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Nationales Vorwort

Diese Europaische Norm wurde von der Arbeitsgruppe 11 ,Gentechnisch modifizierte Lebensmittel” des
Technischen Komitees CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik — Horizontale Verfahren* (Sekretariat: Deutschland)
erarbeitet. Auf Grund der Ergebnisse der parallelen Abstimmung im Rahmen der Wiener Vereinbarung ist
diese Norm ebenso als Internationale Norm ISO 21570:2005 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 in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 21569 siehe DIN EN ISO 21569

ISO 21571 siehe DIN EN ISO 21571

ISO 24276 siehe DIN EN ISO 24276

ISO 5725-1 siehe DIN ISO 5725-1
ISO 5725-2 siehe DIN ISO 5725-2
ISO 5725-3 siehe DIN ISO 5725-3
ISO 5725-4 siehe DIN ISO 5725-4
ISO 5725-5 siehe DIN ISO 5725-5
ISO 5725-6 siehe DIN ISO 5725-6

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 21569, Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen
und ihren Produkten — Qualitative auf Nukleinsduren basierende Verfahren

DIN EN ISO 21571, Lebensmittel — Verfahren zum Nachweis von gentechnisch modifizierten Organismen
und ihren Produkten — Nukleinsédureextraktion

DIN EN ISO 24276, Lebensmittel — Auf Nukleinséduren basierende Verfahren zum Nachweis von gentech-
nisch modifizierten Organismen und ihren Produkten — Allgemeine Anforderungen und Definitionen

DIN ISO 5725-1, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 1:
Allgemeine Grundlagen und Begriffe

DIN ISO 5725-2, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 2:
Grundlegende Methode fir Ermittlung der Wiederhol- und Vergleichprdzision eines vereinheitlichten Mess-
verfahrens

DIN ISO 5725-3, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 3:
Prézisionsmalle eines vereinheitlichten Messverfahrens unter Zwischenbedingungen

DIN ISO 5725-4, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 4:
Grundlegende Methoden fiir die Ermittlung der Richtigkeit eines vereinheitlichten Messverfahrens

DIN ISO 5725-5, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 5:
Alternative Methoden fiir die Ermittlung der Prédzision eines vereinheitlichten Messverfahrens

DIN ISO 5725-6, Genauigkeit (Richtigkeit und Prézision) von Messverfahren und Messergebnissen — Teil 6:
Anwendung von Genauigkeitswerten in der Praxis
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Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 26. Oktober 2005 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfillen, 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
erhaltlich.

Diese Europgische 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, Deutschland, 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.
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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 21570:2005 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 21570:2005) 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 Mai 2006, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Mai 2006 zuriickgezogen werden.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu Ubernehmen: Belgien, D&nemark, 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 Kdnigreich und Zypern.
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Einleitung

Die Uberpriifung von Zutaten auf gentechnische Verdnderungen wird nach folgenden sukzessiven oder
parallelen Schritten durchgefihrt. Nach der Probenahme werden die Nukleinsduren aus der
Untersuchungsprobe extrahiert. Die extrahierten Nukleinsduren kénnen bei oder nach dem Extraktions-
verfahren weiter gereinigt werden. Danach werden sie quantitativ bestimmt (falls erforderlich), verdiinnt (falls
erforderlich) und analytischen Verfahren (wie z. B. PCR) unterzogen. Diese Schritte werden ausfuhrlich in der
vorliegenden Norm und in folgenden Internationalen Normen behandelt:

ISO 21569, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived
products — Qualitative nucleic acid based methods.

ISO 21570, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived
products — Quantitative nucleic acid based methods.

Weitere Angaben zu Definitionen und allgemeinen Gesichtspunkten zu allen oben angefiihrten Schritten sind
zusammengefasst in:

ISO 24276, Foodstuffs — Nucleic acid based methods of analysis for the detection of genetically modified
organisms and derived products — General requirements and definitions.

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

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

ISO wurde dartber informiert, dass Applied Biosystems, Roche Molecular Systems Inc. und Hoffmann-La
Roche Patentrechte betreffend der PCR-Technologie innehaben. Diese Firmen haben bei der ISO bestatigt,
dass sie bereit sind, mit Antragstellern in der ganzen Welt Uber Lizenzen zu verhandeln, und zwar unter
vernunftigen und nicht diskriminierenden Bedingungen. In diesem Zusammenhang sind die Erklarungen der
Patenthalter bei ISO registriert. Informationen kénnen erhalten werden von:

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 Mdglichkeit hingewiesen, dass einige der Elemente dieses Dokuments andere Patentrechte

berlihren kénnen als die vorstehend angefiihrten. ISO ist nicht dafir verantwortlich, einige oder alle
diesbeziglichen Patentrechte zu identifizieren.

Documents
4 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 21570:2006-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02

EN ISO 21570:2005 (D)

1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm liefert den Gesamtrahmen fur die quantitativen Verfahren zum Nachweis von
gentechnisch veranderten Organismen (GVO) in Lebensmitteln mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Sie legt allgemeine Anforderungen an die spezifische Amplifikation von DNA-Zielsequenzen zur Quantifi-
zierung des relativen DNA-Gehaltes an GVO und zur Bestdtigung der Identitdt der ampilifizierten
DNA-Sequenz fest.

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

Diese Internationale Norm wurde fir Lebensmittelmatrices erarbeitet, ist jedoch auch auf andere Matrices
anwendbar, z. B. Futtermittel und aus der Umwelt entnommene Pflanzenproben.

In den Anhangen A bis D sind spezifische Beispiele von Verfahren 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 (einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 21569:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products — Qualitative nucleic acid based methods

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

ISO 24276:—1), Foodstuffs — Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and
derived products — General requirements and definitions

ISO Guide 32, Calibration in analytical chemistry and use of certified reference materials

3 Begriffe

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

4 Kurzbeschreibung

4.1 Allgemeines

Die quantitative Analyse besteht aus der quantitativen Bestimmung von DNA-Zielsequenzen in den Unter-
suchungsproben. Jedes Verfahren dient der Bestimmung der Zielsequenz(en).

Die quantitative Bestimmung darf mit kompetitiver PCR [1], [2] oder Real-Time PCR [3], [4] erfolgen.

Eine quantitative Analyse sollte eindeutig die Menge des gentechnischen Zielelements, bezogen auf die
Menge einer spezifischen Referenz, geeigneten Kalibriersubstanzen und Kontrollen angeben und sollte dabei

1) ist noch zu verdffentlichen.
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innerhalb des dynamischen Bereiches des angewendeten analytischen Verfahrens und der analysierten
Untersuchungsprobe sein.

Die Analyse umfasst im Allgemeinen:

— die Amplifikation einer oder mehrerer spezifischer Zielsequenzen,

— den Nachweis und die Bestéatigung der Spezifitat des (der) Amplifikats (Amplifikate) und

— die quantitative Bestimmung der amplifizierten Fragmente in Bezug auf Kalibriersubstanzen.

ANMERKUNG Im Fall von Real-Time PCR-Analyse erfolgen Amplifikation, Nachweis und Bestatigung gleichzeitig.

4.2 Amplifikation, Nachweis und Bestdtigung von Amplifikaten

Das Prinzip der Amplifikation, des Nachweises und der Bestatigung von DNA-Sequenzen ist in ISO 21569
beschrieben.

4.3 Quantitative Bestimmung von Amplifikaten

Das Prinzip der quantitativen Bestimmung besteht Ublicherweise in der Ermittlung des Verhéltnisses (ange-
geben in Prozent) von zwei DNA-Zielsequenzen, d. h., von einer fir den interessierenden gentechnisch
veranderten Organismus spezifischen und die andere fir die taxon-spezifische (endogene) Zielsequenz. In
einigen Fallen kann jedoch die quantitative Bestimmung in Bezug auf eine bestimmte Menge an
Lebensmittelmatrix erfolgen (z. B. beim Nachweis von gentechnisch verédnderten (gv) Mikroorganismen in
Lebensmitteln).

Bei der quantitativen Bestimmung verwendete Kalibriersubstanzen (Kalibriermaterialien) sollten auf zertifi-
zierte Referenzmaterialien (ZRM) zurlckfihrbar sein, falls diese zur Verfiigung stehen. Wenn keine zertifi-
zierten Referenzmaterialien verflgbar sind, sollten andere geeignete Referenzmaterialien (RM) verwendet

werden. Eine Beispielanleitung ist in [5] angegeben. Informationen zu Validierungsstudien und Messunsicher-
heit wurden im Rahmen von internationalen Studien erarbeitet [6], [7], [8], [9].

5 Reagenzien

Samtliche bei der Analyse verwendeten Reagenzien und Materialien sollten identisch oder gleichartig denen
sein, die im Verfahren festgelegt sind. Andernfalls sollten sdmtliche Reagenzien und Materialien fir die
Molekularbiologie geeignet sein. Diese Reagenzien missen nach den Empfehlungen des Lieferanten oder
entsprechend den Festlegungen des Laboratoriums zur Qualitdtssicherung aufbewahrt und verwendet werden.
Die Reagenzien sind in den spezifischen Anhangen dieser Norm aufgelistet.

6 Gerate

Siehe die Anhé&nge A bis D und ISO 24276.

7 Verfahrensanleitungen

7.1 Allgemeines

Allgemeine Betrachtungen in Bezug auf die PCR-Amplifikation zum Nachweis von GVOs sind in ISO 21569
beschrieben.
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In den Anhangen A bis D sind PCR-Nachweisverfahren zusammen mit Einzelheiten zu deren Anwendungs-
bereich festgelegt. Die nachgewiesenen Leistungsmerkmale sind fir jedes Verfahren dargelegt.

Die Konzentration der interessierenden DNA-Sequenz sollte im dynamischen Bereich des Verfahrens liegen.

ANMERKUNG Ein fur die taxon-spezifische Zielsequenz spezifischer Monitorlauf kann durchgefihrt werden, um
festzustellen, ob die Proben-DNA in ausreichender Qualitdt (Lange und strukturelle Unversehrtheit), Reinheit und Menge
fur den Nachweis und die quantitative Bestimmung eines GVO vorhanden ist, der zu dieser taxonomischen Zielgruppe
gehdrt. Das kann dann von besonderer Bedeutung sein, wenn DNA aus zusammengesetzten oder hochverarbeiteten
Lebensmittelmatrices extrahiert wird.

Die aus jeder Untersuchungsprobe extrahierte DNA sollte mindestens durch eine Doppelbestimmung
analysiert werden.

Geeignete Kontrollen missen mitgefiihrt werden (siehe 1ISO 24276:—, Tabelle 1).

7.2 Stabilitat der Zielsequenz

Die Stabilitat hinsichtlich der Allele und der Anzahl der Kopien der Zielsequenz sollte bei allen Sorten
unterschiedlicher geographischer und phylogenetischer Herkunft beriicksichtigt werden.

7.3 Kalibrierung der Analyse

Eine geeignete Anzahl an Kalibrierpunkten und Wiederholungen, die den Bereich der quantitativen Bestim-
mung umfassen, muss verwendet werden (z. B. vier Kalibrierpunkte mit zwei Wiederholungen [insgesamt
4 x 2 Werte] oder sechs Kalibrierpunkte mit einer Messung an jedem Punkt [insgesamt 6 Werte]). Die Qualitat
der Kalibrierung beeinflusst die Messunsicherheit [9].

Als Alternative zu genomischer DNA als Referenzmaterial fur die Kalibrierung darf eine Verdiinnungsreihe
eines Plasmids oder einer synthetischen dsDNA, die die Zielsequenz enthalt, verwendet werden,
vorausgesetzt, es ist nachgewiesen, dass sie sich genauso verhalt wie Referenzmaterial aus genomischer
DNA und die genomische DNA, die aus der Probe extrahiert wurde.

7.4 Betrachtungen zur quantitativen Bestimmung
PCR-Verfahren sollten so ausgelegt sein, dass die Variabilitdt auf ein Minimum verringert wird.

ANMERKUNG  In Abhéngigkeit vom angewendeten Verfahren und/oder untersuchten Material kann das Vorliegen von
Genen flr eine Kombination von Insekten- und Herbizidresistenz (stacked genes) zu einer Uberschatzung des wahren
GVO-Gehaltes fuhren.

Hinsichtlich der Ermittlung der Bestimmungsgrenze (LOQ) siehe 1ISO 24276.

Die Bestimmung des GVO-Gehaltes auf der Grundlage der Kopiezahlen von Zielsequenzen je haploidem
Genom wird durch Homo- und Heterozygotie der zu untersuchenden Arten beeinflusst. Einzelheiten siehe in
den Anhangen A bis D.

Die Anwendung des AAC-Verfahrens (Schwellenwert-Zyklus) ist nur gultig, wenn die Effizienz der Amplifi-
kation des fir die taxonomische Zielgruppe spezifischen und des GVO-spezifischen Assays sehr &hnlich sind.

7.5 Anforderungen an die Qualitatssicherung

Die Ubereinstimmung zwischen Messungen ist anzustreben, um zuverldssige Schéatzwerte von Ziel-
sequenzmengen zu erhalten. Um festzustellen, ob die Messwerte (ibereinstimmen, muss jedoch die relative
Standardabweichung der Wiederholprazision RSD, bekannt sein (fiir Details, siehe die Reihe 1SO 5725). Die

zur Berechnung der relativen Standardabweichung der Wiederholprazision bendétigte Anzahl an
Einzelmessungen je Laboratoriumsprobe Ubersteigt mdglicherweise den realisierbaren Aufwand, der in der
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Praxis bezuglich der Kosten akzeptabel ist. Demzufolge sollte, wenn eine bestimmte, von einem GVO
stammende DNA als prozentualer Anteil anzugeben ist, eine praktisch durchfiihrbare Lésung mindestens
verlangen:

a) Ubereinstimmung innerhalb einer Untersuchungsprobe durch
— Zuruckweisung von Messwerten < LOQ und

— maximale zwischen den Verdinnungen und einzelnen Messwerten beobachtete Abweichung
entspricht dem fir den entsprechenden Verdiinnungsfaktor erwarteten Wert + 33 %.

b) Ubereinstimmung zwischen Untersuchungsproben durch

— die unter a) erhaltenen Werte der geschatzten relativen Konzentrationen von gv DNA fir jede
Untersuchungsprobe sollten sich nicht mehr als —50 % bis +100 % von dem geschétzten Wert fir die
Menge (gleich einem AC-Wert von 1 bei der Real-Time PCR) unterscheiden [d. h. bei zwei

Untersuchungsproben sind Messwerte von 1,0 % und 2,0 % annehmbar, Messwerte von 0,9 % und
2,1 % nicht].

Zur Sicherstellung der Genauigkeit der Messungen muss ein Referenzmaterial (RM), vorzugsweise ein fur die
Menge des betreffenden Transformationsereignisses zertifiziertes Referenzmaterial (ZRM), mit einem
geeigneten Grad an metrologischer Zuverlassigkeit und mit angemessener Ahnlichkeit der Matrix, ausgewahlt
und analysiert werden. Wenn keine ZRM zu Verfugung stehen, darf laboratoriumsinternes Referenzmaterial
nach einem Verfahren hergestellt werden, mit dem Stabilitdt, Homogenitdt und Rickverfolgbarkeit
nachgewiesen werden kénnen und das das Fehlen einer systematischen Abweichung sicherstellt. Die
quantifizierte Unsicherheit muss der geforderten Unsicherheit fiir die Kalibrierung entsprechen
[siehe ISO Guide 32].

8 Auswertung

Das PCR-Ergebnis ist entweder:

a) geeignet fir die quantitative Bestimmung der Zielsequenz, vorausgesetzt,

— das Ergebnis ist positiv nach ISO 21569:2005, 8.1;

— die Inhibition der Reaktion, die beobachtet werden kann, ist vernachléssigbar;
— die Analyse fiihrt zu einem eindeutigen Messwert;

— der Gehalt an Zielsequenz liegt im dynamischen Bereich des Verfahrens, und
— es liegt eine annehmbare Kalibrierung fur die Analyse vor (siehe 7.3) oder:

b) nicht geeignet fur die quantitative Bestimmung der Zielsequenz, wenn eine der vorstehend angefiihrten
Bedingungen nicht erfullt ist.

Die Messunsicherheit muss hinreichend klein sein, um dem Laboratorium zu ermdglichen, die
entsprechenden Schlussfolgerungen zu ziehen.

In den Anh&ngen A bis D ist die Messung der Mengen an Ziel-DNA beschrieben. Diese Mengen kénnen zur
Berechnung des GVO-Gehaltes verwendet werden. Bei diesen Berechnungen werden gewdhnlich relevante
biologische Faktoren berilicksichtigt, wie z. B. die Homo- oder Heterozygotie der Zielsequenzen.

Wenn der Gehalt an gv Zielsequenz oder taxon-spezifischer Zielsequenz unterhalb der Bestimmungsgrenze
liegt, ist das Ergebnis nur qualitativ anzugeben.

ANMERKUNG Davon ausgehend, dass der Gehalt an gv DNA unterhalb der praktischen LOQ liegt, verbunden mit
einer dazugehdrigen Spezifikation, wird die LOQ in diesem Fall als ein qualitatives Ergebnis angesehen.
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9 Angabe der Ergebnisse

Die Ergebnisse missen eindeutig die Menge an gv Zielsequenz in Bezug auf die fiir die taxonomische
Zielgruppe spezifische Sequenz angeben. Die Ergebnisse sollten auch Werte fir die Messunsicherheit
enthalten, wie z. B. die Standardabweichung oder den Variationskoeffizienten. Auflerdem sollten die LOD und
LOQ des Verfahrens sowie die praktische LOD und LOQ im Untersuchungsbericht angegeben werden.

Die Zielsequenzen kénnen nachgewiesen werden oder nicht, oder die Menge von mindestens einer der

Zielsequenzen kann unterhalb der Bestimmungsgrenze liegen. In Tabelle 1 sind die vier alternativen Falle und
die entsprechende Angabe des in den Untersuchungsbericht zu Gibernehmenden Ergebnisses beschrieben.

Tabelle 1 — Angabe der Ergebnisse

Ergebnis Angabe des Ergebnisses
Fuar die taxonomische Zielgruppe ist keine Siehe 1ISO 21569
spezifische Sequenz nachgewiesen. »von der Art x wurde keine DNA nachgewiesen.*
Fir die taxonomische Zielgruppe ist eine Nach ISO 21569
spezifische Sequenz, jedoch keine gv ,von der Art x wurde kein von GVO stammendes Material
Zielsequenz nachgewiesen. nachgewiesen.*

und zusétzlich, wenn zutreffend: ,Die praktische Nachweisgrenze ist
X %." (mit Angabe der verwendeten Einheit).

Die fir die taxonomische Zielgruppe spezifische | ,Der GVO (Angabe des GVO), bestimmt durch Nachweis von (Angabe
Sequenz und die gv Zielsequenz wurden beide | der Zielsequenz) aus (Angabe der Art), wurde nachgewiesen.”

nachgewiesen, jedoch liegt die Menge von und zuséatzlich, wenn zutreffend: ,Die praktische Bestimmungsgrenze
mindestens einer der beiden Zielsequenzen ist X %.” (Angabe der verwendeten Einheit).
unterhalb der LOQ.

Die fiir die taxonomische Zielgruppe spezifische | Fir jeden GVO ist anzugeben:

ﬁ:g: egviizzgndfngv dizele'\l/T::uer}Z v:irsie;e%e;:e .Der Gehalt von GVO (Angabe des GVO), bestimmt durch Nachweis
Zielsg uenzen oberhalb dergLOQg von (Angabe der Zielsequenz) aus (Angabe der Art), ist
q ' (X + Ungenauigkeit) %.“ (mit Angabe der verwendeten Einheit).

Unter Berticksichtigung der Messunsicherheit darf der aus dem GVO stammende DNA-Gehalt auch als ober-
oder unterhalb eines bestimmten Wertes liegend angegeben werden.

10 Untersuchungsbericht

Der Untersuchungsbericht muss nach 1SO 24276 und ISO 21569 erstellt werden und mindestens die
folgenden zusétzlichen Angaben enthalten:

a) die Bestimmungsgrenze (LOQ) des Verfahrens und die zur Ermittlung des Wertes verwendete Matrix;
b) die praktische Bestimmungsgrenze;

c) eine Verweisung auf das zur DNA-Extraktion angewendete Verfahren;

d) das verwendete Referenzmaterial;

e) die Ergebnisse, angegeben nach Abschnitt 9.
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Anhang A
(informativ)

Fir die taxonomische Zielgruppe spezifische Verfahren

A.1 Fiir die taxonomische Zielgruppe spezifisches Verfahren zur absoluten
quantitativen Bestimmung von DNA des adh1-Gens von Mais mit Real-Time PCR

A.1.1 Einleitung

Dieser Anhang beschreibt ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation und zur quantitativen Bestimmung des
taxon-spezifischen (organismuseigenen) adh1-Gens (kodiert die Alkoholdehydrogenase 1) von Mais (Zea
mays) zur Bestimmung der Menge an Mais-DNA oder zur Untersuchung auf Anwesenheit/Abwesenheit von
nachweisbaren PCR-Inhibitoren in DNA-L&sungen, die aus Produkten extrahiert wurden, die von Mais
stammende DNA enthalten, z. B. Lebensmittel.

Hinsichtlich der Einschrankungen siehe A.1.8.
A.1.2 Validierungsstatus und Leistungsmerkmale

A.1.2.1 Allgemeines

Die Optimierung des Verfahrens erfolgte fir DNA, die aus reinen gemahlenen Maiskdrnern, Maisblattern und
zertifizierten Referenzmaterialien (IRMM-411-, IRMM-412-, IRMM-413-Reihe [10]) extrahiert wurde [11].

Die Vergleichprazision des beschriebenen Verfahrens wurden in einem Ringversuch mit unbekannten Proben
(U1 bis U6) gepruft, die aus Wildtyp Mais-DNA mit einer entsprechend unterschiedlichen Anzahl an Kopien
der Zielsequenz (siehe A.1.2.2) bestehen, und in anderen Ringversuchen in Kombination mit
ereignisspezifischen Verfahren fir gv Mais, z. B. Bt11 (siehe D.1).

Die Anzahl der Kopien der Zielsequenz je haploides Genom wurde auf eins geschéatzt [11].

Die Stabilitat hinsichtlich der Allele der Zielsequenz wurde ermittelt [11].

A.1.2.2 Ringversuch

Das Verfahren wurde in einem Ringversuch validiert, der von der Gemeinsamen Forschungsstelle der Euro-
paischen Kommission (European Commissions Joint Research Centre (EC-JRC)), Institute for Health and
Consumer Protection (Institut fir Gesundheits- und Verbraucherschutz) (IHCP) in Ubereinstimmung mit der
international harmonisierten Vorschrift [12] organisiert wurde.

Zur Erstellung einer Kalibrierkurve fir die quantitative Bestimmung von haploiden Maisgenomen in unbe-
kannten Proben wurden sechs Proben (S1 bis S6) von Wildtyp Mais-DNA (extrahiert aus Blattmaterial [13]),
die eine bekannte absolute Anzahl an Kopien (183 486, 61 162, 20387, 6 796, 2265, 755) von haploiden
Maisgenomen enthielten, verwendet. Die absoluten Kopiezahlen in den bekannten Proben wurden bestimmt,
indem die Masse der Proben-DNA (ermittelt durch fluorimetrische quantitative Bestimmung von dsDNA mit
PicoGreen, Molecular Probes, Katalog-Nr. P-7589) durch den veroffentlichten mittleren 1-C-Wert fir
Maisgenome (2,725 pg) dividiert wurde [14].

Als unbekannte Proben wurden sechs Proben (U1 bis U6) von Wildtyp Mais-DNA (extrahiert aus Blattmaterial

[13]) verwendet. Die erwartete Kopiezahlen in den unbekannten Proben wurden auf dieselbe Weise bestimmt
wie die der bekannten Proben.
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Die Ergebnisse der Validierung in einem Ringversuch sind in Tabelle A.1 zusammengefasst.

Das Verfahren wurde auch in Kombination mit transformationsereignisspezifischen Verfahren fiir mehrere gv
Maislinien validiert, z. B. fir Bt11 Zuckermais. Siehe [15], [16] und D.1 zu Einzelheiten des kombinierten

Ringversuchs (relative quantitative Bestimmung).

Tabelle A.1 — Validierungsdaten

Probe

U1 u2 u3 u4 us ue
Anzahl der teilnehmenden Laboratorien 12 12 12 12 12 12
Anzahl der Laboratorien mit vorliegenden 10 10 10 10 10 10
Ergebnissen
Anzahl der ausgeschlossenen Laboratorien 1 1 1 1 1 1
Anzahl der verbliebenen Laboratorien 9 9 9 9 9 9
Anzahl der Proben je Laboratorium 4 4 4 4 4 4
Anzahl der Ausrei3er nach Cochran 1 1 1 1 - -
Anzahl der Ausreif3er nach Grubbs - 1 1 1 1 1
Anzahl der angenommenen Proben 35 34 34 34 35 35
Erwartete Kopiezahl 7339 18349 | 36697 | 55046 | 91743 | 146788
Mittlere Kopiezahl 9985 23885| 46918 75161 | 100541 122080
Systematische Abweichung des wahren Wertes (%) 36,1 30,2 27,9 36,5 9,6 -16,8
Wiederholstandardabweichung s .2 1318,59 | 1463,60 | 5796,58 | 4539,57 | 11 306,89 | 14 843,41
Relative Wiederholstandardabweichung RSD, (%)P 13,21 6,13 12,35 6,04 11,25 12,16
Vergleichstandardabweichung s,2@ 2013,12| 2083,57 | 6145,39 | 6806,85| 14592,04 | 17 777,70
Relative Vergleichstandardabweichung RSDy (%)° 20,16 8,72 13,10 9,06 14,51 14,56

a

b

s, und sp sind als Kopiezahl angegeben.

RSD, und RSDy, sind als prozentualer Anteil des zugehdrigen Mittelwertes angegeben.

A.1.2.3 Molekulare Spezifitat

A.1.2.3.1 Allgemeines

Das Verfahren wurde zur

Bestimmung eines Teils der

Zielsequenz entwickelt,

die unter der

EMBL/GenBank/DDBJ-Zugangsnummer X040502) beschrieben ist. Diese Sequenz ist einzigartig fir Zea
mays (Mais) und Zea mays subsp. diploperennis (Teosinte) [11].

2) Dies ist ein Beispiel fir ein geeignetes handelslbliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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A.1.2.3.2 Theoretische Spezifitat
Die Spezifitat der Primer und Sonden wurde durch eine Recherche der Datenbanken GenBank/EMBL/DDBJ3)

theoretisch ermittelt, wobei die Nukleotidsequenzen als zu suchende Sequenzen in dem BLASTN-

Programm?3) unter http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/ [9. Oktober 2003] verwendet wurden. Das Ergebnis der
Recherche bestatigte eine vollstdndige Ubereinstimmung ausschlieRlich mit den erwarteten Zielsequenzen.

A.1.2.3.3 Experimentelle Bestimmung der Spezifitit

Die Spezifitdt des Verfahrens wurde gegen einen breiten Bereich von taxonomischen Nicht-Zielgruppen und
20 unterschiedliche Maislinien, die eine Probe mit grofRer geographischer und phylogenetischer Breite
darstellen, untersucht [11]. Mit den taxonomischen Nicht-Zielgruppen (mit Ausnahme von Teosinte Zea mays
subsp. diploperennis, der Wildform von Kulturmais) wurde keine Kreuzreaktivitdt beobachtet [11], [17]. Die

Stabilitat hinsichtlich der Kopiezahl und der Allele der Zielsequenz aus unterschiedlichen Maislinien wurde
festgestellt [11].

A.1.2.4 Optimierung

Die Optimierung erfolgte fiir das ABI PRISM®7700 Sequence Detection System3) (SDS) (Applied Biosystems)
mit der TagMan®-Chemie3). Fur das Primer- und Sondendesign wurde die Primer Express® Software
(Applied Biosystems) 3) verwendet.

A.1.2.5 Nachweisgrenze (LOD)
Nach Angaben des Verfahrensentwicklers betrégt die absolute LOD 10 Kopien der Zielsequenz [11].

Die geringste im Ringversuch enthaltene Kopiezahl der Zielsequenz betrug 7 399 Kopien der Zielsequenz.

A.1.2.6 Bestimmungsgrenze (LOQ)
Nach Angaben des Verfahrensentwicklers betrégt die absolute LOQ 100 Kopien der Zielsequenz [11].

Die geringste im Ringversuch enthaltene Kopiezahl der Zielsequenz betrug 7 399.

A.1.3 Anpassung

Es liegen keine besonderen Angaben vor.

A.1.4 Kurzbeschreibung

Ein 134 bp Fragment des adh1-Gens wird mit zwei Mais-adh1-spezifischen Primern amplifiziert (sieche Tabelle
A.2). Die Anreicherung von Amplifikaten wird am Ende jedes PCR-Zyklus (Echtzeit) mit einer Mais-adh1-
spezifischen Oligonukleotid-Sonde (ADH1-MDO, siehe Tabelle A.2) gemessen, die mit zwei Fluoreszenz-
farbstoffen markiert ist: FAM als Reporter-Farbstoff und TAMRA als Quencher. Zu diesem Zweck wurde
TagMan®—Chemie?) eingesetzt.

3) Dies sind Beispiele fur geeignete handelsibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch I1SO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

Documents
12 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 21570:2006-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02

EN ISO 21570:2005 (D)

Das gemessene Fluoreszenzsignal Uberschreitet nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen einen vom
Anwender festgelegten Schwellenwert. Diese Anzahl wird C-Wert genannt. Zur quantitativen Bestimmung der

Menge an Mais-adh1-DNA in einer unbekannten Probe wird der C-Wert durch Vergleich mit einer
Kalibrierkurve, deren C,-Werte direkt mit bekannten Kopiezahlen korrelieren (Regressionsanalyse), in einen
entsprechenden Wert der Kopiezahl umgewandelt.

A.1.5 Reagenzien

A.1.5.1 Allgemeines

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe 1ISO 24276:—, 6.6.
A.1.5.2 Wasser

A.1.5.3 PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,), 10fach

A.1.5.4 MgCl,-Lésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/l

A.1.5.5 dNTP-Lésung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l (jeweils)

A.1.5.6 Oligonukleotide

Einzelheiten zu den Oligonukleotiden sind in Tabelle A.2 aufgefihrt.

Tabelle A.2 — Oligonukleotide

Name DNA-Sequenzen der Oligonukleotide Endkonzentration in
der PCR
ADH-FF3 5'—CgT CgT TTC CCA TCT CTT CCT CC—3' 300 nmol/l
ADH-RR4 5'—CCA CTC CgA gAC CCT CAg TC—3' 300 nmol/l
ADH1-MDO [5—FAM?a-AAT CAg ggC TCATTT TCT CgC TCC TCA-TAMRA—3"? 200 nmol/l
a8  FAM: 6-Carboxyfluorescein, TAMRA: 6-Carboxytetramethylrhodamin

Die Lange des adh1-Amplifikats betragt 134 bp.

A.1.5.7 Thermostabile DNA-Polymerase

AmpliTag Gold® DNA-Polymerase?)
A.1.5.8 Uracil-N-Glykosylase (optional)

A.1.5.9 Reaktionsansatz fiir die Amplifikation

Einzelheiten zum Reaktionsansatz fur die Amplifikation sind in Tabelle A.3 aufgefthrt.

4) Dies ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelsibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Tabelle A.3 — Reaktionsansatz fiir die Amplifikation, Endvolumen/Konzentration im ReaktionsgefaR

Gesamtes Reaktionsvolumen 25 ul
Proben-DNA (héchstens 250 ng) 5 ul
Tag-DNA-Polymerase

Dekontaminierungssystem (dUTP einschlief3lich Uracil-N-

Glykosylase) TagMan® Universal

Master Mix, 2fach®) 12,5 pl (1fach)

Reaktionspufferlésung (enthalt passive Referenz-ROX)?2
dNTP-Mischung

Primer (siehe Tabelle A.2) (siehe A.1.5.6)
Sonde (siehe Tabelle A.2) (siehe A.1.5.6)

@  ROX = Carboxy-X-rhodamin

A.1.6 Gerite

A.1.6.1 Allgemeines

Soweit nicht anders festgelegt, sollte durchgéngig die Ubliche Laborausriistung angewendet werden.

A.1.6.2 Thermocycler

Das angegebene Temperatur-Zeit-Profil wurde urspriinglich mit ABI PRISM® 7700 SDS (Applied Bio-
systems)®) gepriift. Nach Anpassung der Reaktionsbedingungen diirfen andere Real-Time PCR-Nachweis-
systeme verwendet werden.

A.1.6.3 Reaktionsgefile

Die Reaktionsgefalle missen fur die PCR-Amplifikation mit einem Real Time-Thermocycler geeignet sein, wie
z.B. ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate, MicroAmp® Optical Caps (8 caps/strip, flat) (Applied
Biosystems)®).

A.1.7 Durchfiihrung: PCR-Ansatz

A.1.71 Allgemeines

Die PCR-Ansatze fir die Zielsequenz des Referenzgens und die GVO-Zielsequenz sollten in verschiedenen
Reaktionsgefallen angesetzt werden, sofern es im betreffenden, fir die gv Zielsequenz spezifischen Anhang
nicht anders festgelegt ist.

Die Verfahrensbeschreibung gilt fir ein Gesamtvolumen je PCR-Ansatz von 25 ul mit den in Tabelle A.3
angegebenen Reagenzien.

A.1.7.2 PCR-Kontrollen

Wenn die Kontrollen nicht zu den erwarteten Ergebnissen fiihren, sind die Untersuchungsergebnisse zu
verwerfen und die Analyse ist zu wiederholen.

5) Dies sind Beispiele fur geeignete handelsibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.

Documents
14 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 21570:2006-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-21570-2006-02

EN ISO 21570:2005 (D)

Als eine positive Kontrolle/ein Referenzmaterial fir die Kalibrierung darf reine genomische DNA von hoher

Qualitat, extrahiert aus Mais (z. B. ein ZRM von JRC, IRMM®)), verwendet werden [13]. Alle weiteren
geeigneten Kontrollen sollten, wie in ISO 24276 beschrieben, einbezogen werden.

A1.7.3 Temperatur-Zeit-Programm

Das in Tabelle A4 angegebene Temperatur-Zeit-Programm wurde fiir das ABI PRISM® 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems)®) optimiert. In der Validierungsstudie wurde es in Kombination mit
AmpliTag Gold® DNA-Polymerase®) angewendet. Bei der Anwendung anderer Thermocycler kann eine
spezielle Anpassung erforderlich sein. Die fur die Enzymaktivierung erforderliche Temperatur und Zeit hdngen
von der konkreten verwendeten Polymerase ab. In Tabelle A.4 sind die Reaktionsbedingungen beschrieben.

Tabelle A.4 — Durchfiihrung — Reaktionsbedingungen

Zeit | Temperatur
S °C
Dekontaminierung vor der PCR 120 50
Aktivierung der DNA-Polymerase und Denaturierung der Proben-DNA vor der PCR 600 95
PCR (50 Zyklen)
Schritt 1 Auftrennen (Denaturierung) 15 95
Schritt 2 Anlagerung (Annealing) und Verlangerung (Elongation) 60 60

A.1.8 Einschrankungen und Auswertung der Ergebnisse

Das Vorliegen von PCR-Inhibitoren kann einen groRen Einfluss auf die Genauigkeit der geschatzten Kopie-
zahl von adh1 in den analysierten Proben haben. Deshalb sollte das Fehlen von nachweisbaren
PCR-Inhibitoren verifiziert werden (siehe auch 1SO 21571:2005, Anhang A), z. B. durch Herstellen von
Reihenverdiinnungen der Matrizen-DNA und Untersuchung der Ubereinstimmung zwischen den Verdin-
nungen und den Unterschieden zwischen den C-Werten (Schwellenwert-Zyklen) (d. h. ein C, entspricht einer

Verdopplung der Matrizenkonzentration).

Bei der Anwendung dieses Verfahrens in Kombination mit einem Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
GVO-DNA ist es wichtig, dass die absolute Menge an Matrizen-DNA (ng) fur adh1-PCR und GVO-spezifische
PCR gleich ist. Wenn nicht, kann die absolute Kopiezahl der Reaktionen nicht direkt verglichen werden und es
ist eine Anpassung der entsprechenden Kopiezahlen erforderlich. Andernfalls kann keine relative
GVO-Konzentration berechnet werden.

A.1.9 Kalibrierung und Berechnung der Ergebnisse

Kalibrierpunkte werden mit DNA erstellt, die eine definierte Menge an absoluten Kopiezahlen von haploider
genomische Mais-DNA umfasst, in der die Zielsequenz enthalten ist.

Durch Auftragen der C-Werte gegen den Logarithmus der Kopiezahl der Zielsequenz fur die Kalibrierpunkte

wird eine Kalibrierkurve erstellt. Das kann z. B. durch Anwendung eines Tabellenkalkulationsprogramms, z. B.

Microsoft Excel®), oder direkt durch Optionen erfolgen, die mit der Software des Sequenznachweissystems
zur Verfigung stehen.

Die Kalibrierkurve wird angewendet, um die absoluten Kopiezahlen der haploiden genomische Mais-DNA der
unbekannten Proben zu erhalten. Obwohl die Proben-DNA durch Lebensmittelverarbeitung abgebaut sein
kann oder méglicherweise andere Bestandteile als Mais enthalt, beeinflusst das nicht die berechnete Anzahl
haploider Genomkopien von unbekannten Proben.

6) Dies sind Beispiele fir geeignete handelstbliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte diurfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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Anhang B
(informativ)

Screening-Verfahren

B.1 Screening-Verfahren zur relativen quantitativen Bestimmung der
35S-Promotor-DNA der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 mit Real-Time PCR

B.1.1 Einleitung

Dieser Anhang beschreibt ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation und zum Nachweis eines taxon—
spezifischen Gens aus Sojabohnen (Lectin-Gen, le1) und der 35S-Promotor-DNA, die aus dem Blumenkohl-
mosaik-Virus stammt, sowie zur quantitativen Bestimmung der Menge an 35S-Promotor-DNA in Zutaten aus
Sojabohnen, die die gentechnisch veranderte Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 (Roundup Ready®) enthalten.

Hinsichtlich der Einschrankungen siehe B.1.8.
B.1.2 Validierungsstatus und Leistungsmerkmale

B.1.2.1 Allgemeines

Das Verfahren wurde fir zertifizierte Referenzmaterialien (ZRM IRMM-410)7) [18], bestehend aus getrock-
netem Sojamehl (Sojapulver), das Mischungen aus GTS 40-3-2 und konventionellen Sojabohnen enthélt,
optimiert.

Die Vergleichprazision der beschriebenen Verfahren wurde in Ringversuchen mit unbekannten Proben
(Probengekennzeichnet mit SA bis SE, siehe Tabelle B.1) geprift, die sich aus Mischungen von Referenz-
materialien der oben erwahnten Art zusammensetzen [19]. Zusétzlich wurden handelsibliche Lebensmittel
gepruft [20].

Die Anzahl der Kopien jeder der Zielsequenzen je Genom wurde nicht im Einzelnen abgeschéatzt [21], [22].

Das Verfahren wurde im Schweizerischen Lebensmittelbuch (Swiss Food Manual) [23] veréffentlicht.

B.1.2.2 Ringversuch

Finf unbekannte Proben, die zwischen 0,7 % und 3 % (Massenanteil) getrocknetes Sojamehl der Linie
GTS 40-3-2 enthielten, wurden von elf Teilnehmern analysiert.

Das 35S-Promotor-spezifische Nachweisverfahren ergab einen prozentualen CV (Variationskoeffizienten,
RSDy) im Bereich von 17 % bis 34 % (siehe Tabelle B.1). Bei den ersten Experimenten des Ringversuches

stellte sich heraus, dass das 1-%-Soja-ZRM nicht widerspruchsfrei hinsichtlich seines angegebenen Wertes
war. Die Untersuchungen ergaben, dass die divergierenden Referenzmaterialien zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mit unterschiedlichen Verfahren hergestellt wurden, was zu einem unterschiedlichen Grad des
DNA-Abbaus fiihrte. Den Teilnehmern des Ringversuchs wurde geraten, im Verlauf des Ringversuchs das
2 %-ZRM zu verwenden und die DNA zu verdinnen, um eine 1%ige Referenz-DNA-L&sung fur die
Verwendung bei der quantitativen Bestimmung zu erhalten.

7) Dies ist ein Beispiel fir ein geeignetes handelstbliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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Zur DNA-Extraktion wurde das in [23] beschriebene Verfahren angewendet. Kurz gesagt wurden 200 ng des
Probenmaterials in 1 ml Guanidin-Hydrochlorid/Proteinase K-Pufferlésung (0,5 mol/l bzw. 0,8 mg/ml) fir 3 h
bei 56 °C lysiert. Nach einem RNase-Verdau wurden 500 pl des gereinigten Extraktes mit 1 ml
Wizard®-Siliciumdioxidharz8) gemischt und das Harz mit der gebundenen DNA wurde durch Ansaugen durch
eine Wizard®-Filtersaule®) zuriickgewonnen. Nach dem Waschen mit Isopropanol wurde die DNA bei 70 °C in
Tris-Pufferlésung mit einer Konzentration von 10 mmol/l und mit einem pH-Wert von 9,0 vom
Siliciumdioxidharz eluiert. Die DNA-Konzentration wurde durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm
geschatzt und auf 20 ug/ml eingestellt. Bei der anschlielenden PCR-Analyse wurden von jeder Probe 200 ng
DNA in zwei unabhé&ngigen Reaktionen analysiert. Die Proben wurden doppelt analysiert.

Da die mit SA bis SE gekennzeichneten Proben Mischungen dieser divergierende Standards darstellten,
konnten die mit diesen Proben erhaltenen Ergebnisse nicht fir die Bewertung der Richtigkeit des
angewendeten Real-Time PCR-Verfahrens verwendet werden. Die Ergebnisse konnten jedoch fur die
Einschatzung der Prazision des angewendeten Verfahrens verwendet werden, wobei die beschriebenen
Umstdnde den unginstigsten Fall widerspiegeln, der zu einer Unterschatzung der Prazision des
angewendeten Real-Time PCR-Verfahrens fihrt [19].

Der Ausschluss von Laboratorien beruht auf den verwendeten Real-Time PCR-Gerédten und der statistischen
Berechnung der AusreilRer. Das Verfahren wurde fir Blockthermocycler entwickelt. Deshalb wurden zwei
Laboratorien, die ein LightCycler®-System8) verwenden, vor der Berechnung der AusreiRer ausgeschlossen.
Der Grund fiir den Ausschluss einer bestimmten Art von PCR-Geraten war die Beobachtung, dass das
angewendete Verfahren einer sorgféltigen Anpassung und Optimierung bedarf, wenn die Durchfiihrung an
anderen Real-Time PCR-Geréten erfolgt, als im Verfahren festgelegt. Die verbliebenen Laboratorien wurden
zusatzlich nach Grubbs [24] auf Ausreiler untersucht. Es wurden jedoch keine Ausreiler festgestellt.
Einzelheiten zum Ringversuch sind in Tabelle B.1 angegeben.

Tabelle B.1 — Angaben zur Validierung fiir den 35S-Promotor-spezifischen GVO-Nachweis

Probe

SA SB SC SD SE
Jahr des Ringversuchs 1999 1999 1999 1999 1999
Anzahl der Laboratorien mit vorliegenden Ergebnissen 11 11 11 11 11
Anzahl der Proben je Laboratorium 1 1 1 1 1
Anzahl der ausgeschlossenen Laboratorien 2 2 2 2 2
Anzahl der nach dem Ausschluss verbliebenen Laboratorien 9 9 9 9 9
Anzahl der angenommenen Proben 9 9 9 9 9
Erwarteter Wert (% GVO) 1,4 1,8 3 0,7 1
Mittelwert (% GVO) 1,63 1,76 4,04 0,88 1,73
Medianwert (% GVO) 1,62 1,70 3,46 1,00 1,60
Vergleichstandardabweichung sy (% GVO) 0,28 0,39 1,36 0,21 0,35
relative Vergleichstandardabweichung RSDy (in %) 17 22 34 24 20
Vergleichgrenze R (R = 2,8 % s) 0,80 1,08 3,82 0,58 0,97

8) Dies sind Beispiele fiir geeignete handelsibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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Zusatzlich wurden von vier Teilnehmern vier unbekannte Proben von handelsiblichen Lebensmitteln analy-
siert, die zwischen 0,3 % und 36 % (Massenanteil), (Mittelwerte) der gentechnisch veranderten Sojabohnen-
linie GTS 40-3-2 enthielten. Das 35S-Promotor-spezifische Nachweisverfahren ergab einen Variations-
koeffizienten (RSDg) in % im Bereich von 17 % bis 28 % [20].

B.1.2.3 Molekulare Spezifitait

B.1.2.3.1 Allgemeines

Das Verfahren wurde zur Bestimmung einer Zielsequenz entwickelt, die unter der GenBank®®) Zugangs-
nummer V00141 beschrieben ist.

Eine Auflistung von gentechnisch veranderten Pflanzen, die den CaMV-35S-Promotor enthalten, ist in [25]
angegeben.

Ein falsch positives Ergebnis kann auftreten, weil die amplifizierte Sequenz vom Blumenkohlmosaik-Virus
stammt, der Blumenkohl und andere Mitglieder der Familie der Brassicaceae (Cruciferae, Kreuzblitler) sowie
Resedaceae (Resedengewdchse) und Solanaceae (Nachtschattengewdachse) infiziert [26], [27].

Positive Ergebnisse, die bei Proben von Brassicaceae, Resedaceae und Solanaceae erhalten wurden, sollten
deshalb mit Vorsicht behandelt werden. Positive Ergebnisse kénnen das Vorliegen eines Produktes aus einer
gv Pflanze anzeigen, sollten jedoch nicht ohne zusétzliche Bestétigung als Nachweis fir das Vorliegen von
Produkten, die aus gv Pflanzen stammen, interpretiert werden.

Um zwischen einer Virusinfektion und gv Material zu unterscheiden, kénnen Verfahren zum Nachweis des
Blumenkohlmosaik-Virus angewendet werden [28].

B.1.2.3.2 Theoretische Spezifitit

Die Spezifitat der Primer und Sonden wurde durch eine Recherche der Datenbanken GenBank/EMBL/DDBJ®)
theoretisch ermittelt, wobei die Nukleotidsequenzen als zu suchende Sequenzen bei dem BLASTN-

Programm 2."2.39) [24. April 2002] verwendet wurden. Das Ergebnis der Recherche bestétigte eine
vollstandige Ubereinstimmung ausschlief3lich mit den erwarteten Zielsequenzen.

B.1.2.3.3 Experimentelle Bestimmung der Spezifitit

Die experimentelle Spezifitdt wurde bestimmt durch Identifizierung von ZRM IRMM-410 aus getrocknetem
Sojamehl vom IRMM, das 0 % bis 5 % GTS 40-3-2 Soja enthalt, und von Referenzmaterial der Leatherhead
Food Research Association International®) aus Sojamehl mit vollem Fettgehalt (Los-Nr. 2/99-01), das 0 %,
0,3 %, 1,25 % und 2 % GTS 40-3-2 Soja enthalt.

ANMERKUNG Die untersuchten handelsublichen Lebensmittelmatrices waren Sojamehl, Sojaeiweilisolate,
zusammengesetzte Lebensmittel, die Sojamehl und Sojaeiweil} enthalten.

B.1.2.4 Optimierung
Die Optimierung erfolgte fiir das ABI PRISM® 7700 SDS® mit der TagMan®-Chemie?).

Fir das Primer- und Sondendesign wurde die Primer-Express®-Software (Applied Biosystems)® angewendet.

9) Dies sind Beispiele fiur geeignete handelsibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch 1SO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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B.1.2.5 Nachweisgrenze (LOD)
Da das Verfahren quantitativ ist, wurde die LOD nicht spezifisch bewertet. Es wurde erwartet, dass die

Nachweisgrenze besser oder gleich der Bestimmungsgrenze ist, d. h. 50 Genomkopien der Sojabohnenlinie
GTS 40-3-2 in 82 000 Genomkopien von konventionellen Sojamehl.

B.1.2.6 Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die LOQ wurde durch Messung von Reihenverdiinnungen der Ziel-DNA nach [20] bewertet.

Nach Angaben des Verfahrensentwicklers betragt die LOQ 50 Genomkopien der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2
in 82 000 Genomkopien von konventionellen Sojamehl. Hinsichtlich des 1-C-Wertes siehe [20]. Dies ergibt
eine geschéatzte relative Bestimmungsgrenze von 0,06 ( = 50 Kopien/82 000 Kopien x 100 %).

Die im Ringversuch gepriften Konzentrationen sind in Tabelle B.1 aufgefuhrt.

ANMERKUNG Die Anzahl der Kopien wurde nicht im Ringversuch bestimmt.

B.1.3 Anpassung

Es liegen keine besonderen Angaben vor.

B.1.4 Kurzbeschreibung

Ein 82 bp Fragment der CaMV-35S-Promotorsequenz wird durch PCR mit zwei 35S-Promotor-spezifischen
Primern amplifiziert. Die Amplifikate werden wahrend jedes PCR-Zyklus (Echtzeit) mit einer 35S-Promotor-
spezifischen Oligonukleotid-Sonde gemessen, die mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert ist: FAM als
Reporter-Farbstoff und TAMRA als Quencher. Zu diesem Zweck wird TagMan®-Chemie0) eingesetzt.

Ein 81 bp Fragment der Sojalectin-Gensequenz wird durch PCR bei einer getrennt durchgefiihrten Real-Time
PCR-Reaktion mit zwei Soja-Lectin-Gen-spezifischen Primern amplifiziert und die Amplifikate werden
wahrend jedes PCR-Zyklus mit einer Soja-Lectin-Gen-spezifischen TagMan®-Sonde’?)Sonde gemessen.

Die quantitative Bestimmung erfolgt entweder nach dem AAC-Verfahren oder dem Verfahren mit doppelter
Kalibrierkurve (siehe B.1.9).

B.1.5 Reagenzien

B.1.5.1 Allgemeines

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe 1ISO 24276:—, 6.6.
B.1.5.2 Wasser

B.1.5.3 PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,), 10fach

B.1.5.4 MgCl,-Lésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/l

B.1.5.5 dNTP-Lésung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l ((jeweils))

10) Dies sind Beispiele fir geeignete handelsubliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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B.1.5.6 Oligonukleotide

Einzelheiten zu den Oligonukleotiden sind in Tabelle B.2 aufgefiihrt.

Tabelle B.2 — Oligonukleotide

Name DNA-Sequenz des Oligonukleotids Endkonzelr;::raRtion in der
Zielsequenz des Referenzgens
Lectin-F 5'—TCC ACC CCC ATC CAC ATT T—3' 900 nmol/l
Lectin-R 5'—ggC ATA gAA ggT gAA gTT gAA ggA—3' 900 nmol/l
Lectin-TMP | 5—FAM-AAC Cgg TAg CgT TgC CAg CTT Cg-TAMRA—3'2 100 nmol/l
GVO-Zielsequenz
35S-F 5'—gCC TCT gCC gAC AgT ggT—3' 300 nmol/l
35S-R 5'—AAg ACg Tgg TTg gAA CgT CTT C—3' 900 nmol/l
35S-TMP 5'—FAM-CAA AgA Tgg ACC CCC ACC CAC g-TAMRA—3'2 100 nmol/l
a8 FAM: 6-Carboxyfluorescein, TAMRA: 6-Carboxytetramethylrhodamin

Die Lange des Lectin-Amplifikats betragt 81 bp; die Lange des 35S-Amplifikats ist 82 bp.

B.1.5.7 Thermostabile DNA-Polymerase

AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase?)

B.1.5.8 Uracil-N-Glykosylase (optional)

B.1.6 Geriate

B.1.6.1 Allgemeines

Soweit nicht anders festgelegt, sollte durchgéngig die Ubliche Laborausriistung angewendet werden.

B.1.6.2 Thermocycler

Das angegebene Temperatur-Zeit-Profil wurde urspriinglich mit dem ABI PRISM® 7700 Sequence Detection
System und GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems)!!) gepriift. Nach Anpassung
der Reaktionsbedingungen dirfen andere Real-Time PCR-Nachweissysteme verwendet werden.

B.1.6.3 ReaktionsgefiRe

Die Reaktionsgefale missen fur die PCR-Amplifikation in einem Thermocycler geeignet sein, z. B. ABI
PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate, MicroAmp® Optical Caps (8 caps/strip, flat) (Applied Biosystems)!1).

11) Dies sind Beispiele fir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte duirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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B.1.7 Durchfiihrung: PCR-Ansatz

B.1.7.1 Allgemeines

EN ISO 21570:2005 (D)

Die PCR-Ansatze fir die Zielsequenz des Referenzgens und die GVO-Zielsequenz sollten in verschiedenen
ReaktionsgeféaRen angesetzt werden. Multiplex PCR (unter Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzmarker
fur die Sonden) wurde nicht geprift oder validiert.

Die Verfahrensbeschreibung gilt fir ein Gesamtvolumen je PCR-Ansatz von 50 ul, mit den in Tabelle B.3

angegebenen Reagenzien.

Tabelle B.3 — Reaktionsansatz fiir die Amplifikation, Endvolumen/Konzentration im Reaktionsgefal

Zielsequenz des Referenzgens

Gesamtvolumen 50 pl
Proben-DNA (H6chstmenge 200 ng) 10wl
DNA-Polymerase AmpliTaq Gold® 1,25 U
Dekontaminierungs- duTpP 400 pmol/l
system AmpErase® Uracil-N-Glykosylase 0,5U
Reaktionspufferlésung ;aoq)lz/)lfn(@-Pufferlésung A (enthalt passive Referenz 1fach

MgCl, 5 mmol/l
Primer Lectin-F und Lectin-R (siehe Tabelle B.2) siehe Tabelle B.2
dNTP dATP, dCTP, dGTP je 200 umol/l
Sonde Lectin-TMP (siehe Tabelle B.2) siehe Tabelle B.2

GVO-Zielsequenz

Gesamtvolumen 50 pl
Proben-DNA (Ho6chstmenge 200 ng) 10wl
DNA-Polymerase AmpliTaq Gold® 1,25 U
Dekontaminierungs- Dutp 400 pmol/l
system AmpErase® Uracil-N-Glykosylase 0,5U
Reaktionspufferlésung 'I;aoq)lz/)lgn(@-Pufferlésung A (enthalt passive Referenz 1fach

MgCl, 5 mmol/|
Primer 35S-F und 35S-R (siehe Tabelle B.2) siehe Tabelle B.2
dNTP dATP, dCTP, dGTP je 200 umol/l
Sonde 35S-TMP (siehe Tabelle B.2) siehe Tabelle B.2

a8  ROX = Carboxy-X-rhodamin
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B.1.7.2 PCR-Kontrollen

Als Positivkontrolle und als Referenzmaterial fur die Kalibrierung kénnen zertifizierte Referenzmaterialien von
GTS 40-3-2 (Material, das 0,1 % bis 5 % gentechnisch veranderte Sojabohnen enthalt), hergestellt vom IRMM
Geel, Belgien, (IRMM-410-Reihe)'2), verwendet werden [18].

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

B.1.7.3 Temperatur-Zeit-Programm

Das in Tabelle B.4 angegebene Temperatur-Zeit-Programm wurde fiir das ABlI PRISM® 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems)'2) optimiert. In der Validierungsstudie wurde es in Kombination mit
der AmpliTaq Gold®-DNA-Polymerase'2) angewendet. Bei der Anwendung anderer Thermocycler kann eine
spezielle Anpassung erforderlich sein. Die Zeit s fur die Aktivierung/anféangliche Denaturierung hangt von der
verwendeten Polymerase ab.

In Tabelle B.4 sind die Reaktionsbedingungen beschrieben.

Tabelle B.4 — Durchfiihrung — Reaktionsbedingungen

Zeit Temperatur
s C
Dekontaminierung vor der PCR 120 50
Aktivierung der DNA-Polymerase und Denaturierung der Proben-DNA vor der PCR | 600 95
PCR (45 Zyklen)
Schritt 1 Auftrennen (Denaturierung) 15 95
Schritt 2 Anlagerung (Annealing) und Verlangerung (Elongation) 60 60

B.1.8 Einschrankungen und Auswertung der Ergebnisse

Da auler der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 auch andere GVOs die 35S-Promotor-DNA-Sequenzen enthalten,
ist das Verfahren nur dann fur die quantitative Bestimmung von GTS 40-3-2 DNA geeignet, wenn keine
weiteren GVOs als GTS 40-3-2 Sojabohnen vorliegen. In allen anderen Féllen darf das Verfahren nur fur
Screening- und Kontrollzwecke angewendet werden.

Das beschriebene Verfahren ist fur die Ermittlung des Verhaltnisses von 35S-Promotor-DNA zu Sojabohnen-
DNA geeignet, wenn kein anderer GVO und Cauliflower mosaic virus vorliegen. Dieses Verhaltnis spiegelt die
Menge an GTS 40-3-2 Sojabohnen in Zutaten aus Sojabohnen des untersuchten Lebensmittels wider. Ein
Gehalt von 1 % GTS 40-3-2 Sojabohnen kann bestimmt werden, wenn die Menge der Zutat aus Sojabohnen
im untersuchten Lebensmittel mehr als 5 % betragt.

ANMERKUNG  Wenn die Lebensmittelverarbeitung zu einer Degradierung oder Entfernung von DNA gefihrt hat (z. B.
raffiniertes Sojadl, raffinierte Sojalecithine), fiihrt das beschriebene Verfahren nicht zu zuverlassigen Ergebnissen.

12) Dies sind Beispiele fir geeignete handelsubliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fihren.
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B.1.9 Kalibrierung und Berechnung der Ergebnisse

Nach der Festlegung eines Schwellenwertes (z. B. 0,01 bis 0,1 normalisierte Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffes (R,)) berechnet das Sequence Detection System fiir jede PCR die C-Werte (Schwellenwert-

Zyklen) (AAC;-Verfahren). Die Differenzen zwischen den 35S-spezifischen und den Lectin-spezifischen
Ci-Werten der Proben (AC,p,) und der Referenzproben (AC,r.;) Werden berechnet. Die relative Menge an
35S-DNA in der Probe w, in Prozent, in Bezug auf das Referenzmaterial, wird nach Gleichung (B.1) berechnet

W:2*(ACtPr*ACtRef)XCRef (B1)

Dabei ist crer die Konzentration des Referenzmaterials.

Alternativ wird vom Sequence Detection System auf der Grundlage von Standards, die aus GVO-Mischungen
mit festgelegten Konzentrationen der gentechnisch veranderten Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 (z. B. 0,1 %;
0,5 %, 1 %; 2 % und 5 %) bestehen, oder mit Standards, die aus geeigneten Verdinnungen der aus GVO-
Mischungen mit festgelegten Konzentrationen von GTS 40-3-2 (z. B. 5 %) erhaltenen Messl6sungen bestehen,
eine Kalibrierkurve (log [Konzentration] gegen C,) berechnet (Doppeltes Kalibrierkurvenverfahren). Diese
Kalibrierkurve wird zur Bestimmung der Konzentration der GTS 40-3-2 Linie in unbekannten Proben
verwendet. Da die DNA der Probe durch Lebensmittelverarbeitung abgebaut sein kann, oder da die Probe
auller Sojabohnen noch weitere Zutaten enthalten kann, muss die berechnete GTS 40-3-2 Konzentration in
Bezug auf die Menge der in der Probe vorhandenen amplifizierbaren Sojabohnen-DNA normalisiert werden.
Diese Menge wird mit der Sojabohnen-Lectin-Gen-spezifischen Real-Time PCR bestimmt, wobei als
Standards DNA-Mischungen mit festgelegten Konzentrationen an Sojabohnen-DNA verwendet werden [z. B.
100 %, 50 %, 25 %, 10 % und 1 % (jeweils Massenanteil)] Sojabohnen-DNA von der IRMM 410-Reihe,
verdunnt mit einer geeigneten Trager-DNA. Fur die Normalisierung wird die ermittelte Menge an GTS 40-3-2
DNA durch die ermittelte Menge an Sojabohnen-DNA dividiert.

Bei diesem alternativen Verfahren zur Berechnung der Ergebnisse ist es wichtig, dass die absolute Menge an
Matrizen-DNA (ng) fur jede bei der Kalibrierung verwendete PCR-Reaktion gleich ist.

Ein alternatives Vorgehen ist in C.2 beschrieben.
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Anhang C
(informativ)

Konstrukt-spezifische Verfahren

C.1 Konstrukt-spezifisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von DNA der
Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 mit Real-Time PCR (Verfahren 1)

C.1.1 Einleitung

Dieser Anhang beschreibt ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation und zum Nachweis eines taxon—
spezifischen Sojabohnen-Gens (Lecithin-Gen, le1) und von DNA, die von dem in der gentechnisch veran-
derten der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 vorhandenen spezifischen Genkonstrukt stammt. Das Verfahren ist
zur quantitativen Bestimmung der Menge an DNA geeignet, die von der gentechnisch veranderten Soja-
bohnenlinie GTS 40-3-2 in Zutaten aus Sojabohnen stammt, die die gentechnisch verdnderte Sojabohnenlinie
GTS 40-3-2 (Roundup Ready®)'3) enthalten.

Hinsichtlich der Einschrénkungen siehe C.1.7.
C.1.2 Validierungsstatus und Leistungsmerkmale

C.1.21 Allgemeines

Das Verfahren wurde fiir zertifizierte Referenzmaterialien (ZRM IRMM-410)13) [18], bestehend aus
getrocknetem Sojamehl, das Mischungen aus GTS 40-3-2 und konventionellen Sojabohnen enthélt, optimiert.

Die Vergleichprazision der beschriebenen Verfahren wurde in Ringversuchen mit unbekannten Proben (SA
bis SE, siehe Tabelle C.1), die aus Mischungen von Referenzmaterialien der oben erwahnten Art bestanden,
gepruft [19]. Zuséatzlich wurden handelsibliche Lebensmittel geprift [20].

Die Anzahl der Kopien von jeder der Zielsequenzen je Genom wurde nicht im Einzelnen abgeschatzt [21], [22].

Das Verfahren wurde im Schweizerischen Lebensmittelbuch [23] verdffentlicht.

C.1.2.2 Ringversuch

Funf unbekannte Proben, die zwischen 0,7 % und 3 % (Massenanteil) trockenes Sojamehl der Linie GTS 40-
3-2 enthielten, wurden von elf Teilnehmern analysiert.

Das GTS 40-3-2 konstrukt-spezifische Nachweisverfahren ergab eine relative Vergleichstandardabweichung
(RSDg) im Bereich von 16 % bis 28 % (siehe Tabelle C.1). Bei den ersten Experimenten des Ringversuches

stellte sich heraus, dass das 1-%-Soja-ZRM nicht widerspruchsfrei hinsichtlich dessen angegeben Gehaltes
war. Die Untersuchungen ergaben, dass das divergierende Referenzmaterial zu unterschiedlichen
Zeitpunkten mit unterschiedlichen Verfahren hergestellt wurde, was zu einem unterschiedlichen Grad des
DNA-Abbaus fiihrte. Den Teilnehmern des Ringversuchs wurde geraten, im Verlauf des Ringversuchs das
2- %-ZRM zu verwenden und die DNA zu verdinnen, um eine 1%ige Referenz-DNA-L6sung fir die
Verwendung bei der quantitativen Bestimmung zu erhalten.

13) Dies sind Beispiele fur geeignete handelstibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch 1SO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Zur DNA-Extraktion wurde das in [23] beschriebene Verfahren angewendet. Kurz gesagt wurden 200 ng des
Probenmaterials in 1 ml Guanidin-Hydrochlorid/Proteinase K-Pufferlésung (0,5 mol/l bzw. 0,8 mg/ml) 3 h bei
56 °C lysiert. Nach einem RNase-Verdau wurden 500 pl des gereinigten Extraktes mit 1 ml Wizard®-Silicium-
dioxidharz %) gemischt, und das Harz mit der gebundenen DNA wurde durch Ansaugen durch eine
Wizard®-Filtersaule'4) zuriickgewonnen. Nach dem Waschen mit Isopropanol wurde die DNA bei 70 °C in
Tris-Pufferldsung mit einer Konzentration von 10 mmol/l und mit einem pH-Wert von 9,0 vom
Siliciumdioxidharz eluiert. Die DNA-Konzentration wurde durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm
geschatzt und auf 20 ug/ml eingestellt. Bei der anschliefenden PCR-Analyse wurden von jeder Probe 200 ng
DNA in zwei unabhdngigen Reaktionen analysiert.

Die Proben wurden im Doppelansatz analysiert.

Da die mit SA bis SE gekennzeichneten Proben Mischungen dieser divergierenden Standards darstellten,
konnten die mit diesen Proben erhaltenen Ergebnisse nicht fir die Bewertung der Richtigkeit des angewen-
deten Real-Time PCR-Verfahrens verwendet werden. Die Ergebnisse konnten jedoch fur die Einschatzung
der Prazision der angewendeten Verfahren verwendet werden, wobei die beschriebenen Umstande den
unguinstigsten Fall widerspiegeln, der zu einer Unterschatzung der Prazision des angewendeten Real-Time
PCR-Verfahrens fuhrt [19].

Der Ausschluss von Laboratorien beruht auf den verwendeten Real-Time PCR-Geraten und der statistischen
Berechnung der Ausreiler. Das Verfahren wurde fir Blockthermocycler entwickelt. Deshalb wurden zwei
Laboratorien, die ein LightCycler®-System’4) (Roche Diagnostics) verwenden, vor der Berechnung der
Ausreil’er ausgeschlossen. Der Grund fiir den Ausschluss einer bestimmten Art von PCR-Geraten war die
Beobachtung, dass das angewendete Verfahren einer sorgfaltigen Anpassung und Optimierung bedarf, wenn
die Durchfuhrung an anderen Real-Time PCR-Geréten erfolgt, als im Verfahren festgelegt. Die verbliebenen
Laboratorien wurden zusétzlich nach Grubbs auf Ausreil3er untersucht [24]. Einzelheiten zum Ringversuch
sind in Tabelle C.1 angegeben.

14) Dies sind Beispiele fur geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Tabelle C.1 — Angaben zur Validierung fiir den 35S-Promotor-spezifischen GVO-Nachweis

Probe
SA SB SC SD SE
Jahr des Ringversuchs 1999 1999 1999 1999 1999
Anzahl der Laboratorien mit vorliegenden Ergebnissen 11 11 11 11 11
Anzahl der Proben je Laboratorium 1 1 1 1 1
Anzahl der ausgeschlossenen Laboratorien 3 2 3 3 3
Anzahl der nach dem Ausschluss verbliebenen Laboratorien 8 9 8 8 8
Anzahl der angenommenen Proben 8 9 8 8 8
Erwarteter Wert (% GVO) 1,4 1,8 3 0,7 1
Mittelwert (% GVO) 1,70 1,89 3,65 0,86 1,58
Medianwert (% GVO) 1,71 1,90 3,68 0,85 1,49
Vergleichstandardabweichung sp (% GVO) 0,27 0,53 0,57 0,15 0,38
relative Vergleichstandardabweichung RSDy, (in %) 16 28 16 17 24
Vergleichgrenze R (R = 2,8 x sg) 0,77 1,48 1,60 0,42 1,06

Zuséatzlich wurden von vier Teilnehmern vier unbekannte Proben von handelsiiblichen Lebensmitteln
analysiert, die zwischen 0,3 % und 36 % (Massenanteil), (Mittelwerte) der gentechnisch verdnderten
Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 enthielten. Das GTS 40-3-2 konstrukt-spezifische Nachweisverfahren ergab eine
relative Vergleichstandardabweichung (RSDR) in % im Bereich von 23 % bis 36 % [20].

C.1.2.3 Molekulare Spezifitat

C.1.2.3.1 Allgemeines

Das Verfahren wurde zur Bestimmung einer Zielsequenz entwickelt, die z. B. unter der GenBank®1%)-Zu-
gangsnummer AX033493 beschrieben ist.

C.1.2.3.2 Theoretische Spezifitit

Die Spezifitit der Primer und Sonden wurde durch eine Recherche der Datenbanken
GenBank/EMBL/DDBJ'5) theoretisch ermittelt, wobei die Nukleotidsequenzen als zu suchende Sequenzen
mit dem BLASTN-Programm 2.2.3 [24. April 2002] verwendet wurden.

Das Ergebnis der Recherche bestétigte eine vollstandige Ubereinstimmung ausschlieRlich mit den erwarteten
Zielsequenzen.

C.1.2.3.3 Experimentelle Bestimmung der Spezifitat

Die experimentelle Spezifitdt wurde bestimmt durch Identifizierung von ZRM aus getrocknetem Sojamehl
IRMM-410 vom IRMM, das 0 % bis 5% GTS 40-3-2 Sojabohnen enthélt, und von Referenzmaterial der
Leatherhead Food Research Association International’™® aus Sojamehl mit vollem Fettgehalt

15) Dies sind Beispiele fir geeignete handelstibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch ISO. Gleichwertige
Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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(Los-Nr. 2/99-01), das 0%, 0,3 %, 1,25% und 2 % GTS 40-3-2 Sojabohnen enthalt. Die untersuchten
handelsliblichen Lebensmittelmatrices waren Sojamehl, Sojaeiweildisolate und zusammengesetzte
Lebensmittel, die Sojamehl und Sojaeiweil’ enthalten.

C.1.2.4 Optimierung
Die Optimierung erfolgte fir das ABI PRISM® 7700 SDS'6) mit der TagMan®—-Chemie6).

Fir die Primer- und Sondenausfiihrung wurde die Primer-Express-Software (Applied Biosystems)!6)
angewendet.

C.1.2.5 Nachweisgrenze (LOD)
Da das Verfahren quantitativ ist, wurde die LOD nicht speziell bewertet. Es wurde erwartet, dass die LOD

besser oder gleich der Bestimmungsgrenze ist, d. h. 50 Genomkopien der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 in
82 000 Genomkopien von konventionellen Sojamehl.

C.1.2.6 Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die LOQ wurde durch Messung von Reihenverdiinnungen der Ziel-DNA nach [20] bewertet.

Nach Angaben des Verfahrensentwicklers betragt die Bestimmungsgrenze 50 Genomkopien der Sojabohnen-
linie GTS 40-3-2 in 82000 Genomkopien von konventionellen Sojamehl. Hinsichtlich des 1-C-Wertes
siehe [20].

Dies ergibt eine geschatzte relative Bestimmungsgrenze von 0,06 (= 50 Kopien/82 000 Kopien x 100 %).

Die im Ringversuch gepriften Konzentrationen sind in Tabelle C.1 aufgefihrt.

ANMERKUNG  Die Anzahl der Kopien wurde nicht im Ringversuch bestimmt.

C.1.3 Anpassung

Es liegen keine besonderen Angaben vor.

C.1.4 Kurzbeschreibung

Ein 83 bp Fragment des fur die Konstruktion der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 verwendeten Transgens wird
durch PCR mit zwei Primern amplifiziert, die fur das CTP-Gen von Petunia hybrida (RRS-F, siehe
Tabelle C.2) und den 35S-Promotor (RRS-R, siehe Tabelle C.2) spezifisch sind. Die Amplifikate werden
wahrend jedes PCR-Zyklus (Echtzeit) mit einer Oligonukleotid-Sonde gemessen, die fir den Ubergang
zwischen dem CTP-Gen und dem 35S-Promotor (RRS-TMP, sieh Tabelle C.2) spezifisch ist. Diese
Oligonukleotid-Sonde ist mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert: FAM als Reporter-Farbstoff und TAMRA

als Quencher. Zu diesem Zweck wurde die TagMan®-Chemie'6) eingesetzt.

Bei einer getrennt durchgefiihrten Real-Time PCR-Reaktion wird ein 81 bp Fragment der Sojalectin-
Gensequenz mit zwei Sojalectin-Gen-spezifischen Primern amplifiziert und die Amplifikate werden bei jedem
Zyklus mit einer Sojalectin-Gen-spezifischen TagMan®-Sonde ') gemessen (Lectin-TMP, siehe Tabelle C.2).

Die quantitative Bestimmung erfolgt entweder nach dem AAC-Verfahren oder dem Verfahren mit doppelter
Kalibrierkurve (siehe C.1.8).

16) Dies sind Beispiele fir geeignete handelsubliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieser genannten Produkte durch 1SO. Gleichwertige
Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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C.1.5 Reagenzien

C.1.5.1 Allgemeines

Hinsichtlich der Qualitat der verwendeten Reagenzien siehe 1ISO 24276:—, 6.6.
C.1.5.2 Wasser

C.1.5.3 PCR-Pufferlésung (ohne MgCl,), 10-fach

C.1.5.4 MgCl,-Lésung, ¢(MgCl,) = 25 mmol/l

C.1.5.5 dNTP-L6ésung, ¢(dNTP) = 2,5 mmol/l ((jeweils))

C.1.5.6 Oligonukleotide

Einzelheiten zu den Oligonukleotiden sind in Tabelle C.2 aufgefihrt.

Tabelle C.2 — Oligonukleotide

Name DNA-Sequenz des Oligonukleotids Endko::re;tcraRtion in
Zielsequenz des Referenzgens
Lectin-F 5'—TCC ACC CCC ATC CAC ATT T—3' 900 nmol/l
Lectin-R 5'—ggC ATA gAA ggT gAA gTT gAA ggA—3' 900 nmol/l
Lectin-TMP 5'—FAM-AAC Cgg TAg CgT TgC CAg CTT Cg-TAMRA—3' 100 nmol/l
Zielsequenz des GVO
RRS-F 5'—gCC ATg TTg TTA ATT TgT gCC AT—3' 900 nmol/l
RRS-R 5'—gAA gTT CAT TTC ATT Tgg AgA ggA C—3' 900 nmol/l
RRS-TMP 5'—FAM-CTT gAA AgA TCT gCT AgA gTC AgC TTg TCA gCg-TAMRA—3'@ 100 nmol/l
@  FAM: 6-Carboxyfluorescein, TAMRA: 6-Carboxytetramethylrhodamin

Die Lange des Lectin-Amplifikats betragt 81 bp; die Lange des RRS-Amplifikats ist 83 bp.

C.1.5.7 Thermostabile DNA-Polymerase

AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase?)
C.1.5.8 Uracil-N-Glykosylase (optional)
C.1.6 Gerite

C.1.6.1 Allgemeines

Soweit nicht anders festgelegt, sollte durchgéngig die Ubliche Laborausristung angewendet werden.

17) Dies ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte diurfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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C.1.6.2 Thermocycler
Das angegebene Temperatur-Zeit-Profil wurde urspriinglich mit dem ABI PRISM® 7700 SDS'8) und

GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems)'8) gepriift. Nach Anpassung der Reaktionsbedingungen kénnen
andere Real-Time PCR-Nachweissysteme verwendet werden.

C.1.6.3 ReaktionsgefaBe

Die Reaktionsgefale muissen fur die PCR-Amplifikation in einem Thermocycler geeignet sein, z. B. ABI
PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate, MicroAmp® Optical Caps (8 caps/strip, flat) (Applied Biosystems)18).

C.1.6.4 Durchfiihrung: PCR-Ansatz

Die PCR-Ansatze fur die Zielsequenz des Referenzgens und die GVO-Zielsequenz sollten in verschiedenen
Reaktionsgefalten angesetzt werden. Multiplex PCR (unter Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzmarker
fir die Sonden) wurde nicht geprift oder validiert.

Die Verfahrensbeschreibung gilt fur ein Gesamtvolumen je PCR-Ansatz von 50 ul, mit den in Tabelle C.3
angegebenen Reagenzien.

18) Dies sind Beispiele fir geeignete handelsubliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte diurfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fiihren.
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Tabelle C.3 — Reaktionsansatz fiir die Amplifikation, Endvolumen/Konzentration im ReaktionsgefaR

Zielsequenz des Referenzgens

Gesamtvolumen 50 ul
Proben-DNA (H6chstmenge 200 ng) 10
DNA-Polymerase AmpliTaq Gold® 1,25 U
Dekontaminierungssystem duTe 400 pmol
AmpErase-Uracil-N-Glykosylase 0,5U
Reaktionspufferldsung ;?)q)lz/)lfn(@ Pufferlésung A (enthalt passive Referenz- 1fach
MgCl, 5 mmol/l
Primer Lectin-F und Lectin-R (siehe Tabelle C.2) siehe Tabelle C.2
dNTP dATP, dCTP, dGTP je 200 umol/l
Sonde Lectin-TMP (siehe Tabelle C.2) siehe Tabelle C.2

GVO-Zielsequenz

Gesamtvolumen 50 ul
Proben-DNA (Ho6chstmenge 200 ng) 10
DNA-Polymerase AmpliTaq Gold® 1,25 U
Dekontaminierungssystem duTe 400 pmol
AmpErase-Uracil-N-Glykosylase 0,5U
Reaktionspufferlésung 'Ir\')aotq)lzl)ler:-ln® Pufferlésung A (enthélt passive Referenz- 1fach
MgCl, 5 mmol/l
Primer RRS-F und RRS-R (siehe Tabelle C.2) siehe Tabelle C.2
dNTP dATP, dCTP, dGTP je 200 pmol/l
Sonde RRS-TMP (siehe Tabelle C.2) siehe Tabelle C.2

@  ROX = Carboxy-X-rhodamin

C.1.6.5 PCR-Kontrollen

Als eine positive Kontrolle und als Referenzmaterial fiir die Kalibrierung dirfen zertifizierte Referenz-
materialien von GTS 40-3-2 (Material, das 0,1 % bis 5 % gentechnisch veradnderte Sojabohnen enthalt),
hergestellt vom IRMM, Geel, Belgien, (IRMM-410-Reihe9)) verwendet werden [18].

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

19) Dies ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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C.1.6.6 Temperatur-Zeit-Programm

Das in Tabelle C.4 angegebene Temperatur-Zeit-Programm wurde fiir das ABI PRISM® 7700 Sequence
Detection System (SDS)20) (Applied Biosystems) optimiert. In der Validierungsstudie wurde es in Kombination
mit der AmpliTag Gold®-DNA-Polymerase20) angewendet. Bei der Anwendung anderer Thermocycler kann
eine spezielle Anpassung erforderlich sein. Die Zeit fur die Aktivierung/anfangliche Denaturierung hangt von
der verwendeten Polymerase ab.

In Tabelle C.4 sind die Reaktionsbedingungen beschrieben.

Tabelle C.4 — Durchfiihrung — Reaktionsbedingungen

Zeit | Temperatur
] °C
Dekontaminierung vor der PCR 120 50
Aktivierung der DNA-Polymerase und Denaturierung der Proben-DNA vor der PCR 600 95
PCR (45 Zyklen)
Schritt 1 Auftrennen (Denaturierung) 15 95
Schritt 2 Anlagerung (Annealing) und Verlédngerung (Elongation) 60 60

C.1.7 Einschrinkungen und Auswertung der Ergebnisse

Da auller der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 auch andere GVOs einen Teil des fur die Konstruktion der
Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 verwendeten Transgens enthalten kénnen, besonders den 35S-Promotor, die
CTP-Sequenz von Petunia hybrida und den spezifischen Ubergang zwischen diesen beiden genetischen
Elementen, ist das Verfahren nur dann fiir die quantitative Bestimmung von GTS 40-3-2 DNA geeignet, wenn
keine weiteren GVOs als die vorstehend genannten vorliegen.

Das beschriebene Verfahren ist fur die Ermittlung des Verhaltnisses von DNA aus der Sojabohnenlinie
GTS 40-3-2 DNA zu Sojabohnen-DNA geeignet. Dieses Verhaltnis spiegelt die Menge an GTS 40-3-2 Soja in
Zutaten aus Soja des untersuchten Lebensmittels wider.

Wenn die Menge der Zutat aus Sojabohnen im untersuchten Lebensmittel unter 5 % liegt, ist es
unwahrscheinlich, dass eine Konzentration von GTS 40-3-2 Soja von 1 % bestimmt werden kann.

ANMERKUNG Wenn die Lebensmittelverarbeitung zu einer Degradierung oder Entfernung von DNA gefiihrt hat (z. B.
raffiniertes Sojadl, raffinierte Sojalecithine), fihrt das beschriebene Verfahren nicht zu zuverldssigen Ergebnissen.

C.1.8 Kalibrierung und Berechnung der Ergebnisse

Nach der Festlegung eines Schwellenwertes (z. B. 0,01 bis 0,1 normalisierte Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffes (R,)) berechnet das Sequence Detection System fiir jede PCR die C-Werte (Schwellenwert-

Zyklen) (AAC,-Verfahren). Die Differenzen zwischen den RRS-spezifischen und den Lectin-spezifischen
C-Werten der Proben (AC,p,) und der Referenzproben (AC, r.;) Werden berechnet. Die relative Menge an

DNA aus der Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 der Probe, w, in Prozent in Bezug auf das Referenzmaterial wird
nach Gleichung (C.1) berechnet

= 2*(AC»( pr—AC Ref} X CRef (C1)

20) Dies sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte diurfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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Alternativ wird vom Sequence Detection System auf der Grundlage von Standards, die aus GVO-Mischungen
mit festgelegten Konzentrationen der gentechnisch veranderten Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 (z. B. 0,1 %;
0,5 %, 1 %; 2 % und 5 %) bestehen, oder mit Standards, die aus geeigneten Verdiinnungen der aus GVO-
Mischungen mit festgelegten Konzentrationen von GTS 40-3-2 (z. B. 5 %) erhaltenen Messlésungen bestehen,
eine Kalibrierkurve (log [C] gegen C,) berechnet (doppelte Kalibrierkurvenmethode). Diese Kalibrierkurve wird

zur Bestimmung der Konzentration der GTS 40-3-2 Linie in unbekannten Proben verwendet. Da die DNA der
Probe durch Lebensmittelverarbeitung abgebaut sein kann oder da die Probe auler Sojabohnen noch
weitere Zutaten enthalten kann, muss die berechnete Konzentration von GTS 40-3-2 in Bezug auf die Menge
der in der Probe vorhandenen amplifizierbaren Sojabohnen-DNA normalisiert werden. Diese Menge wird mit
der Soja-Lectin-Gen-spezifischen Real-Time PCR bestimmt, wobei als Standards DNA-Mischungen mit
festgelegten Konzentrationen an Sojabohnen-DNA aus IRMM-410 oder 410R2") verwendet werden (z. B.
100 %, 50 %, 25 %, 10 % und 1 %, jeweils als Massenanteil) verdiinnt mit einer geeigneten Trager-DNA. Fir
die Normalisierung wird die ermittelte Menge an DNA von GTS 40-3-2 durch die ermittelte Menge an
Sojabohnen-DNA dividiert.

ANMERKUNG Bei diesem alternativen Verfahren der Berechnung der Ergebnisse ist es wichtig, dass die absolute
Menge an Matrizen-DNA (ng) furr jede bei der Kalibrierung verwendete PCR gleich ist.

Eine alternative Vorgehensweise ist in C.2 beschrieben.

C.2 Konstrukt-spezifisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von DNA der
Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 mit Real-Time PCR (Verfahren 2)

C.2.1 Einleitung

Dieser Anhang beschreibt ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation und zum Nachweis eines taxon-
spezifischen Gens aus Sojabohnen (Lectin-Gen, le1) und des spezifischen Genkonstrukt-Ubergangs-
bereiches zwischen der 35S-Promotor-DNA vom Blumenkohlmosaik-Virus und dem Chloroplasten-Zielsignal
aus Petunia hybrida, der der in der gentechnisch verdnderten Sojabohnenlinie GTS 40-3-2 (Roundup
Ready®) vorhandenen Sequenz des 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-synthase-Gens (epsps) aus
Agrobacterium vorausgeht, zur quantitativen Bestimmung der relativen Menge an DNA der Sojabohnenlinie
GTS 40-3-2.

Hinsichtlich der Einschréankungen siehe C.2.8.
C.2.2 Validierungsstatus und Leistungsmerkmale

C.2.21 Allgemeines

Das Verfahren wurde fur Real-Time PCR-Gerate unter Verwendung von zertifizierten Referenzmaterialien

(ZRM IRMM-410R)2")[18], bestehend aus getrocknetem Sojamehl, das Mischungen aus GTS 40-3-2 und
konventionellen Soja enthélt, optimiert.

Die Vergleichprazision und Genauigkeit des beschriebenen Verfahrens wurden in Ringversuchen mit
unbekannten Proben, die aus den oben erwahnten Referenzmaterialien bestanden, gepruft. Zusétzlich wurde
ein verarbeitetes Referenzmaterial von texturiertem Pflanzeneiweild (en: texturized vegetable protein-type,
TVP) geprift.

Die Anzahl der Kopien von jeder der Zielsequenzen je Genom wurde nicht im Einzelnen abgeschéatzt.

21) Dies sind Beispiele fur geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte dirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu fuhren.
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C.2.2.2 Ringversuch

Sechs unbekannte Proben, die zwischen 0,1 % (Massenanteil) und 5 % (Massenanteil) der oben erwdhnten
zertifizierten Referenzmaterialien (ZRM IRMM-410R)22)) und TVP mit 2 % (Massenanteil) der Sojabohnenlinie
GTS 40-3-2 enthielten, wurden analysiert von:

— 14 Laboratorien unter Anwendung von des ABI PRISM® 7700 SDS

— 6 Laboratorien unter Anwendung des ABl GeneAmp® 5700 SDS, und

— 12 Laboratorien unter Anwendung des LightCycler® System?22) (Roche Diagnostics).

Die Anzahl der Teilnehmer sowie die Anzahl der Proben entsprachen den Kriterien nach ISO 5725 (Reihe).

Das GTS 40-3-2 konstrukt-spezifische Nachweissystem ergab eine relative Vergleichstandardabweichung
(RSDR) im Bereich von 27 % bis 44 % bei der Anwendung der Geréte ABI PRISM® 7700 SDS und

ABI GeneAmp® 5700 SDS und im Bereich von 27 % bis 64 % bei der Anwendung des LightCycIer®
System?22) (Roche Diagnostics).

Zur DNA-Extraktion wurde das in ISO 21571:2005, A.3 beschriebene Verfahren angewendet.

Von jeder Probe wurden zwei DNA-Extraktionen parallel analysiert. Jede Untersuchungsprobe wurde dreifach
analysiert.

Die Prazision, Genauigkeit und Bestimmungsgrenze des Verfahrens wurden durch den Ringversuch bestimmt.
Daten zur Spezifitat, Linearitat sowie zur Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden vor dem Ringversuch
ermittelt. Der DNA-Gehalt der Untersuchungsproben entsprach diesem Bereich bzw. diesen Grenzen.

Eine Zusammenfassung der Angaben zur Validierung hinsichtlich Richtigkeit und Préazision ist in den
Tabellen C.5 und C.6 angegeben.

22) Dies sind Beispiele fiir geeignete handelstibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender
dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch ISO. Gleichwertige
Produkte diurfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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Tabelle C.5 — Angaben zur Validierung fiir ABI PRISM® 7700 SDS und GeneAmp® 5700 SDS23)

Probe 1 | Probe 2 | Probe 3 | Probe 4 | Probe 5 | Probe 6
0,10 % 0,50 % 1,0 % 2,0 % 50% [2%TVP
+0,03% |£0,06% | +0,1% | £0,2% | £0,2%
Jahr des Ringversuchs 2000 2000 2000 2000 2000 2000
Anzahl der Laboratorien 19 19 19 19 19 19
Anzahl der Ausreil3erd 0 2 1 0 1 0
Anzahl der nach der Eliminierung der
Ausreil3er verbliebenen Laboratorien 19 17 18 19 18 19
Mittelwert (%) 0,11 0,49 1,00 2,27 5,11 1,71
Wiederholstandardabweichung s, 0,04 0,12 0,21 0,25 0,53 0,48
relative Wiederholstandardabweichung
RSD, (%) 33 24 21 11 10 28
Wiederholgrenze r (r = 2,8 x s;) 0,10 0,33 0,59 0,71 1,48 1,34
Vergleichstandardabweichung sg 0,05 0,3 0,28 0,71 1,38 0,55
Relative Vergleichstandardabweichung
RSDR (%) 44 27 28 32 27 32
Vergleichgrenze R (R = 2,8 x sR) 0,13 0,37 0,77 2,00 3,87 1,54
a Die AusreiBer wurden mit den Ausreiflertests nach Grubbs und Cochran identifiziert. [24]

23) Dies ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelsibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produktes durch 1SO.
Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identischen Ergebnissen fuhren.
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