

Es wird angenommen, dass die Zielsequenz nachgewiesen ist, wenn die GroRe des PCR-Produktes der
erwarteten Lange der Target-DNA-Sequenz entspricht, bestimmt durch Vergleich mit Produkten, die aus
zertifiziertem Referenzmaterial abgeleitet wurden, das aus GTS 40-3-2 (z. B. IRMM-410-Reihe von IRMM,
Geel, Belgien) hergestellt wurde.

Hinsichtlich der Identifizierungszwecke siehe A.1.8.
Der Nachweis von Fragmenten mit einer GroRe von 118 bp zeigt an, dass die DNA-Probenldsung amplifi-

zierbare DNA aus Sojabohnen innerhalb der in A.1.2.2 beschriebenen abgeschatzten Spezifitatsbeschran-
kungen enthalt.

Zu Einzelheiten der elektrophoretischen Verfahrensschritte, siehe EN ISO 21571:2005, B.2.

A.2 Fiir die taxonomische Zielgruppe spezifisches Verfahren zum Nachweis von
Multi-copy-DNA-Sequenzen, die in allen Pflanzenchloroplasten vorkommen

A.2.1 Allgemeines

Dies ist ein Routineverfahren zum Nachweis von Multi-copy-DNA-Sequenzen, die in allen Pflanzenchloro-
plasten vorkommen (das Choroplast-trnL-Intron).

Mit diesem Verfahren kann Uberprift werden, ob die DNA-Extraktion einer Lebensmittelprobe erfolgreich war
und ob die Probe amplifizierbare pflanzliche DNA enthalt. Bei verarbeitetem Untersuchungsgut hangt die
Anwendbarkeit des Verfahrens vom Grad der Degradierung der DNA ab.

Eine Pflanzenzelle enthalt normalerweise ein Vielfaches an Kopien von dieser DNA-Sequenz und die Grolke
der Target-DNA-Sequenz ist wesentlich langer als die DNA-Sequenzen, die zum Nachweis von spezifischen
gentechnischen Modifikationen verwendet werden. Deshalb kann dieses Verfahren nicht als Kontrolle zum
Zweck der quantitativen Bestimmung angewendet werden.

Die Anzahl der Kopien je Zelle kann sich in Abhangigkeit von Pflanzenart und Gewebe unterscheiden.

Documents
16 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 21569:2005-09


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21569-2005-09
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21569-2005-09

EN ISO 21569:2005 (D)

A.2.2 Validierungsstatus und Leistungskriterien

A.2.21 Ringversuch

Dieses Verfahren wurde in einem Ringversuch [13] validiert, der von der Arbeitsgruppe ,Entwicklung von
Methoden zum Nachweis mit Hilfe gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel“ des Bundesinstitutes
fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) Deutschlands nach § 35 des LMBG
organisiert wurde. Fur die DNA-Extraktion wurde das in EN ISO 21571:2005, A.3 angefiuihrte CTAB-Verfahren
angewendet (jedoch mit einer Teilprobe von 100 mg).

Die Daten des Ringversuchs sind in Tabelle A.4 angegeben.

Tabelle A.4 — Ergebnisse des Ringversuchs

Jahr 1995
Anzahl der Laboratorien 18
Anzahl der Laboratorien, die Ergebnisse vorgelegt haben 18
Anzahl der Proben je Laboratorium 10
Gesamtanzahl der Proben 180
Anzahl der angenommenen Ergebnisse 180
Anzahl der Proben, die B33-INV-Kartoffel enthalten 71
Anzahl der Proben, die keine GM-Kartoffel enthalten 109
Falsch positive Ergebnisse 0 (0 %)
Falsch negative Ergebnisse 0 (0 %)

A.2.2.2 Molekulare Spezifitat

A.22.21 Allgemeines
Dieser Anhang erfullt die in Abschnitt 7 angefuhrten Anforderungen.

Dieses Verfahren wurde fiir Zielsequenzen entwickelt, die in [14] beschrieben sind, d. h. unter der GenBank®
Eintrag-Nummer Z00044, S54304, X15901.

A.2.2.2.2 Theoretisch

Bei Datenbankrecherchen (NCBI BlastN® Recherche, EMBL-Datenbank, 28. September 2001) wurde keine
wesentliche Ahnlichkeit mit DNA-Sequenzen von Organismen, die keine Pflanzen sind, festgestellt.

Die Primer wurden so ausgewahlt, dass eine fur Chloroplasten-DNA eindeutige Sequenz amplifiziert wird (das

Intron, das das trnL-Gen unterbricht) und dass sie keine bekannte Ahnlichkeit mit Nicht-Zielsequenzen
aufweisen.

A.2.2.2.3 Experimentell

Bei der Verwendung von DNA aus Tieren, Pilzen oder Bakterien wurde keine Amplifikation festgestellt [14].
Eine Amplifikation wurde bei der Verwendung von DNA aus Algen, Cyanobakterien, Moosen (Bryophyta),
Farnen (Pteridophyta), Nacktsamern (Gymnospermen) und Bedeckisamern (Angiospermen) nach-
gewiesen [14].

Die Anzahl der Kopien von Zielsequenzen ist ein Vielfaches, in Abhangigkeit von Pflanzenart und Gewebetyp.
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A.2.2.3 Nachweisgrenze (LOD)

Die absolute Nachweisgrenze wurde nicht bestimmt, es wurde jedoch nachgewiesen, dass mit dem Verfahren
mindestens 0,1 ng Sojabohnen-DNA, fluorimetrisch bestimmt, nachgewiesen werden kénnen.

A.2.3 Anpassung

Es sind keine besonderen Angaben vorhanden.

A.2.4 Kurzbeschreibung

Ein DNA-Fragment von 500 bp bis 600 bp, das im tRNA-Gen von Chloroplasten vorkommt [14], wird durch
PCR amplifiziert und durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

A.2.5 Reagenzien

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe 1ISO 24276.

A.2.5.1 Wasser

A.2.5.2 PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,), 10-fach

A.2.5.3 MgCl,-Lésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/l

A.2.5.4 dNTP-Losung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l (von jedem)

A.2.5.5 Oligonukleotide

A.2.5.5.1 Forward Primer

Chloroplasten-tRNA-Gen (GenBank® Eintrag-Nummer Z00044, X15901)

Primer c [14]: 5—-CgA AAT Cgg TAg ACg CTA Cg-3’

A.2.5.5.2 Reverse Primer

Chloroplasten-tRNA-Gen (GenBank® Eintrag-Nummer Z00044, X15901)

Primer d [14]: 5—ggg gAT AgA ggg ACT TgA AC-3’

A.2.5.6 Thermostabile DNA-Polymerase, 5 IU/pl

A.2.6 Prifeinrichtung

Nach A.1.6.

A.2.7 Durchfiihrung

A271 PCR-Ansatz

Die Verfahrensbeschreibung gilt fir ein Gesamtvolumen je PCR-Ansatz von 25 ul mit den in Tabelle A.5
angegebenen Reagenzien. Die PCR kann auch in einem gréReren Volumen durchgeflihrt werden, wenn die

Lésungen entsprechend angepasst werden. Die in Tabelle A5 angegebenen Endkonzentrationen der
Reagenzien haben sich als geeignet erwiesen.
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Tabelle A.5 — Zugabe von Reagenzien

Reagenz Endkonzentration Volumen je Probe (ul)

DNA-Probe 10 ng bis 50 ng 1

Wasser 13,9
10-fache PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,) 1fach 2,5
MgCl,-Lésung?, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5
dNTP-Lésung, 10 mmol/l 0,8 mmol/l 2

Primer ¢, 10 pmol/I 0,8 umol/l 2

Primer d, 10 umol/I 0,8 umol/l 2
Taqg-DNA-Polymerase, 5 1U/ul 0,51U 0,1

@  Falls die PCR-Pufferlésung schon MgCl, enthalt, wird die Endkonzentration an MgCl, im Reaktionsgemisch auf 1,5 mmol/l

eingestellt.

A.2.7.2 PCR-Kontrollen

Als positive Kontrolle kdnnen zertifizierte Referenzmaterialien von GTS 40-3-2, hergestellt vom Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM) Geel, Belgien (IRMM-410), verwendet werden.

Alle weiteren geeigneten Kontrollen sollten wie in ISO 24276 beschrieben einbezogen werden.

A.2.7.3 Temperatur-Zeit-Programm

Das in Tabelle A.6 angegebene Temperatur-Zeit-Programm wurde bei der Validierungsuntersuchung ange-
wendet, wobei die Thermocycler GeneAmp® 2400 oder GeneAmp® 9600 und AmpliTag®-DNA-Polymerase’)
eingesetzt wurden. Bei der Anwendung anderer Thermocycler kann eine Anpassung erforderlich sein. Die Zeit
fur die Aktivierung/initiale Denaturierung hangt von der verwendeten Polymerase ab. Falls eine hot-start-
Polymerase verwendet wird, sollten die Empfehlungen des Herstellers eingehalten werden, sofern in der
Vorschrift nicht anderes festgelegt ist.

Tabelle A.6 — Temperatur-Zeit-Programm

Aktivierungl/initiale Denaturierung 4 min/94 °C
30 s/95 °C
Amplifikation 30 s/55 °C
120 s/72 °C

Anzahl der Zyklen 35
Abschlielende Elongation 5min/72 °C

7) GeneAmp® 2400 und 9600 sowie AmpliTag®-DNA-Polymerase sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte,
die bei Applied Biosystems, vormals Perkin Elmer/Applied Biosystems, bezogen werden kénnen. Diese Angabe dient
nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser Produkte
durch ISO. Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen
fuhren.
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A.2.8 Identifizierung

Die genaue GrofRe des Fragmentes ist fur dieses Verfahren nicht von Bedeutung, weil dieses Verfahren nur
als ein Kontrollverfahren zur Bestimmung der Qualitat der extrahierten DNA festgelegt ist. Bis jetzt basiert die
Identifizierung nur auf einer Gro3e des PCR-Produktes innerhalb des erwarteten Bereiches von 500 bp bis
600 bp.

A.2.9 Allgemeine Qualititssicherung und Auswertung der Ergebnisse

Es wird angenommen, dass die Zielsequenz nachgewiesen ist, wenn die GroRe des PCR-Produktes der
erwarteten Lange der Target-DNA-Sequenz entspricht.

Hinsichtlich der Identifizierungszwecke siehe A.2.8.
Der Nachweis von Fragmenten mit einer Gréf3e von 500 bp bis 600 bp zeigt an, dass die DNA-Probenlésung

amplifizierbare DNA aus Pflanzen innerhalb der in A.2.2.2 beschriebenen abgeschatzten Spezifitdtsbeschran-
kungen enthalt.

Zu Einzelheiten der elektrophoretischen Verfahrensschritte siehe EN ISO 21571:2005, B.2.

A.3 Fiir die taxonomische Zielgruppe spezifisches und GMO-Screening-Verfahren
zum Nachweis von DNA, die aus Tomaten und/oder gentechnisch modifizierten
Zeneca®-Tomaten stammt

A.3.1 Allgemeines

Dies ist ein Routineverfahren zum Nachweis einer artspezifischen Single-copy-DNA-Sequenz, die in Tomaten
(Lycopersicon esculentum Mill.) vorkommt.

Das Verfahren darf auch als Screening-Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Tomaten mit
verzogerter Reifung (Zeneca; Lycopersicon esculentum Mill. Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282F)
angewendet werden.

Es gibt keine Beschreibung einer Methode zur Verifizierung der Identitat des PCR-Produktes. Deshalb kann

dieses Verfahren nicht als Identifizierungsverfahren angesehen werden. Das Verfahren darf zur Beurteilung
der Amplifizierbarkeit der aus Tomaten extrahierten DNA angewendet werden.

A.3.2 Validierungsstatus und Leistungskriterien

A.3.21 Ringversuch

Dieses Verfahren wurde in einem Ringversuch [15] validiert, der von der Arbeitsgruppe ,Entwicklung von
Methoden zum Nachweis mit Hilfe gentechnischer Verfahren hergestellter Lebensmittel“ des Bundesinstitutes
fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) Deutschlands nach § 35 des LMBG
organisiert wurde. Fur die DNA-Extraktion wurde das in EN ISO 21571:2005, A.3 angeflhrte CTAB-Verfahren
angewendet.

Die Daten des Ringversuchs sind in Tabelle A.7 angegeben.

Documents
20 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 21569:2005-09


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21569-2005-09
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21569-2005-09

EN ISO 21569:2005 (D)

Tabelle A.7 — Ergebnisse des Ringversuchs

Jahr 1998
Anzahl der Laboratorien 19
Anzahl der Laboratorien, die Ergebnisse vorgelegt haben 18
Anzahl der Proben je Laboratorium 5
Anzahl der angenommenen Ergebnisse 90

Anzahl der Proben, die Lycopersicon esculentum Mill.

Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282F (Zeneca) enthalten 43

Anzahl der Proben, die Lycopersicon esculentum Mill.
Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282C (nicht gentechnisch 47
modifiziert) enthalten

Falsch positive Ergebnisse 0 (0 %)

Falsch negative Ergebnisse 0 (0 %)

Ein weiterer Ringversuch wurde nach den in ISO 5725-2 festgelegten Kriterien vom Bundesinstitut fir gesund-
heitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) Deutschlands im Rahmen des Europaischen
Projektes SMT4-CT96-2072 durchgefuhrt. Fir die DNA-Extraktion wurde das in EN ISO 21571:2005, A.3
angefuhrte CTAB-Verfahren angewendet (jedoch mit einer Teilprobe von 100 mg).

Tabelle A.8 — Ergebnisse des Ringversuchs 2

Jahr 1998
Anzahl der Laboratorien 21
Anzahl der Laboratorien, die Ergebnisse vorgelegt haben 19
Anzahl der Proben je Laboratorium 10
Anzahl der angenommenen Ergebnisse 190

Anzahl der Proben, die Lycopersicon esculentum Mill.

Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282F (Zeneca) enthalten 88

Anzahl der Proben, die Lycopersicon esculentum Mill.
Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282C (nicht gentechnisch 102
modifiziert) enthalten

Falsch positive Ergebnisse 0 (0 %)

Falsch negative Ergebnisse 0 (0 %)

A.3.2.2 Molekulare Spezifitat
A.3.2.21 Allgemeines
Dieser Anhang erfiillt die in Abschnitt 7 angefihrten Anforderungen.

Dieses Verfahren wurde fiir Zielsequenzen entwickelt, die z. B. unter der GenBank® Eintrag-Nummer X04583
beschrieben sind.
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A.3.2.2.2 Theoretisch

Bei Datenbankrecherchen (NCBI BlastN® Recherche, EMBL-Datenbank, 28. September 2001) wurde keine
Sequenz-Homologie mit DNA-Sequenzen auller von Pflanzenarten festgestellt. Beide Primer stimmen zu
100 % mit den folgenden Datenbankeintrégen Uberein: X14074 (Tomatengene fir die Zellwand zerstérende
Polygalacturonase), X05656 (Tomaten-mRNA fiir Polygalacturonase), M37304 (Tomatenpolygalacturonase
(PG)-Gen), X04583 (Tomaten-mRNA fiir Polygalacturonase-2a), A24194 (L.esculentum Polygalacturonase-
Klon), A15981 (L.esculentum mRNA fiir Polygalacturonase-2a), 101809 (Nukleotid Sequenz 1 vom Patent
US4801540) und AX062336 (Sequenz 1 vom Patent WO0078982).

A.3.2.2.3 Experimentell
Bei der Verwendung von DNA aus anderen Kulturpflanzen wurde keine Amplifikation festgestellt [16].

Die Anzahl der Kopien der Zielsequenz wurde nicht bestimmt, es wird jedoch vermutet, dass es sich um ein
Single-copy-Gen handelt.

A.3.2.3 Nachweisgrenze (LOD)

Die absolute LOD wurde nicht bestimmt, es wurde jedoch nachgewiesen, dass mit dem Verfahren ein
DNA-Fragment von mindestens 0,1 ng aus frischen Tomaten extrahierte DNA (fluorimetrisch bestimmt)
amplifiziert werden kann.

A.3.3 Anpassung

Die Verwendung von hoch verarbeiteten Proben kann durch mogliches Fehlen von Target-Fragmenten mit
einer Lange von 383 bp zu negativen Ergebnissen flhren.

Der Nachweis von Fragmenten mit einer Gro3e von 383 bp zeigt an, dass die DNA-Probenldsung amplifi-
zierbare DNA aus Tomaten enthalt, wahrend Fragmente von 180 bp anzeigen, dass die DNA-Probenldsung

amplifizierbare DNA aus gentechnisch modifizierten Tomaten (Zeneca; Lycopersicon esculentum Mill.
Zuchtsorte Ailsa Craig Sorte Nema 282F) enthalt.

A.3.4 Kurzbeschreibung
Das Polygalacturonase-Gen (PG-Gen) kodiert ein PG-Enzym, das mit der Reifung in Zusammenhang steht.
Dieses Verfahren amplifiziert das endogene PG-Gen [17] mit einer Fragmentgrofte von 383 bp. In gentech-

nisch modifzierten Zeneca-Tomaten wird ein zweites Fragment von 180 bp amplifiziert, das von der
Ubertragenen verkurzten cDNA des PG-Gens [18], [19] stammt.

A.3.5 Reagenzien

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe ISO 24276.
A.3.5.1 Wasser

A.2.5.2 PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,), 10-fach

A.3.5.3 MgCl,-Lésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/l

A.3.5.4 dNTP-Losung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l (von jedem)
A.3.5.5 Oligonukleotide

A.3.5.5.1 Forward Primer

PG-Gen (GenBank® Eintrag-Nummer X04583)

Primer PG34L: 5’-ggA TCC TTA gAA gCA TCT AgT-3’
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